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Resumen

En esta tesis hemos explorado los mecanismos transcripcionales implicados en el
funcionamiento del promotor de gen de la fibronectina humana (FN). En primer lugar se
analizo el impacto de mutaciones en los elementos CRE -170 y CCAAT -150 del promotor
sobre la union de factores de transcripcion especificos in vitro y se confirmé la cooperacion
entre los sitios CRE y CCAAT. En segundo lugar el efecto de las mutaciones sobre la
actividad del promotor fue analizado en transfecciones transientes en células de hepatoma
humano y en lineas celulares fibroblasticas. Estos experimentos demostraron la importancia
funcional de los elementos CRE y CCAAT del promotor de FN y sugirieron la existencia de
interacciones funcionales entre las proteinas que se unen a estos sitios. Se analizé también la
respuesta del promotor al AMP ciclico (AMPc) y se determin6 que éste actia a través de
distintos elementos en cada tipo celular. En las células Hep3B la induccién por AMPc
mediada por CRE -170 depende de CCAAT -150, implicando una interaccion funcional

entre los factores unidos a ambos sitios.

Utilizando un RNA antisentido descubrimos que en células hepaticas ATF-2 es esencial para
la activacion de la transcripcion basal por CRE -170 y, lo mas importante, que la unién de
ATF-2 al CRE depende de la integridad de CCAAT -150. Por otro lado, demostramos que
la activacion de la transcripcion por ATF-2 requiere la presencia del micleo promotor de FN
y que la expresion de proteinas activadoras de ATF-2 inhibe la expresion del gen de FN. A
la luz de estos resultados proponemos un modelo en el que un heterodimero entre un factor
ATF inducible por AMPc y ATF-2 activa al promotor de FN dentro de un factor compuesto
ATF.CCAAT que le confiere a ATF-2 capacidades diferentes a las que posee el factor

aislado.



Abstract

In this thesis we have explored the transcriptional mechanisms underlying de activity of the
human fibronectin (FN) gene promoter. First we have analyzed the effects of mutating the
-170 CRE and -150 CCAAT elements on the binding of specific transcription factors in
vitro, confirming the cooperation between the CRE and CCAAT sites. Second, the effect of
the mutations on the activity of the promoter was investigated in transient transfections in
human hepatoma cells and in fibroblastic cell lines. These experiments demonstrated the
functional significance of the CRE and CCAAT elements of the FN promoter and suggested
the existence of functional interactions between the proteins that bind these sites. The
response of the promoter to cyclic AMP (cAMP) was also analyzed and it was shown that
this molecule acts through different elements in each cell type. In Hep3B cells cAMP
induction going through the -170 CRE depends on -150 CCAAT, implying a functional

interaction between the factor bound to both sites.

Employing an antisense RNA we found that in hepatic cells ATF-2 is essential for -170 CRE
to activate basal transcription and, most importantly, that the binding of ATF-2 to the CRE
depends on the integrity of -150 CCAAT. Besides, we have demonstrated that activation of
transcription by ATF-2 requires the presence of the FN core promoter and that the
expression of ATF-2 activating proteins inhibits FN gene expression. On the light of these
results we advance a model that depicts a heterodimer between a cAMP responsive ATF
factor and ATF-2 that activates the FN promoter as part of an ATF*CCAAT composite

Jactor that confers on ATF-2 different abilities compared to the isolated factor.
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INTRODUCCION



1. PROTEINAS QUE SE UNEN ESPECIFICAMENTE AL DNA REGULAN LA
TRANSCRIPCION POR MECANISMOS POCO CONOCIDOS.

1.1. Jacob, Monod y después.

Todos los genes son un poco el operon lac.

Hace 35 afios Frangois Jacob y Jacques Monod sentaron los principios fundamentales de la
regulacion transcripcional con su descripcion de la regulacion del operén lac de Escherichia
coli [1]. Ellos propusieron que existen secuencias de DNA (luego llamadas reguladores cis)
que funcionan en un gen no codificando para un producto sino regulando su sintesis a través
de la unién de factores difusibles, los reguladores frans. Subsiguientemente se mostro que
estos reguladores frans son proteinas que reconocen especificamente las secuencias
reguladores cis [2, 3] y que una proteina reguladora frans puede modificar la actividad de
otra unida adyacentemente en el DNA [4]. Este paradigma regulatorio se ha extendido
desde entonces a todos los sistemas bioldgicos en los que se han analizado los mecanismos

moleculares de la regulacion transcripcional [5].

Los factores de transcripcion intervienen en procesos biologicos fundamentales.

Si hace tanto tiempo que sabemos basicamente como se regula la transcripcion, ;por qué se
mantiene tan vivo el interés en conocer los detalles moleculares de cientos de promotores y
enhancers procarioticos y eucaridticos? ;no es acaso tan importante, por ejemplo, la
traduccion, y sin embargo nos damos por satisfechos con conocer los rudimentos del
funcionamiento de los ribosomas? ;Por qué los bidlogos investigan tanto la regulacion de la
transcripcion?

Una respuesta probable es que no podrian evitarlo ain queriendo hacerlo. El mas fuerte
argumento en favor de la preponderancia de los mecanismos regulatorios transcripcionales
en la modulacion de la expresion genética es la aparicion de factores de transcripcion
cumpliendo roles claves en todo proceso biologico de importancia. En la transformacion
celular que subyace al cancer el descubrimiento de que numerosos oncogenes y

"anti-oncogenes" codifican para factores de transcripcion los puso en el primer plano de
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atencion. En el desarrollo embrionario numerosisimas mutaciones que alteran drasticamente
el patron de morfogénesis ocurren en factores de transcripcion, siendo los genes homedticos
la muestra mas contundente de su importancia [6, 7]. Todas las hormonas lipofilicas tienen
un receptor que es un factor de transcripcion y las hidrofilicas activan receptores que causan
la activacion o inactivacion de factores de transcripcion. Incluso los procesos neurolégicos
que median la memoria y el comportamiento, que se suponian demasiado rapidos para
involucrar mecanismos transcripcionales, requieren la accion de factores de transcripcion

especificos [8, 9].

Los mecanismos que gobiernan la especificidad y la potencia de la accion de los factores

de transcripcion permanecen desconocidos.

El desarrollo temprano de la investigacion en la regulacion de la transcripcion eucariotica se
realiz6 en el marco interpretativo propuesto por Jacob y Monod para el operon lac. Se
pensaba que cada gen contendria secuencias cis correspondientes a todas y cada una de las
sefiales (ya sea de especificidad tisular u hormonal) que modificaban su expresion, las cuales
serian comunes a todos los genes que se regulan por una dada sefial y diferentes a todas las
otras contenidas en otros genes, esta vision constituye el modelo del response element. A su
vez habria un factor de transcripcion especifico para cada secuencia cis y su sefial. Las
excepciones a esta concepcion aparecieron desde un comienzo, pero solo desde hace unos 5
afios se reconoce que las llamadas excepciones son mas bien la regla y que no existe un solo
caso natural que corresponda exactamente con el modelo [10, 11]. Es cierto, sin embargo,
que ha sido posible construir secuencias regulatorias artificiales que se comportan acorde a
lo propuesto originalmente, y que el estudio de las mismas ha permitido entender los
componentes mecanisticos basicos que seguramente tienen un rol importante en la

regulacion de los promotores y enhancers naturales.

Las observaciones que se han acumulado en favor de una vision diferente de como se regula
la transcripcion se refieren tanto a los reguladores cis como a los frans. Respecto de los
elementos cis, si bien se han identificado secuencias necesarias y suficientes para responder
a una sefial, éstas se hallan presentes también en genes que no responden a esa regulacion.

Es mas, en muchos casos una misma secuencia cis media una respuesta a una sefial en un
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grupo de genes, a otra distinta en un segundo grupo, y a las dos en un tercero. Por otro lado
es notable que aun en los casos mas simples de transduccion de sefiales existen varias
secuencias distintas que pueden responder, en distintos genes, a la misma sefial. Finalmente,
es habitual que la respuesta conferida por una dada secuencia cis en el contexto del
promotor o enhancer que la contiene sea mas potente y especifica que la respuesta conferida
por la misma secuencia aislada. Muchas veces se usan varias copias de un elemento cis

aislado para aumentar la potencia de la respuesta.

Respecto de los factores frans las incognitas son ain mayores. Se han identificado ya
cientos de factores de transcripcion eucarioticos distintos y es probable que el nimero final
de genes que los codifiquen llegue a los miles, aunque todos pueden agruparse en un
numero pequefio de subfamilias. Frecuentemente, cuando se analiza in vitro la capacidad de
reconocer y unir una secuencia de DNA por distintos miembros de una dada subfamilia, se
encuentra que se unen todos a la misma secuencia, con ligeras preferencias (dentro del
mismo orden de afinidad) por variantes o por el contexto en que se hallan. Sin embargo
cada miembro cumple roles distintos, ya que al disrumpirse uno de ellos por mutacion o
RNA antisentido algunos de los genes blanco pierden la capacidad de responder a una dada
sefial y otros no, llevando a fenotipos mutantes a veces muy extremos. Por otro lado,
completando la intriga, la especificidad de los factores de transcripcion por su secuencia
blanco no es enorme, aunque es alta. Si bien no abundan en la literatura mediciones precisas,
la experiencia indica que cuando reconocen su secuencia blanco aislada lo hacen con.una
afinidad de 300 a 3000 veces mayor que al unirse a un DNA inespecifico. Sin embargo las
10 bases (tamaiio promedio) de su blanco se hallan inmersas en un genoma de cuatro mil
millones de pares de bases, ;como es que pueden reconocer su aguja en ese pajar? Un caso
extremo es el de los genes homeodticos de Drosophila melanogaster, que reconocen todos
una secuencia de 4 (j4!) pares de bases y sin embargo regulan un conjunto altamente
especifico de genes, al punto que mutaciones en cada uno de ellos conllevan un fenotipo

caracteristico y fundamentalmente diferente al de los otros.
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Las interacciones proteina-proteina aportan la pieza faltante al rompecabezas.

Las bases moleculares que establecen la especificidad de la regulacion transcripcional, o sea,
la capacidad de una zona regulatoria de responder especificamente a una sefial y la de esta
sefial de activar especificamente a esa zona regulatoria, involucran mecanismos no
sospechados como claves originalmente. El mas recurrentemente observado de ellos es la
interaccion de los distintos factores de transcripcion entre si. En muchisimos ejemplos se
observa que la union de un factor a su DNA blanco ayuda o impide la union de otros,
vecinos o lejanos. Esta interaccion puede ir mas alla de la cooperacion en la union y llegar a
modificar alostéricamente la capacidad regulatoria de los involucrados, convirtiendo a un
activador en un represor y viceversa. Incluso un primer par de factores unidos al DNA
puede entonces ser reconocido por un tercero y asi sucesivamente. En varios casos se han
mostrado complejos ejemplos de como esto ocurre en enhancers y promotores naturales,
algunos de los cuales describiré mas adelante. El concepto que emerge de estos estudios es
que la interaccion de un factor con su DNA blanco es solo uno de los mecanismos por los
cuales las zonas regulatorias complejas logran unir especificamente uno y sélo uno de los
factores de una dada familia y finalmente responder especificamente a una sefial regulatoria.
Incluso se ha mostrado en algunos casos que las interacciones de factores de transcripcion
entre si pueden ocurrir en solucion, planteandose la posibilidad de que existan ensamblados
macromoleculares capaces de reconocer una region regulatoria con una especificidad

aumentada por millones respecto de sus integrantes aislados.

Un mecanismo descripto, por ahora en pocos casos pero que seguramente se multiplicaran,
es la existencia de proteinas regulatorias de la transcripcion que no reconocen a su blanco a
través de una secuencia de DNA especifica sino que se unen a factores de transcripcion
bona fide que les confieren especificidad sobre el DNA. A su vez estas proteinas afectan la
capacidad moduladora del factor. Este mecanismo fue descubierto en reguladores virales
hace muchos afios pero recientemente se lo ha reconocido como un fenémeno celular
fisiologico.

Ademds de mecanismos moleculares que involucran a los factores de transcripcion

uniéndose a las zonas regulatorias, existe una posibilidad adicional sugerida por
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experimentos recientes. En ciertos casos se ha observado que la capacidad de una proteina
regulatoria de actuar sobre un promotor puede depender de la secuencia especifica de éste
en la zona de la TATA box (ver 2.1), una secuencia originalmente vinculada sélo a una
funcion de ensamblado del complejo de la RNA polimerasa II. Se evidencia en muchos
casos que cada mucleo promotor (ver 2.1) dirige el ensamblado de diferentes complejos

transcripcionales que contribuyen a la especificidad de la regulacion.

En la siguiente seccion ilustraré estos mecanismos con los ejemplos mas caracterizados de la

literatura reciente.

2. DECENAS DE POLIPEPTIDOS DETERMINAN EL SITIO DE INICIACION Y
LA TASA DE TRANSCRIPCION POR LA RNA POLIMERASA I1.

En los nucleos de las células eucaridticas existen tres tipos de RNA polimerasas, I, IT y II1.
(Poll, PolIl y Pollll). La Poll sintetiza el transcripto que contiene a los RNAs
ribosomales 18 S, 28 S y 58S y la PolIIl transcribe los genes de tRNAs, de RNA
ribosomal 5 S y algunos RNAs nucleares pequefios. Por su parte, la pol II sintetiza los
transcriptos primarios de todos los genes que codifican para proteinas. Este grupo enorme
de genes es distinto de los transcriptos por las otras polimerasas por su enorme
heterogéneiodad de longitud (existen unidades transcripcionales de 2 millones de pares de
bases, la mitad del genoma de E. coli, que deben ser transcriptas por una unica molécula de
PolII) y, sobre todo, por sus ampliamente variables niveles de expresion y los
requerimientos de ajustar estos a distintas situaciones. No es de sorprender que las regiones

regulatorias de los genes codificantes para proteinas sean muy diveras y complejas.
2.1. El nicleo promotor orquesta el ensamblado del complejo de preiniciacion.

La Pol II purificada es capaz de transcribir cualquier DNA, uniéndose a €l en un sitio al
azar, se trate o no de un promotor. Sin embargo, los RNA mensajeros (RNAms)
eucarioticos tienen casi todos un unico y definido extremo 5', complementario al par de
pases donde inici6 la transcripcion la PolII, este par de bases se denomina sitio de

iniciacion (se llama a este par "+1", al anterior "-1", aumentando la numeracion absoluta en



ambos sentidos). Las secuencias del promotor que determinan la iniciacion de la
transcripcion en un dado sitio de iniciacidn componen el rmicleo promotor ("core promoter”,

en inglés).

El micleo promotor consiste de una TATA y/o un iniciador.

En los miucleos promotores se han caracterizado dos secuencias que pueden mediar el
reclutamiento por separado o combinados. Una es la "TATA box" (TATA), una secuencia
de 5 a 7 pbrica en A y T, localizada en mamiferos entre -25 y -30. El otro elemento
caracterizado del micleo promotor es el “iniciador" (Inr), una secuencia muy poco
conservada que rodea el +1 [12]. Se supone que todo promotor de Pol II tiene uno o ambos
elementos. Un niicleo promotor puede dirigir in vitro el inicio de transcripcion en el +1
exacto de un DNA desnudo, aunque in vivo (en transfecciones de construcciones
artificiales) en contados casos puede detectarse su actividad en ausencia de sitios cis
estimuladores. Cabe sefialar que el micleo promotor aislado no existe in vivo y es solo una

entidad artificial utilizada para disecar el aparato transcripcional basico.

Un extracto nuclear se puede fraccionar en 6 actividades esenciales para que la Pol II

inicie correctamente..

Como dijimos antes, la Pol II por si sola no es capaz de transcribir a partir de un promotor.
Sin embargo, si le adicionamos un extracto nuclear crudo, transcribe especificamente a
partir del +1 [13]. En 1980 el laboratorio de Robert Roeder [14] describié un conjunto de
fracciones enriquecidas pocos cientos de veces que bastaban para dirigir la Pol II al principal
promotor tardio de adenovirus. Las fracciones fueron denominadas TFIIA, TFIIB, TFIID,
TFIIE, TFIIF y TFIIH (TFII por "transcription factor of PolII", se los denomina
genéricamente "factores de transcripcion basales o generales"o "factores basales o
generales") y el estudio de su mecanismo de accion ha sido el objeto de numerosos trabajos,
tanto en el sistema de células HeLa utilizado por Roeder como en sistemas homoélogos de
higado de rata [15], Drosophila [16] y levaduras (Saccharomyces cerevisiae) [17]. Estos
estudios han mostrado una increible complejidad en la maquinaria necesaria para lograr que

la Pol I1, una enzima compleja de por si, inicie con precision, un paso que los procariotas
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resuelven con un solo polipéptido, el factor 6. El complejo multiproteico que forman los
TFIIs junto con la Pol II sobre el DNA del promotor ha sido denominado complejo de
pre-iniciacion o CPI.

Es notable que todo nuestro conocimiento de los mecanismos moleculares del reclutamiento
de Pol II a promotores proviene de estudios bioquimicos con estos factores. Estos estudios
casi no han sido complementados con estudios in vivo que avalen la generalidad de este
mecanismo y existe la posibilidad de que fisiologicamente existan otras vias de
reclutamiento. Es cierto que todos los polipéptidos involucrados son codificados por genes
esenciales en levaduras, pero esto solo indica que al menos un gen esencial los requiere para
transcribirse. Se puede argumentar que el hecho de que distintos laboratorios trabajando en
distintos sistemas hayan convergido en las mismas proteinas indica que probablemente sean
éstas las unicas o principales protagonistas in vivo, pero es bueno recordar que todos los
que trabajaron después de Roeder usaron sus protocolos de fraccionamiento de extractos

crudos.

El CPI se ensambla por la union encadenada de los factores de transcripcion basales.

Mediante ensayos de gel shift y footprinting se pudo determinar que TATA e Inr son
reconocidos por TFIID y que luego se agregan los otros factores en una serie precisa de
pasos encadenados [18]. TFIID es un macrocomplejo de 700 kDa que esta compuesto por
un minimo de 9 subunidades. Una de ellas, de 38 kDa, se une especificamente a la TATA y
se la llamo TBP (por "TATA binding protein")[19]. Las otras subunidades de TFIID son
llamadas TAFIIs ("TBP associated factors for Pol II transcription"). TAFII150 se une al Inr
[20]. Los otros TAFs no participan en el reconocimiento del promotor tardio de adenovirus,
pero si de otros promotores; ademas son necesarios para la activacion transcripcional in
vitro [21-27]. Mutaciones en distintos TAFs modifican la expresion genética in vivo en
Drosophila [28]. La union de TBP al DNA provoca en éste una torsion de 110°, una
deformacion sin precedentes [29, 30]. El complejo TFIID*TATA es suficiente para que se
incorpore TFIIB. TFIIA puede aumentar la afinidad de TFIID por TATA, pero no es

esencial in vitro.
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TFIIB es un polipéptido de 33 kDa que se une inespecificamente al DNA a ambos lados de
la TATA y a la TBP, simultaneamente, para lo que necesita de la torsion en el DNA
(causada por la TBP) que acerca en el espacio a las dos partes del promotor [31]. TFIIB es
reconocido por el complejo TF1IF/Pol 11, el cual se suma al CPl en este punto. Ademas de
incorporar Pol 11 al complejo, TF1IB tiene el rol clave de posicionar a la polimerasa sobre el
sitio de iniciacion; si se lo modifica la transcripcion puede empezar en un nucleotido distinto
[32].

Aunque se trata de la enzima catalitica en el proceso de transcripcion, la polimerasa es el
menos estudiado de los componentes del CP1. Esta compuesta de 12 subunidades, las dos
mayores son homologas a la RNA polimerasa de £. col/i y componen al menos parte del sitio
catalitico [33, 34]. Se le ha dedicado considerable atencion al extremo C-terminal (CTD,
por "carboxy terminal domain") de la subunidad mayor debido a su insusual estructura,
ausente por completo en la RNA polimerasa bacteriana o en Pol 1 o Pol I11. El CTD consiste
en una serie de repeticiones (26 en levaduras, 52 en mamiferos) de un motivo de 7
aminoacidos que incluye residuos de serina, treonina y tirosina, todos los cuales pueden ser
fosforilados. El CTD es fosforilado in vivo: la Pol II puede purificarse como dos isoformas,
una con CTD hiper-fosforilado y otra sin fosforilar. Solo la Pol 11 sin fosforilar se incorpora
al CPl1 y es fosforilada por una actividad quinasa presente en el complejo. La delecion
completa del CTD es letal en levaduras [35]. Recientemente el grupo de Jeff Corden
determin6 in vivo en células de mamiferos que el CTD es necesario para la accion de
algunos activadores transcripcionales pero no para otros [36] y David Bentley y sus
colaboradores [37] demostraron el CTD es necesario in vivo para el normal procesamiento
de los transcriptos, ya que si se lo elimina estos no sufren splicing ni corte y poliadenilacion
(pag. 24).

El complejo DNA¢D*B¢F+Pol 11 es capaz, in vitro, de copiar los primeros nucleétidos. Sin
embargo, en DNAs lineales no puede continuar mas que unas pocas bases debido a que la
Pol II se encuentra anclada al promotor por los factores de iniciacion. En promotores
contenidos en DNAs superenrollados negativamente la Pol II se libera del CP1 (excepto de

TFI1IF, ver pag.24) [38] y elonga largos transcriptos sin requerimientos adicionales. En
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promotores contenidos en DNA relajado, el pasaje a la fase de elongacion requiere de la

presencia de TFIIE, TFIIH y energia del enlace By fosfato del ATP [39].

TFIIH contiene varias actividades enzimaticas, entre ellas una helicasa de DNA
ATP-dependiente. Esta y otras actividades le permiten ademas participar en el mecanismo
de reparacion de DNA por escision de nucledtidos [40, 41]). TFIIH posee una actividad
quinasa de proteinas que es la responsable de la fosforilacion del CTD. Sin embargo, esta

fosforilacion no es universalmente requerida para la transcripcion especifica in vitro[42-44].

La elongacion del transcripto es un proceso regulado.

La tarea que enfrenta la Pol II en la elongacion es formidable. A lo largo del DNA molde
(que en mamiferos mide tipicamente decenas de miles de pb y llega a los millones) existen
secuencias que per se desfavorecen la actividad de Pol II, proteinas unidas al DNA
especificamente (hay muchos genes enteros con sus enhancers y promotores dentro de
intrones de otros) y nucleosomas. Al encontrar un bloqueo fisico la Pol II es capaz de
retroceder y cortar 10-20 bases del transcripto, retomando luego la elongacion, tal vez
superando el bloqueo que pudo haberse despegado o desarmado. Factores como TFIIS
estimulan la capacidad de la Pol II de retroceder y resintetizar. Otros factores como SIII y

TFIIF estimulan la velocidad de polimerizacion [45].

El corte y poliadenilacion del transcripto determinan el fin de la elongacion.

El extremo 3' de un transcripto eucariético es determinado por 'una secuencia en el RNA, la
sefial de corte y poliadenilacion, que dirige un corte especifico del transcripto 15-20 bases
hacia 3' de su ubicacion. Este corte es catalizado por un complejo multiproteico que a su
vez cataliza el agregado de centenares de nucledtidos de adenina al extremo clivado.
Recientemente se demostrd que in vitro el factor de clivado y poliadenilacion se une al CTD
y acompaiia in vivo a la Pol II en su camino de polimerizacion. Al despegarse de ella para
cortar al transcripto, le hace perder a la enzima afinidad por el DNA molde, del cual se
despega unos cientos de nucledtidos luego de haber copiado la sefial de corte y
poliadenilacion [37]. Es notable que el mutante sin CTD es incapaz de terminar la

transcripcion y continiia copiando sin parar.
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2.2. Los factores frans se unen a zona regulatorias compuestas por muchos elementos

cis agrupados

Cada factor de transcripcion se une al DNA en un sitio especifico.

Se han identificado varios cientos de proteinas regulatorias de la transcripeion en eucariotas.
A través del estudio de muchas de ellas se ha determinado que se hallan compuestas por dos
o mas dominios de plegamiento independiente que en muchos casos pueden ser
intercambiados entre distintos factores sin alterarse su actividad. El mas conspicuo de estos
dominios es el que reconoce y une una secuencia especifica d¢ DNA. La mayoria de los
factores regulatorios analizados se unen al DNA como oligomeros (dimeros en general) y en
muchos casos el dominio de union al DNA involucra un sitio de oligomerizacion
(dimerizacion, generalmente) y otro, generalmente rico en aminoacidos basicos, capaz de
reconocer y unir una secuencia especifica de DNA. Los sitios de reconocimiento en el DNA
son generalmente bipartitos, uniéndose cada subunidad a una mitad. En el caso mas
frecuente de un dimero de subunidades de igual especificidad de secuencia, el DNA blanco
tiene una secuencia palindromica. Normalmente cada mitad de sitio abarca como maximo
unas 6 pb y, debido a que el DNA gira 180° cada 5 pb aproximadamente, cada hebra
muestra la misma secuencia (pero en sentido opuesto) en cada cara del DNA. Esto permite
que la proteina dimérica se una al sitio desde un mismo lado, reconociendo ambas
subunidades las mismas bases del hemisitio y formandose un complejo binario con un eje de
simetria que divide al factor por el medio de las dos subunidades y al sitio entre los dos
hemisitios. Existen casos en los que esta simple descripcion no se aplica, pero se

corresponde bastante bien con la mayor parte de los factores frans conocidos.

Es importante sefialar que la secuencia reconocida por una dada proteina nunca es una sola.
En los casos mas frecuentes, una secuencia consenso describe un conjunto de secuencias
que son capaces de unirse a un factor. Generalmente la afinidad del factor por los distintas
variantes es distinta, pero no mas de 2 a 5 veces, y existen dos a cuatro bases claves cuya
mutacion anula el reconocimiento por completo. Por otro lado, todas las proteinas que
tienen una actividad de union especifica al DNA son capaces de unirse a un DNA de

secuencia cualquiera, aunque con una afinidad 100 a 10.000 veces menor. Esto es muy
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llamativo considerando que el DNA blanco se encuentra inmerso en un genoma no 10.000

veces mayor sino cientos de millones de veces.

Existen muchas familias de factores de transcripcion, agrupados segun la estructura de sus
dominios de union al DNA y/o dimerizacion. Asi, existen las familias de los
hélice-vuelta-hélice, hélice-horquilla-hélice, dedos de zinc y cremallera de leucinas, entre
otras. Cada familia a su vez se divide en subfamilias de homologia mayor. Por ejemplo, los
factores que contienen el homeo-dominio son una subfamilia de los hélice-vuelta-hélice y los
receptores nucleares de hormonas lipofilicas son una subfamilia de los factores dedos de

zinc.

La descripcion de los motivos estructurales en la conformacion de cada dominio de union al
DNA excede el alcance de esta Introduccion (ver buenos reviews en [46-50]. Me extenderé

un poco en el dominio cremallera de leucinas mas adelante (pag. 52).

Ademas de los dominios de union al DNA, los factores de transcripcion contienen dominios
que les permiten activar la transcripcion, llamados dominios de transactivacion. Los
dominios de transactivacion se agrupan en clases pobremente definidas: ricos en glutaminas,
ricos en prolinas, ricos en residuos acidos ("dominios acidos") y otros. La estructura de
estos dominios es desconocida, se supone que son zonas que se pliegan y estructuran al
entrar en contacto con otras proteinas [51]. Muchos dominios de transactivacion no caen en
ninguna categoria, € incluso es posible obtener dominios funcionales con sorprendente
frecuencia a partir de secuencias aleatorias. Comunmente un factor de transcripcion contiene
varios dominios de transactivacion, de la misma o de distintas clases. En algunas proteinas
estos dominios se vuelven activos al ser fosforilados por quinasas especificas, siendo éste un
mecanismo caracteristico de activacion transcripcional en respuesta a sefiales externas. En
los receptores de hormonas lipofilicas un tercer domino independiente une a la hormona y
media la activacion del receptor. En el caso de los glucocorticoides (y tal vez en otros) esta
"activacion” no modifica la actividad bioquimica de la proteina si no que la moviliza al

nucleo.



Los elementos cis se encuentran siempre en grupos heterogéneos.

La situacion de que un sitio que pega un factor de transcripcion se encuentre solo en una
region regulatoria no se da nunca en las secuencias cis de mamiferos. Estas se encuentran
siempre formando grupos dentro una region del DNA de 100 a 2000 pb. En los grupos se
mezclan en orden y espaciamiento aparentemente arbitrarios sitios que pegan factores
relacionados con sitios que pegan otros completamente distintos. Se han buscado
regularidades en la arquitectura de estos ensamblados comparando los de distintos genes y
no se las ha encontrado, mas alla de la identidad de los componentes individuales. Existen
dos clases de ensambles regulatorios, los proximales, que se encuentran inmediatamente rio
arriba de la TATA y los distales, que pueden hallarse a miles de pb de distancia, rio arriba
o rio abajo del micleo promotor. Originalmente los primeros se consideraron parte del
promotor y los otros se llamaron emhancers y se les atribuyé la propiedad diagnostica de
actuar en cualquier posicion relativa cis y en ambos sentidos. Hoy en dia se han borrado un
poco las distinciones entre ambos tipos de reguladores, ya que cada vez resulta mas evidente
que funcionan por un mecanismo similar para modificar la actividad del nicleo promotor.
En esta tesis no haré grandes distinciones entre ellos, aunque mantendré el termino
enhancer para referirme a los conjuntos de elementos regulatorios que han conservado esa
denominacion por razones histéricas, algunos por hallarse, en su contexto natural, lejos del

miucleo promotor.

Historicamente, los factores de transcripcion se han estudiado in vitro o in vivo utilizandose
promotores artificiales con multiples copias de su sitio blanco rio arriba de un mucleo
promotor. Incluso en muchisimos casos se han usado en células de mamiferos proteinas de
fusion entre el factor a estudiar y el dominio de union al DNA del factor de transcripcion de
levaduras GAL4, cuyo sitio blanco no es reconocido por activadores de metazoos. En este

ultimo caso el micleo promotor se coloca rio abajo de multimeros del sitio GAL4'. En los

' En esta tesis mencionaré repetidamente construcciones de este tipo, en las cuales el dominio de unién al DNA de
GALA, sin su dominio de activacién, es fusionado al cDNA completo de otro factor o a fragmentos del mismo. La
actividad de esta proteina se ensaya en transfecciones transientes midiendo la activacién de un gen reporter (una
enzima ficilmente medible) bajo un promotor con 4 6 5 sitios GALA. Para no ser reiterativo me referiré a estos
experimentos en forma simplificada, p.ej. “la fusién GALA4-factor X es activa en este sistema”.



afios recientes se han acumulado evidencias provenientes de estudios en enhancers naturales
mostrando que la actividad de las zonas regulatorias naturales depende criticamente de la
presencia de diversos elementos en el DNA, espaciados correctamente, que coordinan el
ensamblado de un complejo multiproteico que depende de la correcta interaccion entre las

proteinas intervinientes.

2.3. Los factores trans forman complejos macromoleculares especificos sobre las

regiones regulatorias.

Todos los laboratorios abocados al estudio de la regulacion transcripcional por regiones
regulatorias naturales se han topado con que algun aspecto del funcionamiento del sistema
depende de la interaccion de al menos dos proteinas regulatorias [52-54]. En muchos casos
queda claro que es mucho lo que falta por saber para discernir las bases de la especificidad
regulatoria que se logra in vivo. Sin embargo, en algunos sistemas se ha logrado un grado
de detalle que parece estar cerca de la comprension del misterio y que ilustran la amplia
gama de mecanismos involucrados en la regulacién transcripcional. A continuacion,

describiré los mejor caracterizados de ellos:

La induccion por virus del gen de interferon [ requiere el ensamblado de un

enhanceosoma.

El factor de transcripcion NF-xB se une a una secuencia blanco de 10 pb presente en las
zonas regulatorias de numerosisimos genes. NF-xB se encuentra normalmente inactivo en el
citoplasma celular, de donde se transloca al nucleo en respuesta a un gran nimero de
sefiales. Sorprendentemente, la activacion de NF-kB por una sefial especifica activa solo a
un subgrupo de estos genes, mientras que otra sefial activadora puede llevarlo a activar a
otro subgrupo diferente. ;Como se logra esta especificidad? La respuesta probablemente se

encuentra en la estructura de los enhancers a los que se une NF-xB.

El gen del interferon B (IFNP) se induce potentemente (mas de 100 veces) en respuesta a
una infeccidon viral. Esta induccion es mediada por un enmhancer (una regiodn regulatoria
proximal) de 50 pb que contiene cuatro sitios de union (PRDIV-PRDIII-PRDI-PRDII de 5'

a 3' en la hebra codificante) para los factores de transcripcion ATF-2/cJun (un heterodimero
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de cremalleras de leucina que se une a PRDIV), IRF-1 ("y-interferon regulatory factor", se
une a PRDIII y I) y NF-xB (PRDII). Este enhancer ha sido minuciosamente analizado por
el laboratorio de Tom Maniatis [55]. Todos los sitios enumerados arriba son necesarios para
la induccion por virus, mutaciones que eliminan cualquiera de ellos anulan la inducibilidad
del enhancer. Sin embargo, enhancers artificiales conteniendo dos o mas copias de
cualquiera de estos sitios también son inducibles por virus;, aunque notablemente estos
multimeros estimulan demasiado la actividad basal (no inducida), confieren valores de
induccion 10 veces menores y son inducibles por una variedad de otros estimulos para los

que el enhancer natural es ciego.’

La clave de la especificidad del enhancer de IFNP parece residir en las interacciones
proteina-proteina entre los factores de transcripcion que se unen a €l. Para ello es crucial la
participacion del factor arquitectonico HMG I(Y) (por "high mobility group" I(Y)), una
pequeiia proteina (~10 kDa) que es esencial para la inducibilidad del enhancer [56]. Se
denomina factores arquitectonicos a proteinas capaces de unirse al DNA en forma especifica
de secuencia o no, inertes transcripcionalmente per se, y a las que se les atribuye la
capacidad de plegar el DNA al que se unen. Las mas caracteristicas son las proteinas HMG,
que tuercen fuertemente el DNA al unirsele [57]. HMG I(Y) se une al enhancer de IFNB en
tres sitios especificos, dos flanqueando el sitio de ATF-2/c-Jun y uno dentro del sitio
NF-xB. Mutaciones disruptivas de la union de HMG I(Y) en cualquiera de los tres sitios
reducen la inducibilidad por virus. HMG I(Y) interactua en soluciéon con ATF-2 [58] y
NF-xB y estimula la unién de estos factores al enhancer. Por otro lado ATF-2 y c-Jun
interactuan con NF-kB, a pesar de unirse a sitios separados por los dos sitios para IRF-1, y
esta interaccion es estimulada por HMG I(Y) ;Cual es el efecto de HMG I(Y) sobre el DNA
del enhancer? Sorprendentemente, el DNA de los sitios de union de HMG I(Y) contiene
torsiones intrinsecas de entre 20 y 40° hacia uno y otro lado (surcos mayor y menor) de la

doble hélice [59]). La union de HMG I(Y) a estos sitios corrige estos angulos y

! Por ejemplo 6 copias de PRDIV son inducibles 5 veces por virus, pero 20 veces con AMP ciclico (AMPc, PRDIV es
un sitio ATF/CRE, ver pag. 48) y nada con IFN-y. En contraste 3 copias de los dos sitios IRF-1 se inducen 10 veces
con virus, 12 veces con [FN-y y nada con AMPc. El enhancer natural, en cambio, responde al virus estimulando 157
veces la expresion y no responde a AMPc ni a [FN-y.



aparentemente ayuda de esta manera a la union de las proteinas regulatorias a sus sitios y
facilita la interaccion de los factores entre si. Al mismo tiempo, como dijimos antes, HMG

I(Y) contacta directamente a ATF 2/c-Jun y NF-kB para colaborar en su unién al DNA.

Maniatis llamé enhanceosoma a este arreglo tridimensional de proteinas y DNA [55]. Un
gran numero de evidencias apuntan en favor del ensamblado de un enhanceosoma como
prerrequisito para la inducibilidad por virus. Se podria pensar que PRDII (NF-kB) y PRDIV
(ATF2/c-Jun) tan solo requieren de HMG I(Y) para unir con mas eficiencia a sus factores,
sin necesidad de interaccion entre si. Sin embargo, si se reemplaza PRDII por un sitio
NF-kB 10 veces mas afin (tres cambios de base) que no une HMG I(Y), la inducibidad por
virus desaparece por completo. Sorprendentemente, este sitio mas afin es capaz de conferir
inducibilidad a virus si se lo multimeriza solo. Asi se evidencia que el sitio HMG I(Y) dentro
de PRDII cumple un rol aparte de ayudar a unirse a NF-xB. Por otro lado, se han realizado
alteraciones en el espaciamiento de los PRD. Una insercion de 6 pb (que hace que el DNA a
ambos lados gire 180°) entre PRDII y los demas sitios reduce 20 veces la inducibilidad por
virus, mientras que 4 pb mas (10 en total) vuelven los valores a la normalidad (10 bases
conllevan un giro de 360°, lo que no modifica el lado en que se encuentran las secuencias).
Lo mismo pasa si se agregan 4 pb (disrupcion) o 10 pb (recuperacion) entre PRDIV vy el
resto. Como control se ve que el agregado de 10 pb dentro del emhancer pero
separadamente (4 entre IV y IIl y 6 entre I y II) es tan disruptivo como cualquiera de las
inserciones por separado. En paralelo a la pérdida de inducibilidad por virus los mutantes de
insercion disruptivos pierden la respuesta sinérgica a la cotransfeccion de los 3 factores
trans. La Figura 1 resume en un modelo bidimensional del enhanceosoma las interacciones

descriptas.
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HMG-I(Y)

Figura 1: Esquema del enhanceosoma del gen de interferon B: Aproximadamente a escala, se
representa el DNA como un cilindro flexible, sobre el que se ensamblan los factores sobre sus
sitios de reconoimiento. El extremo superior es el mas distal al ndcleo promotor. ATF-2/c-Jun se
encuentran a PRDIV, las dos moléculas de IRF a PRDIIl y PRDI y el dimero NF-xB a PRDII. Los
cuadrados grises representan moléculas de HMG [(Y) unidas a sus sitios de reconocimiento.

El enhancer del gen de la subunidad a del receptor T también ensambla un enhanceosoma
sobre si.

En 1992 la primera evidencia de la participacion de factores arquitectonicos en el
ensamblado de proteinas regulatorias sobre un enhancer celular eucariotico fue publicada
por el laboratorio de Rudolf Grosschedl en un trabajo acerca del enhancer del gen de la

subunidad a del receptor de células T («RCT), una region regulatoria distal de 100 pb [60].
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El enhancer aRCT contiene sitios de union para cuatro factores que actuan sinérgicamente
para permitir la transcripcion de oRCT en los linfocitos T. La inactivacion mutacional de
cualquiera de los cuatro sitios elimina la actividad del enhancer, asi como también la
eliminan cambios en el espaciamiento de los sitios. En un extremo del enhancer se unen
Ets-1 (un factor ubicuo) y PEBPa (un factor especifico de linfocitos) a sitios adyacentes.
Estas proteinas interactian entre si y se unen cooperativamente al DNA, formando un
complejo ternario detectable por gel shift (ver en Resultados los fundamentos de la técnica)
pero poco abundante, ya que una gran fraccion de las proteinas permanece libre, lo que
provoca que el fragmento de DNA que los incluye no se proteja en un ensayo de
Jfootprinting (ver Resultados). Sin embargo, un fragmento conteniendo el enhancer integro
muestra una fuerte proteccion de ambos sitios [61]. Se ha demostrado que esto depende de
la unién de un factor a un sitio ATF/CRE en el extremo opuesto del enhancer. De hecho
Ets-1 interactda en solucion con el factor de transcripcion ATFa en ausencia de DNA. Al
igual que en el enhancer de IFNB, inserciones de media vuelta de hélice perturban la
interaccion y las de vuelta entera no la afectan. Interesantemente, para que esta interaccion
ocurra es esencial un sitio de unioén para LEF-1 (lymphoid enhancer binding factor 1)[62].
LEF-1 es una proteina con dominio de unién al DNA del tipo HMG [63]. LEF-1 es capaz
de inducir una gran torsion en la doble hélice y no activa la transcripcion a partir de
multiples copias de su sitio de union [60, 64]. Se trata, por lo tanto, de un factor
arquitéctonico. SRY, otra proteina HMG no relacionada pero con la misma capacidad de
torcer el DNA, puede reemplazar a LEF-1 en su funcion en el enhancer aRCT si se
sustituye su secuencia blanco en lugar de la de LEF-1 [61]. Estos datos indicarian que
LEF-1 permite la unién entre el factor ATFa y Ets-1 introduciendo una curvatura en el
DNA. La Figura2 muestra un modelo bidimensional de la estructura propuesta del

enhanceosoma del aRCT.
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PEBP2a

4

Figura 2: Esquema del enhanceosoma del gen de la subunidad o del receptor T: Esquema similar
al de la Figura 1. El extremo del DNA distal al promotor es el inferior y cada factor se encuentra
unido a su sitio de reconocimiento en el DNA.

Por otro lado, existen evidencias de que LEF-1 podria activar al enhancer
independientemente de su efecto sobre la torsion del DNA. Cuando se reemplaza el dominio
de union al DNA de LEF-1 por un dominio de unién al DNA no relacionado incapaz de
torcer el DNA (en un trabajo usaron el de LexA y en otro independiente el de GAL4) y se
inserta el sitio blanco correspondiente (LexA o GAL4) en el enhancer aRCT la quimera de
LEF-1 puede activar al emhancer [65, 66]. Lo que ocurre no es que estas quimeras
desenmascaran un sitio de activacion criptico en Lex-1, ya que por si solas (sobre un
promotor con varios sitios GAL4 o LexA) no activan la transcripcion. Todo hace pensar
que LEF-1 tiene la capacidad de interactuar con las otras proteinas del enhancer y aumentar

su potencia activadora de la transcripcion.
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El gen de la proliferina contiene un sitio compuesto sobre el que interactuan factores

AP-1 y receptores hormonales.

El receptor de glucocorticoides (GR) es un miembro de la subfamilia de los receptores
nucleares que media la regulacion de la expresion genética por glucocorticoides. E1 GR se
une como un homodimero a un sitio consenso de alta afinidad llamado GRE (por
"glucocorticoid response element"). Multiples copias de GRE confieren inducibilidad por
glucocorticoides a un promotor neutro. Sin embargo, otros tres miembros de la subfamilia,
los receptores de progesterona, estradiol y mineralocorticoides, también se unen avidamente
a esta secuencia e inducen la expresion del enhancer artificial en respuesta a la hormonas
correspondiente., ; Como se explica entonces que las cuatro hormonas esteroideas induzcan
grupos muy distintos de genes in vivo y tengan efectos bioldgicos radicalmente diferentes?
¢Coémo se logra esta especificidad? Parte de la respuesta esta en las interacciones del GR

con otros factores de transcripcion unidos al DNA.

El gen de la proliferina de células HeLa es estimulable por glucocorticoides y TPA a través
de un segmento de DNA (llamado elemento compuesto) que contiene 2 sitios, un GRE y un
sitio (TRE) reconocido este ultimo por factores de transcripcion de la subfamilia AP-1 [67].
AP-1 es un dimero de proteinas con "cremallera de leucinas" (ver pag. 52) que incluyen a
c-Jun, c-Fos y Fral en cualquier combinacion que incluya al menos una subunidad c-Jun. La
secuencia reconocida por GR en este promotor guarda poca relacion con su sitio consenso
blanco (el GRE) y depende para unirse de la presencia de AP-1 sobre el DNA. GR
interactia con AP-1 a través de c-Jun [68]. Notablemente, en células CV-1 el elemento
compuesto es reprimible por glucocorticoides y en células F9 no responde a la hormona
[69]. Se demostrd que esto se debe a que en células HeLa (donde hay induccion) AP-1 es
mayoritariamente c-Jun/c-Jun, en CV-1 es c-Jun/c-Fos y en F9 no se encuentra factor AP-1.
Por otro lado, se mostré que el heterodimero c-Jun/Fral también media la activacion.
Cuando se probo si estas interacciones afectaban el tipo de receptor que se unia al GRE
no-consenso, se encontré un efecto selectivo [70]. En células HeLa, el elemento compuesto
no es inducible por mineralocorticoides a través de su receptor, mientras que de dos tipos

celulares donde GR reprimia la transcripcion por el elemento compuesto los
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mineralocorticoides lo hacian en uno si y en otro no. En todos los tipos celulares ambos

receptores respondian a sus ligandos activando el enhancer con multiples GREs.

El ensamblado de enhanceosomas parece ser un fenomeno general.

Hay otros ejemplos de ensamblados regulatorios multimoleculares. En la induccién del
promotor del gen de la selectina-E por TNFa, estan involucrados sitios de union a HMG
I(Y) y requerimientos de espaciamiento entre elementos (incluyendo a NF-kB y ATF-2) que
lo asemejan mucho al enhancer de IFNB [71]. En el promotor de c-fos, una proteina
regulatoria, YY1, ha sido caracterizada como un factor arquitectonico. YY1 se une a un
sitio especifico justo rio arriba de TATA y dobla el DNA reduciendo la actividad inductora
de un sitio CRE/ATF [72]. Esta actividad depende criticamente de la posicion relativa de
ambos sitios en el DNA (el lado en el que se unen) y puede ser reemplazada por SRY. El
enhancer del gen de la interleuquina 2 contiene elementos cis para factores inducibles y
constitutivos, pero se ocupan todos simultaneamente solo al activarse la célula T e inducirse
la expresion del gen (esto fue estudiado por footprinting in vivo)[73]. Las secuencias
regulatorias proximales del gen de la enzima PEPCK (fosfo-enol-piruvato-carboxi-quinasa)
regulan la expresion hepatica del gen y su induccion por glucocorticoides y glucagon
(AMPc) y su represion por insulina. Todas estas respuestas son mediadas por un conjunto
complejo de sitios regulatorios que en todos los casos colaboran con sitios vecinos para

activar o reprimir la transcripcion [74-76].

Existen reguladores transcripcionales que no se unen al DNA.

Segun lo propuesto mas arriba, los factores de transcripcion utlizan al DNA como un punto
de partida para establecer contactos proteina-proteina de alta especificidad. No es dificil
imaginar un regulador transcripcional que funcione uniéndose a las zonas regulatorias
solamente a través de interacciones proteina que lo incorporen a un enhanceosoma. Este es
el caso de numerosos reguladores virales [77] y un creciente numero de factores celulares

como los que se describen a continuacion.



Ela es un factor de transcripcion de adenovirus que reconoce sus promotores blanco

indirectamente.

Los adenovirus son virus con capacidad transformante que encapsidan un largo genoma de
DNA doble cadena. Durante la infeccion, los genes virales se expresan en una secuencia
temporal definida. Los mas tempranos son los productos de la region E1 ("early" 1), Ay B.
El gen de Ela produce dos proteinas que difieren en la inclusién o no de un exén por
splicing alternativo [78). El mensajero mas largo sedimenta con un coeficiente de 13 S y
codifica para una proteina de 289 aa y el mas corto sedimenta como 12 S y genera una
proteina de 243 aa. Ela es esencial para el ciclo infectivo y para la transformacion celular.
Es una proteina oncogénica y como tal induce la sintesis d¢ DNA en células en Go y puede
colaborar con otros oncogenes para transformar células no permisivas. Por otro lado,
durante el ciclo infectivo es requerida para activar la transcripcion de los genes virales
tempranos [79] y algunos genes celulares, aunque otros genes celulares son reprimidos por
Ela [80]. Existen 6 serotipos de adenovirus con secuencias divergentes. Comparando las
secuencias de sus respectivas Ela se determiné que existen tres regiones altamente
conservadas en la proteina, denominadas CR1 (aas 46 a 77), CR2 (aas 121 a 136) y CR3
(aas 142 a 188 en Ela 13 S)[81, 82]. La region 3 corresponde casi exactamente con los
46 aa que soOlo estan presentes en Ela 13 S. CR1 y CR2 son necesarias para la induccion de
la sintesis de DNA y la transformacion celular pero no para la activacion transcripcional.
CR3, en cambio, le confiere a Ela 13 S la capacidad adicional de activar la transcripcion de
ciertos genes. Un péptido correspondiente a los 46 aa de CR3 es capaz de inducir los genes
activables por Ela 13 S por si solo, aunque con menor eficiencia. CR3 contiene dos
actividades separables [83]: la porcion N-terminal contiene un dominio activador de la
transcripcion, que es capaz de activar un reporter' si se lo fusiona a GAL4; la region
C-terminal es responsable del reclutamiento de la proteina a los promotores tempranos de

adenovirus (y otros). Este reclutamiento estd mediado por la interaccion con alguna de un

! Con el término inglés reporter me refiero a un gen que codifica para una enzima cuya acitividad se puede medir en
forma sensible y especifica. Usualmente se usan los genes bacterianos para la B-galactosidasa (B-gal) o la
cloranfenicol acetil transferasa (CAT).
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conjunto de proteinas especificas de secuencia cuya interaccion con Ela 13 S ha sido
caracterizada tanto in vivo como in vitro [84, 85]. Sin embargo, el reclutamiento de Ela
13 S a un promotor no es suficiente para activarlo. Si bien CR3-GAL4 es un potente
activador, Ela 13 S-GAL4 es inactivo. Esto se debe a que el dominio de activacion en CR3
esta normalmente enmascarado en la proteina completa. Otra funcién del factor reclutador
consiste en desenmascarar el dominio activador, una actividad que s6lo un subgrupo de
factores posee. Es posible, aunque no se ha probado, que Ela 13 S pudiera interactuar con
dos factores en un promotor, uno que lo una y otro que lo active. Como se ve mas adelante
(pag. 57) ATF-2 y ATFa pueden mediar tanto el reclutamienyo como la activacion de Ela
[86-88].

La proteina Tax del retrovirus linfotrofico de células T humano 1 (HTLV-1) actua de forma
similar 2 Ela 13 S, deber ser reclutada al LTR de HTLV-1 a través de una interaccion con
un factor ATF (puede ser ATF-2 o CREB) a un elemento de 21pb repetido tres veces en su

secuencia [89].

VP16 es un factor transcripcional del virus herpes simplex que se une a un complejo

multiproteico en el enhancer viral.

Cada virién del virus herpes simplex (HSV) contiene unas mil moléculas de una proteina
llamada VP16 ("viral protein of 16 kDa") esenciales para la expresion de sus genes
inmediatos tempranos (IT). Todos estos genes estan asociados a enhancers que incluyen
una o mas copias de tres tipos de secuencias regulatorias, llamadas TAAT, GARAT y
CIGAR [90]. CIGAR une los factores celulares GABPa. y GABPS, y TAAT une Oct-1.
Una tercer proteina celular, HCF, se incorpora por interacciones proteina-proteina [91] y,
finalmente, VP16 provee la pieza clave, uniéndose al complejo prearmado y s6lo entonces
reconociendo GARAT a través de un sitio de union al DNA de muy baja afinidad (VP16 no
activa la transcripcion de enhancers que contienen GARAT multimenizado). Interacciones
proteina-proteina especificas entre VP16 y Oct-1 determinan que éste y no Oct-2 se una a
su blanco comun, TAAT [92, 93]. GABPa pertenece a la familia de los factores Ets,
cualquiera de cuyos miembros puede reconocer a CIGAR. Aparentemente la especificidad

se logra mediante la interaccion con GABPp, una proteina no relacionada que estimula la
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union a CIGAR de GABPa sin ser ella una proteina que se une al DNA especificamente
[94].

Este enhanceosoma es un activador transcripcional tan potente que las células en estadios
tempranos de infeccion por HSV sintetizan casi exclusivamente los transcriptos de los genes
IT del virus. Si se deleciona el dominio de activacion acidico de VP16 se pierde por

completo esta activacion.

OBF-1 es un factor celular que confiere especificidad a Oct-1 y Oct-2

Los genes de inmunoglobulinas (Igs) se expresan exclusivamente en linfocitos B, para lo
cual dependen de la unién de Oct-1 u Oct-2 al elemento octamero presente en sus regiones
regulatorias. Sin embargo, Oct-1 se expresa en muchos tejidos en los que los genes de Igs
son silenciosos. La clave de la especificidad parece residir en la expresion exclusiva en
células B de proteinas capaces de interactuar con los factores Oct para activar la
transcripcion. Tres grupos identificaron un factor con estas propiedades, que lamaron
OBF-1, OCA-B y Bob-1. OBF-1/0CA-B/Bob-1 es capaz de activar la transcripcion si se lo
fusiona a GAL4 y parece ser entonces un coactivador (ver pag. 41). Este coactivador es

esencial para la correcta expresion de los genes de inmunoglobulinas [95-98].

El receptor de glucocorticoides puede activar genes sin unirse al DNA.

El promotor del gen de B-caseina es inducible 10 veces por prolactina y 40 veces por la
accion combinada prolactina y glucocorticoides [99]. Sin embargo, los glucocorticoides
solos no afectan su actividad transcripcional. La sefial de la prolactina se transduce hasta el
factor de transcripcion Stat5, el cual es fosforilado en tirosina y de esta manera activado
para unirse especificamente a una secuencia presente en el promotor de la B-caseina. Por
otro lado, el GR se transloca al nucleo al unirse a su ligando. Ensayos de
inmunoprecipitacion con anticuerpos anti-Stat5S muestran que este factor se asocia al GR en
respuesta al tratamiento simultaneo con prolactina y glucocorticoides. En este sistema un
mutante del GR incapaz de unirse al DNA es igualmente funcional. En este caso, entonces,
un factor de transcripcion especifico de secuencia actia como una suerte de coactivador de

otro factor no relacionado en una forma independiente de su capacidad de unirse al DNA.



Dada la enorme cantidad de interacciones entre factores de transcripcion que ha sido
reportada, es posible que existan muchos otros casos similares que no se evidencian por la
tendencia natural a asumir que solo aquellos factores que se unen a un elemento en una zona

regulatoria pueden participar en la regulacion transcripcional especifica de ésta.

2.4. Algunos factores regulatorios modifican la accesibilidad del promotor al

desestabilizar la estructura de la cromatina.

Coémo los factores de transcripcion modifican la transcripcion de su gen blanco sigue siendo
una gran incognita con muchas posibles respuestas sugeridas por distintos ejemplos. Se
postulan tres mecanismos basicos: 1) eliminacion del efecto represor de la cromatina, ii)
aumento de la frecuencia de formacion del CPI sobre el nicleo promotor y iii) aumento de
la procesividad de Pol Il. En ésta y las siguientes dos secciones analizaremos ejemplos y

mecanismos generales de cada uno de ellos.

El DNA cromatinizado es inactivo transcripcionalmente.

El término cromatina se usa ambiguamente en la literatura para referirse a distintos grados
de empaquetamiento del DNA. La unidad de empaquetamiento minima es el nucleosoma,
que consiste en ~145 pb de DNA doble cadena que dan dos vueltas alrededor del borde de
un nucleo proteico en forma de rueda. ~55 pb de DNA, los conectores, separan un
nucleosoma de otro. La rueda esta compuesta de un octamero de histonas
(H3-H4),+(H2A-H2B),. Por fuera del DNA, histonas como la H1 estabilizan la estructura.
Otras proteinas pueden ordenar a los nucleosomas para dar grados de empaquetamiento
superiores. Estos estados de empaquetamiento mayor son transcripcionalmente inactivos, la
poco precisada "heterocromatina” es uno de ellos. Usando nucleasas como sondas ha sido
posible establecer que la cromatina de los genes activos es mas abierta que la de los
inactivos, y que la induccion de la expresion por factores regulatorios necesita la previa
apertura de la cromatina. Los mecanismos por los que se logra esto son absolutamente
desconocidos. Una vez "abierta" la cromatina, el DNA queda ain enrollado sobre los

nucleosomas, el obstaculo final para la transcripcion especifica.
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Los nucleosomas ocluyen al promotor inhibiendo la iniciacion de la transcripcion.

Es posible lograr el ensamblado de nucleosomas ("cromatina") in vitro. Se ha observado asi
que la presencia de los nucleosomas tiene un efecto inhibidor sobre la transcripcion
especifica [100, 101] y no sobre la inespecifica, ya que la Pol II elongante desplaza sin
problemas a los nucleosomas del DNA. Se postula que, como se ha mostrado en algunos
casos, la presencia de los nucleosomas es inhibitoria debido a que uno o mas sitios
esenciales del promotor son tapados por las histonas, mientras otros permanecen accesibles
por estar en los conectores o pueden ser reconocidos aun en un nucleosoma (porque miran
para afuera, por ejemplo) [102, 103]. Esto implica que los nucleosomas estarian ubicados
siempre en el mismo sitio en todos los genomas. Muchas evidencias indican que esto es asi.
En algunos casos la secuencia misma del DNA puede establecer la fase del posicionamiento
y en otros casos proteinas especificas de secuencia ubican a los nucleosomas en una fase
dada [104-108]. En este modelo, la activacion de la transcripcién tendria como prerrequisito
el desnudado del DNA que abarca los sitios ocluidos [109, 110]. Existen evidencias de que
la union de factores a sitios en los conectores o en los nucleosomas puede desnudar el DNA
de histonas, y, en algunos casos, se ha mostrado que esto depende del estado de activacion
del factor y/o de la integridad de su domino de activacion [111-114]. El blanco de estos
factores puede ser la cola de las histonas: las histonas H3 y H4 poseen extremos
N-terminales cargados basicamente muy conservados entre humanos y levaduras. Estas
colas positivas establecen puentes salinos con el esqueleto fosfodiester del DNA,
estabilizando al nucleosoma. Esta interaccion es debilitada ya sea por el contacto con
proteinas especificas (factores regulatorios) o por la acefilacion de histonas o la
Sfosforilacion de histonas, dos modificaciones caracteristicas de las histonas que ocurren
sobre las colas de H3 y H4 [115, 116]. La acetilacion ocurre sobre grupos ®»-amino de
lisinas, anulando su carga y la fosforilacion provee cargas negativas que repelen al DNA.
Por mucho tiempo se supo que estas modificaciones reducian el empaquetamiento del DNA
pero se ignoraba de qué manera las enzimas involucradas participaban en mecanismos
regulatorios. Recientemente ha resurgido el interés en la acetilacion histonica al descubrirse

que muchos activadores y coactivadores poseen actividad de acetil-transferasa de histonas
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(HAT de las iniciales en inglés) y que, por el contrario, muchos inhibidores o represores

transcripcionales poseen actividad de desacetilacion de histonas' [117-124].

Si bien la presencia de los nucleosomas ocluye al promotor, su presencia es, en algunos
casos, esencial para el normal funcionamiento de los mismos [104, 107, 109]. Esta paradoja
se entiende si recordamos que los nucleosomas se posicionan en sitios precisos del DNA y
que algunos factores pueden unirse a conectores o al DNA nucleosomal. Estos factores que
se unen a la cromatina pueden ser ayudados espacialmente por el nucleosoma para
interactuar unos con otros en el ensamblado de un enhanceosoma. Por ejemplo, la induccion
del promotor del virus del tumor mamario murino (MMTYV) por glucocorticoides requiere el
ensamblado de un complejo entre tres factores regulatorios que no ocurre en ausencia de
dos nucleosomas que se ubican en sitios precisos dentro del emhancer [125, 126]. Un

fendmeno similar ocurre en la induccion del promotor del gen PHOS de levaduras [127].

En resumen, el rol de los nucleosomas en la transcripcion involucra tres fases: i) los
nucleosomas se ubican sobre el DNA en sitios especificos, ii) factores de transcripcion
reconocen y unen sus sitios en el DNA, asociandose entre si gracias a la estructura de la
cromatina, iii) los factores de transcripcion asi ensamblados desplazan a los nucleosomas,
permitiendo el acceso de otros factores a sus sitios blanco. Finalmente, el arreglo de factores

activa la transcripcion, tal vez por un mecanismo como los descriptos a continuacion.

2.5. Algunos factores de transcripcién estimulan la iniciacion de la transcripcién.

Muchos dominios de activacion interactian con componentes del CPI.

El numero de transcriptos que se inician por unidad de tiempo depende del numero de CPI
productivos que se ensamblen. En sistemas experimentales in vifro la tasa de transcripcion
es estimulada por un factor de transcripcion unido rio arriba de la TATA. Utilizando

fracciones altamente purificadas el grupo de Robert Tjian demostré que para que esto

! Estas enzimas HAT nucleares pertenecen a las lamadas HAT-B, que acetilan histonas ensambladas en nucleosomas.
Existen HATs citoplasmaticas (HAT-A) que acetilan a todas las H3 v H4 que se sintetizan en los nbosomas
citoplasmaticos [115]. Sélo las H3 y H4 acetiladas son usadas para ensamblar cromatina de novo durante la fase S del
ciclo cclular [332]. Esta acetilacion es removida cn forma concomitante con el ensamblado de los nucleosomas y se
cree que sirve para impedir asociaciones inespécificas de las histonas con dcidos nucleicos.



ocurra debe utilizarse TFIID (TBP+TAFs) y no solo la TBP, a pesar de que ambos son
intercambiables en ausencia de activacion. Esto los llevo a proponer el rol de coactivadores
para los TAFs, siendo un coactivador un factor que es capaz de interactuar con el aparato
basal y con un dominio de activacion, facilitando la union de TFIID al promotor [128]. El
TFIID de metazoarios consta de unos 9 TAFs (TAFII250, TAFII150, TAFII110, TAFII80,
TAFII62, TAFII42, TAFII30a, TAFII30B, TAFII22) que solo se separan de la TBP con
SDS o urea [24]. Sélo TAFII250 se une fuertemente a la TBP y aparentemente sobre €l se
ensambla el complejo [129]. Las propiedades bioquimicas de los TAFs apoyan el modelo del
coactivador ya que se encontré que distintos factores activadores son capaces de interactuar
especificamente con uno o mas TAFs [23, 26, 130-132]. Es mas, si se omite el TAF
correspondiente en el ensamblado in vifro de TFIID, la activacion transcripcional por ese
factor no ocurre, pero si por otro que contacta un TAF distinto [133]. Se demostrd que esta
diversidad de contactos permitia una activacion sinérgica de la transcripcion, al poder dos
factores distintos unidos simultaneamente al DNA potenciar sus efectos activadores sin
interferirse [131, 132]. Mutaciones en TAFIIs modifican la respuesta a distintos activadores

in vitro e in vivo en Drosophila [28].

La hipétesis de los coactivadores depende criticamente de que la unién de TFIID a TATA
sea limitante in vivo para el ensamblado del CPI. Tres trabajos independientes dieron un
fuerte apoyo a esta hipotesis al mostrar que una TBP unida artificialmente a un factor frans
activaba fuertemente la transcripcion in vivo en levaduras [134-136]. Por otro lado, el
contacto de un coactivador con un TAF puede tener otros efectos ademas de cooperar en la
union a TATA. Por ejemplo, las actividades enzimaticas de TAFII250 (HAT [118] y
quinasa de proteinas [137]) podrian ser modificables, asi como podria producirse cualquier

otra alteracion conformacional [138].

Muchos otros integrantes del CPI unen factores de transcripcion in vifro y mutaciones que
perturban estas uniones (y no otras) inactivan al factor in vivo [139-147]. El sinergismo que
se ha demostrado para dos factores que unen dos TAFs distintos podria ocurrir entre
factores que unen distintos componentes del CPI, potenciandose sinérgicamente su efecto

estimulatorio [148]. A su vez podria haber coactivadores que intermedien cualquiera de
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sitio de frenado y permite la elongacion. Esto fue considerado entonces una curiosidad o
rareza de un virus particular (como alguna vez lo fueron los intrones y los enhancers). Sin
embargo, el gen de c-myc [163] y el de la proteina de shock térmico Asp70 contienen un
elemento similar en su promotor. En este Gltimo caso la actividad de frenado es
contrarrestada por un factor de transcripcion especifico, el heat shock factor (HSF) [164].
A diferencia de TAT, HSF es una proteina que se une al DNA y no al RNA. Recientemente,
el grupo de David Bentley estudi6 la regulacion in vivo de los sitios de frenado; analizaron
quimeras de promotores conteniendo sitios de frenado (de c-myc o HIV) rio abajo de sitios
de unidon para GAL4 [165]. Para detectar la procesividad, midieron la sintesis de
transcriptos de distintas partes del gen en ensayos de run on'. Una igual abundancia en el §'
y el 3' del molde se interpretaba maxima procesividad, mientras que un valor mayor para el
5' indicaba el frenado de la Pol II. Utilizando distintos dominios de activacion fusionados a
GALA4 pudieron determinar que muchos de estos activadores son capaces de estimular la
elongacion, ademas de que algunos también estimulan la iniciacion (medida como intensidad
de la zona 5')[166].

En estos experimentos se vio que ademas de frenar en el sitio especifico, la polimerasa no
estimulada mostraba una tendencia a despegarse a lo largo de la elongacion (en este caso del
gen bacteriano CAT). Esta observacion es coherente con el hecho de que la eliminacion del
sito de frenado no es suficiente para permitir la elongacion eficiente del transcripto de c-myc
o de HIV in vitro, lo que se interpreta como indicativo de que el sitio de frenado ayuda a
detectar el frenado bioquimicamente pero que la polimerasa que frena es en si poco
procesiva. De hecho, defectos en la procesividad de la transcripcion se han descripto en
muchas unidades transcripcionales [167]. Esto, sumado a otros datos (ver siguiente
seccion), es explicado por un modelo en el cual cada nzicleo promotor es capaz de iniciar
transcripcion procesiva o no procesiva y los activadores modifican la actividad del micleo

promotor haciendo que la Pol II resultante sea mas procesiva o no [168]. TAT pareceria

' En estos ensayos se incuban nicleos con a *P UTP durante un tiempo fijo (30 min.). Se purifica luego el RNA
radioactivo y se lo usa como "sonda" sobre DNA pasmidico fijado a membranas (slot-blots). El objetivo de esta
hibridacioén es el opuesto a lo usual, ya que el resultado que se obtiene (la intensidad del slor) es una medida de la
abundancia de la "sonda", o sea cuénto RNA se transcribié complementario al que est4 en el slot.
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sitio de frenado y permite la elongacion. Esto fue considerado entonces una curiosidad o
rareza de un virus particular (como alguna vez lo fueron los intrones y los enhancers). Sin
embargo, el gen de c-myc [163] y el de la proteina de shock térmico Asp70 contienen un
elemento similar en su promotor. En este ultimo caso la actividad de frenado es
contrarrestada por un factor de transcripcion especifico, el heat shock factor (HSF) [164].
A diferencia de TAT, HSF es una proteina que se une al DNA y no al RNA. Recientemente,
el grupo de David Bentley estudio la regulacion in vivo de los sitios de frenado, analizaron
quimeras de promotores conteniendo sitios de frenado (de c-myc o HIV) rio abajo de sitios
de uniéon para GAL4 [165]. Para detectar la procesividad, midieron la sintesis de
transcriptos de distintas partes del gen en ensayos de run on'. Una igual abundancia en el 5'
y el 3' del molde se interpretaba maxima procesividad, mientras que un valor mayor para el
5' indicaba el frenado de la Pol II. Utilizando distintos dominios de activacion fusionados a
GAL4 pudieron determinar que muchos de estos activadores son capaces de estimular la
elongacion, ademas de que algunos también estimulan la iniciacion (medida como intensidad

de la zona 5')[166)].

En estos experimentos se vio que ademas de frenar en el sitio especifico, la polimerasa no
estimulada mostraba una tendencia a despegarse a lo largo de la elongacion (en este caso del
gen bacteriano CAT). Esta observacion es coherente con el hecho de que la eliminacion del
sito de frenado no es suficiente para permitir la elongacion eficiente del transcripto de c-myc
o de HIV in vitro, lo que se interpreta como indicativo de que el sitio de frenado ayuda a
detectar el frenado bioquimicamente pero que la polimerasa que frena es en si poco
procesiva. De hecho, defectos en la procesividad de la transcripcion se han descripto en
muchas unidades transcripcionales [167]. Esto, sumado a otros datos (ver siguiente
seccion), es explicado por un modelo en el cual cada micleo promotor es capaz de iniciar

transcripcion procesiva o no procesiva y los activadores modifican la actividad del micleo

promotor haciendo que la Pol II resultante sea mas procesiva o no [168]. TAT pareceria

! En estos ensayos se incuban nucleos con a ¥P UTP durante un tiempo fijo (30 min.). Se purifica luego el RNA
radioactivo y se lo usa como "sonda" sobre DNA pasmidico fijado a membranas (slor-blots). El objetivo de esta
hibridacién es el opuesto a lo usual, ya que el resultado que se obtiene (la intensidad del slor) es una medida de la
abundancia de la "sonda", o sea cudnto RNA se transcribié complementario al que estd en el sior.



actuar a través de un mecanismo diferente, ya que se une al sitio de frenado TAR en el
RNA, pero TAT-GAL4 es igualmente capaz de estimular la procesividad, pero sélo a partir
de un promotor con sitios GAL4; sugiriendo que la union de TAT al RNA es solo un
mecanismo de reclutamiento hacia el sitio de accion. Existen dos candidatos a ser el blanco
de los estimuladores de la elongacion: TFIIF y TFIIH. TFIIF acompaiia a la Pol Il durante
la elongacion y su presencia estimula la procesividad, sobre todo si esta fosforilado.
TAFII250 posee una actividad de quinasa de proteinas intrinseca especifica para TFIIF
[137]. Los factores estimuladores podrian actuar activando esta quinasa. Por otro lado,
TFIIH se une especificamente in vitro a estos factores, los cuales podrian estimular la
actividad quinasa del CTD que posee TFIIH. Se ha mostrado que Pol Il con el CTD

fosforilado es mas procesiva [169].

2.7. Los elementos del nicleo promotor son importantes en la regulacion

transcripcional.

Historicamente se ha considerado a los elementos basales (TATA, Inr y sus vecinos del
nucleo promotor) como participantes neutros en el proceso de regulacion, atribuido por
entero a los ensambles de sitios regulatorios distales y proximales. Sin embargo, existen
cada vez mas evidencias que apoyan un rol activo de los elementos basales en la regulacion
[170-173]. Stig Hansen del laboratorio de Tjian describié que el uso alternativo de dos
promotores distintos del gen de la enzima alcohol-deshidrogenasa (4dh) de D.
melanogaster depende solamente del elemento inciador de cada promotor[174]. Este gen
tiene dos promotores en tandem. En extractos nucleares de embriones de 8 a 12 horas, el
promotor distal es activo y el proximal no, mientras que al avanzar el desarrollo la situacion
se invierte. Si se intercambian los Inrs de ambos promotores el proximal pasa a ser activo y
el distal se anula por completo, todo debido a un cambio de 4 pb (ATTATT por AACAAC,

+1 subrayado). Aparentemente es TAFII150 el que diferencia y prefiere un Inr al otro.

Un rol similar de selectividad de micleo promotor por los TAFs se demostro en levaduras.
Recientemente, los laboratorios de Michael Green y Kevin Struhl mostraron que si bien
todos los TAFs identificados son esenciales para S. cerevisiae, su ausencia solo afecta la

expresion de un pequefio grupo de genes [175-178]. Esto es coincidente con la purificacion



a partir de extractos de levaduras y mamiferos de un complejo multimolecular de Pol Il y
otras proteinas (denominado la holoenzima, una suerte de CPI prearmado pero sin TBP ni
TAFs [166, 179]) capaz de responder a activadores con el solo agregado de TBP, lo que
sefialaria la existencia de caminos diferentes de reclutamiento de la Pol II y activacion
transcripcional en distintos genes. Se logro identificar los genes que dependen del TAF
mayor (TAFII145 de levaduras, homologo a TAFII250 de humanos y moscas) para su
expresion [21, 22]. Todos estos genes pertenecen a las familias génicas de las ciclinas o de
las proteinas ribosomales de la subunidad pequeiia y son las secuencias cercanas a la TATA
las responsables del requerimiento de TAFs (un poco al estilo de los grupos de genes

regulados por factores ¢ especificos en bacterias)

La existencia de distintos TFIID alternativos apoya esta vision. Hansen demostré que una
proteina de D. melanogaster homologa a la TBP (pero con menos identidad que la TBP de
Drosophila con su ortélogo de levaduras) llamada TRF [180] es capaz de ensamblar sobre
si un complejo radicalmente distinto de TAFs, armando un TFIID diferente capaz de
reemplazar al tradicional en transcripcion in vitro [181]. TRF se expresa solo en algunos
tejidos (particularmente en el sistema nervioso), donde podria regular la expresion de un
subgrupo especifico de genes, nuevamente a la manera de los factores ¢. Existen putativos
genes ortélogos de TRF en mamiferos aun no caracterizados. Por otro lado la propia TBP
humana se ha demostrado que participa en un TFIID especifico de linfocitos B que difiere
del de células HeLa por el cambio de un TAF por otro paralogo y que coexiste con el TFIID
ubicuo [182]. En las mismas células HeLa se ha descripto un TFIID alternativo (B-TFIID)
que no responde a tres activadores que estimulan la transcripcion in vitro por un CPI
reconstituido [183, 184]. Finalmente, Arabidopsis thaliana tiene dos genes para TBP que

difieren en secuencia y patron de expresion [185].

Ademas, existen miucleos promotores que dependen criticamente para su transcripcion in
vitro de la integridad del CTD de Pol II mientras que a otros les resulta indiferente [42], y
también se han reportado diferencias en requerimientos de factores de iniciacion del CPI
atribuibles a diferencias en los micleos promotores [172, 173, 186, 187]. In vivo se ha

reportado al menos un caso en el que distintos activadores actian preferencialmente sobre
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variantes de un promotor de Pol I en el que se han alterado elementos del nicleo promotor.
Por ejemplo, se vio que el promotor wild type era potentemente activado por SP1 y no por
VP16, pero cuando se alteraba un elemento del micleo promotor esta situacion se invertia
[188]

Finalmente, el nicleo promotor afecta la procesividad de la Pol II elongante que emerge de
¢l [168). En los trabajos del grupo de Bentley descriptos antes y en otros [189] se analizo el
efecto de mutaciones en el micleo promotor sobre la capacidad de Pol II de elongar a través
de sitios de frenado. Se encontré que la identidad de la TATA box del promotor de HIV y
de c-myc es importante para la generacion de una Pol II no-procesiva [190]. Esto podria
explicarse suponiendo que existen distintos TFIIDs capaces de distinguir una TATA de otra

y de inducir la generacion de polimerasas elongantes con procesividad diferente.

Considerados en conjunto estos resultados sugieren que los activadores transcripcionales
(de iniciacion y/o de elongacion) podrian funcionar como seleccionadores de componentes
del aparato basal ademas de actuar como estimuladores del ensamblado del complejo de
iniciacion.

Estos trabajos seguramente reflotaran viejos modelos propuestos para el micleo promotor a
raiz de resultados muy claros en los que un pequefio cambio en la TATA box causa la

pérdida de respuesta a un determinado activador [191-194].

2.8. La evolucion de patrones de expresion de alta especificidad podria ser tan

compleja como la de nuevas funciones en las proteinas.

Los mecanismos regulatorios descriptos hasta aqui muestran que el secreto de la regulacion
especifica de la transcripcion de un gen esta codificado en la secuencia natural de todas sus
regiones regulatorias. Esta vision de la regulacion transcripcional implica un alto grado de
evolucion adaptativa de las zonas regulatorias a su funcion coordinada y pone la importancia
de su secuencia al nivel de la de las de las regiones codificantes. Existe, por ejemplo, un
amplio consenso de que la duplicacion génica permite la evolucidon de nuevas proteinas a
partir de una estructura proteica preexistente, permitiendo la obtencion acelerada de nuevas

funciones de importancia adaptativa. En el mismo marco conceptual, la duplicacion de un



gen puede permitir la adquisicion de nuevas propiedades regulatorias por una misma
secuencia codificante, a partir de la evolucion divergente de las secuencias regulatorias de
una de las copias. Es posible que en algunas de las numerosas familias de proteinas de
funcion similar que existen este proceso de evolucion regulatoria haya sido de importancia
mayor que los cambios en los aminoacidos de la proteina codificada, que muchas veces

apenas afectan la actividad de las mismas.

3. LOS FACTORES ATF/CREB REGULAN LA RESPUESTA A DIVERSAS
SENALES.

La evolucion del conocimiento acerca de la funcion del elemento regulatorio conocido como
sitio ATF o elemento CRE refleja los cambios de paradigmas en la regulaciéon
transcripcional eucariotica. Descubierto independientemente como un elemento regulatorio
viral en adenovirus y hormonal en el gen de la somatostatina, el elemento ha sido finalmente
caracterizado en innumerables promotores y enhancers, donde cumple las mas variadas
funciones. En paralelo, la complejidad de los factores que se le unen ha aumentado

exponencialmente [195, 196].

3.1. El elemento de respuesta a Ela

Los promotores de los genes tempranos de adenovirus Ela, E2, E3 y E4 dependen de la
transactivacion por Ela 13 S para su expresion (ver pag. 36). Comparaciones y analisis
mutacional de los distintos promotores llevaron a la identificacion de un elemento
regulatorio similar comun a todos los promotores que se llamo sitio ATF (por "activating
transcription factor") cuyo consenso es */tfCGTCA. Una actividad bioquimica, presente en
células infectadas y no infectadas, capaz de unirse al sitio ATF, se denomin6 de la misma
manera (factor ATF) [80].

3.2. "El elemento de respuesta a AMP ciclico se activa por CREB".

Marc Montminny, en el laboratorio de Richard Goodman, caracteriz6 las secuencias
minimas necesarias para la induccion por AMP ciclico (AMPc) del promotor del gen de la

somatostatina, en células de origen neuronal de la linea celular PC12 derivada de un tumor



de médula adrenal de rata [197]. A este elemento, cuya secuencia es TGACGTCA, se lo
llamé CRE (por "cyclic AMP response element"). Utilizando una columna de afinidad con
un oligonucleotido doble cadena' conteniendo el CRE, una proteina de 43 kDa fue
purificada de cerebro de rata [198]. Esta proteina, que se denominé CREB, induce la
actividad transcripcional in vitro del promotor del gen de la somatostatina y es fosforilable

por la kinasa dependiente de AMPc.

El AMPc es el segundo mensajero de diversas hormonas. La unién de la hormona a su
receptor en la membrana celular (un miembro de la familia de receptores serpentina o de 7
pasos de membrana) induce en éste un cambio conformacional que lo activa, de forma tal
que es entonces capaz de unirse a una proteina G heterotrimérica (afy) inactiva, unida a
GDP. La unién al receptor induce en la subunidad a de la proteina G el cambio de GDP por
GTP y su disociacion del dimero de subunidades By. El complejo a-GTP as un potente
activador de la enzima de membrana adenilato ciclasa, 1a cual sintetiza AMPc a partir de
ATP. La inmediata consecuencia de esta activacion es la suba de las concentraciones
intracelulares de AMPc. El terpeno forskolina es un eficaz activador artificial de la adenilato
ciclasa, no requiere proteina G activada. Aparentemente existe un Unico receptor
intracelular para el AMPc, la quinasa de proteinas dependiente de AMPc (PKA). La forma
inactiva (en ausencia de AMPc) de la PKA es tetramérica, compuesta de dos subunidades
regulatorias (R) y dos cataliticas (C), para las que existen distintas isoformas especificas de
tejido. El tetramero inactivo se encuentra en el citoplasma. El AMPc se une a dos sitios en
cada R y la despega de C. La subunidad C libre es activa y fosforila numerosos sustratos
especificos en residuos de serina presentes dentro del contexto X-Arg-Arg-X-Ser-X (donde
X es cualquier aminoacido). Gran parte de las Cs se transloca al nucleo, donde fosforila
NUMErosos sustratos.

El cDNA que codifica para el CREB de rata fue clonado por Montminy a partir de RNA de

cerebro de rata amplificado por PCR con primers especificos derivados de la secuencia

aminoacidica de la proteina purificada [199]. Sin embargo, un afio antes el grupo de

' En adelante usaré el término oligo para referirme a oligonucleétidos de DNA doble cadena.
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Habener report6 la primera secuencia de un cDNA para CREB [200], obtenido a través de
la aplicacion del revolucionario método desarrollado por Sharp y colaboradores [201] de
screening por actividad de una biblioteca de expresion de placenta humana en Agtll
utilizando un oligo CRE marcado radioactivamente como sonda (en este caso no la sonda
no es de hibridacion sino de rastreo por union especifica). CREB es una proteina de 43 kDa
que contiene un dominio C-terminal de dimerizacion y union al DNA del tipo domino basico
+ cremallera de leucinas (bZIP, ver pag. 52) y un dominio de activacion N-terminal que
incluye dos secuencias ricas en glutaminas (Q1 y Q2) separadas por un grupo de sitios
putativos de fosforilacion (dominio "P") que incluyen el residuo responsable de la activacion
por AMPc, la serina 133 (Ser133) [202]. Los factores ATF caracterizados en el sistema de
adenovirus también eran de ~43 kDa, por lo que se pensé que el CREB (o proteinas muy
similares a él) era un factor universal de regulacion por los sitios CRE/ATF [203].
Utilizando células de teratocarcinoma F9, que no expresan CREB ni PKA, fue posible
demostrar que un fragmento del promotor de somatostatina conteniendo al CRE es
inducible por cotransfeccion de un cDNA para C de PKA solo si se cotransfecta el cDNA
para CREB. Asimismo, se mostr6 que un mutante de CREB con una alanina en 133 era

inactivo en este sistema [204].

Estos resultados llevaron al establecimiento de un sencillo paradigma regulatorio. AMP¢c
activa PKA que activa CREB que activa promotores con CRE [204]. Alternativamente, Ela
puede activar a CREB [205]

3.3. El contexto de promotor es importante para la actividad del sitio CRE/ATF.

El promotor del gen de adenovirus E4 contiene dos sitios CRE/ATF vecinos necesarios para
la activacion por Ela, el promotor del gen del péptido intestinal vasoactivo (VIP) contiene
dos sitios CRE/ATF esenciales para su induccion por AMPc [206]. Si se introducen
plasmidos conteniendo ambos promotores en células HeLa, se observa que la cotransfeccion
del cDNA de Ela induce fuertemente la expresion de E4 y no la de VIP, mientras que la
incubacion con un analogo permeable de AMPc induce fuertemente a VIP y no a E4.
Cuando se transplantaron los elementos de un promotor al contexto del otro en forma

reciproca, se observo que en parte era el contexto del promotor (la zona del micleo
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Habener report6 la primera secuencia de un cDNA para CREB [200], obtenido a través de
la aplicacion del revolucionario método desarrollado por Sharp y colaboradores [201] de
screening por actividad de una biblioteca de expresion de placenta humana en Agtll
utilizando un oligo CRE marcado radioactivamente como sonda (en este caso no la sonda
no es de hibridacion sino de rastreo por union especifica). CREB es una proteina de 43 kDa
que contiene un dominio C-terminal de dimerizacion y unién al DNA del tipo domino basico
+ cremallera de leucinas (bZIP, ver pag. 52) y un dominio de activaciéon N-terminal que
incluye dos secuencias ricas en glutaminas (Q1 y Q2) separadas por un grupo de sitios
putativos de fosforilacion (dominio "P") que incluyen el residuo responsable de la activacion
por AMPc, la serina 133 (Ser133) [202]. Los factores ATF caracterizados en el sistema de
adenovirus también eran de ~43 kDa, por lo que se pensé que el CREB (o proteinas muy
similares a él) era un factor universal de regulacion por los sitios CRE/ATF [203].
Utilizando células de teratocarcinoma F9, que no expresan CREB ni PKA, fue posible
demostrar que un fragmento del promotor de somatostatina conteniendo al CRE es
inducible por cotransfeccion de un cDNA para C de PKA soélo si se cotransfecta el cDNA
para CREB. Asimismo, se mostrdo que un mutante de CREB con una alanina en 133 era

inactivo en este sistema [204].

Estos resultados llevaron al establecimiento de un sencillo paradigma regulatorio: AMPc
activa PKA que activa CREB que activa promotores con CRE [204]. Alternativamente, Ela
puede activar a CREB [205]

3.3. El contexto de promotor es importante para la actividad del sitio CRE/ATF.

El promotor del gen de adenovirus E4 contiene dos sitios CRE/ATF vecinos necesarios para
la activacion por Ela, el promotor del gen del péptido intestinal vasoactivo (VIP) contiene
dos sitios CRE/ATF esenciales para su induccion por AMPc [206]. Si se introducen
plasmidos conteniendo ambos promotores en células HeLa, se observa que la cotransfeccion
del cDNA de Ela induce fuertemente la expresion de E4 y no la de VIP, mientras que la
incubacion con un analogo permeable de AMPc induce fuertemente a VIP y no a E4.
Cuando se transplantaron los elementos de un promotor al contexto del otro en forma

reciproca, se observd que en parte era el contexto del promotor (la zona del micleo



promotor y otros sitios) y no la naturaleza intrinseca de los CRE/ATF lo que determina la
especificidad de respuesta. También en parte se vio que la organizacion de ambos sitios
influye la respuesta que confieren. Estos resultados son representativos de muchos otros
casos en los que la sola presencia del sitio CRE/ATF no confiere respuesta a AMPc o Ela,
hecho que se explora en esta tesis. En el gen de la subunidad a de las gonadotrofinas la
induccion por AMPc depende del CRE y de otros sitios adyacentes [207]. Lo mismo ocurre
en el promotor del gen de la fosfo-enol-piruvato carboxi-quinasa tipo C (PEPCK-C)[76].
De hecho, el mismisimo CRE de la somatostatina requiere de un tracto de citosinas y
guaninas adyacente para funcionar en su promotor natural, aunque el octamero

TGACGTCA es suficiente al transplantarlo a promotores neutros [195].

3.4. Seiiales distintas al AMPc activan a CREB.

En células de origen neuronal el aumento de la concentracion intracelular de Ca™ induce al
gen c-fos por dos mecanismos diferentes, uno involucra un elemento SRE (de respuesta a
suero, serum response element) y el otro a dos elementos CRE/ATF presentes en su
promotor, la acciéon de uno u otro mecanismo depende sorprendentemente del tipo de canal
de Ca™" por el que entra el ion [208]. La entrada de Ca"™ por canales tipo L activa a la
quinasa de proteinas dependiente de Ca"" y calmodulina tipo Il (CAMKII), la cual fosforila
a CREB en Serl33, activandolo [209-212]. Por otro lado, en algunos tipos celulares la
activacion de receptores con dominios citoplasmaticos de tirosina quinasa y la consiguiente
transduccion a través de las MAP quinasas (ver pag. 57) provoca la fosforilacion de CREB
en Ser 133 por la quinasa RSK2, mediando la induccién de promotores especificos en
respuesta a ligandos extracelulares mitogénicos que no activan la via del AMPc [213].
Tanto la via del Ca™" y de las MAPK, por otro lado, activan otros factores de transcripcion

que se unen a elementos distintos al CRE/ATF.

3.5. Miiltiples factores bZIP activan promotores a través de elementos CRE/ATF.

El desarrollo de la técnica de clonado por union a DNA blanco en bibliotecas de expresion
del tipo de Agtll llevo a la caracterizacion de numerosos factores capaces de unirse al

elemento CRE/ATF. Con el objetivo de clonar un factor especifico, cada grupo us6 un



fragmento del promotor o enhancer que estudiaba como sonda [214, 215]. Una y otra vez
los factores clonados que reconocian secuencias tipo CRE de un promotor dado dentro de
un oligo de 20 pb in vitro, también reconocian cualquier otro CRE/ATF casi con la misma
afinidad. Un ejemplo particularmente ilustrativo del poder de esta técnica de clonado es el
trabajo de Tsonwin Hai del laboratorio de Michael Green quién en 1989 reporté el clonado
de 8 diferentes factores ATF humanos, numerados desde ATF-1 a ATF-8 (estos nombres se
mantienen hasta hoy) [216]. Ninguno era homélogo a CREB, por lo que la complejidad ya

era, en 1989, de 9 genes distintos.

3.6. Distintos factores ATF pueden formar heterodimeros dependiendo de la secuencia

de su dominio bZIP.

Una complejidad adicional en la regulacion a través de los elementos CRE/ATF la aporta la
capacidad de los factores ATF de formar heterodimeros [217]. Los factores que se unen al
DNA a través de un dominio bZIP solo pueden hacerlo en forma de dimeros. Como se ve en
la Figura3, la region basica y el bZIP de cada subunidad forman una a-hélice
ininterrumpida. Ambas subunidades interactuan a la altura del ZIP, enroscandose la una
sobre la otra en completo acuerdo con las predicciones del modelo "knobs into holes”
(bultos dentro de agujeros) propuesto por Francis Crick [218] para el ensamblado de dos

a-hélices [219, 220].
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Figura 3: Estructura del complejo GCN4-bZIP*DNA: Estructura obtenida por cristalografia de rayos
X de un péptido (amarillo) correspondiente a los 56 aa carboxiterminales del factor de
transcripcion GCN4 dimerizado y unido a un oligo de 20 pb (rojo) conteniendo su secuencia blanco
(tomado de [221]). a) Vista lateral al DNA. Notese las zonas basicas-amino terminales unidas al
surco mayor y los bZIP carboxi-terminales levemente enroscados uno sobre el otro (1/4 de
vuelta). EI DNA en el complejo es recto y presenta conformacion B todo a lo largo b) Vista a lo
largo del eje del DNA. En rojo el esqueleto fosfodiester, las bases se omitieron. Notese que la
region de las zonas basicas mas alla del punto de contacto con el DNA se extiende como una
o~helice recta, no se enrosca sobre el DNA. El resto de la proteina (220 aa en cada mondémero,
que incluyen los dominios de transactivacion) se extenderia a partir de este punto.
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A partir de la estructura se entiende que las dos regiones basicas no podrian posicionarse
sobre el DNA si el ZIP no las ubicara, formando una suerte de pinza-tijera como las usadas
en el laboratorio [222, 223].

La secuencia del ZIP determina su potencial de formar un dimero con otro ZIP (igual o
distinto) o no. Alrededor de las aminoacidos hidrofébicos que forman la cremallera existen
residuos cargados que pueden estabilizar o repeler electrostaticamente la formacion de
dimeros, estableciendo un codigo de dimerizacion [224). Esta es la base molecular que
explica por qué dos proteinas bZIP muy parecidas como c-Jun y c-Fos difieren tanto en su
interaccion con el DNA: c-Jun aislada es capaz de unirse a su secuencia especifica AP1,
mientras que c-Fos no. Esto ocurre porque el ZIP de c-Fos es incapaz de dimerizar consigo
mismo, mientras que el de c-Jun lo hace sin problemas. Adicionalmente, c-Jun dimeriza con
c-Fos (con mas afinidad que consigo mismo) para formar el factor AP1 mas caracterizado,

el heterodimero c-Jun/c-Fos [225, 226].

Poco se sabe acerca de la especificidad de heterodimerizacion de los factores que unen
CRE/ATF. De la secuencia de sus ZIPs se deduce que todos podrian heterodimerizar con
todos. Sin embargo, algunas interacciones que fueron intentadas in vitro no se produjeron,
como ATF-1 con ATF-2 o ATF-3. Los ZIPs de ATF-1 y CREB difieren en 1 aa, lo que
hace suponer que tampoco CREB heterodimerizaria con ATF-2 y ATF-3. Por su parte,

ATF-2 y ATF-3 heterodimerizan sin problema.

Ademas de la subfamilia CRE/ATF, existen otras dos subfamilias de factores bZIP en
mamiferos: APl y C/EBP. Los factores APl reconocen la secuencia AP1 o TRE (por
"TPA-response element"), TGACTCA, que difiere en solo una base con el CRE. Este
elemento es reconocido por heterodimeros formados por algiin miembro del grupo de c-Fos
(c-Fos, FosB, Fral, Fra2) con uno de los c-Jun (c-Jun, JunD, JunB) u homodimeros de
estos ultimos . Los factores C/EBP (por "CCAAT and enhancer binding protein) reconocen
una gama amplia de secuencias, entre ellas el elemento CCAAT y el nucleo del enhancer de
SV40 (de ahi su nombre) e incluyen C/EBPa, C/EBPf, C/EBPy, C/EBPS y C/EBPe [227].
En muchos casos se ha encontrado que factores CRE/ATF, AP1 o C/EBP reconocen

también secuencias de DNA que corresponden mas bien con los blancos de uno de los otros
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dos [228-233]. Pero, ademas, miembros de las distintas familias pueden heterodimerizar por
sus bZIPs [232, 234, 235]. Tipicamente c-Jun heterodimeriza con ATF-2 [229] aunque
también C/EBPa, C/EBPag. y C/EBPe con ATF-4 [224] y C/EBPa con ATF-2 [236].
Estos heterodimeros entre familias a veces tienen una especificidad de uniéon al DNA mixta,

pudiendo unirse especificamente a un sitio compuesto de dos mitades, una de cada tipo.

La union del ZIP con su pareja es tan eficiente que se lo ha usado como sonda en screenings
de bibliotecas de expresion, lo que ha permitido identificar nuevos compaiieros de

heterodimerizacion [229, 232].

3.7. Un mismo gen puede originar hasta once factores ATF diferentes.

Los dos primeros clones de CREB diferian por la presencia o ausencia de un segmento de
14 aminoacidos denominado "péptido a", lo que causa que existan dos factores CREB, uno
de 341 kDa (CREBa) y otro de 327 kDa (CREBS). El CREB & compone el 80% del CREB
total celular y es 10 veces menos activo transcripcionalmente, lo cual lo convertiria en un

factor importante de modulacion, uniéndose al CRE e inhibiendo la accion de otros factores.

Esta diversificacion es un fenémeno general en la familia de factores ATF. ATF-2 existe en
dos variantes de splicing alternativo, una de las cuales es incapaz de incorporarse al
enhanceosoma del gen del IFNB y permitir la induccion por virus (ver pag. 28), y se han
descripto mas variantes [237, 238]. El gen para el factor CREM (distinto a los ATFs ya
mencionados) [239, 240] puede generar 11 polipéptidos diferentes [196]. La estructura del
mayor de ellos (CREMta) [241] es similar a la de CREB (ver pag. 49), excepto en que
contiene dos dominios bZIP en su extremo C-terminal, pero media la activacion por AMPc
en forma analoga. Las variantes de splicing alternativo a, B, y ¥ carecen de un domino de
activacion (Q1), lo que las convierte en antagonistas de la activacion por CREBa y
CREM19, aparte CREMf y CREMy tienen s6lo un bZIP, etc. [242]. La variacion mas
dramatica es la generacion de las variantes ICER (I, Iy, Ily y II) a partir de un promotor
interno que genera un transcripto corto que contiene solo los exones para los dominios de
union al DNA (las cuatro variantes son combinaciones de splicing alternativo de dos exones)

[243]. Los ICER (por "inducible cAMP early repressor") se unen improductivamente al



CRE y bloquean la activacion por AMPc. En la glandula pinneal, los ICER se expresan en
forma circadiana, y podrian ser determinantes del patron de expresion ciclico de los genes

activados por AMPc en esta glandula [244, 245].

Otros factores ATF existen como isoformas de actividad opuesta: ATF-3 [246], ATFa [247,
248], nuevas variantes de CREB similares a los ICER (I-CREB, [249-251})),

3.8. Diversas seiiales activan a los factores ATF: Fosforilacion de ATF-2 por JNK.

Las fosforilaciones de CREB vy actividades regulatorias in vivo descriptas mas arriba se
reproducen, en los casos estudiados, también en CREMt [196, 252, 253] y en ATF-1 [254,
255], lo que confirma funcionalmente su agrupamiento como un grupo coherente dentro de

la subfamilia, involucrado en la activacion de genes en respuesta a AMPc.

Otra subfamilia, la mas estudiada luego de la de CREB, la integran ATF-2 y ATFa [248].
Estas proteinas tienen una alta identidad de secuencia y también son funcionalmente
similares hasta donde se ha estudiado. ATF-2 es la mas caracterizada de ambas, tiene
505 aa, un PM predicho de 54.5 (aunque en PAGE-SDS migra como de 70 kDa, ver pag.
69) y una estructura similar a CREB: un bZIP C-terminal y una larga region N-terminal con
diversos putativos sitios de fosforilacion. ATF-2 tiene algunas caracteristicas unicas. Si se la
fusiona entera a GAL4 (GAL4-ATF-2), no activa la transcripcion, pero si si se fusiona sélo
su region N-terminal (aas 1 a 195). Por otro lado, si se la prepara entera en forma
recombinante de bacterias, no es capaz de unirse al DNA, pero si se purifica solo el extremo
C-terminal (el bZIP) aislado, éste se une especificamente a sitios CRE/ATF. Se ha postulado
que ambos dominios terminales en la proteina nativa intacta se hallan comprometidos en una
interaccion intramolecular autoinhibitoria, la cual debe ser eliminada para que el factor se
una al DNA y active la transcripcion [256]. Este fenomeno es similar a lo observado en Ela
(ver pag. 36). Como dijimos, Ela necesita ser llevado a sus promotores blanco y, ademas,
ser activado. ATF-2 y ATFa unen a Ela y la activan, ambas cosas a través de su bZIP [84,
86]. Notablemente, una fusion de ATF-2-GAL4 puede, a su vez, ser activada in vivo por
interaccion con Ela, eliminandose la autoinhibicion de ATF-2. De esta manera, Ela seria

tedricamente capaz de desacoplar ambos dominios de ATF-2, permitiendo la union del
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factor a CRE/ATF, desde donde ambas proteinas podrian activar la transcripcion
sinérgicamente. Esto no ha sido demostrado in vitro ain. ATF-2 y ATFa son capaces de
unir y reclutar otras proteinas regulatorias, algunas virales como TAX (pag. 36) o la
proteina retinoblastoma (Rb) que regula la expresion del gen de TGFf32 a través de ATF-2
0 ATFa [257, 258].

Si se purifica ATF-2 entero recombinante a partir de células de insecto, la proteina es capaz
de unirse al DNA tan bien como el bZIP aislado. Si se lo trata con fosfatasas, pierde esta
actividad [259]. Se postula que la quinasa responsable de esta modificacion in vivo es JNK
(por "c-Jun N-terminal kinase") [260, 261]. JNK fosforila a ATF-2 en dos treoninas vecinas
cercanas al N-terminal (Thr69 y Thr71) y esta fosforilacion le permite unirse al DNA in
vitro. Si se mutan una o ambas treoninas a alanina, GAL4-ATF-2 pierde su poca actividad
transcripcional. Sorprendentemente, también pierde casi toda la capacidad de ser activado
por Ela o Rb [261]. Es posible que estos factores recluten y activen a JNK como parte de
sus mecanismos activadores via ATF-2. ATFa también es un blanco de fosforilacion por
JNK [262]

JNK es una kinasa que fue originalmente aislada por su capacidad de fosforilar el dominio
N-terminal de c-Jun en dos serinas (Ser63 y Ser73) en respuesta a irradiacion ultravioleta
[263]. c-Jun fosforilado es un potente activador transcripcional, debido a que adquiere la
capacidad de interactuar con el coactivador CBP (ver pag. 43)[156]. ATF-2 también es
fosforilado por JNK activada por UV [260] o por agentes genotoxicos [264] y es posible
que la fosforilacion tenga el efecto adicional de permitirle la union de CBP. ATF-2 forma
heterodimeros estables con c-Jun, que han sido detectados in vivo y que se unen a sitios
CRE/ATF. Este dimero de los principales sustratos conocidos de JNK podria ser el
mediador de las respuestas transcripcionales a las sefiales que activan a esta kinasa [264-
266].

Agentes de stress (hiperosmolaridad, mutagenos, inhibidores de traduccion, shock térmico),
citoquinas proinflamatorias (IL-1, TNFa) y ciertos factores de crecimiento (EGF) activan a
JNK (que ha sido llamada también SAPK, por "stress activated protein kinase"). JNK es una

quinasa de serinas y treoninas (Ser/Thr) homéloga a las quinasas activadas por mitégenos
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ERK/MAPK (por "extracellular signal regulated kinase" y "mitogen activated kinase"). El
término MAPK (y sus derivados) se tienden a usar actualmente para referirse a las familias
de enzimas. Las MAPKSs son el paso final de una cadena de fosforilaciones, en la cual cada
eslabon es una quinasa que se activa al ser fosforilada y fosforila al siguiente eslabon.
Existen varias cadenas paralelas que determinan respuestas especificas a distintas sefiales.
Las quinasas que activan a las MAPK (las MAPKK, por "MAPK kinase") son tnicas por su
especificidad dual por Ser/Thr y tirosina (Tyr). En la via de JNK la MAPKK es SEK, que la
fosforila en Thr-Pro-Tyr (el subrayado indica los sitios de fosfonilacion), en la via de ERK la
MAPKK es MEK. Las MAPKK son activadas por miembros de las MAPKKK, quinasas de
Ser/Thr, en el caso de SEK su activador es MEKK (llamada asi por razones historicas) y en
el caso de MEK es Raf. Aun otra quinasa activa a MEKK vy esta es la que recibe la sefial de
proteinas G pequeiias (Rac y/o cdc42, [267]) que son activadas por receptores de
membrana. En la ruta de ERK, Raf es directamente activado por una proteina G pequefia
(ras) activada por receptores de membrana. Ambas rutas pueden ser activadas
artificialmente en forma especifica: JNK por sobreexpresion de MEKK, ERK por expresion
de un mutante activado de MEK llamado MEKEE que lleva aminoacidos acidos (Glu) en

lugar de los aminoacidos fosforilables por Raf.

Al presente el unico promotor conocido activable por la via JNK es el de c-Jun. c-Jun es
inducido por agentes que dafian el DNA ("genotOxicos") a través de sitios CRE/ATF y
aparentemente el heterodimero fosforilado c-Jun/ATF-2 es responsable de esta induccion.
Existen tres isoformas caracterizadas de JNK (JNK1, JNK2, JNK3) cuya especificidad de

sustrato no es idéntica y probablemente medien distintas respuestas [268].

Los factores ATF tiene funciones esenciales no superpuestas

La existencia de tantos factores bZIP similares podria implicar que varios de ellos cumplen
funciones solapadas. Experimentos de "knock-out" (KO) en ratones indican que al menos
algunas funciones esenciales son exclusivas, pero que tal vez en muchos tejidos un factor

bZIP pueda ser sustituido por otros.

Ratones incapaces de expresar las isoformas o y 8 de CREB [269] se desarrollan

normalmente y no presentan ninguna anomalia morfologica evidente. Sin embargo, al
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investigarse su comportamiento se descubrié que son incapaces de retener memorias por
largo plazo (experimentos tipo "laberinto") y de mantener sinapsis potenciadas en el
hipotalamo ("LTP") [9). Los mecanismos moleculares que involucran a CREBa y/o & en
estos procesos son desconocidos. Es notable el restringido fenotipo de los mutantes frente a
la amplia participacion del AMPc en la regulacion de la expresion de genes en muchos
tejidos en los que se expresa CREB. Existe una tercer isoforma (CREBf)[270] que no es
afectada por la mutacion introducida y que se sobreexpresa en los ratones KO. CREBS, que

es activa transcripcionalmente, podria proveer funciones del gen en otros sistemas.

El KO de ATF-2 provoca una reduccion en la viabilidad, defectos en la osificacion y
anormalidades diversas en el sistema nervioso central. El 50% de los ratones A7F-2 -/-
mueren al mes de vida, y todos son anormalmente pequefios, defectivos en el desarrollo de
cartilagos y presentan groseras anormalidades histologicas en el cerebro, las que
probablemente esten relacionadas con su andar no coordinado, temblor permanente e
hiperactividad. Interesantemente (en relacion a lo propuesto mas adelante, ver Discusion,
pag. 174) el 50% de los ratones KO desarrollan infiltrados inflamatorios perioculares. No se
sabe cuales son los genes regulados por ATF-2 que intervienen en el desarrollo normal del

cerebro, del cartilago y en el control de la respuesta inflamatoria.

La eliminacion del gen CREM provoca una completa inhibicion de la espermatogénesis
[271-273]. El epitelio seminifero de los ratones CREM -/- revela un arresto postmeiotico en
el primer paso de la espermatogénesis. No se han reportado otros cambios en los mutantes,
de lo que se desprende que la demostrada participacion de productos del gen CREM en
otros procesos previamente caracterizados (como el mantenimiento de la expresion genética

circadiana en la glandula pineal) no es esencial.

Otros genes bZIP cumplen roles esenciales: Los ratones C/EBPa -/- nacen indistinguibles
de los wild type pero mueren al cabo de 8 horas por fallas en el metabolismo de glucogeno,
hipoglicemia y problemas en el desarrollo del tejido adiposo y el higado [274]. Los mutantes
C/EBPB -/- nacen y se desarrollan normalmente en ausencia de patogenos, pero son
altamente sensibles a infecciones bacterianas debido a una insuficiencia en macrofagos y

neutrofilos [275, 276]. El KO de c-jun es letal para los ratones, que mueren durante el
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desarrollo embrionario con un higado malformado, poca hemopoiesis y edema generalizado;
fibroblastos c-jun -/- en cultivo se dividen a bajo ritmo aun en presencia de mitégenos [277,
278). La disrupcion de c-fos impide la diferenciacion de osteoclastos y causa la consecuente
osteopetrosis [279, 280]. El KO de otro miembro de la familia de c-fos, fosB, causa un
curioso fenotipo comportamental: las madres fosB -/- no cuidan de sus crias, a las que dejan
morir de inanicion [8].

En resumen, una gran diversidad de proteinas puede reconocer al elemento CRE/ATF. Esta
diversidad se origina en el gran nimero de genes que codifican factores ATF, en la
generacion de RNAms alternativos a partir de ellos y en la capacidad de combinarse
formando heterodimeros, incluso con miembros de otras subfamilias bZIP relacionadas. Los
factores ATF participan en muchas vias independientes de transduccion de sefiales. Sin
embargo, en muchos casos es claro que una respuesta especifica es mediada por un miembro
particular de la familia, lo que se manifiesta en los drasticos cambios fisiologicos observados

en los ratones KO.

4. EL PROMOTOR DEL GEN DE LA FIBRONECTINA ES REGULADO EN LA
TRANSFORMACION CELULAR Y POR LA ACCION HORMONAL.

4.1. La fibronectina interviene en procesos de adhesion celular.

La adhesion celular en metazoarios involucra a diversas proteinas caracterizadas por tener
multiples dominios, los que les confiere un amplio rango de actividades de union. Estas
macromoléculas son secretadas y depositadas en la vecindad de las células formando una red
organizada conocida como matriz extracelular (MEC) [281]. Entre las proteinas de la MEC,
la fibronectina (FN) es la mas ampliamente distribuida y mejor caracterizada. Ademas de
estar presente en los tejidos conectivos y en las membranas basales, la FN se encuentra en
alta concentracion en el plasma. El rol de la FN en la adhesion celular no se limita a
mantener pegadas a las células, si no que participa dinamicamente en procesos de adhesion
claves como la migracion celular durante la embriogénesis y la cicatrizacion de heridas [282,
283] su presencia en el plasma contribuye a la formacion del coagulo de fibrina en la

coagulacion y a la opsonizacion de microorganismos patogenos. En el cancer, la presencia
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de FN en la matriz celular parece contribuir a los mecanismos de control que limitan los
potenciales migratorios de las células. En casi todos los casos en que se ha medido las
células tumorales muestran una reducida expresion de FN y/o sus receptores de membrana.
En algunos casos se ha correlacionado una mayor capacidad metastasica de las células
transformadas con menor expresion de FN. Finalmente, un pequefio nimero de estudios han
mostrado la eliminacion o reduccion del fenotipo transformado o de la capacidad

metastasica de células tumorales al forzarse la expresion de FN o sus receptores [281, 284].

Existen veinte isoformas de FN generadas por splicing alternativo a partir de un unico gen.
El gen de FN humano mide 70 kb y consta de unos 50 exones [285]. Tres de ellos son
procesados alternativamente. En dos de estos casos (llamados ED-1 y ED-II) las
posibilidades son de inclusion o no del exon alternativo en el RNAm y, en el tercero (I1ICS),
un unico exon puede dar cinco vanantes (inclusion nula, total, y tres intermedias). El patron
de splicing alternativo varia en los distintos tejidos. Fundamentalmente, la FN plasmatica,
que se produce en el higado, carece por completo de ED-I y ED-II mientras que la MEC de
los tejidos contiene un pequeiio porcentaje de FN con ED-I y ED-II. Proporciones mucho
mayores de FN-ED-I+/ED-1I+ se sintetizan durante el desarrollo embrionario. Este patron
embrionario reaparece en la FN que se induce en la cicatrizacion de heridas [286] v,
curiosamente, en la poca FN que fabrican las células transformadas [287]. El TGFB y
algunos factores de crecimiento pueden modificar el patron de splicing alternativo [285,
288-290].

4.2. La FN es reprimida por la transformacion celular e inducida por TGFf y

glucocorticoides.

La desaparicion de FN en células transformadas desperto el interés en su rol fisiologico

En 1973, dos estudios independientes dirigidos a determinar qué proteinas de la membrana
celular se alteraban durante la transformacion identificaron una glicoproteina de alto peso
molecular ausente en las células transformadas [291, 292]. Esta proteina fue luego
identificada como una variante de la FN plasmatica, que se habia clasificado como una

abundante globulina. Poco después se determiné que el agregado de FN a las células
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alteradas les remitia algunos fenotipos asociados con la transformacion, los que parecian
estar asociados a una modificacion en las propiedades de adhesion. Fueron estos trabajos los
que despertaron interés en el estudio de la FN y la explosion de investigaciones sobre su rol
en la adhesion y migracion. Es decir, el interés original en la FN surgié de la descripcion de
su regulacion. Hoy en dia se ha determinado la represion de la aparicion de FN en las
membranas por todo tipo de procesos de transformacion, incluyendo tumorigénesis in vivo,
sobreexpresion de oncogenes, oncogénesis viral, etc. [293]. En algunos casos se ha
determinado que el defecto se debe a mecanismos de degradacion y/o no union a la

membrana de la proteina sintetizada, mientras que en otros es a nivel transcripcional.

La regulacion de FN por TGFf y glucocorticoides podria ser importante en su

participacion en cicatrizacion de heridas e inflamacion.

Estudios posteriores mostraron que la expresion de FN es inducida por factores de la familia
del TGF-B y por glucocorticoides. En contrario a lo esperado por las caracteristicas de su
receptor, los glucocorticoides no aumentan la tasa de transcripcion sino que actuan
aumentando la estabilidad del RNAm de FN [294]. Por su parte, el TGFP induce al gen
aumentando los niveles de transcripcion [295, 296]. Muchos estudios han postulado un rol
del TGFB en la regulacion del proceso de regeneracion de tejidos dafiados o en
remodelacion fisiologica, en algunos de los cuales se ha medido la induccion de algunas
isoformas de FN [297, 298]. El TGFpB también participa en el control de la respuesta
inflamatoria, como lo demuestran los innumerables focos inflamatorios que se originan
espontaneamente en ratones KO para el TGFB1. Es posible que la induccion de FN por
TGFp sea importante en esta regulacion, ya que este fenotipo puede ser atemperado por la
inyeccion de fragmentos de FN [299]. También los glucocorticoides son esenciales para el
control de la inflamacion y la respuesta inmune, y tal vez la inducciéon de FN cumpla algin

rol en este proceso.

El AMPc y la entrada en el ciclo celular inducen la expresion de FN.

Derivados de AMPc o agentes como la forskolina llevan células transformadas a reasumir

un fenotipo morfoldgico mas normal. Frecuentemente muestran una elevada sintesis de FN.
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Se desconoce que relacion podria tener este efecto con la regulacion hormonal fisiologica de
FN [281].

Por otro lado, si células en G, deprivadas de factores de crecimiento son estimuladas a
dividirse con suero fetal [300] o factor de crecimiento epidérmico (EGF)[301], se detecta la
induccion de muchos genes llamados tempranos (c-fos y c-myc son los mas caracteristicos)

entre los que se encuentran proteinas del citoesqueleto y FN y sus receptores [300, 302].

4.3. El promotor de FN contiene diversos sitios regulatorios

El promotor del gen de FN fue clonado y su secuencia fue determinada en extensiones
variables para los genes humano [303], de rata [304] y murino [305]. La secuencia de los
elementos regulatorios proximales se halla conservada en algunos casos, como se muestra en

la

Figura 4.
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GCCGGCGGGC GGGCGGGTGG GGTGGGGCGG GGCGGGGACA GCCCGGCGGG
=72

TCTCTCCTCC CCCGCGCCCC GGGCCTCCAG AGGGGCGGGA GGGGACCGTC
=22 +1

CCATATAAGC CCCGGCTCCC GGCGCTCCGA CGCCCGCGCC GGCTGTGCTG

+22
CACAGGGGGA GGAGAGGGAA CCCCAGG

Figura 4: Secuencia del promotor de FN: Se muestra la secuencia del promotor de FN entre los
sitios BstNI (subrayado doble) -220 y +44. Se subrayan las secuencias CRE -170 y CCAAT -150,
SP1-70 y TATA-25 y las secuencias rfo abajo del sitio de iniciacion, marcado como +1.

El micleo promotor del gen de FN incluye una TATA en -25, cuya secuencia se encuentra
100% conservada en las tres especies y no se distinguen secuencias de un Inr. Las
secuencias regulatorias proximales en el promotor humano incluyen sitios que podrian unir
el factor SP1 (-102 y -45), al cual se le ha atribuido un rol estimulatorio de la actividad basal
de los micleos promotores junto a los cuales normalmente se encuentra. En -120 y -70 se
encuentran dos sitios consenso de union del factor AP2, relativamente conservados. La zona
mas conservada de la region proximal esta comprendida entre -200 y -130. Dentro de esta
region se encuentra un elemento CRE/ATF (-170) de secuencia idéntica al elemento CRE
minimo del gen de la somatostatina y un sitio regulatorio conocido como "CCAAT box" o,
simplemente, CCAAT (-150). El elemento CCAAT fue identificado en muchos promotores,
tantos que alguna vez se le atribuy6 el mismo rol general que a TATA. Usualmente se
encuentra mas rio abajo (-50/-70) y se sabe que muchos factores de distintas familias

pueden actuar uniéndose a él.
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La identificacion del CRE -170 estimul6 la realizacion de experimentos para determinar el
mecanismo por el cual el aumento del AMPc intracelular aumentaba la transcripcion del gen
de FN. El grupo de Suszanne Bourgeois, que habia clonado el promotor de FN humano
[303], demostro que el promotor clonado era inducido por tratamientos que activan la via

del AMPc en lineas celulares en la que los mismos inducian la expresion de FN [306].

El elemento CRE -170 es capaz de responder a AMPc y a suero.

En un estudio posterior Douglas Dean, en el laboratorio de Bourgeois, analizo la respuesta
a AMPc de distintos fragmentos del promotor de FN. Encontr6 que en la linea celular de
fibrosarcoma humano HT 1080 en la que el fragmento -500/+69 era inducible por forkoslina,
un promotor truncado en -125 no respondia al tratamiento. Sin embargo, en otra linea
celular, JEG-3, derivada de un coriocarcinoma humano, el promotor -125 también se
inducia con forskolina, pero menos que el promotor -500. Para demostrar conclusivamente
que CRE -170 era el responsable de la activacion por AMPc en células HT 1080, Dean clono
un fragmento de 20 pb centrado en el CRE -170 rio arriba de un promotor no inducible por
AMPc (el de la timidina quinasa de HSV). Encontr6 que tanto en células HT1080 como en
células JEG-3 y en fibroblastos murinos NIH3T3 este promotor quimérico era fuertemente
inducible por forskolina [307]. Se le asigno entonces al CRE -170 la funciéon de mediar la
induccion por AMPc de la FN. En experimentos posteriores [308] Dean analizo la
inducibilidad por AMPc¢ de un promotor de FN -500/+69 mutado en el sitio CRE -170 (una
delecion de las 4 bases centrales). Este promotor sin CRE respondia a AMPc igual que el
wild type. Para explicar este resultado sin abandonar la hipotesis de que el CRE -170 era el
mediador de la respuesta a AMPc, propusieron que otros sitios similares al CRE, presentes
en -407 y -405 mediaban la inducibilidad en ausencia del CRE -170. Para confirmar esta
hipotesis, ambos sitios simi/ CRE por separado fueron clonados rio arriba de un promotor
y se determiné que le conferian inducibilidad a AMPc a estas quimeras.

En otro trabajo, Dean y colaboradores [309] determinaron que, en células HT1080, el
promotor de FN -500/+69 respondia a tratamientos con suero que inducian al gen endégeno
también (ver mas arriba). Dado que el promotor truncado en -122 no respondia y el

oligonucledtido CRE -170 transplantaba la inducibilidad al promotor de la timidina quinasa
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de HSV, se concluyo que el CRE -170 mediaba la inducibilidad por suero del promotor de

FN.

En algunos sistemas, el AMPc inhibe la expresion de FN. Hormonas que activan a la
adenilato ciclasa (FSH) en células de la granulosa del ovario producen una disminucion de la
sintesis de FN. Este efecto pudo reproducirse en nuestro laboratorio sobre el promotor de
FN -500/+69 transfectado en una linea celular de granulosa bovina. Interesantemente, un
promotor truncado en -220 pierde la respuesta inhibitoria a FSH y se induce ante la

estimulacion hormonal [310].

Ela 13 Sy 12 S reprimen al promotor de FN de rata.

La transformacion oncogénica tipicamente reprime la expresion de FN. En un sistema de
cultivo de células de la linea 3Y1 de fibroblastos de rata, el grupo de Kinichiro Oda
determiné que la expresion de las proteinas de adenovirus Ela 12 S o 13 S (ver pag. 48)
reprime la expresion del promotor de FN de rata [311]. Debido a que Ela 12 S es capaz de
reprimir, este efecto no requiere del dominio CR3 de Ela involucrado en la transactivacion
via sitios ATF/CRE. Utilizando deleciones, mutagénesis dirigida y competiciones con
oligonucleétidos doble cadena determinaron que dos regiones ricas en G (hebra codificante)
en -105 (numeracion del promotor de rata, G4CGs subrayada en la Figura 4).y -54 (G,CG;,
idem) eran importantes en la represion (una tercer region candidata [Gyo en -239 del
promotor de rata, ausente en el humano] mostré ser menos relevante) [312]. Células 3Y1
transformadas por integracion estable de la region Ela (Ela y E1b) de adenovirus presentan
una actividad de union a estos “G-strings” ("tiras" de guaninas) ausente en las células no
transformadas. Esta actividad fue denominada "G,o-BP" (por "Gy, binding protein”) [313].
Ambos G-strings contienen un sitio consenso de union para el factor de activacion ubicuo
SP1. Oda y sus colaboradores proponen que G;o-BP es el mediador de la represion por Ela
y que actuaria desplazando a SP1 de su sitio de union, aunque evidencia importante
apoyando este modelo no ha sido presentada. En particular, no han mostrado que los sitios
"SP1" sean importantes para la actividad del promotor (cuando mutaron el G-string dejaron
intacto el consenso SP1). El promotor humano (usado en esta tesis) muestra diferencias con

el de rata en el G-string de -54 (numeracion de rata), pero el de -105 es muy similar.



Los elementos CRE -170 y TATA del promotor de FN son activables por Ela 13 §

En un trabajo dirigido a demostrar que Ela puede actuar a través de distintos sitios
consenso, el grupo de Dean mostré que promotores artificiales conteniendo apenas una
TATA y un dnico elemento regulatorio podian ser inducidos por Ela 13 S [314]. En un
sistema asi de simplificado los elementos CRE -170 y TATA del promotor de FN humano
son capaces, cada uno por separado, de ser inducidos por Ela 13 S en un efecto
dependiente de CR3, ya que Ela 12 S no tuvo efecto en ningln caso. Interesantemente, la
TATA de SV40 no era afectada, reafirmando la importancia de los elementos del micleo

promotor en la regulacion transcripcional.

4.4. Los sitios CCAAT -150 y CRE -170 unen proteinas interactuantes en extractos de

higado de rata.

Ensayos de footprinting realizados por Andrés Muro en nuestro laboratorio mostraron que
extractos nucleares de higado de rata presentan numerosos factores capaces de reconocer
secuencias especificas en el promotor de FN. Muchas de estas son comunes a extractos de
cerebro o de células en cultivo de distinto origen. Sin embargo, solo en higado se ve una
fuerte proteccion del sitio CCAAT -150 [315]. Esta proteccion aparece aun en bajas
concentraciones de proteina, mostrando una magnitud de proteccion siempre equivalente a
la proteccion del sitio CRE -170. El agregado de un oligo comprendiendo las secuencias
-162/-138 (FN-CCAAT) elimina por completo la proteccion del sitio CCAAT -150 sin
afectar a la del sitio CRE -170, indicando que se trata de factores distintos. Sin embargo, si
se agrega un oligo -178/-154 (FN-CRE), desaparecen ambas protecciones. Esto podria
indicar que la union del sitio CCAAT a su factor correspondiente requiere de la union
concomitante del factor ATF a su sitio, sugiriendo que ambas proteinas interactuan
cooperativamente. El hecho de que el oligo FN-CRE incluye secuencias comprendidas en la
"huella" centrada en el CCAAT -150 deja la duda de que el despegado podria deberse a un
reconocimiento de estas secuencias. Ensayos de ge/ shift sobre el oligo FN-CCAAT no se
ven afectados por el agregado del oligo FN-CRE, mostrando que distintas proteinas se unen

a cada oligo por separado. Evidencia concluyente confirmando que lo observado en el
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Jootprinting no es un efecto de competicion cruzada se presenta en esta tesis (ver

Resultados, pag. 111).
La distancia entre los sitios CRE -170 y CCAAT -150 es de 20 pb y se halla conservada en

las tres especies analizadas. Esto corresponde exactamente a dos giros completos del DNA
sobre si mismo y podria implicar que el espaciamiento existente es crucial para la interaccion
proteina-proteina postulada. Para examinar esta hipdtesis, Muro construyé promotores
mutantes en los que los elementos CRE y CCAAT se hallan separados por 40 pb (20 pb mas
que el wild type: mutante +20), 48 pb (mutante +28), y 64 pb (mutante +44), llamados
colectivamente mutantes de espaciamiento. Ensayos de footprinting sobre estos mutantes
mostraron que la union al sitio CCAAT se mostraba disminuida en el +20 y mas disminuida
en el +28, pero sorprendentemente reaparecia en el mutante +44. Si la hipétesis es cierta,
esto podria significar que la insercion de 20 y 28 pb adicionales aleja a los sitios impidiendo
la interaccion de los factores entre si, pero que la insercion de 44 pb es suficiente para
permitir curvar el DNA lo suficiente como para restablecer la interaccion entre ambas

proteinas unidas al DNA.

Este analisis de ocupacion del promotor fue complementado por un estudio de la actividad
transcripcional in vitro de los mutantes de espaciamiento en extractos de higado de rata. Se
encontro que la actividad transcripcional de los promotores mutados correlacionaba con la
ocupacion del sitio CCAAT. Es decir, disminuia en el +20, bajaba aun mas en el +28 y se

recuperaba en el +44.

El factor ATF-2 participa en la cooperatividad del sitio CRE -170 con CCAAT -150.

¢Cuales son las proteinas involucradas en la interaccion? Para contestar esta pregunta se
emprendid el fraccionamiento bioquimico de los extractos de higado de rata. En un primer
fraccionamiento, una de las actividades de union al oligo CRE en ge/ shifts (complejo "b")
se pudo separar de una diferente (complejo "a") en una columna de intercambio iGnico
[315]. Esta ultima actividad cofracciond con toda la actividad de union al oligo CCAAT. No
obstante, cuando se analiz6 el patroén de footprinting generado por la fraccion "a" se
encontrd una baja actividad de proteccion del sitio CCAAT, a pesar de que el sitio CRE se

protegia normalmente. Sorprendentemente, el agregado de cantidades crecientes de
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proteinas de la fraccion "b" provocé un aumento proporcional de la proteccion de
CCAAT -150, indicando que éste segundo factor era el responsable de la interaccion
especifica con la proteina que reconoce el sitio CCAAT. La fraccion "b" por si sola
mostraba un débil footprinting del sitio CRE -170 y nulo del CCAAT -150. Este resultado,
ademas, sugiere la posibilidad de que también la union del factor "b" requiera del factor
CCAAT, pero que cuando competimos el footprinting del extracto crudo con el oligo
CCAAT la "huella" sobre el CRE no se afecta por la presencia del factor "a" en la mezcla.
Esta hipotesis no ha sido confirmada, para lo que sera necesario separar las actividades

presentes en la fraccion "a".

La fraccion "b" contenia una proteina de ~73 kDa con actividad de unién al CRE. El unico
factor ATF con ese PM aparente conocido era ATF-2 y un suero anti-ATF-2 permitié
confirmar su identidad. El agregado de este suero a un ge/ shift sobre el oligo CRE bloqued
la formacion del complejo "b" sin afectar al complejo "a" [316]. Por otro lado, la actividad
de unién al CRE de ~73 kDa comigraba exactamente con la proteina reconocida por el

anticuerpo en experimentos de western-blot con extractos nucleares de higado de rata.

Cuando se expresa ATF-2 recombinante en lisado de reticulocitos se detecta una actividad
de unién al oligo CRE especifica que migra mucho mas lentamente que el complejo "b". Por
otro lado, si se irradia con luz UV el complejo "b" (la UV une covalentemente DNA con
proteinas unidas a €l) y se analizan las proteinas unidas, se encuentran otras bandas aparte
de la correspondiente a ATF-2. Estas dos evidencias nos llevan a pensar que el complejo "b"

es un heterodimero de ATF-2 con otro miembro no identificado de la familia bZIP.

Las proteinas CP1 y NF-1 reconocen el elemento CCAAT -150

Recientemente Claudio Alonso investigoé en este laboratorio la identidad de las proteinas
que reconocen el sitio CCAAT. Utilizando anticuerpos, oligonucleétidos y proteinas
expresadas in vitro pudo determinar sin lugar a dudas que la actividad de union al oligo
FN-CCAAT en ensayos de gel shift con extractos de higado es una composicion de una
banda generada por la proteina CP1 y un complejo de migracion mas difusa originado por el

factor NF1 [317].
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;Cual de estas proteinas se une a ATF-2? Para contestar esta pregunta, Alonso desarrollo
una técnica de coinmunoprecipitacion absolutamente novedosa [317). En esta técnica se
incuba el extracto con el oligo CCAAT, luego se unen las proteinas al DNA con UV y se
inmunoprecipitan los complejos con un anticuerpo. Finalmente, se mide la radioactividad en
el precipitado. Como era de esperar, un anticuerpo anti CP1 o anti NF-1 dio un fuerte
resultado positivo, mientras que sueros controles no tuvieron efecto. Pero lo realmente util
de este sistema es que permitio detectar la union de ATF-2 con NF-1 y CP1 en una mezcla
compleja. Utilizando un anticuerpo anti ATF-2, Alonso obtuvo la inmunoprecipitacion del
oligo CCAAT. Esta precipitacion era eliminada por oligo CCAAT "frio" y no era afectada
por oligo CRE "frio". Ademas. la precipitacion era competida parcialmente por oligos
especificos CP1 y NF1 (y no por C/EBP), indicando que ambas proteinas son capaces de

interactuar con ATF-2.

Resumiendo, el sitio CRE -170 une, entre otros, a un factor, integrado en parte por ATF-2,
que se une a los factores NF-1 y CP1, colaborando con su union al sitio CCAAT -150. La
union cooperativa depende criticamente del espaciamiento entre ambos sitios y es necesaria
para la actividad transcripcional normal /n vitro del promotor.

En esta tesis describiré los resultados y las conclusiones obtenidas de experimentos
destinados a examinar /n vivo el rol de los sitios CRE -170 y CCAAT -150 y de los factores
que se unen a ellos en la actividad transcripcional basal e inducida del promotor del gen de

la fibronectina.



OBJETIVOS



Los objetivos de esta tesis fueron:

e Disefiar, generar y caracterizar mutaciones disruptivas en los elementos CRE -170 y

CCAAT -150 del promotor del gen de la fibronectina
e Analizar el comportamiento de estos mutantes in vitro con extractos nucleares de higado.

e Analizar el efecto de las mutaciones sobre la actividad transcripcional del promotor in

VIVO.

e Analizar la actividad transcripcional in vivo de mutantes de espaciamiento entre los sitios

CRE y CCAAT.

e Investigar el efecto de las mutaciones disruptivas de CRE -170 y CCAAT -150 en la

respuesta a AMP ciclico del promotor.

e Caracterizar el efecto sobre la actividad del promotor de la sobreexpresion de ATF-2 o

de la expresion de un RNA antisentido anti-ATF-2.

e Investigar la respuesta del promotor a la expresion de proteinas que activan a ATF-2.



MATERIALES Y
METODOS



1. PLASMIDOS RECOMBINANTES.

Todas las manipulaciones y preparaciones de DNA recombinante y las transformaciones y
cultivos de bacterias transformadas fueron realizados por métodos establecidos, compilados
en los manuales [318] y [319]. Algunos protocolos fueron modificados parcialmente y se

detallan mas adelante.

1.1. Introduccion de mutaciones en el promotor de la fibronectina humana.

Obtencion de DNA simple cadena del promotor.

Las 220 pb proximales del promotor de FN fueron modificadas por mutagénesis dirigida. Se
utilizé6 como punto de partida el plasmido p-220CAT. Este plasmido contiene un fragmento
BstNI (-223)-BstNI (+44) del promotor de FN, clonado en el sitio HindIII unico del vector
pSVOCAT [185]. El promotor fue escindido con Ndel (un sitio de pSVOCAT 50 pb rio
arriba del HindlII) y HindIII. El sitio Ndel fue hecho romo con el fragmento Klenow de la
DNA polimerasa I de E. coli (de aqui en mas: Klenow). El fragmento se clond asi en un
bacteriofago vector M13mp19 RFII (doble cadena) cortado con Smal y HindIII. Llamamos

a este fago recombinante M13/220.

El fago recombinante fue amplificado en E. coli y se obtuvo DNA simple cadena de los

fagos presentes en el sobrenadante del cultivo.

Mutagenesis dirigida con oligonucleétido.

Para introducir mutaciones dirigidas a sitios especificos del promotor se utiliz6 un kit
comercial de United States Biochemicals (USB-Amersham) siguiendo las instrucciones
provistas. El principio del protocolo es el siguiente: se incuba el DNA simple cadena con un
oligonucledtido complementario al sitio a mutagenizar, que contenga las mutaciones
deseadas y que, por lo tanto, esté desapareado en algunas bases. A partir de este
oligonucledtido primer, se elonga una hebra complementaria al DNA simple cadena usando
la DNA polimerasa del fago T7, en presencia de dTTP, dGTP, dATP y 5-metil-dCTP.
Luego se sella la brecha entre el fin de la hebra sintetizada y el primer utilizando DNA ligasa
del fago T4 (T4 ligasa) y ATP. De esta manera, se obtiene un DNA doble cadena con una

hebra conteniendo la secuencia deseada, esta hebra se halla completamente metilada en
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citosina, excepto por las citosinas del primer. El siguiente paso es degradar selectivamente
la hebra molde no mutante. Para ello se incuba el DNA con una enzima de restriccion que,
al encontrarse con un sitio de reconocimiento hemimetilado, corte solo en la hebra no
metilada. Se debe elegir una enzima que no corte en la secuencia del primer, en esta tesis se
utilizé siempre Sau3Al. La hebra molde cortada es luego degradada con exonucleasa III,
una enzima que degrada todo DNA que exponga un extremo 3' oxhidrilo. Finalmente, el
DNA es introducido por transformacion en una cepa de bacterias mutantes incapaces de
degradar DNA metilado en citosinas. En las bacterias transformadas el DNA del fago se
replica y es posible amplificar clones independientes a partir de playas de crecimiento

retardado por la infeccion por M13.

Se prepar6 DNA simple cadena de los clones obtenidos de esta manera y aquellos que
efectivamente contenian la mutacion deseada se identificaron directamente mediante
secuenciacion por el método de sintesis interrumpida de Sanger [320] utilizando un kit
comercial (Sequenase, Amersham-United States Biochemicals). En las tres mutagénesis
realizadas, 1 6 2 de 4 clones secuenciados contenian la mutacion. Un clon de cada clase fue
seleccionado y se secuencié el promotor de FN completo en cada uno de ellos, para
confirmar que la secuencia no mutagenizada se habia mantenido inalterada durante el

proceso.

Mutaciones introducidas

Sobre M13/220, se introdujeron 2 mutaciones independientes; CREmut y CCCCT,
obteniéndose los fagos M13/220-CREmut y M13/220-CCCCT. A continuacion, se utilizo
M13/220-CREmut como molde para generar un mutante doble conteniendo ambas
mutaciones (M13/220-doble). Los oligonucleétidos utilizados fueron los siguientes:
CREmut (26 nt)

5' CAGTCCCCCATGGCTTCACCCGGAGC 3'

CCCCT (24 nt)

5' AGCCCGGGCCCCTCGGCGCGCGTC 3!
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Contruccion de los plasmidos de expresion de cloranfenicol acetil transferasa

A partir de bacterias infectadas se obtuvo DNA doble cadena de la forma replicativa de los
fagos recombinantes conteniendo las variantes del promotor. El promotor fue escindido con
EcoRI y HindIIl y clonado en el vector fagémido pBlueScript SK (+) (PBS SK (+),
Stratagene), cortado con las mismas enzimas. Estos clones se denominaron p220-wt,
p220-CREmut, p220-CCCCT y p220-doble.

Un fragmento HindIII-HindIII de 1, 5 kb conteniendo las 750 pb del gen CAT fue obtenido
del vector pUC19Cat2. Este fragmento fue clonado en el sitio HindIII Gnico presente en
p220-wt y sus derivados, generandose los plasmidos p220-wt-CAT, p220-CREmut-CAT,
p220-CCCCT-CAT y p220-doble-CAT. La estructura general de estos plasmidos se

esquematiza en la Figura 5.

Eco RI10.00

p220-N-CAT

Hind IIl 1.90

Figura 5: Estructura de p220-n-CAT.

El plasmido p-500-CAT contiene un fragmento PstI(-510)-EcoRI(+69) del promotor de FN

clonado con extremos romos en el sitio HindIII (hecho romo) del vector pSVOCAT [310].
Construccion de mutantes por corte y ligacion.

iACRE:

Para eliminar las 4 bases centrales del elemento CRE, cortamos los plasmidos p220-wt-CAT
y p220-CCCCT-CAT con la enzima Aatll, cuyo sitio de reconocimiento esta contenido en el

consenso del elemento CRE (5'GNVACGTC3"). Este corte deja un extremo 5' protruyente de
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4 bases (5'ACGT3') que fue eliminado incubando con la DNA polimerasa del fago T4 en
presencia de dNTPs. Los extremos asi "limados" fueron ligados con T4 ligasa. Dos clones
obtenidos de esta manera, uno de cada tipo, fueron secuenciados para confirmar la precision

de la delecion y se denominaron p220-iACRE-CAT y p220-doble (iA)-CAT.

CRE-TATA:

Para construir un mutante del promotor en el que el elemento CRE aislado se hallara
inmediatamente rio arriba de TATA, el plasmido p200-wt-CAT fue cortado en tres sitios
con Xmal (ver Figura 5) y la mezcla de fragmentos fue ligada con DNA ligasa del fago T4.
De entre los clones resultantes se identifico por mapeo aquellos que contuvieran el
fragmento Xmal-Xmal conteniendo al CRE-170 ligado en la orientacion correcta en el sitio
Xmal-56 del promotor. La secuencia de uno estos clones fue confirmada por secuenciaciéon
y se lo denominé pCRE-TATA-CAT.

Mutantes de espaciamiento:

En un trabajo previo ([315], ver Introduccion pag. 68) habiamos caracterizado la actividad
transcripcional in vitro de 4 variantes de las secuencias del promotor de FN comprendidas
entre BstNI (-220) y Smal (-56). Estas cuatro variantes diferian en la distancia que separa a
los sitios CRE y CCAAT, siendo ésta de 20 pb (wild type), 40 pb (+20), 48 pb (+28) o
64 pb (+44). Para estudiar la actividad in vitro, estos fragmentos habian sido clonados rio
arriba del micleo promotor del gen de la albomina de X. /aevis, el cual dirigia la iniciacion de
la transcripcion de un cassette de 350 pb libre de guanosinas, originando los plasmidos
p220x/-Gfree, p+20-Gfree, p+28-Gfree y p+44-Gfree. Para obtener la expresion de CAT a
partir de los mutantes de espaciamiento, aprovechamos la presencia de un gen CAT en el
vector de expresion para transcripcion in vitro donde se hallaban clonados. Entre los
promotores y el gen CAT se encontraba el cassette libre de guanosinas, flanqueado por dos
sitios Xhol. Este fragmento fue eliminado por corte con Xhol y posterior religamiento con
T4 ligasa. Se generaron asi los plasmidos p220x/-CAT, p+20-CAT, p+28-CAT y
pt44-CAT.
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1.2. Plasmidos de expresion utilizados.

Construccion del vector de expresion de RNA antisentido para ATF-2.

Un plasmido conteniendo la secuencia completa del cDNA de ATF-2 humano clonado en el
vector de expresion pCEV nos fue cedido gentilmente por Silvio Gutkind. Para obtener un
plasmido que exprese el RNA complementario al RNA mensajero de ATF-2 cortamos
pCEV-ATF-2 con Sall y religamos la mezcla de restriccion. De entre los clones
recombinantes identificamos por mapeo de restriccion aquellos que contuvieran el
fragmento Sall-Sall de 1, S kb, insertado al revés que en pCEV-ATF-2. Llamamos a este
plasmido pCEV-2FTA.

Figura 8

Otros plasmidos de expresion utilizados.

El plasmido pMT-Ca nos fue obsequiado por Daniel Altschuler. Este plasmido dirige la
expresion del cDNA de la isoforma o de la C de PKA, a partir del promotor de la
metalotioneina humana. Este promotor dirige altos niveles de expresion, ain en ausencia de
metales pesados. Roberto Weinman nos facilit6 los clones pPCMVE1al13S y pPCMVE1al2S
que dirigen la expresion de las respectivas variantes de Ela a partir del promotor inmediato

temprano del citomegalovirus humano.

Los plasmidos pRSV-Bgal (obtenidos a través de Horacio Martinetto) y pCH110
(Pharmacia) expresan la enzima B-galactosidasa a partir de los promotores LTR del virus
del sarcoma de Rouss y temprano de SV40, respectivamente. pSV,CAT [185] y
pCMV-CAT (un regalo de H.M.) expresan el gen CAT a partir del promotor temprano de

SV40 y del promotor inmediato temprano del citomegalovirus humano, respectivamente

Los plasmidos pMEKEE y pMEKKI1 contienen el cDNA de las respectivas quinasas de
proteinas clonadas en el vector pCEV (ver Figura 5), estos plasmidos nos fueron cedidos
por Silvio Gutkind.



1.3. Preparacion de plassmidos en gran escala.

Lisis bacteriana en presencia de RNasa y gradiente de cloruro de cesio.

Para preparar DNA para transfectar, se utilizo el protocolo de purificacion de DNA

plasmidico por gradiente isopicnico de CsCl descripto en [319], modificado como sigue:

-Se parti6 de un cultivo de bacterias transformadas, crecido 24 horas a 37 °C, con mucha
agitacion (300 r.p.m.) en 500 ml de terrific broth con ampicilina 100 pg/ml.

-Las bacterias cosechadas por centrifugacion fueron resuspendidas en 100 ml de buffer P/
con RNasa A 50-100 pg/ml.

-Se agregaron 100 ml de buffer P2 y se mezclé inmediatamente. Se incubd exactamente
5 minutos.

-Se agregaron 100 ml de buffer P3 a 0°C y se mezclo inmediatamente. Se incubo en hielo
30 minutos agitando por inversion cada 10 minutos.

-Se centrifugé 30 minutos a 0°C a 9.000-10.000 r.p.m. en rotor para tubos de 500 ml.

-El sobrenadante se filtré a través de lana de vidrio mojada y colocada en un embudo.

-Se agregaron 0, 6 volumenes de isopropanol y se centrifugd inmediatamente por
60 minutos a 0°C a 9.000-10.000 r.p.m. en rotor para tubos de 500 ml.

-Se lavo el precipitado con 50 ml de etanol 70%, agitando repetidamente. Se centrifugd
60 minutos a 0°C a 9.000-10.000 r.p.m. en rotor para tubos de 500 ml.

-El pellet fue secado al vacio 0 a 37 ° C o con aire caliente hasta que no oliese mas a alcohol
y luciera como trocitos de papel transparente.

-Se resuspendio el pellet en 8 ml de TE y se transfirio la solucion a un tubo de 15 ml
previamente pesado.

-Se agregaron 500 ul de bromuro de etidio (EtBr) 0, 1%.
-Se peso el tubo y se calcul6 el peso de la solucion.

-Se agregd una masa de CsCl igual al peso de la solucion de DNA con etidio. Se disolvio
por agitacion y eventualmente calentamiento a 37 ° C.

-Las isoformas topologicas del DNA se resolvieron por ultracentrifugacion y se extrajo el
DNA superenrollado, tal como se describe en [319].

-El DNA fue limpiado de EtBr mediante un minimo de 7 extracciones sucesivas con butanol
saturado en agua. La fase acuosa final se precipité agregando 0, 1 volumen de NaAcO 3 M
y 2 volumenes de etanol. El DNA se colect6 por centrifugacion, se lavo el precipitado con
etanol 70 % y se lo seco hasta que no oliera a alcohol y fuera completamente transparente.
Se resuspendio luego en 1, S ml de TE, a veces incubando 15 horas a temperatura ambiente
con agitacion.
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Soluciones utilizadas;
buffer P1-

Tris-HCI pH 8
EDTA

RNasa A (SIGMA, bajo grado de pureza) 50-100 pg/ml

buffer P2:
NaOH 0,2M
SDS 1%

buffer P3:
KAcO 3IM
HAcO 2M

Cuantificacion del DNA plasmidico.

Una vez disuelto en TE, el DNA plasmidico fue cuantificado midiendo la aborbancia a
260 nm de la solucion y la presencia de proteinas contaminantes se estim6 evaluando el
cociente de aborbancia a 260 nm sobre la absorbancia a 280 nm. Esta determinacion se
tom6 como una estimacion de partida, ya que estas preparaciones de DNA contienen
compuestos que absorben a UV a 260 nm y no son proteinas. Esto hace que la cantidad real

de plasmido sea muchas veces inferior a la determinada por absorbancia a 260 nm.

Para cuantificar el DNA plasmido en forma precisa lo linearizamos con enzimas de
restriccion apropiadas y lo sembramos en geles de agarosa con EtBr. En todos los casos se
sembré DNA de p220-1-CAT lineal como standard de cantidad. Las muestras se sembraron
siempre en tres cantidades en proporcion 1:4:10. Esto permitio asegurar que las intensidades
de tincion con etidio se encontraban en el rango de resolucion de la técnica. Se tuvo especial
cuidado en la cuantificacion relativa de las 6 variantes de p220-N-CAT, las cuales fueron
sembradas en tres cantidades en el mismo gel y se determiné que la intensidad era la misma
para todas ellas en todas las cantidades. El mismo cuidado se tuvo en la cuantificacion

relativa de las cuatro variantes de espaciamiento.
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2. ENSAYOS DE INTERACCION DEL DNA CON PROTEINAS.

2.1. Preparacion de extractos nucleares.

Preparacion de micleos de higado.
El método utilizado se basa en el descripto por Gorski et al. [321].

El higado fue disecado de una rata macho de aproximadamente 200 g sacrificada
recientemente, luego de perfundirla in situ con a PBS frio. Se lavo el higado con PBS frio
para remover la mayor cantidad de sangre posible y se eliminaron los tejidos no hepaticos y
la grasa. Luego se enjuagé el higado con buffer de homogeneizacion de Schibler (SHB) y
se lo cortd en pequeiios trozos con tijera o bisturi. Se transfirieron los trozos a un
homogeneizador Teflon-vidrio y se agregaron 20 ml de SHB. Se homogeneizo el tejido con

10-12 golpes o "strokes" con el motor a 3/4 de la velocidad maxima.

El homogenato fue filtrado a través de 4-5 capas de gasa, se lavo el homogeneizador con
SHB y se completo el volumen hasta 85 ml. 28 ml de esta solucion fueron sembrados sobre
10 ml de solucion de colchon, en un tubo de rotor Beckman SW28. Cada higado fue,
entonces, dividido en tres tubos. Los nucleos fueron colectados por centrifugacion durante
45 minutos a 25000 r.p.m. a 4°C en el rotor SW28 (la unica particula subcelular
suficientemente densa como para atravesar el colchon es el nucleo, agregados de particulas
y células enteras remanentes suelen contaminar el peller). El sobrenadante fue descartado
por inversion y las paredes secadas con una servilleta. Con el objeto de repurificar los
nucleos, se resuspendié cada pellet en 3-4 ml de SHB/H>0 y se homogeneiz6 en un potter
vidrio/teflon de 15 ml para desarmar agregados y lisar las células remanentes. Luego se llevo
a 54 ml con SHB/H>0 y se corri6 un nuevo colchon, esta vez dos tubos por higado (27 ml
de nucleos resuspendidos en cada uno). Se obtiene un pellet de la misma forma que antes,
esta vez debe verse bien blanco, ni rojizo, ni amarillento. En este paso, los nucleos pueden

ser congelados en N3 liquido, y guardados a -70°C.
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Soluciones utilizadas:

NaCl

KCl
NayHPO4
KH>PO4

8 g/l

0,2 g/
1,15 g/l
0,2 g/

buffer de homogeneizacion de Schibler (SHB):

Hepes pH=7, 6-7, 9

KCl
EDTA

Sacarosa

10 mM
15 mM
2mM
2,4M

Inmediatamente antes de usar se agrega:

y una mezcla o "coctel” de inhibidores de proteasas:
0,5 mM

DTT
Espermina

Espermidina

PMSF
Benzamidina
Aprotinina
Leupeptina

Pepstatina

0,5 mM
0, 15 mM
0, 5 mM

2mM

5 pg/ml
5 pg/ml
5 pg/ml



Solucion de colchon

Sacarosa 2M

Glicerol 10 % vol/vol
SHB/H,0 :

SHB 90 % vol/vol

H,0 10 % vol/vol

Antes de usar se agregan las mismas drogas que para SHB.
Extraccion de proteinas nucleares por lavado salino:

Los pellets nucleares fueron resuspendidos en 200-300 ul de buffer de extraccion nuclear/
0, 14 M NaCl (NEBO, 14) y se transfiné la suspension a un tubo de rotor
BECKMAN SW56. A partir del volumen de suspension obtenido se estimo el volumen de
nucleos original y, con estos datos, se calculd el volumen de buffer de extraccion nuclear/
0, 42 M NaCl (NEB 0, 42) que debia agregarse para llegar a una concentracion final de 0,
37 M NaCl. (Vol. NEB 0, 42 = {(Vol.Pellet Nuclear x 0, 37) + (Vol. NEB40, 14 x 0,
23)}/0, 05). Con el objeto de evitar la lisis de los nicleos que podria ser provocada por un
brusco agregado de NEB 0, 42 se agreg0 la sal en dos pasos: primero se agregé NEB 0, 14,
la mitad del volumen que se habia calculado de NEB 0, 42. Se mezclo bien y se le agrego un
volumen equivalente de buffer de extraccion nuclear/ 0, 7 M NaCl (NEB 0, 7), mezclando
inmediatamente. Se agit6 la preparacion por inversion durante 30 minutos. y luego se
juntaron los nucleos extraidos centrifugando a 25000 rpm a 4°C en un rotor Beckman
SW56. Se transfirié el sobrenadante a otro tubo de rotor Beckman SW56 y se precipitaron
las proteinas agregando lentamente sulfato de amonio hasta llegar a 0, 3 g/ml y, una vez
disuelto el sulfato de amonio, agitando suavemente durante 30 minutos. Las proteinas
precipitadas fueron colectadas por centrifugacion durante 20 minutos a 25000 rpm a 4°C en
un rotor Beckman SW56. Se descarté el sobrenadante por inversion del tubo y se secaron
cuidadosamente las paredes del mismo. El pellet fue resuspendido en 50-100 pul de buffer de

dialisis (BD) conteniendo el coctel de inhibidores de proteasas (ver mas arriba).



Soluciones utilizadas:

Buffer de didlisis:
Hepes pH=7, 9 20 mM
KCl 60 mM
Glicerol 20%
EDTA 0,25 mM
EGTA 0, 125 mM

Antes de usar se agrega 1| mM DTT, PMSF 0, 5 mM y Benzamidina 2 mM.

Dialisis..

El extracto proteico fue limpiado de NH4SO4 dialisando frente a 300 ml de BD durante
4 horas a 4°C, con 3 cambios. La dialisis se hizo en un tubo eppendorf sin tapa, colocando
en su lugar un trozo de membrana de didlisis firmemente asegurado. La preparacion fue
limpiada de proteinas insolubilizadas durante la dialisis centrifugando a 12000g durante
7-8 minutos a 4°C. Finalmente, este extracto nuclear crudo fue fraccionado de a 20 pl,
congelado y almacenado a -70°C. Se determiné la concentracion de proteinas por el método
de Bradford.

membrana de dialisis:

Bolsas de dialisis SIGMA, tamafio de retencion: 12 kDa

Se hirvié la membrana en 300 ml de 5-20 mM EDTA pH 8, 1-3% NaHCO3 durante
10 minutos.

2.2. Ensayos de footprinting.

Marcacion y purificacion del fragmento de promotor a estudiar.

10 ug de p220-wr-CAT o sus derivados mutantes fueron cortados con 50 UE de Xbal

durante una hora a 37°C (ver mapa en Figura 5). Al término de la reaccion, se agregaron

3 ul de [ 32P] dATP (10 pCi/ul, 3000 Ci/mmol), 1-5 unidades de fragmento Klenow y se
incubé a temperatura ambiente durante 20 min. Luego se rellen6 con nucledtidos frios
250 pM durante 10 min (la dilucion isotopica del nucledtido radioactivo evita la posterior
marcacion del otro extremo cortado por EcoRI). Finalmente, e DNA marcado fue

recortado con 50 UE de Eco RI.
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Los fragmentos marcados fueron separados en un gel de poliacrilamida (6%, acril:bis 30:1,
TBE 1X), el cual se expuso a una pelicula radiografica durante exactamente 30 segundos sin
pantalla intensificadora. Utilizando la pélicula revelada como guia, se recorté el segmento
del gel que contenia el fragmento a utilizar y se lo eluyé en 400 ul de NH4AcO 0, 5 M
durante 15 horas. El eluido se precipitd con 1 m! de etanol enfriando 10 minutos a -70°C. El
DNA precipitado se colectd por centrifugacion a 12000g durante 10 min. El pellet fue
resuspendido en 30-40 pl de buffer TE (aproximadamente 10 ng/ul, una recuperacion del
60%).

La cantidad de DNA obtenida fue estimada sembrando 2-10 ng en un gel de agarosa con
EtBr, utilizando p220-wt-CAT cortado con EcoRI y Xbal como standard de masa. Cuando
se prepararon distintos fragmentos se tuvo especial cuidado en que la intensidad de cada

banda fuera igual dentro del rango de resolucion de la técnica (£15%).

Soluciones utilizadas:;

buffer TE:
Trs-HCIpH 7, 5 10 mM
EDTA pH 8 1 mM

Meétodo de 10 minutos para obtener la secuencia de purinas del fragmento.

Durante su trabajo de tesis, Andrés Muro observo que en los experimentos de foofprinting
solian bandas correspondientes a la secuencia de adeninas y guaninas (A+G) del fragmento
utilizado, mezclada con la escalera de productos de DNasa I (esto era muy evidente en las
ventanas del footprinting). Posteriormente determiné que la causa de la degradacion era que
el buffer de siembra desnaturalizante habia sido almacenado demasiado tiempo, y, al
reemplazarlo por uno fresco, eliminé el A+G. Este descubrimiento le permitié utilizar aquel
buffer de siembra desnaturalizante "afiejado" para generar los marcadores de peso
molecular que se corren en paralelo a los ensayos de foofprinting, reduciendo el tiempo
necesario de 2 horas (protocolo de Maxam y Gilbert [318]) a 10 minutos.

Durante este trabajo de tesis yo extendi estas observaciones mostrando que una formamida
almacenada a temperatura ambiente (probablemente ionizada a acido formico y amoniaco)

es suficiente para reproducir el fendomeno. Ademas mostramos por comparacion directa que
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la secuencia obtenida es idéntica, pero con una movilidad levemente mayor, a la obtenida
por el protocolo tradicional de Maxam y Gilbert. La diferencia de movilidad puede ser
corregida separando el DNA de la formamida ionizada por dilucion y precipitacion [322].
No conocemos el mecanismo quimico que origina el patroén de A+G en este método, pero es
interesante que en el protocolo de Maxam y Gilbert las bases puricas son primero eliminadas
especificamente con acido formico y, luego de purificar el DNA, el enlace fosfodiester
correspondiente es eliminado con piperidina, un reactivo basico. Es posible que en nuestra
reaccion el acido formico elimine las purinas y el amoniaco provea la actividad nucleolitica,

sustituyendo a la piperidina.

El protocolo utilizado para obtener el patron de A+G es el siguiente:

DNA radioactivo (10 ng/pl) 0.5 ul
Buffer de siembra desnaturalizante 3 ul
3,5ul

Incubar 10 minutos a 100°C (en agua hirviendo).
Agregar 20 pl de buffer de siembra desnaturalizante fresco y usar.

Buffer de siembra desnaturalizante:

Formamida desionizada 80%
TBE 1X
Azul de Bromo-fenol 0,25%
Xilén-cianol 0,25 %

Ensayos de proteccion a la digestion por DNasa I o footprinting:
Las reacciones se llevan a cabo en hielo, en dos pasos:

1- El extracto nuclear crudo es preincubado por 10-15 minutos con DNA competidor
inespecifico (pdIdC) para evitar la union de proteinas inespecificas a la sonda.

2- Es agregada la sonda radioactiva, incubada por 10 minutos, transferido el tubo de
reaccion a un bafio a 20°C, y se agrega la DNasa, recién diluida, incubando durante

exactamente 60 segundos.

El protocolo de reaccion utilizado fue el siguiente:
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Mg/Espermidina 20 mM 2 ul
poly dldC 50 ng/ul 2 ul
agua 1 pl
extracto nuclear en buffer de dialisis 5ul
10 ul

10 minutos a 0°C.

Agregar la sonda radioactiva (exactamente 1 ng).

10 minutos a 0°C.

1 minuto a 20°C

Agregar DNasa [ diluida

1 minuto (no mas, no menos) a 20°C

Agregar 150 pl de solucion Stop de DNasa I con proteinasa K

30 minutos a 42°C.

El hidrolizado proteico es extraido con fenol:CI3CH3: isoamilico y luego precipitado con
NaAcO/etanol. El pellet es lavado con etanol 80% y secado al vacio. Finalmente se
resuspende y desnaturaliza el DNA en 10 pl de buffer de siembra desnaturalizante
calentado 10 minutos a 100°C. 5 pl de cada muestra se siembra en un gel de secuenciacion
(poliacrilamida 7%, acril:bis 30:1, urea 8 M, TBE 1X). En paralelo se siembra una calle con
5 pl de reaccion de A+G, previamente hervidos 10 min. Se corre el gel a 60 Watt hasta que
el colorante xilen cyanol migre 4/5 del total de 40 cm y luego se seca al vacio sin

tratamientos previos. El gel seco es expuesto a pelicula radiografica con pantalla

intensificadora durante no menos de IS horas y hasta 20 dias.

Soluciones utilizadas:

pdldC:
Poli-deoxi Inosina-deoxi Citosina, DNA sintético doble cadena, SIGMA



Mg/Espermidina 20 mM:
MgCl, 20 mM
Espermidina 20 mM

DNasa [ diluida :

La DNasa I se diluyo en el momento a partir de un stock 2 mg/ml en HNB conteniendo
5 mM MgCly y 2, 5 mM CaCl; La dilucion usada fue determinada empiricamente como la
cantidad minima de DNasa I que permitia observar una escalera de productos uniforme y
claras protecciones de CRE -170 y CCAAT -150. Normalmente se utilizaron diluciones
entre 1:100 y 1:500. El stock sin diluir fue almacenado a -20°C en alicuotas de 2 pl que solo
se usaban una vez.

HNB:
Sacarosa 0,5M
TrnsHCIpH 7, 5 15 mM
KCl1 60 mM
EDTA 0,25 mM
EGTA 0, 125 mM.

Antes de usar se agrega | mM DTT; 0, 5 mM espermidina; 0, 15 mM espermina y el coctel
de inhibidores de proteasas.

Solucion Stop de DNasa I con proteinasa K:

EDTA 50 mM
SDS 0,1%
Proteinasa K 200 mg/ml

tRNA 200 pg/ml



Fenol: Ci3CH3: isoamilico

Fenol equilibrado con Tris-HCI pH 8 0, 1 M 50 % vol/vol
Cloroformo 48 % vol/vol
Alcohol isoamilico 2 % vol/vol

Cuantificacion de las protecciones en CRE y CCAAT.

Las bandas en las autorradiografias fueron cuantificadas densitométricamente en un
Ultroscan XL Enhanced Laser Densitometer (LKB). Las cuantificaciones de los equilibrios
de union de las proteinas en los footprintings y los calculos del factor de proteccion f se
realizaron como en Brenowitz et al. [323]. En nuestro caso, el factor f para el sitio

CCAAT -150es:
(OD n CCAAT/OD n std)

(OD free CCAAT/OD free std)

donde OD es la densidad optica integrada del segmento leido en una calle, n se refiere a una
calle dada con una concentracion de ligando proteico determinada, CCAAT son las bandas
correspondientes a la secuencia CCAAT -150 (b en las figuras 6 y 7 de Resultados), std.
son bandas no afectadas por las proteinas del extracto (a y e) y free se refiere a una calle en
la que no se agregaron proteinas a la mezcla de reaccion. Un calculo analogo se realizo para

cuantificar la ocupacion del sitio CRE -170.

2.3. Ensayos de retardo de la movilidad en geles nativos o gel shift.

Oligonucledtidos utilizados.

Los oligonucleotidos doble cadena fueron obtenidos por sintesis quimica de ambas hebras y
posterior apareamiento (ver abajo). A continuacion se muestra la secuencia de la doble

cadena resultante:

FN-CRE:

5! AATTCCCCCGTGACGTCACCG 3!
3! GGGGCACTGCAGTGGCCTAG 5!



FN-CRE mut:

5 AATTCCCCCaTGgCtTCACCG 3

3! GGGGGEACSGEAGTGGCCTAG 5
FN-CRE iA:

5 AATTCCCCCGTGCACCG 3"

3 GGGGGCACGTGGCCTAG 5

Se resalta la secuencia del octamero CRE/ATF y sus variantes mutadas. Las

mutaciones puntuales se muestran en minuscula y subrayadas.

FN-CCAAT:
5! ATCCCGGAGCCCGGGCCAATCGGCGCA 3!
3 GGCCTCGGGCCCGGTTAGCCGCGTTCAG 5
FN-CCCCT:
5 ATCCCGGAGCCCGGGCCcecTCGGCGCA 3!
3! GGCCTCGGGCCCGGggAGCCGCGTTCAG S

Se resalta la secuencia CCAAT y su variante mutada.

Preparacion y marcacion de oligonucledtidos sintéticos.

2.3. 1. Apareamiento o "annealing".

Cantidades iguales de cada uno de los oligonucledtidos simple cadena fueron calentados a
85°C durante 10 min en buffer de annealing. Se mantuvo el tubo luego en el agua caliente
con el bafio apagado. Una vez que la temperatura llegé a 40°C, se lo transfirié a 4°C hasta
que alcanzo 10°C. Finalmente se coloca a 0°C y luego se congela a -20°C. En una reaccion

de annealing tipica se aparean 33 pg de cada oligo en un volumen de 66 pl.
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Buffer de annealing:
Tris-HCI pH=7, § 500 mM
Espermidina 10 mM
MgCI2 100 mM
DTT 50 mM

2.3. 2 Marcacioén por fosforilacion de oligonucleétidos sintéticos doble cadena:

400 ng de oligonucledtido doble cadena se marcaron con 300 uCi de [y- 32P] ATP
(3000 Ciymmol) y 5 U.E. de polinucledtido kinasa del fago T4. Luego se rellenaron los
extremos simple cadena con Klenow y dNTPs 250 uM. Finalmente, la mezcla de reaccion es
mezclada con glicerol y azul de bromo fenol y sembrada en un gel de poliacrilamida (20%
acrilamida, acril:bis 30:1, TBE 1 X) que se corre a baja potencia para que el calor
desarrollado no desnaturalice a los oligos. Luego de que el colorante migré 20 cm, se
expone el gel a pelicula radiografica por 30 segundos y el fragmento de poliacrilamida
conteniendo el oligo marcado es escindido del gel y eluido 15 horas en AcONH,; 0, 5 M a

37 ° C y luego procesado como se describio para el fragmento de footprinting.

Ensayos de retardo de la migracion del oligonucledtido marcado.

La reaccion de union de los factores al DNA fue realizada en hielo, en tres pasos, de manera
similar que para el ensayo de footprinting.

1- El extracto nuclear crudo es preincubado por 10-15 minutos con DNA competidor
inespecifico (pd1dC) para evitar la union de proteinas inespecificas a la sonda.

2- Si se indica competicion, es agregado el DNA competidor en la cantidad apropiada e
incubado 10 minutos.

3- Es agregado el oligonucledtido marcado, incubado por 10 minutos, e inmediatamente se

siembra la mezcla de reaccion en el gel.



Se utilizo el siguiente protocolo:

Mg/Espermidina 20 mM 2 ul
poli dIdC 250 ng/pl 2l
H20 4 ul
extracto nuclear en buffer de didlisis 10 pl
18 ul

-10 minutos a 0°C
-Si se indica competicion:
Agregar oligonucledtido frio competidor.
10 minutos a 0°C
-Agregar 2 ul de oligonucledtido marcado (entre 0, 2 y 1 ng)
-10 min a 0°C

Sembrar un gel de poliacrilamida 6% en TBE 0, 25 X (baja fuerza ionica para no interferir
con la union al DNA) y correr a baja potencia (de manera de evitar que el gel se calienta por
encima de 30°C) hasta que el oligonucle6tido haya migrado unos 20 cm. (se utiliza azul de
bromo-fenol, sembrado en paralelo para no interferir, como control de migracion) El gel se

seca y expone a pelicula radiografica.

3. CULTIVOS CELULARES Y TRANSFECCIONES.

3.1. Lineas celulares y medios de cultivo.

Todos las lineas celulares fueron crecidas a 37°C en atmodsfera de 5% CO, saturada en agua,
utilizando medio de cultivo D-MEM provisto comercialmente (Bethesda Research
Laboratories, USA) suplementado con 10% suero fetal bovino de distintas fuentes. Las
células HepG2 y Hep3B fueron cultivadas en D-MEM baja glucosa y para las células
NIH3T3 y HT 1080 se utilizo D-MEM alta glucosa.
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3.2. Transfecciones transitorias.

Precipitado de fosfato de calcio y DNA.

Las células fueron transfectadas con la técnica del fosfato de calcio, tal como se describe en
[318]. Brevemente, 500 ul de CaCl2 240 mM conteniendo 10 a 30 mg de DNA plasmidico
se agregan de a gotas de aproximadamente 20 ul a 500 ul de fosfato de sodio 1,4 mM y
NaCl 140 mM, tamponado a pH 7,10 con Hepes-NaOH y agitado permanentemente por el
burbujeo de aire a través de una pipeta de 1 ml sumergida en la solucion. El pH exacto de
esta solucion fue determinado empiricamente estudiando la eficiencia de transfeccion de, por
ejemplo, 6 soluciones a distintos pHs (por ejemplo pH 6,90; pH 7,00, pH 7,03; pH 7,06, pH
7,10; pH 7,13; pH 7,15). Notablemente, dos valores muy similares de pH, como 7,03 y

7,06, suelen diferir hasta en 10 veces en la eficiencia de transfeccion que generan.

Luego de mezcladas ambas soluciones se dejo reposar 5 minutos (£30 segundos) y luego se
esparcio el precipitado sobre el medio de cultivo de las células a transfectar. Al cabo de
17 horas se removio el medio de la placa y se lavd dos veces con PBS. Finalmente, se
agregé medio fresco y se incubo 48 horas antes de analizar la expresion de los plasmidos

transfectados.

Tratamientos con AMPc y forskolina.

En los casos que se indica, se agrego forskolina o di-butiril-AMPc (dbAMPc) en el medio
fresco que se agrega luego de lavar el precipitado de las células. La forskolina (SIGMA) se
llevo a 10 mM final, utilizando un stock 10 mM disuelto en etanol y el dbAMPc (SIGMA)
se usd 1 mM final, a partir de un stock 100 mM en agua.

Andlisis de la expresion de genes reporters.

Para analizar las actividades B—gal y CAT, se cosecharon las células por raspado en buffer
TNE, se colectaron por centrifugacion y se resuspendieron en 100 ul de
Tris-HC! pH 8 250 mM. Las células fueron lisadas sometiéndolas a tres ciclos de congelado
(un instante en etanol a -70°C o en N, liquido) y descongelado (2 minutos a 37°C)
alternativos. Los restos celulares fueron eliminados por centrifugacion y al lisado se le

midio, primero, actividad B—gal. Para ello se incubaron 2 y 20 ul de extracto con sustrato
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cromogénico (en buffer f-gal 1 X) en 300 ul de volumen final y se cuantifico la aparicion de
producto (ONP), al cabo de al menos una hora y hasta 6 horas a 37 ° C, midiendo la

absorbancia a 405 nm.

Si bien a todas las placas se las transfecta con la misma cantidad de plasmido de expresion
de B—gal, la actividad detectada varia muchisimo de placa a placa, debido a la alta variacion
en la eficiencia de transfeccion que se observa habitualmente. Para eliminar esta variacion en
la medicion de actividad CAT, en el ensayo de acetilacion de cloranfenicol se utilizaron
cantidades de extracto inversamente proporcionales a la actividad B-gal mostrada por el
mismo. Es decir, se ponen el mismo niumero de unidades de absorbancia a 405 nm por tubo
de ensayo CAT.

Para realizar el ensayo CAT se incubo la cantidad correspondiente de extracto con
cloranfenicol marcado con 14C y acetyl-CoA. Al cabo de 1 a 8 horas, el cloranfenicol y sus
derivados se extrajeron con acetato de etilo y se concentraron por evaporacion al vacio en
10 pl, que se sembraron en una cromatografia en capa delgada de silica (TLC). Mediante
esta técnica se separaron los productos acetilados del sustrato y se detectaron, ambos, por
autorradiografia. Para cuantificar la actividad CAT, las zonas de la TLC que contenian al
producto acetilado y al sustrato fueron recortadas separadamente y su radioactividad
medida en un contador de centelleo liquido en presencia de liquido centelleante. Se calculo
el cociente producto/sustrato ("% de conversion"), el que se tom6 como medida de la
actividad una vez restado el % de conversion de la transfeccion control realizada sin
plasmido CAT. En todos los experimentos cada transfeccion se realizé por duplicado y se
muestran en la figura autorradiografias de las TLCs y los valores de actividad CAT,

relativizados al promotor de FN wild type sin tratar, salvo cuando se indica otra cosa.
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Para medir la actividad CAT se utiliz6 el siguiente protocolo:

D-treo-[di-cloro-acetil-1, 2-14C] cloranfenicol (~2 GBg/mmol) 2 ul
Acetil-CoA 7 mM 10 ul
Tris-HCI pH 8 250 mM 8 ul
Extracto celular X pl
Tris-HCI pH 8 250 mM y ul

(tal que x + y = 130 pl)
150 pl

-Incubar a 37°C durante 90 minutos.
-Cosechar por centrifugacion lo evaporado y agregar 10 ul de acetil-CoA 7 mM. Mezclar.

-Repetir incubacion y agregado de acetil-Coa hasta cumplir el tiempo total de reaccion
apropiado (1 a 8 horas).
-Extraer con 1 ml de acetato de etilo. Centrifugar. Recuperar la fase organica.

-Evaporar el acetato de etilo centrifugando la muestra en un tubo eppendorf en una camara
de vacio.

-Resuspender el cloranfenicol y sus derivados en 10 ul de acetato de etilo.

-Sembrar una TLC de silica. Aplicar 3 pl y secar con aire caliente (de un secador de pelo
comun). Repetir hasta sembrar toda la muestra.

-Desarrollar la TLC en 95:5 CliCH:metanol en una camara saturada en la mezcla de
solventes.

-Exponer a pelicula radiografica de 15 hs. a 20 dias.

Soluciones utilizadas:

Buffer TNE:

NaCl 150 mM
EDTA pH 8 1 mM
Tris-HCIpH 7, 5 40 mM
Buffer p-gal 2 X:

Fosfato de sodio pH 7, 4 0,2M
MgCl, 2 mM
[B-mercapto-etanol 0,1M

Orto-nitro-fenol-galactosido (ONPG) 1, 33 mg/ml



RESULTADOS
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1. EFECTOS IN VIVO DEL ESPACIAMIENTO ENTRE CRE Y CCAAT.

1.1. El aumento de la distancia entre CRE -170 y CCAAT -150 aumenta la actividad

del promotor de FN in vivo.

La insercion de 20, 28 y 44 pb activan progresivamente al promotor en células hepaticas.

La cooperacion observada entre los factores que reconocen los sitios CRE -170 y
CCAAT -150 presentes en extractos de proteinas nucleares de higado de rata nos motivo a
investigar las consecuencias funcionales de esta interaccion sobre la regulacion del
promotor de FN in vivo. Dado que el sitio CRE -170 habia sido implicado en diversas
funciones regulatorias en el promotor de la FN nos preguntamos si una o mas de ellas
dependerian de la cooperacion con el pegado del factor especifico del sitio CCAAT -150.
Para analizar la funcionalidad de esta interaccion, decidimos caracterizar la actividad de los
promotores con mutaciones de espaciamiento en células hepaticas en cultivo, las lineas
celulares HepG2 y Hep3B derivadas de hepatomas humanos. Como se describe en
Materiales y Métodos (pag. 78), construimos plasmidos en los que el gen de la cloranfenicol
acetil transferasa (CAT) se encuentra rio abajo de cada variante de espaciamiento. Con
estas construcciones, transfectamos lineas celulares en cultivo en forma transitoria. Al cabo
de 48 horas de la introduccion del DNA por transfeccion, medimos la actividad CAT en
lisados de las células transfectadas. Para normalizar en funcion de la eficiencia de
transfeccion en cada placa medimos la actividad B-galactosidasa codificada por un plasmido
cotransfectado con las construcciones a analizar. En la Figura 7 se ve que, a diferencia de lo
observado in vitro, el aumento de la distancia entre los sitios estudiados aumenta

proporcionalmente la actividad del promotor en ambas lineas celulares.
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wild type +20 +28 +44

Figura 7: Efecto del espaciamiento en células Hep3B y HepG2 (continua en la pagina siguiente):
10 ug de p220x-CAT (linea 1), p+20-CAT (2), p+28-CAT (3) o p+44-CAT (4) fueron
cotransfectados con 10 ug de pRSV-fgal en células Hep3B (panel A, esta pagina) o células
HepG2 (panel B, pagina siguiente). A: Cloranfenicol acetilado, C: Cloranfenicol no modificado.
Cada punto se realizé por duplicado y la actividad CAT de cada medicion expresada como
porcentaje del promedio del punto 1 fue la siguiente (en negrita el promedio y luego el valor de
cada punto:

A (Hep3B): 1-100 (96, 104), 2-128 (124, 132), 3-182 (189, 175), 4-267 (319, 216)
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B HepG2

wild type +20 +28 +44

Figura 7: (continuacion) Efecto del espaciamiento en células Hep3B y HepG2:; Panel B, HepG2. Cada
punto se realizé por duplicado y la actividad CAT de cada medicion expresada como porcentaje del
promedio del punto 1 fue la siguiente (en negrita el promedio y luego el valor de cada punto:

B (HepG2): 1-100 (98, 103), 2-145 (152, 136), 3-230 (224, 237), 4-307 (327, 286)



Las células HepG2 y Hep3B muestran un comportamiento similar entre si y directamente
opuesto a lo que se observa en transcripcion in vitro con extractos de higado de rata, ya que
la actividad transcripcional aumenta al aumentar el espaciamiento entre los sitios CRE y
CCAAT. Ademas, otra diferencia notable es que la insercion de 44 bases adicionales (figura
1Ay 1B, +44, calle 4) no revierte el comportamiento a la actividad del wild type, sino que

muestra la mayor estimulacion

En células no hepaticas HT1080 la intercalacion de 44 pb recupera los niveles

transcripcionales del wild type.

Durante la caracterizacion del sistema in vitro se habian obtenido evidencias de que la
interaccion CRE-CCAAT era especifica de higado (ver Introduccion, pag. 68). Esto nos
llevo a estudiar el efecto del espaciamiento de los sitios en la linea celular HT1080, derivada
de un fibrosarcoma humano y previamente caracterizada en este sistema (ver Introduccion,
pag. 66 y [306, 307]). Como se ve en la Figura 8, también en esta linea observamos un

efecto estimulador al perturbar la interaccion CRE-CCAAT con secuencias espaciadoras.
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HT1080

Figura 8: Efecto del espaciamiento en fibroblastos HT1080: Se repiti6 el experimento descripto en
la Figura 7 pero sobre células HT1080. A: Cloranfenicol acetilado, C: Cloranfenicol no modificado.
Cada punto se hizo por duplicado y los valores de actividad medidos fueron:

1-100 (119, 80), 2-239 (238, 240), 3-330 (376, 283), 4-115 (154, 77)
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Es notable que en estas células el mutante con 44 pb adicionales revierte casi
completamente a la actividad del wild type (comparar calles 1 y 4 en la Figura7),
originaindose un patron de respuesta a la insercion de secuencias entre CRE y CCAAT que

es la imagen especular de lo observado previamente in vifro en extractos de higado [315].

2. INACTIVACION POR MUTACION DEL CRE Y EL CCAAT: EFECTOS IN
VITRO.

2.1. Cambios puntuales y microdeleciones anulan la unién de factores a los sitios

CRE -170 y CCAAT -150 aislados de su contexto.

Los resultados obtenidos en las transfecciones descriptas mas arriba plantearon
interrogantes acerca del rol de los sitios CRE y CCAAT in vivo. Suponiendo que, como se
observo in vitro, el espaciamiento reduce la union del sitio CCAAT a su factor, este sitio
podria estar pegando in vivo un factor inhibidor de la transcripcion, ausente en los extractos

de higado de rata estudiados previamente.

Para estudiar la funcion de estos sitios en el promotor de FN decidimos introducir
mutaciones que eliminaran la union de proteinas a los mismos modificando minimamente la

secuencia del promotor.

Antes de estudiar el efecto transcripcional de estas mutaciones, caracterizamos su efecto
sobre la actividad de union de factores in vitro, tanto al elemento aislado como al fragmento
de 220 pb del promotor de FN.

Microdeleciones y cambios puntuales anulan la union al CRE.

El elemento CRE/ATF se compone de un consenso bien conservado, el palindromo de 8
bases TGACGTCA. Previo a este trabajo, se habia descripto una mutacion disruptiva del
sitio CRE -170, consistente en la delecion de las 4 bases centrales, las mas conservadas y
fundamentales de las ocho. Llamaremos a esta microdelecion “mutacion CRE Ai”, por
"CRE deletado internamente". Si bien se sabe que esta mutacion altera la funcionalidad del
CRE in vivo [308, 324], el cambio del nimero de bases podria tener efectos indirectos
sobre la actividad del promotor al modificar el espaciamiento de los distintos elementos del

mismo. Teniendo esto en cuenta decidimos fabricar un mutante sin alterar el nimero total
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de bases, mediante la introduccion de tres cambios puntuales en la secuencia del elemento
CRE, que en el promotor de la FN esta incluido en un palindromo de 10 bases con las 8 del
consenso en el centro. Llamaremos a esta mutacion CRE mut. La Tabla 1 muestra las

secuencias de las distintas variantes.

Secuencia original Secuencia mutada Nombre
GTGACGTCAC aTGgCLTCAC CRE mut
GTGACGTCAC GTGCAC CRE Ai

Tabla 1: Mutaciones introducidas en CRE -170: Se muestra la secuencia de cada una de las dos
variantes generadas y sus respectivos nombres. Se resalta en negrita la secuencia del consenso
CRE vy sus derivados y con subrayado se marcan las bases cambiadas.

Para analizar el efecto de estas mutaciones sobre la union especifica de proteinas al DNA
realizamos ensayos de retardo de la movilidad electroforética en geles (o “gel shifts”) de
oligonucleotidos doble cadena, con la secuencia de los sitios wild fype o mutados,
incubados con proteinas nucleares de higado de rata. Como se ve en la Figura 9, ambas

mutaciones afectan drasticamente el reconocimiento del sitio por factores ATF/CREB.
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Figura 9: Gel shifts con CRE., CRE Ai y CRE mut: 1 ug de extracto nuclear de higado fue

incubado con 1 ng de distintos oligonucleétidos radioactivos: FN-CRE (calles 1 a 5), FN-CREmut
(calles 6 a 10) y FN-CREAI (calles 11 a 14). Se desafié la union con 10 ng de distintos oligos no
marcados: FN-CRE (1, 6 y 11), FN-CREmut (2, 7 y 12), FN-CREAI (3, 8 y 13) y FN-CCAAT (5 y
10). Sp: Complejos especificos del CRE wild type, NS: complejo no especifico, *: complejos
especificos de los correspondientes mutantes, £: DNA radieactivo libre de proteinas.

11 12 13 14
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El efecto de ambas mutaciones sobre la union de las proteinas que reconocen el CRE -170
es similar, reduciéndose la formacion de estos complejos mas de 100 veces (comparar calle
1 con 9 y 14). Ambas mutaciones provocan la formacion de complejos especificos de la
nueva secuencia, marcados con asteriscos en la Figura9. Se ve claramente que los
complejos especificos de CRE remanentes en los mutantes se eliminan por completo por
competicion con el oligo wild type (comparar calle 9 con calle 6, y calle 14 con calle 11),
mientras que los nuevos complejos son preferentemente competidos por el oligo mutante
respectivo (comparar 9 con 7, y 14 con 13). Por otro lado, se ve que la unién que estamos
detectando (calle 4) es especifica de CRE/ATF, ya que el oligo wild type compite muy
eficientemente la formacion de complejos sobre FN-CRE (calle 1), mientras que el oligo
FN-CCAAT no la afecta (calle 5), asi como tampoco la afectan los oligos mutantes
FN-CRE mut (calle 2) y FN-CRE Ai (calle 3), mostrando nuevamente el impacto de las

mutaciones introducidas.

La mutacion CCCCT elimina el reconocimiento del sitio CCAAT.

Las secuencias reconocidas por los distintos factores descriptos que reconocen el sitio
CCAAT de otros promotores son muy diversas [49]. Si bien casi todos los consensos
incluyen el sitio CCAAT completo, la longitud de estos es mayor y mas variable que la de
los sitios ATF. La importancia de la secuencia CCAAT se infiere grande, pero en muchos
casos no hay evidencia que fundamente este supuesto mas alla de la presencia de las cinco
bases en el sitio de union. Decidimos analizar el efecto de cambiar las dos adeninas de la
hebra codificante por citosinas, pasando de CCAAT a CCCCT. Llamaremos a esta
mutacion CCCCT. Para analizar el impacto del cambio sobre la unidon de proteinas
especificas, realizamos ensayos de gel shift. Como se ve en la Figura 10, el oligonucledtido
mutante une proteinas nucleares con muy poca afinidad, incluso al incubarselo con un

exceso de 10 veces en masa de proteinas que la cantidad usada con el oligonucleotido wild

bype.
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Figura 10: Gel shift con CCAAT y CCccT (continua en la pagina siguiente): Panel A (esta

pagina): Se incubaron cantidades crecientes de extracto nuclear de higado con 1 ng de
oligonucleétidos marcados: FN-CCAAT (calles 1 a 4) y FN-CCccT (calles 5 a 8). Extracto: 0.05 pg
(1y5),02ug(2y6)y1pug (3y7).Calles 4y 8: sin extracto. Sp: Complejos especificos de la
secuencia CCAAT, F: DNA radioactivo no unido a proteinas.
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Figura 10: Gel shift con CCAAT y CCccT (continua en la pagina siguiente): Panel B (esta
pagina):. Calles 1 a 5: 0.05 ug de extracto nuclear de higado se incubaron con el oligonucleétido
marcado FN-CCAAT. Calles 6 a 11: 1 ug de extracto se incubé con FN-CCccT marcado. Se
agregaron los siguientes oligos competidores no marcados: FN-CCAAT, 10 ng (calles 1 y 8) y 50
ng (calles 2 y 9), FN-CCccT, 10 ng (calles 3 y 10) y 50 ng (calles 4 y 11), FN-CRE, 50 ng (calle 7).
Sp: Complejos especificos de la secuencia CCAAT, F: DNA radioactivo no unido a proteinas.
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Comparando las calles 3 y 7 del panel A de la Figura 10 se ve claramente que el oligo
FN-CCCCT forma muchos menos complejos que el FN-CCAAT y que el patron de
migracion de los mismos es completamente diferente. En el panel B vemos que mientras el
oligo FN-CCAAT no marcado compite eficientemente la union a FN-CCAAT marcado
(comparar calles 1 y 2 con calle 6), el agregado de oligo FN-CCCCT apenas afecta la
formacion de complejos. Por otro lado, se ve que los complejos de movilidad anémala que
se forman sobre FN-CCCCT son insensibles a la competicion con FN-CCAAT y son
eficientemente competidos por FN-CCCCT no marcado. Todo esto indica que la mutacion
CCCCT elimina por completo la union al oligo de las proteinas que reconocen el elemento
CCAAT aislado.

2.2. Mutaciones puntuales y microdeleciones en los elementos CRE-170 y
CCAAT -150 son suficientes para impedirles la union de proteinas dentro del

promotor de FN.

Una vez caracterizada la eficacia disruptiva de las mutaciones, utilizamos mutagénesis
dirigida por oligonucleotido para introducir los cambios de bases (mutaciones CRE mut y
CCCCT) en el promotor de FN, clonado en un fago vector (M13mp19). Para deletar las
bases eliminadas en CRE Ai cortamos, “limamos” y religamos un sitio de restriccion (ver
Materiales y Métodos, pag. 77). La Figura 11 muestra respectivos geles de secuenciacion
por el método de Sanger donde se evidencian los cambios introducidos por mutagénesis
dirigida. Los promotores obtenidos por este método fueron secuenciados en toda su

extension para corroborar que el resto de las secuencias no se encontraban alteradas.
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Figura 11: Secuencia de los promotores mutagenizados: Se muestran sectores de geles de
secuenciacion por el método de Sanger, donde se recuadra la zona del octamero CRE y el
elemento CCAAT.
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Las mutaciones en el sitio CRE reducen la union de proteinas al sitio CCAAT.

El interés del laboratorio por estudiar la interaccion entre los sitios CRE y CCAAT surgio
de la observacion, en ensayos de footprinting, de que el despegado del factor CRE/ATF de
su sitio en el promotor provocaba el despegado concomitante del factor que protegia el sitio
CCAAT (ver Introduccion, pag. 68). La interpretacion mas simple de esto, adoptada
entonces, es que ambas proteinas se unen cooperativamente al DNA [315]. Pero,
alternativamente, el despegado del factor CCAAT por competicion con el oligonucledtido
FN-CRE podria deberse a que secuencias presentes en éste (que mide 25 pb. y se prolonga
hasta la base anterior al CCAAT, ver Mat. y Mét. pag. 90) fueran suficientes para despegar
directamente a la proteina que se une al sitio CCAAT. Si esto fuera asi, la inactivacion del
sitio CRE por mutaciones puntuales o microdelecion no deberia afectar la union de la
proteina que protege la secuencia CCAAT. Al estudiar la umon de proteinas a las variantes
CRE mut y CRE Ai del promotor de FN (Figura 12) observamos que, en ambos casos, la

mutacion inhibe la union de proteinas al sitio CRE y al sitio CCAAT, cuya secuencia es

idéntica a la del promotor wild type, confirmandose la hipotesis de que ambas proteinas se

unen cooperativamente.

Figura 12: (pagina siguiente) Footprinting de los mutantes CRE mut y CRE Ai: DNAs radioactivos
correspondientes al promotor de FN wild type (calles 1 a 5), CRE mut (calles 6 a 9) y CREAi (calles 10 a

13) fueron incubados en ensayos de footprinting sin extracto (calle 1) o con 0, 3 (calles 2,6y 10), 1 (3, 7
y 11), 3 (4, 8y 12) 0 10 (5, 9 y 13) ug de extracto nuclear de higado de rata. En paralelo (no mostrado)
se corrié una secuencia de purinas de cada fragmento, confirmando la presencia de la mutacién y la
posicion de las bandas de interés. a: banda de referencia no afectada por la incubacién con el extracto,
b: banda intensa que desaparece al unirse proteinas al sitio CCAAT -150, d: idem b, pero en el sitio
CRE -170. En los mutantes esta banda o bien no esta (CRE Ai) o se la ve alterada (CRE mut), por lo que
alli se sefiala con un corchete la regién del CRE. ¢ y e: bandas que se intensifican por la accion de una

DNasa presente en el extracto (A. Muro y A.R.K., resuitados no publicados).
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Al analizar estos experimentos visualmente es necesario tener en cuenta las variaciones en la
recuperacion de DNA. Es importante, entonces, considerar la intensidad de una banda de
referencia, como la sefialada con a en la Figura 12. Si se comparan las calles incubadas con
3 ug de extracto (4, 8 y 12) el efecto de la mutacion en CRE -170 sobre la unién a
CCAAT -150 se ve claramente. Al incubarse con 10 pg de proteina la ocupacion de
CCAAT es mayor en los mutantes, en completo acuerdo con resultados anteriores [315]
que mostraban que el CCAAT -150 separado del CRE -170 pegaba proteinas, pero a mayor
concentracion de extracto. Notese que el efecto disruptivo de la mutacion en CRE -170
sobre la union a CCAAT -150 no es total, indicando o bien una heterogeneidad entre las
proteinas que se unen a CCAAT o una dependencia s6lo parcial de la cooperacion con el
factor ATF. Este despegado parcial es también lo que se observa al competir con el oligo
FN-CRE no marcado (resultados no mostrados y [315]). En este experimento puede verse
también que la unién al sitio no relacionado SP-1 se mantiene inalterada en todas las
variantes.

Para obtener una evidencia cuantitativa concluyente del efecto de las mutaciones en CRE
sobre la union del factor CCAAT cuantificamos la magnitud de la proteccion en cuatro
experimentos independientes. Como se muestra en la Tabla 2, la mutacion CREAi
practicamente anula la proteccion de CRE-170 (85% de despegado) y reduce
sustancialmente (40%) la proteccion del CCAAT -150.



-4

~Sitio analizado i wild type CREAi
I
CCAAT -150 1 0,8210.001 0.540+0.011
|
CRE -170 |0, 9290, 008 0, 168+0.013
J.!

Tabla 2: Fraccién de ocupacion del sitio CCAAT en el promotor CREAi: Se midio |a intensidad de
las bandas abarcadas por las regiones protegidas en las calles incubadas con proteinas y se las

dividié por la intensidad de bandas como a, ubicadas en regiones no afectadas por el extracto
nuclear. Con estos datos se calcul6 la fraccién de ocupacioén f, como se describe en Materiales y
Métodos. Se muestra el promedio del valor de f tdesvio standard de cuatro experimentos
independientes.

La mutacion del sitio CCAAT elimina su union de proteinas. Los mutantes dobles no

muestran proteccion de CRE o CCAAT.

El oligonucleotido FN-CCAAT es capaz de eliminar por completo la proteccion del sitio
CCAAT (resultados no mostrados y [315]). En la Figura 13 vemos que un cambio de
CCAAT a CCCCT anula también por completo la unién de proteinas a éste (comparar calles
2y 3 con calles S y 6), indicando que estas bases son fundamentales para la union del factor
que reconoce al sitio en el contexto del promotor intacto y fundamentando
experimentalmente la asignacion de esta proteccion a un factor de la familia de las proteinas
que se unen a la “CCAAT box”. Es de notar que la union al sitio CRE no se ve afectada por
la mutacion. También vemos que en mutantes en los que se combinan las mutaciones
CRE mut y CCCCT (doble) o CRE Ai y CCCCT (doble (Ai)) no se detectan ni la proteccion
del sitio CRE ni la del sitio CCAAT (comparar 2y 3 con9y 10y con 13 y 14).
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Figura 13: Footprinting de CCccT. doble y doble (Ai): DNAs radioactivos abarcando el promotor
de FN wild type (calles 1 a 3) o los mutantes CCccT (calles 4 a 7), doble (calles 8 a 11) o doble
(Ai) (calles 12 a 15) fueron incubados en ensayos de footprinting sin extracto (calles 7, 8 y 12) o
con1(1,4,9y13),3(2,5 10y 14) 0 10 (3, 6, 10 y 15) ug de extracto nuclear de higado de rata.
En paralelo (no mostrado) se corrié una secuencia de purinas de cada fragmento, confirmando la
presencia de la mutacion y la posicion de las bandas de interés. a, b, ¢, d y e: idem Figura 12.
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3. EFECTOS IN VIVO DE LAS MUTACIONES EN CRE Y CCAAT.

3.1. Los sitios CRE y CCAAT actian en forma interactiva y son esenciales para la

actividad del promotor de fibronectina.

Para analizar el efecto de las mutaciones in vivo, introdujimos el gen CAT rio abajo de las

distintas variantes del promotor y utilizamos estas construcciones en transfecciones

transitorias. En la Figura 14 se observa el resultado de un experimento de transfeccion en

células Hep3B.

1 2 3 4

(o S ==

wild type mutCRE CCccT double

Figura 14: Actividad basal en células Hep3B: 10pug de p220-wt-CAT (linea 1),
p220-CRE mut-CAT (2), p220-CCccT-CAT (3) o p220-doble-CAT (4) fueron cotransfectados con
10 pg de pRSV-Bgal en células Hep3B. A: Cloranfenicol acetilado, C: Cloranfenicol no modificado.
Cada punto se realiz6 por triplicado y la actividad CAT de cada medicién expresada como
porcentaje del promedio del punto 1 fue la siguiente (en negrita el promedioterror standard):

1-100£18, 2-3013, 3-6018, 4-1013




Resultados 117

La mutacion de ambos sitios por separado o en conjunto reduce la actividad del promotor
(comparar calle 1 con calles 2, 3 y 4 en la Figura 14). Esto descarta que el sitio CCAAT
wild type pegue un factor inhibitorio (como sugiere el resultado mostrado en Figura 7). El
hecho de que la inactivacion del CRE sea mucho mas disruptiva que la del CCAAT es
llamativo, por tratarse el CRE de un sitio descripto como “regulatorio”. El mutante doble
tiene el 10% de la actividad del wild type, mostrando claramente que los sitios CRE y
CCAAT constituyen la mayor parte de la actividad de la region proximal del promotor de
FN. Es de notar que si la inhibicion observada en el mutante doble es del 90% (ver la
leyenda de la Figura 14) y la del CCCCT es 40 %, el resultado esperado para el mutante
CRE mut es de 50%. Sin embargo la inhibicion observada en éste es mayor, 70%. Esto es
consistente con la hipotesis de que la mutacion del CRE no sélo anula la union al CRE, si

no que al mismo tiempo reduce la unién del CCAAT a su factor especifico.

En la linea celular HepG?2 los efectos son diferentes, como se ve en la Figura 15.
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wild type mutCRE CCccT double

Figura 15: Actividad basal en células HepG2.: Se realizd en células HepG2 un experimento de

transfeccion como el descripto en la Figura 14. A: Cloranfenicol acetilado, C: Cloranfenicol no
modificado. Cada punto se realizé por triplicado y la actividad CAT de cada medicion, expresada
como porcentaje del promedio del punto 1, fue la siguiente (en negrita el promedioterror
standard):

110019, 2-43+8, 3-89+16, 4-27+4, 5
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Se observa que en las células HepG2 también es muy disruptiva la mutacion de ambos sitios
(comparar calle 1 con 4), evidenciando la importancia de los mismos en la actividad del
promotor. Sin embargo, a diferencia de lo observado en las células Hep3B, la mutacion
CCCCT no afecta la actividad del promotor wild type (comparar calle 3 con calle 1). Sin
embargo, y sorprendentemente, la misma mutacion reduce la actividad del promotor CREAI
de 43% (calle 2) a 27% (calle 4), indicando que la actividad del sitio CCAAT se modifica al
mutarse el CRE -170.

El espaciamiento entre el CRE y el CCAAT en células HT1080 causa un cambio en la
actividad del promotor distinto al observado en los hepatomas (ver pag. 101). Para
investigar la especificidad de tipo celular de lo observado con los mutantes de inactivacion
transfectamos fibroblastos humanos HT1080 y murinos NIH3T3. Los resultados se

muestran en la Figura 16.
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A HT1080

1 2 3 4
o -
wild type iACRE CCccT double

repitié el experimento descripto en la Figura 14 sobre células NIH3T3 (panel B, pagina siguiente)
y sobre células HT1080, excepto que en este caso se utilizé p220-CREAI-CAT en la calle 2 y
p220-doble (Ai)-CAT en la calle 4 (panel B, esta pagina). A: Cloranfenicol acetilado, C:
Cloranfenicol no modificado. Cada punto se realizé por duplicado y la actividad CAT de cada
medicion expresada como porcentaje del promedio del punto 1 fue la siguiente (en negrita el
promedio y luego los valores individuales):

Panel A (HT1080): 1-100 (102, 97), 2-50 (41, 60), 3-96 (94, 98), 4-9 (9, 9).
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B NIH3T3

A
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1 2 3 4
= {3

wild type mutCRE CCccT double

Figura 16: (continuacion) Actividad basal en células HT1080 y NIH3T3: Cada punto se realiz6 por
duplicado y la actividad CAT de cada medicién, expresada como porcentaje del promedio del
punto 1, fue la siguiente (en negrita el promedio y luego los valores individuales):

Panel B (NIH3T3): 1-100 (90, 110), 2-25 (33, 17), 3-46 (50, 42), 4-8 (4, 13).
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Los efectos en ambas lineas son diferentes a los observados en los hepatomas, pero hay
semejanzas. En ambos casos, la disrupcion de los sitios CRE-170 y CCAAT -150
(mutantes dobles, comparar calles 1 y 4 en ambos paneles de la Figura 16) lleva al promotor
a un bajo nivel de actividad, extendiendo la evidencia de la importancia de los sitios a
células no hepaticas. En células HT 1080, que se asemeja mas a las células HepG2 por el no

efecto del cambio CCCCT, hay una fuerte evidencia de sinergia: La mutacion CRE mut

reduce la actividad un 50% (comparar la calle 1 con la 2 en el panel A y ver la leyenda de la
Figura 16), CCCCT no tiene efecto sobre el wild fype (comparar 1 y 3), pero CCCCT
introducida sobre CRE mut (pasando de CREmut al mutante doble, comparar 2 con 4) lleva
al promotor al 10% de la actividad original. Esto es consistente con la teoria de que existen
numerosos factores que compiten por ambos sitios y que se unen o no a su blanco
dependiendo de cual se une al otro sitio. En el caso de este resultado en células HT1080
interpretamos que en el promotor wild fype se une una pareja de factores CRE y CCAAT
especificos que activan al micleo promotor con una potencia submaxima. La disrupcion del
CCAAT permite el pegado de factores activadores mas potentes al sitio CRE, compensando
la falta del sitio CCAAT mutado. Esta interpretacion predice que de liberarse cada sitio de
la influencia del otro deberiamos observar un aumento en la actividad del promotor, que es

justamente lo que se observa en los mutantes de espaciamiento +20 y +28 (ver Figura 8).

En células NIH3T3 (Figura 16 B) estamos frente a un resultado mas préximo a lo
observado en células Hep3B, o sea que la mutacion del CCCCT es siempre disruptiva
(comparar 1 con 3 y 2 con 4) y la reduccion de actividad del mutante CRE mut (75%,
comparar calles 1 y 2 y ver leyenda de la figura) es mayor que lo que se esperaria restando
el efecto de CCCCT (54%, comparar 1 y 3) a la inhibicion del mutante doble (92%,
comparar 1 y 4), lo que nuevamente sugiere que la disrupcion del CRE afecta la union del

factor CCAAT.
4. ROL DEL ELEMENTO CRE -170 EN LA REGULACION POR AMP CICLICO.

4.1. Activacién por AMPec ciclico en células no hepaticas HT1080.

Como se describe en Introduccion (ver pag.66), la induccion por AMPc de un segmento de

500 pb del promotor de FN introducido en fibroblastos HT1080 habia sido atribuida por el
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grupo de D. Dean al CRE -170 [307]. En experimentos posteriores, el mismo grupo mostro
que la introduccion de la mutacion CREAi no modificaba la induccion por AMPc, lo que
interpretaron como evidencia de que sitios CRE like (de presencia demostrada entre -500 y
-220) reemplazaban al "verdadero" mediador, el CRE -170, cuando éste era mutado [308].
En los experimentos que se muestran en la Figura 17 vemos que si bien en células HT 1080
un promotor de FN que abarque las secuencias entre -1 y -500 es inducible por
sobreexpresion de la subunidad catalitica de la proteina quinasa dependiente de AMPc (C de
PKA)(comparar calle 3 con calle 4), la delecion de las 280 pb mas distales (hasta -220)
implica una completa pérdida de la inducibilidad (comparar calles 1 y 2). Esto nos indica
que en células HT1080 el elemento CRE -170 dentro del contexto del promotor de FN no
cumple ningiin rol en la inducibilidad por AMPc, posiblemente debido a la presencia de
otros elementos en el promotor que unen factores que modifican el pegado de proteinas al
DNA del CRE. Esto no quiere decir que en ofro contexto el CRE -170 no pueda mediar
una respuesta a AMPc, incluso se ha demostrado que si se lo ubica rio arriba del promotor
de la timidina quinasa del virus herpes éste adquiere la capacidad de responder a AMPc

[307).
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Figura 17: No induccién de -220 y si de -500 por cAMP en células HT1080: 10 ug de p220-wt-CAT
(calles 1 y 2) o p-500-CAT (calles 3 y 4) fueron cotransfectados con 10 ug de pRSV-pgal y, en las

calles 2 y 4, con 5 ug de pMTI-Co.. A: Cloranfenicol acetilado, C: Cloranfenicol no modificado.
Cada punto se realiz6 por duplicado y la actividad CAT de cada medicion, expresada como
porcentaje del promedio del punto 1, fue la siguiente (en negrita el promedio y luego el valor de
cada punto):

1-100 (101, 98), 2-115 (100, 130), 3-646 (699, 594), 4-1963 (1830, 2096).
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El sitio CCAAT no es responsable de la incapacidad de CRE -170 de mediar la
inducibilidad por cAMP.

Debido a las evidencias de interaccion entre los factores que se unen a CRE y a CCAAT, el
sitio CCAAT era un fuerte candidato a seleccionar el factor que se une al CRE e impedir la
union de otro que pudiera mediar la induccion por AMPc. Como vemos en la Figura 18, la
inactivacion del sitio CCAAT no modifica la incapacidad de las 220 pb proximales del
promotor de responder al tratamiento con forskolina o la induccién por sobreexpresion de

C de PKA.
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Figura 18: No induccién de mutantes en células HT1080: 10 ug de p220-wi-CAT (calles 1 a 3),
p220-CREAI-CAT (calles 4 a 6), p220-CCccT-CAT (calles 7 a 9) o p220-doble (Ai)-CAT (calles 10
a 12) fueron cotransfectados con 10 ug de pRSV-pgal y, en las calles 3, 6, 9, y 12, con 5 ug de
pMTI-Ca. A las transfecciones de los puntos 2, 5, 8 y 11 se les agregd forskolina (10 uM)
inmediatamente después de la transfeccion. A: Cloranfenicol acetilado, C: Cloranfenicol no
modificado. Cada punto se realizé por duplicado y la actividad CAT de cada medicién, expresada
como porcentaje del promedio del punto 1, fue la siguiente (en negrita el promedio y luego el
valor de cada punto):

1-100 (102, 97), 2-101 (105, 97), 3-106 (105, 106), 4-50 (41, 60), 5-64 (63, 66), 6-48 (40, 56), 7-96
(94, 98), 8-105 (105, 105), 9-91 (68, 115), 10-9 (9, 9), 11-11 (11, 11), 12-8 (7, 8)
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El sitio CRE no basta para conferir inducibilidad al micleo promotor de FN.

Dean y colaboradores [308] mostraron que en fibroblastos HT1080 un oligo con la
secuencia de CRE -170 clonado rio arriba del micleo promotor de la FN era capaz de
conferir a éste una fuerte inducibilidad a la forskolina. Nosotros construimos un promotor
modificado de forma similar (ver Materiales y Métodos, pag. 78 ) y observamos (Figura 19)
una completa falta de respuesta a la forskolina (no mostrado) y a la C de PKA (comparar
calles 3 y 4).
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Figura 19: No induccién de CRE aislado en células HT1080: 10 uyg de p-500-CAT (calles 1y 2) o
p220-CRE-TATA-CAT (calles 3 y 4) fueron cotransfectados con 10 uyg de pRSV-pgal y, en las
calles 2 y 4, con 5 ug de pMTI-Ca. A: Cloranfenicol acetilado, C: Cloranfenicol no modificado.
Cada punto se realiz6 por duplicado y la actividad CAT de cada medicion, expresada como
porcentaje del promedio del punto 1, fue la siguiente (en negrita el promedio y luego el valor de
cada punto):

1-100 (102, 97), 2-418 (415, 420), 3-17 (13, 20), 4-21 (17, 24).
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4.2. Activacion del CRE -170 por AMPc en células hepaticas

Para probar si en nuestro sistema de estudio el sitio CRE -170 era capaz de mediar la
induccion por AMPc analizamos la respuesta de las 220 pb proximales del promotor de FN
a la sobreexpresion de la C de PKA en células hepaticas. Como se ve en la Figura 20, se
observa induccion en ambos tipos celulares hepaticos (comparar calles 1 y 2 en ambos

paneles).

A Hep3B B HepG2

220 EN [ CAT 220 FN [* CAT

Figura 20:Induccién por AMPc en células HepG2 y Hep3B: A: Células Hep3B fueron
cotransfectadas con 10 ug de p220-wt-CAT, 10 ug de pRSV-Bgal y, en la calle 2, con 5 pg de

pMTI-Ca. B: Células HepG2 fueron cotransfectadas de la misma manera. A: Cloranfenicol
acetilado, C: Cloranfenicol no modificado. Cada punto se realiz6 por duplicado y la actividad CAT
de cada medicion, expresada como porcentaje del promedio del punto 1, fue la siguiente (en
negrita el promedio y luego el valor de cada punto):

A: 1-100 (130, 71), 2-360 (289, 431)

B : 1-100 (114, 85), 2-380 (354, 405)




4.3. En Hep3, el CRE -170 depende del CCAAT -150 para aumentar la inducciéon por
AMPc del promotor.

Para determinar si el CRE -170 era el responsable de la induccion por AMPc en células
Hep3B (Figura 20 A), analizamos la inducibilidad de los mutantes puntuales del promotor.
En la Figura22 se muestra que la inactivacion del CRE reduce significativamente la
actividad del promotor de FN en presencia de C de PKA (comparar la calle 2 con la 4 y con
la 6, ver leyenda de la figura). El mismo efecto se observa al inactivar el CCAAT (comparar
calles 2 y 8) o al inactivar ambos sitios en combinacion (comparar calles 2 y 10). En todos
los casos se observa el mismo remanente de activacion (la actividad que se ve en 4, 6, 8 y
10). Este remanente es probablemente la consecuencia de la induccion de un sitio inducible
por AMPc presente rio abajo (ver Discusion, pag. 163). El hecho de que la mutacion
CCCCT sea capaz de inhibir la capacidad del CRE -170 de aumentar la respuesta a AMPc
del promotor apoya fuertemente la hipotesis de que la union de factores y la actividad de

ambos sitios es ineractiva.
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Figura 21: Induccién por AMPc en células Hep3B de los mutantes: 10 ug de p220-wt-CAT (calles
1y 2), p220-CREmut-CAT (calles 3 y 4), p220-CREAI-CAT (calles 5 y 6), p220-CCccT-CAT
(calles 7 y 8) o p220-doble (Ai)-CAT (calles 9 y 10) fueron cotransfectados con 10 ug de
pRSV-Bgal y, en las calles 2, 4, 6 , 8 y 10, con 5 pg de pMTI-Ca.. A: Cloranfenicol acetilado, C:
Cloranfenicol no modificado. Cada punto se realiz6 por duplicado y la actividad CAT de cada
medicién, expresada como porcentaje del promedio del punto 1, fue la siguiente (en negrita el
promedio y luego el valor de cada punto):

1-100 (130, 71), 2-360 (289, 431), 3-34 (32, 36), 4-99 (96, 103), 5-20 (19, 20), 6-131 (127, 134),
7-63 (68, 59), 8-101 (100, 101), 9-17 (16, 17), 10-78 (74, 82)
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4.4. En células HepG2 el CRE -170 media toda la inducibilidad a AMPc del

promotor.

Con el objetivo de analizar el mecanismo de induccion en células HepG2 analizamos la
respuesta de los mutantes a la sobreexpresion de C de PKA en estas células. Los resultados
obtenidos (Figura 23) son diferentes a lo observado en células Hep3B, si bien se observa
nuevamente la participacion del CRE -170 en la induccion: en estas células la variante
CRE Ai no es inducida por la expresion de C de PKA (comparar calles 3 y 4, ver leyenda de
la figura). Esto parece indicar que el putativo elemento distinto de CRE -170 inducible por
AMPc en células Hep3B es inactivo en células HepG2. Por otro lado, independientemente
de esto, la induccion a través del CRE -170 es independiente del CCAAT -150 en las células
HepG2, ya que los niveles de actividad en presencia de PKA activa son los mismos en la
variante wild type que en el mutante CCCCT (comparar calles 2 y 6). El mutante doble (Ai)

es igualmente insensible a la PKA (resultado no mostrado).

En las células HepG2, entonces, toda la induccion que se observa en el promotor wild type
es eliminada al mutar el CRE. La mutacion CCCCT no tiene ningun efecto. Cabe sefialar que
este resultado, que seria el esperado de acuerdo a los roles asignados previamente al CRE

en éste y otros promotores, fue observado solo en la linea celular HepG2.
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Figura 22: induccion por cAMP en células HepG2: 10 ug de p220-wi-CAT (calles 1 y 2),
p220-CREAI-CAT (calles 3 y 4) o p220-CCccT-CAT (calles 5 y 6) fueron cotransfectados con
10 pug de pRSV-figal y, en las calles 2, 4 y 6, con 5 ug de pMTI-Ca. A: Cloranfenicol acetilado, C:
Cloranfenicol no modificado. Cada punto se realizé por duplicado y la actividad CAT de cada
medicién, expresada como porcentaje del promedio del punto 1, fue la siguiente (en negrita el
promedio y luego el valor de cada punto):

1-100 (70, 141), 2-290 (292, 287), 3-29 (29, 30), 4-40 (35, 45), 5-115 (131, 100), 6-248 (200, 297)
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4.5. En fibroblastos NIH3T3 el CRE -170 contribuye a la induccién por AMPc.

Para establecer si la participacion del CRE -170 en la induccion por AMPc era un evento
exclusivo de células hepaticas (dada la no induccion en fibroblastos HT 1080), investigamos
si las 220 pb proximales del promotor de FN eran capaces de responder a AMPc en
fibroblastos murinos NIH3T3. Como se ve en la Figura 23, distintos tratamientos
activadores de la via del AMPc activan comparablemente la transcripcion del promotor
(comparar calles 2, 3 y 4 con la calle 1). A continuacion (Figura 24), determinamos si el

CRE y el CCAAT estaban involucrados en esta activacion.

1 2 3 4

— PKA dbcAMP forsk.

220 N CAT

Figura 23: Activacién por AMPc, forskolina y C de PKA en células NIH3T3: Células NIH3T3 fueron
cotransfectadas con 10 pg de p220-wt-CAT, 10 ug de pRSV-fgal y, en la calle 2, con 5 ug de

pMTI-Ca.. Inmediatamente después de la transfeccion las células de los puntos 3 y 4 fueron
tratadas con forskolina (10 uM) y dbAMPc (1 mM), respectivamente. A: Cloranfenicol acetilado, C:
Cloranfenicol no modificado.
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Fiqura 24: Induccién de mutantes en células NIH3T3: 10 ug de p220-wt-CAT (calles 1 y 2),
p220-CREmut-CAT (calles 3 y 4), p220-CREAI-CAT (calles 5 y 6), p220-CCcCT-CAT (calles 7 y 8)
0 p220-doble (Ai)-CAT (calles 9 y 10) fueron cotransfectados con 10 ug de pRSV-fgal y, en las
calles 2, 4, 6 , 8 y 10, con 5 ug de pMTI-Co.. A: Cloranfenicol acetilado, C: Cloranfenicol no
modificado. Cada punto se realiz6 por duplicado y la actividad CAT de cada medicién, expresada
como porcentaje del promedio del punto 1, fue la siguiente (en negrita el promedio y luego el
valor de cada punto):

1-100 (86, 114), 2-763 (923, 602), 3-5, 7 (5, 4; 5, 9), 4-128 (88, 169), 5-7, 8 (6, 4; 9, 2), 6-106
(118, 94), 7-14 (17, 10), 8-792 (683, 900), 9-6 (2, 11), 10-164 (164, 164)
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Como se ve, la mayor parte de la actividad del promotor activado por C de PKA es abolida
por la inactivacion del CRE (comparar calle 2 con calles 4 y 6, ver leyenda de la figura). Sin
embargo, al igual que en las células Hep3B, existe un remanente de activacion inalterado
(comparar 3 con 4 y 5 con 6), posiblemente debido a un elemento inducible por AMPc¢ rio
abajo de -150 (tal vez el mismo elemento que en células Hep3B). El mutante CCCCT no
muestra diferencias con el wild type en el estado activado (comparar 2 y 8), diferenciandose

esta linea celular de las hepaticas.

Asi vemos que la participacion del CRE -170 en la regulacion por AMPc del promotor de
FN depende ampliamente del tipo celular estudiado: el CRE no esta involucrado en células
HT1080, es el mediador de la induccion en células HepG2, en células Hep3B participa en la
induccion pero en forma interactiva con el elemento CCAAT -150 y también participa, pero

en forma independiente de CCAAT -150, en fibroblastos NIH3T3.

5. PARTICIPACION DE ATF-2.

5.1. En células hepiticas el elemento CCAAT -150 determina que ATF-2 se una al
CRE -170 in vivo.

ATF=-2 es el factor que se une al CRE -170 in vivo en células HepG2.

Como se describe en Introduccion (pag. 69), el factor de transcripcion ATF-2 esta presente
en la proteina responsable de cooperar con el factor CCAAT in vitro en extractos nucleares
hepaticos [316]. Para investigar el rol de ATF-2 en la actividad del promotor in vivo,
decidimos probar dos estrategias: i) sobreexpresar el factor cotransfectando un plasmido
que dirige su expresion a partir de un promotor retroviral, ii) intentar bloquear la traduccion
de su mRNA expresando un RNA complementario (o "antisentido") a partir del mismo
vector plasmidico. Llamaremos a esta construccion "2FTA" por analogia con la inversion de

la secuencia en el transcripto antisentido.
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