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Abreviaturas.

1. ABREVIATURAS.

Acetil-CoA
ADN
ADNc
AMPc
AP-1
AP-2
APS
ARN
ARNmM
ARNpol
ARNr
ARNSsin
ATCC
ATP
bHLH
BSA.
CaM
CaMK
CARE
CAT
CBP

Ci

Cols
CRE
CREB
cpm
C-terminal
DAG
DBD
DMEM
dNTP
D.O.
DRE
DREAM
DTT
ECL
EDTA
EF-hand
EGF
ERE
ERK
FCS

G

GFP
GRE
GST

h

Acetil Coenzima A.

Acido Desoxirribonucleico.

ADN complementario

Adenosin monofosfato ciclico.
Proteina Activadora 1.

Proteina Activadora 2.

Persulfato de Amonio.

Acido Ribonucleico.

ARN mensajero.

ARN polimerasa.

ARN ribosomal.

Inhibidor de ARNasas.

Coleccion americana de cultivos tipo.
Adenosin trifosfato.

Dominio basico hélice-giro-hélice.
Albumina de suero bovino.
Calmodulina.

Ca2+/Proteina quinasa dependiente de calmodulina.
Elemento de respuesta a calcio.
Cloroanfenicol acetil transferasa.
Proteina de unién a CREB.

Curio.

Colaboradores.

Elemento de respuesta a AMPc.
Proteina de unién al sitio CRE.
Cuentas por minuto.

Carboxilo terminal.

Diacil glicerol.

Dominio de unién al ADN.

Medio Dulbecco modificado por Eagle.
Deoxinucleétido trifosfato.

Densidad Gptica.

Elemento Regulador en posicion posterior a la caja TATA.
Antagonista modulador del sitio DRE.
Ditiotreitol.

Quimioluminiscencia.
Etilendiaminatetracetato.

Dominio de unién a calcio del tipo EF.
Factor de crecimiento epidérmico.
Elemento de respuesta a estrogenos.
Quinasa regulada por sefial extracelular.
Suero fetal de ternera.

Gramos.

Proteina verde fluorescente.

Elemento de respuesta a glucocorticoides.
Glutation S transferasa

Horas.

1)



Abreviaturas.

H1,2,063
HAT
HDAC
HEPES
HMT
HRE
HSE
HSP
H.P.T.

ng

NGF
NLS

nm

nM

NRE
N-terminal
Oct-1y 2
ORF
PBS
PCR
PKA
PKC
PLC
PMA
PMSF
PS1,2
RAR

Rb

rpm

Histona 1, 2,6 3
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Histona metil transferasa.

Elemento de respuesta a hormonas.
Elemento de respuesta a choque térmico.
Proteina de chogue térmico.
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Inmunoglobulina.

Interleuquina.

Isopentenil tiobetagalactosido.
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Kilobases
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Dominio inducible por quinasas.

Dominio cargado rico en residuos de leucina.
Potenciacion a largo plazo.

Proteina quinasa activada por mitogeno.
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MAPK fosfatasa 1.

Mililitro.

Milimolar.

Material y métodos.

Microgramo.

Microlitro.

Micromolar.

Nanogramo.

Factor de crecimiento neuronal.

Sefial de localizacion nuclear.
Nanometro.

Nanomolar.

Elemento regulador negativo de la transcripcién
Amino terminal.

Factor de transcripcion de octdmero 1y 2.
Marco de lectura abierto.

Tampon salino fosfato.

Reaccion en cadena de la polimerasa.
Proteina quinasa A.

Proteina quinasa C.

Fosfolipasa C.
13-acetato,16-hidroxi,12-palmitoato,forbol-ester.
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Abreviaturas.

R.T.
RT-PCR

SDS
SDS-PAGE
SNC
SRE
TAF
TBP
TF
TFII
TPA
TRE
Tris
TSA
uv
WT

Temperatura Ambiente.

Reaccion de transcriptasa inversa seguida de reaccion en cadena de la
polimerasa.

Dodecil sulfato sodico.

Electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida con SDS.
Sistema nervioso central.

Elemento de respuesta a suero.

Factor asociado a TBP.

Proteina de union a la caja TATA.

Factor de transcripcion.

Factores generales de transcripcion de la RNApol 1I.
12-O-tetradecanoil forbol 13-acetato.

Elemento de respuesta a hormonas tiroideas.
Trihidroximetilaminometano.

Tricostina.

Ultravioleta.

Salvaje.
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Resumen.

2.RESUMEN

Cada uno de los millones de procesos biologicos que se dan lugar en la célula
tiene un origen y un destino, por decirlo de otra manera, tiene una funcion y un
mecanismo por el que llevarlo a cabo y rellenan la vida con sucesos desde “sencillos y
minusculos”, como las funciones de una proteina, hasta conseguir que el resultado final
sea miles de veces mas importante que la suma de todos esos procesos.

Todo esto supone que cada una de las funciones se realiza con total exactitud y
precision, en el momento y lugar méas adecuado, que se toman las decisiones correctas
para superar cada nueva situacion a la vez que dicho cambio se esta generando.

La transcripcion génica o control del momento, cantidad y duracion de la expresion de
cada gen en cada situacion, retne todas y cada una de estas caracteristicas.

La memoria que a continuacion se detalla centra su contenido en el estudio de
un nuevo factor de transcripcion denominado DREAM (Carrién y cols., 1999), clonado
durante la caracterizacion del promotor del gen de prodinorfina humana. La capacidad
de DREAM de unirse a una region especifica de ADN (DRE - Elemento Regulador
Downstream — posterior a la caja TATA) esta controlada de manera directa por calcio o
por la interaccion con elementos de la via de sefalizacion del AMPc. De esta manera
DREAM no sélo se convierte en punto de convergencia entre las vias de calcio y AMPc
sino que también es el primer factor de transcripcion regulado directamente por calcio
sin mediar procesos fosforilativos.

Tras su clonaje en nuestro laboratorio, se abri6 ante nosotros la posibilidad de estudiar
sus dominios funcionales asi como sus principales funciones en el control de la
transcripcion de determinados genes diana.

Bajo esta situacion, el trabajo de nuestro laboratorio, recopilado en esta memoria,
presenta dos objetivos principales:

- Estudio de los dominios funcionales de la proteina DREAM. La secuencia de
aminoacidos de la proteina y su posterior alineamiento permitié en un primer lugar la
identificacion de cuatro dominios de union a calcio del tipo EF-hand (manos de
calcio) (Carrion y cols., 1999), que son capaces de unir calcio lo que ademas supone un
cambio conformacional en la proteina que provoca que ésta no pueda unirse al DRE y
que tiene como efecto funcional la pérdida de represion sobre el promotor del gen diana
(Carrion y cols., 1999). Del mismo modo, la mutaciéon de una, dos o tres manos de
calcio provoca una pérdida de sensibilidad de la proteina a los aumentos de calcio con
lo que se bloquea la desrepresion por este ion (Ledo y cols., 2000.a).

La presencia de dos LCDs o dominios cargados ricos en leucinas, descritos en detalle
para las interacciones de receptores nucleares (Heery y cols., 1997) abria la puerta a la
posible interaccion de DREAM con proteinas que también presentaran dichos dominios.
Una de esa proteinas fue la nucleoproteina o CREM de la familia de proteinas de unién
al CRE (Elemento de Respuesta a AMPc), en la via de sefializacion del AMPc y PKA.
La presencia de LCDs en ambas proteinas es fundamental para que puedan contactar
provocando la perdida de union de DREAM al DRE y la consecuente desrepresion del
promotor del gen diana (Ledo y cols., 2000.b).

La funcionalidad de los LCDs no solo se limita a la regulacion de la union de DREAM
al sitio DRE sino que la interaccion de DREAM con otros factores de transcripcion
como los miembros de la familia CREM/CREB, a través de los LCDs, también
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controla 0 modula la interaccion de estos factores con sus sitios de regulacion en el
ADN, de esta manera, la interaccion de DREAM, a través de su LCD colocado en
posiciones 47-52, con el LCD en posicién 138-141 de CREB, elimina su capacidad de
unirse al sitio CRE y su interaccion con CBP (Proteina de unién a CREB), controlando
de esta manera la iniciacion de la transcripcion, o lo que es lo mismo reprimiendo la
expresion de genes a traves de elementos de regulacién distintos al DRE (Ledo y cols.,
2002).

- Identificacion de genes diana de la requlacion por DREAM.- El primer promotor en
gue se encontré un sitio DRE fue sobre el de prodinorfina humana (Carrion y cols.,
1998) que sirvié como base para el aislamiento y clonaje de DREAM (Carrién y cols.,
1999). A partir de ese punto buscamos aquellos promotores de genes que estuvieran
regulados por DREAM, en un primer lugar fijando nuestra atencion en aquellos que
tuvieran un sitio DRE en posicion posterior a la caja TATA y su expresion estuviera
controlada por calcio.

Los primeros cantidatos han sido promotores de genes tempranos como ICER, c-jun, c-
fos (Carrién y cols., 1999).

Con los resultados que se mostraran a continuacion, asi como con nuestras hipotesis y
conclusiones presentamos una proteina sobre la que podrian convergen muy distintas
vias de sefalizacion, con una regulacion extremadamente fina no solo por
modificaciones sobre determinados aminoacidos sino por union de iones, interaccion
con otras proteinas, con un posible amplio abanico de genes diana controlados de
manera directa por DREAM a través del sito DRE o de manera indirecta sobre otros
sitios reguladores por el contacto con otros factores de transcripcion.

Ademas de todo esto, DREAM no es solo un factor de transcripcion sino que presenta
distintas funciones en el citoplasma, descritas por otros grupos, como la interaccion con
las presenilinas y su posible participacion en el control de los niveles de calcio en el
citoplasma y el procesamiento de presenilinas durante los procesos de Alzheimer
(Buxbaum y cols., 1998) o la interaccion con canales de potasio dependiente de voltaje
del tipo A para el control de la excitabilidad en neuronas y células del miocardio (Any
col., 2000).

De esta manera, DREAM podria estar actuando como un modulador o

controlador de muy distintos procesos, a distintos niveles y en muy diferentes
funciones, lo que le convierte en una proteina con gran flexibilidad funcional.
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3. INTRODUCCION

Incluso el organismo unicelular méas simple debe ser capaz de tratar con los
inevitables cambios en las condiciones ambientales que pueda encontrar. Estos incluyen
cambios en la temperatura, pH, presencia de nutrientes, etc. Las vias metabolicas que
son apropiadas para un determinado conjunto de condiciones podrian ser innecesarias o
incluso contraproducentes para otro grupo de condiciones. Ahora sabemos que
normalmente los organismos superan estas demandas ambientales a través de la
regulacion de la expresion de genes especificos. Por supuesto, esta opcién no esta libre
de un coste, estos mecanismos requieren proteinas especificas y sintesis de estas
proteinas, lo que demanda un gasto energético.

El primer paso esencial en la conversion de la informacion genética del ADN a
proteinas es la transcripcion, que también es el principal punto de regulacion de la
expresion génica. Tanto los procesos de transcripcion basal como la activacion y
represion estan regulados y controlados por secuencias cortas y especificas de ADN en
los promotores de los genes y en los enhancers. Estas secuencias actian por union
especifica de proteinas conocidas como factores de transcripcion, los cuales influyen en
los niveles de transcripcion de los genes. Los activadores o represores controlan la
transcripcion de genes concretos en tipos celulares determinados o en respuesta a
sefiales especificas. Una vez que ocurre esto, todos los siguientes pasos de la expresion
génica se ponen en marcha para la apropiada produccién de proteina en un tipo celular
especifico o en cualquier célula de manera inducible (Latchman., 1999).

3.1.1.CONCEPTOS GENERALES.

La transcripcion implica la sintesis de una cadena de ARN que representa una
cadena de la doble hebra de ADN, es decir, es una secuencia idéntica a una de las
cadenas del ADN, gque se denomina cadena codificante.

La sintesis del ARN codificante es catalizada por la enzima ARNpolll. La
transcripcion comienza cuando la ARNpolll se une a una region, el promotor, al inicio
del gen. El primer par de bases que se transcribe a ARN es el Ilamado sitio de
iniciacion. Desde este sitio, la ARNpolll se mueve sobre el molde, sintetizando ARN,
hasta que alcanza una secuencia denominada terminador. Este proceso define la unidad
de transcripcion que comprende desde el promotor hasta el terminador. La caracteristica
mas importante de la unidad de transcripcion es que esta constituida por un fragmento
de ADN que se expresa mediante la produccion de una molécula Unica de ARN. El
transcrito primario es producto inmediato de la transcripcion. Este consiste en un ARN
que se extiende desde el promotor al terminador y que contiene sus extremos 5" y 3°
originales. No obstante, el transcrito primario es casi siempre inestable, en procariotas
es degradado rapidamente o cortado para originar los productos finales maduros (ARNr
y ARNL), en eucariotas se modifican los extremos (ARNmM) y/o se corta para dar lugar a
los productos maduros (todos los ARNS).

La transcripcion presenta 4 fases diferenciadas, en las que se crea la burbuja de
transcripcion, comienza la sintesis del ARN, la burbuja se mueve sobre el ADN, y por
ultimo se termina. Estas son:
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*El reconocimiento del molde.

*La iniciacion define la sintesis de los primeros enlaces nucleotidicos en el
ARN.

*Elongacion.- Durante la elongacién la enzima se mueve a lo largo del ADN y
extiende la cadena creciente del ARN.

*Terminacion.- Implica el reconocimiento del punto que determina el final de la
adicion de bases a la cadena. Para terminar la transcripcion, hay que cesar la
formacion de enlaces fosfodiester y el complejo de transcripcion debe
desintegrarse.

La transcripcion en las células eucariotas se lleva a cabo por tres tipos de ARN
polimerasas:
e LaARN polimerasa I transcribe ARNTr (ribosémico).
e LaARN polimerasa Il transcribe ARNm (mensajero).
e La ARN polimerasa Il transcribe ARNt (de transferencia) y otros pequefnos
ARN.

Todas las ARNpol eucariotas son proteinas grandes que aparecen €Omo
agregados de 500 KDa o mas, en complejos de 8 a 14 subunidades.

El paso inicial (y en algunos casos el Unico) en la regulacion genica es la decision de
transcribir un gen o no.

Las secuencias que se encuentran precediendo al sitio de iniciacion se
denominan “upstream” (corriente arriba); aquellas secuencias que se encuentran
después del sitio de iniciacion estan “downstream” (corriente abajo). Las posiciones de
las bases se numeran en ambas direcciones en referencia al sitio de iniciacion al que se
asigna la posicion +1, aumentando corriente abajo. La base situada justo antes del sitio
de iniciacién corresponde a la posicion -1 y los numeros negativos iran aumentando
corriente arriba.

El genoma celular estd empaquetado en estructuras que fisicamente
imposibilitan la iniciacion de la transcripcidén, como en el caso de la heterocromatina
donde el enrollamiento del ADN presenta estructuras muy compactas. En regiones del
genoma donde la heterocromatina deja paso a la eucromatina, en la que el ADN esta
menos condensado, la entrada de los factores de transcripcion es mucho mas asequible.

La cromatina de las células eucariotas esta altamente organizada en complejos
formados por ADN y porteinas (Stein y cols.,1984).
La mayoria de las proteinas del cromosoma son histonas. Las histonas son pequefias
proteinas basicas con un dominio globular y un N-terminal flexible y cargado
denominado “cola”, importante para la interaccion nucleosoma-nucleosoma (Luger y
cols., 1997). Las histonas son proteinas basicas conservadas a través de la evolucion vy
subdivididas en 5 clases denominadas H1, H2A, H2B, H3, y H4, todas ellas necesarias
desde un punto de vista funcional y estructural (Doenecke y cols., 1997) (Fig 1).
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Las histonas son importantes en la estructura y estabilidad de la cromatina y muy
relevantes en el control de la expresion génica, donde las colas N-terminal de las
histonas son claves en el control de la transcripcion.
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Fig (1). Secuencia y estructura secundaria de la cola y del core de las histonas. Marcados con L
los amino&cidos necesarios para la formacion del nucleosoma. Marcados con A los residuos necesarios
en la formacién del octamero de histonas. Marcados con T los residuos susceptibles de proteolisis en el
nucleosoma.

El papel general de las histonas es la organizacion de la cromatina para formar
estructuras de mayor orden. A nivel de regulacion génica, las histonas son importantes
por su flexibilidad para posibles modificaciones covalentes postraduccionales y la
posibilidad de formar diferentes complejos en funcion de las histonas que se asocien.

La diversidad de genes de histonas es particularmente evidente en células de mamifero.
Cada clase de histona de mamifero esta compuesta por una gran cantidad de variantes
no alélicos, generando subtipos de histonas, las cuales varian estructuralmente y estan
codificadas por genes de una séla copia. Se han podido identificar 2 subtipos de H2A, 3
subtipos de H2B y 3 subtipos de H3, mientras que H4 solo se ha podido identificar un
subtipo .

La diversidad de genes de histonas junto con la expresion diferencial en distintos tejidos
sugiere una variacion de patrones de subtipos de histonas que puede contribuir a la
modulacion funcional y organizacion de la cromatina (Doenecke y cols., 1997).

La localizacion de subtipos podrian permitir la induccion de cambios regionales en la
accesibilidad a la cromatina de los factores involucrados en la activacion
transcripcional.

La gran conservacion de los genes de histonas en mamiferos y la modulacion especifica
de tejido de los patrones de histona sugieren que la diversidad de clases de histonas es
funcionalmente importante y no sélo una redundancia del sistema (Doenecke y
cols.1997).

La subunidad bésica de la cromatina es el nucleosoma, compuesto de unas 147
pb de ADN enrolladas en un complejo con 8 histonas (1 tetramero H3:H4 y 2 dimeros
H2A:H2B). A su vez los nucleosomas, con la participacién de la H1 aumentan el grado
de enrollamiento para compactar ain mas la cromatina.
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El ensamblaje del core de histonas depende de la heterodimerizacién inicial de H3 con
H4 y la posterior dimerizacion para formar (H3/H4), tetramero, que puede formar un
complejo estable con unas 120 pb de ADN. Las H2A y H2B se unen al complejo
(H3/H4), y aumentan el enrollamiento del ADN al nucleosoma a algo mas de 160 pb.
Esto crea un estructura proteica superhelicoidal (H2A/H2B)-(H4/H3)-(H3/H4)-
(H2B/H2A), dentro del cual esta enrollado el ADN.

Las interacciones dimero-dimero H3:H3 y H2B:H4 forman una estructura similar a 4
hélices que no es estable en ausencia de ADN.

Cada contacto entre el ADN vy el nucleosoma involucra a un residuo de arginina que
penetra en el surco menor y la participacion directa de 2 grupos fosfato consecutivos de
cada hélice del ADN (Fig 2).
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Fig (2). Esquematizacion del nucleosoma con el ADN enrollado sobre el core de histonas y las
colas de las histonas extendidas.

La capacidad del core de histonas para interaccionar en la formacion de cada
nucleosoma se mimetiza aparentemente por complejos de iniciacion de la transcripcion.
La maquinaria de transcripcion se asocia en complejos similares a los nucleosomas
(Burly y cols.,1996), sugiriendo que complejos similares al octdmero de histonas se
forman en la generacion de complejos de iniciacion de la transcripcion, puntualizando la
relacion entre las histonas y los factores involucrados en la regulacion transcripcional.
Estas similitudes no sélo se refieren al core del nucleosoma sino que, por ejemplo, el
dominio de unién a ADN de H5 (homologa a la H1 de mamiferos) tiene una estructura
cristalina casi idéntica al dominio de union al ADN de HNF3y (factor de transcripcion
especifico de higado). Estas similitudes estructurales sugieren que las histonas pueden
modular el estado de represion en una determinada region de cromatina (Ramakrishnan
y cols.,1993).

Con todo lo mencionado hasta el momento se plantea la situacion de saber como
la ARNpol encuentra los promotores en el ADN, es decir, como las proteinas distinguen
sus sitios de unién especificos en el ADN respecto a otras secuencias y por otro lado
conocer como las proteinas reguladoras interaccionan con la ARNpol para activar o
reprimir pasos especificos en la iniciacion, elongacion o terminacion de la transcripcion.
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3.1.2. SECUENCIAS REGULADORAS.

Los promotores de la ARNpoll y Il estan situados en direccion 5™ del punto de
iniciacion, pero algunos promotores para la ARN polimerasa Il se sitdan en direccion
3" del mismo (downstream). Cada promotor contiene grupos caracteristicos de
secuencias cortas conservadas, que son reconocidas por la clase apropiada de factores.
Las secuencias cortas que son reconocidas por los factores de transcripcion se sitlan en
direcciéon 5°del punto de inicio (upstream). Estos sitios de actuacion en cis se suelen
diseminar sobre una regién mayor a 200 pb. Algunos de estos elementos y los factores
que los reconocen son comunes: se encuentran en varios promotores y se utilizan de
forma consecutiva. Otros son especificos: identifican clases particulares de genes y su
uso estd regulado. Los elementos aparecen en diferentes combinaciones en cada
promotor individual.

Las secuencias componentes del promotor vienen definidas operativamente por
la demanda de que deben estar localizadas en la vecindad general del sitio de iniciacion
y de que son requeridas para la iniciacion.

Dentro de los promotores podemos encontrar tres tipos de secuencias
reguladoras de la transcripcion:

1/ Elementos basales: También conocidos como elementos minimos 0 comunes ya que
aparecen en todos los promotores estudiados y en ausencia de otros elementos
reguladores, son los responsables de los niveles de transcripcion basal.

El elemento basal mas conocido y caracterizado es la caja TATA, rica en pares de
nucledtidos A-T y cuya secuencia consenso es TATAA/TAA/T, existiendo varias
subclases de elementos TATA (Simon y cols., 1988), siempre localizadas normalmente
en posicion —30 del inicio de transcripcion, aunque pueden variar segun el promotor a
estudio (Carcamo y cols., 1990).

La localizacion de la TATA es critica para el posicionamiento de la burbuja de
transcripcion y del punto de inicio de la misma (Breathmach y Chambon, 1981) (Fig 3).

Las secuencias iniciadoras o Inr (Smale y Baltimore., 1989) son capaces de comenzar
la transcripcion en un unico sitio especifico. Aparecen en genes como los de proteinas
del mantenimiento celular y en promotores que carecen de caja TATA. La secuencia
iniciadora contiene el inicio de la transcripcion.

Se ha propuesto una secuencia consenso de estos elementos que seria PyPyANT/APyPy
(Javahery y cols., 1994). Varias proteinas como E2F, YY1, USF, TFIl-l y TFIID
(Smale., 1994) y UreBl (Gu y ladarola., 1994) se unen a estas secuencias y hay
evidencias de que la ARNpolll por si sola tiene preferencia para iniciar la transcripcion
a partir de este punto (Carcamo y cols., 1991) (Fig 4).

2/ Elementos moduladores: Son pequefias secuencias situadas en el 5°del inicio de la
transcripcion. Son reconocidas por proteinas que regulan la actividad constitutiva del
promotor, de manera que el nimero y tipo de estos elementos determina la actividad de
los promotores que los contienen.
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La caja GC fue identificada en el promotor del virus SV40. Es una secuencia formada
por repeticiones de 21 pb, con la secuencia GGGCGG en cualquier orientacion. La
unién de la proteina Spl a este elemento es el evento que desencadena el cambio en los
niveles del inicio de la transcripcidn de los genes cuyos promotores contienen el motivo
CG (Dynan y Tjan, 1983). Dentro de la caja GC hay 6 pb muy conservadas cuya
secuencia se encuentra frecuentemente dentro de las 100 primeras bases 5 del inicio de
la transcripcion. El hecho de que el motivo central de la caja GC esté muy conservado y
las regiones flanqueantes no, sugiere que las secuencias flanqueantes determinan la
afinidad de Spl para una determinada caja GC y por consiguiente su potencia para
activar la transcripcion.

La caja CAAT esta localizada entre —40 y +100 pb 5 del inicio de la transcripcion.
Una caracteristica importante de este elemento es la diversidad de factores de
transcripcion que la reconocen (La Thange y Ribby., 1988) y una particularidad es su
posible papel para determinar la transcripcion durante el desarrollo asi como la
transcripcion especifica de tejido, como se ha demostrado usando la region reguladora
del gen de la histona 2B, controlado durante el desarrollo (Kelmer et al., 1986) (Fig 3).

El motivo octdmero presenta una localizacion similar a las dos secuencias anteriores.
Posee una actividad potenciadora cuando aparece en forma de multimeros, asi como
también podria conferir especificidad celular a la transcripcion (Ondek y cols., 1987).
Varias proteinas reconocen la secuencia octdmero. El factor Oct-1 es una proteina
ubicua que esta implicada en la transcripcion de genes especificos de la fase S del ciclo
celular (Fletcher y cols., 1987). Por otra parte el factor Oct-2 es una proteina especifica
de linfocitos que determina la transcripcién del gen que codifica para la cadena ligera de
las inmunoglobulinas (Scheldeneit y cols., 1987) (Fig 3).

3/ Elementos para la expresion regulada: Los niveles de expresion de gran cantidad
de genes vienen determinados por sefales extracelulares, que son transformadas dentro
de la célula en cambios de los niveles de mensajeros secundarios, desencadenando asi
cascadas de sefiales que modifican la actividad de determinados factores de
transcripcion para actuar sobre la expresion de genes diana.

Estas secuencias reguladoras suelen ser pequefias, de 8 a 10 pb, con estructura
palindrémica, situadas normalmente en el 5° del inicio de la transcripcion, en los 300 pb
mas proximos al +1, si bien también han aparecido descritas secuencias reguladoras
muy lejos de la TATA (de 1 a 3 Kb), asi como en posiciones 3" respecto de la TATA.

Existe un gran nimero de elementos reguladores, algunos de los mas importantes son:

Secuencias de ADN que controlan la induccién o represion transcripcional en la
regulacion de la transcripcion por hormonas (HRE).

- Los HRE poseen una estructura palindromica consistente en secuencias de 5 pb
repetida de forma invertida y separadas, generalmente, por 3 pb. Esta estructura esta
conservada en los elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE) (Yamamoto., 1985)
y elementos de respuesta a estrogenos (ERE). En cambio, los elementos de respuesta a
hormonas tiroideas (TRE) contienen dos secuencias invertidas repetidas sin separacion
alguna (Tabla 1).

La funcionalidad, especificidad, y actividad transcripcional de las secuencias HRE
vienen determinadas por las proteinas que se unen a ellas, por lo que la secuencia, el
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espaciamiento de las repeticiones (Vmesono y cols., 1991), asi como la multiplicidad y
localizacion de los HRE en el promotor son fundamentales para el control de la
actividad transcripcional del promotor.

- Las hormonas peptidicas asi como gran cantidad de neurotransmisores (serotonina,
dopamina, adrenalina, glutamato, etc) suelen finalizar en modificaciones de factores de
transcripcion de las familias de Fos y Jun que en complejos homo o heterodiméricos se
unen a secuencias AP-1 (Kouzarides y cols., 1988) modificando asi la expresion del gen
diana.

Las secuencias AP-1 constan de 7 pb muy conservadas con estructura palindromica,
localizada en las 500 pb del 5" al inicio de la transcripcién (Tabla 1y Fig 3).

+Otra secuencia reguladora destino de vias de segundos mensajeros es el CRE
(elemento de respuesta a AMPc). Se han descrito dos tipo de CREs segun la secuencia
de pares de bases:

- CRE palindromico o simetrico.- Importantes en la transcripcion basal y regulada por
fosforilacion de los factores que se unen estas secuencias. Presenta gran similitud con
las secuencias AP-1 lo que ha hecho predecir interacciones entre las sefiales de distintas
vias de segundos mensajeros (Sassone-Corsi y cols., 1990).

- CRE no palindromicos o asimétricos.- Importantes para la transcripcion no regulada
(Nichols y cols., 1992).

De la comparacion de las secuencia CRE conocidas asi como de experimentos de
mutagénesis se obtiene una secuencia consenso CGTCA que es fundamental para que
una determinada secuencia se comporte como un CRE.

En ocasiones, las vias de sefializacion provocan ondas de calcio que resultan en cambios
en la expresion génica mediados por elementos CRE, denominandose en esta ocasion,
elementos de respuesta a calcio, CaRE (Sheng y cols., 1990) (Tabla 1 y Fig 3).

Otra de las secuencias reguladoras méas conocidas y estudiadas es el SRE (elemento de
respuesta a suero), llamado asi por ser esencial para la respuesta de promotores a la
estimulacion con suero (Treisman, 1990). Se encuentra en promotores de multiples
genes. Los mediadores intracelulares que influyen en la actividad del SRE son muy
variados y en muchos casos con origenes muy diferentes, a través de muy distintas vias
de sefializacion.

La secuencia del SRE CCATATTAGG, es donde se une el factor de respuesta a suero
(SRF) (Tabla 1y Fig 3).

Secuencia Reguladora Segundo Mensajero Secuencia

GRE Glucocorticoides AGAACANNNTGTTCT
Andrdgenos

ERE Estrdgenos AGGTCANNNTGACCT

TRE Hormona Tiroidea AGGTCATGACCT
Acido Retinoico

AP-1 DAG TGAC/GTCA

CRE-simétrico AMPc y Calcio TGACGTCA

CRE-asimétrico AMPc NNNCGTCA
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c-fos

fosB

c-jun

JunD

SRE MAP quinasa CCATATTAGG
PKC
Tabla (1). Segundos mensajeros y secuencias consenso de los distintos elementos reguladores de
la transcripcion.
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Fig (3).Posiciones relativas de elementos involucrados en la expresion de genes tempranos c-fos, fosB, c-
jun, junB y junD, representados esquematicamente. Los elementos reguladores estdn en sus posiciones
relativas con respecto al sitio de iniciacion de la transcripcion +1.
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4/ El enhancer o intensificador es otro tipo de secuencias implicadas en la iniciacion.
Se identifica por la presencia de secuencias que estimulan la iniciacién, pero que estan
localizadas a una considerable distancia del punto de inicio (Hatzopoulous y cols.,
1988). Los elementos enhancer son, a menudo, puntos diana para la regulacion
especifica tisular o temporal.

Los componentes de un enhancer recuerdan a los del promotor, formado por una
variedad de elementos modulares, organizados en un grupo estrechamente unido. Los
elementos de un enhancer funcionan como los de un promotor, pero en el enhancer no
necesitan estar cerca del punto de inicio. No obstante, las proteinas que se unen a
elementos del enhancer interaccionan también con elementos del promotor. La
distincion entre promotores y enhancers es operativa, mas que implicar una diferencia
fundamental en el mecanismo. Esto se refuerza por el hecho de que algunos tipos de
elementos se encuentran tanto en promotores como en enhancers.

Debido a que estas secuencias se encuentran muy alejadas del inicio de la transcripcion,
se proponen interacciones proteina-proteina para formar complejos de transcripcion
entre secuencias de ADN separadas, se sugiere que la union de factores de transcripcion
a la regién alejada debe inducir un cambio conformacional en la hélice de ADN,
originando un lazo que aproxima las dos secuencias (Muller, y cols., 1988) (Fig 4).

ARNpol

Enhancer—_ |

[ ]

p

Elementos de respuesta caja TATA

Fig (4). Interaccion de proteinas unidas a elementos upstream del ADN del promotor con
componentes del complejo ARNpolll. Proteinas unidas a elementos upstream en el ADN del sitio de
iniciacion facilitan el ensamblaje del complejo o ayudan a que su funcionamiento sea el adecuado. El
cierre de la estructura del promotor puede verse ayudada por la presencia de proteinas que curvan o
pliegan el ADN. Los elementos enhancer pueden estar situados a muchas kilobases del sitio de iniciacién
de la transcripcion y el ADN debe plegarse para permitir la union de los elementos unidos al enhacer en el
complejo de la ARNpolll.
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3.1.3. FACTORES DE TRANSCRIPCION.

Para la iniciacién de la transcripcion, ademas de las ARNpol, se necesitan otros
factores accesorios, que son los princiaples responsables del reconocimiento del
promotor. Estos factores auxiliares tienen cometidos muy similares en todas las
ARNpol eucariotas.

Toda proteina que se necesita para la iniciacion de la transcripcion, pero que no
sea en si parte de la ARNpol, puede considerarse como un factor de transcripcion. La
unién al ADN no es el nico modo de accion de un factor de transcripcion (Tabla 3). Un
factor puede reconocer a otro factor o puede reconocer a la ARNpol, o puede ser
incorporado a un complejo de iniciacion solamente en la presencia de otras proteinas
distintas.

El numero de factores que pueden actuar en conjuncion con la ARNpolll es
grande, pudiéndose dividir en tres grupos:

e Factores generales son los requeridos para los mecanismos de inicio de la
sintesis del ARN en todos los promotores. Se unen a la ARNpol para formar
un complejo que rodea el punto de inicio, determinando el sitio de iniciacion.
Los factores generales, junto con la ARNpol constituyen el aparato basal de
transcripcion.

e Factores moduladores son proteinas de unién al ADN que reconocen
elementos cortos especificos situados en direccion 5° del punto de inicio. La
actividad de estos factores no esta regulada; son ubicuos y actlan sobre
cualquier promotor que contenga el sitio de union apropiado en el ADN.
Incrementan la eficacia de la iniciacion y se requieren para que un promotor
funcione a un nivel adecuado. El grupo preciso de factores requeridos para
una expresion completa es caracteristico de promotor particular.

e Los factores inducibles funcionan de la misma forma general que los
anteriores, pero tienen un papel regulador. Se sintetizan o activan en
momentos especificos o en tejidos especificos y son, por lo tanto,
responsables del control de los patrones de transcripcion en el tiempo y el
espacio. Las secuencias a las que se unen se denominan elementos de
respuesta (tratados en el apartado anterior y Tabla 3).

Un promotor que contiene solo elementos reconocidos por los dos primeros
grupos de factores debe poder ser transcrito en cualquier tipo celular. Tales promotores
pueden ser responsables de la lectura de genes celulares que se expresan
constitutivamente. Los elementos o factores de combinacion no son un componente
esencial del promotor, lo que sugiere que la iniciacion de la ARNpolll puede ser llevada
a cabo de muchas maneras diferentes. La union de los factores al ADN se asocia con la
construccion de un complejo en el cual las interacciones proteina-proteina son
importantes. Los factores situados en direccion 5y los inducibles funcionan
interactuando con el aparato basal de transcripcién, de forma especifica con ciertos
factores generales (Fig 4).
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Desde un punto de vista estructural y analizando los dominios funcionales de los
factores de transcripcion podemos resaltar que tanto los activadores como los represores
presentan multiples dominios funcionales de los que destacan: dominio de union al
ADN (DBD -DNA Binding Domain-), dominio de dimerizacion, transactivacion o
transrepresion transcripcional, etc (algunos de los dominios funcionales mas relevantes
seran repasados en puntos posteriores); que junto a la diversidad de elementos que
existen en los promotores crea un complejo codigo cuyo balance final es una gran
diversidad en los patrones de expresion génica (Struhl, 1991).

Algunos factores de transcripcion no contactan directamente con el aparato
basal, sino que, en su lugar, son los coactivadores los que contactan con él. Asi se
pueden considerar a los coactivadores como factores de transcripcion cuya especificidad
viene conferida por la capacidad de unirse a factores de unién al ADN pero no
directamente a éste.

El contacto con el aparato basal puede hacerse a través de cualquiera de los factores
basales, normalmente TFIID, TFIIB o TFIIA, que participan en un estadio
relativamente precoz del ensamblaje del aparato basal. Cuando se realiza tal contacto, se
sugiere que el principal efecto es influir en el ensamblaje del aparato basal de iniciacion,
presumiblemente incrementando alguna etapa limitante.

Los TAFs (factores asociados a TBP) pueden proporcionar distintos puntos de
interaccion de la maquinaria de transcripcion con los factores en direccion 57, en cada
caso, la interaccion estabiliza el complejo de transcripcion basal en un grado
determinado, controlando el nivel de expresion.

En el desarrollo y la especializacion celular se han seleccionado més de dos mil
factores de transcripcion involucrados en diferentes cascadas de control transcripcional.
El uso combinatorial de este conjunto de mas de dos mil proteinas podria facilmente
significar que el conjunto de reguladores para la expresion de cada gen es unico,
asegurando la correcta cantidad de la proteina adecuada en el momento y proceso del
desarrollo concreto (Brivanlou y Darnell., 2002).

3.1.3.a. FACTORES DE TRANSCRIPCION BASAL.

La expresion de los genes esta dictada en parte por la integracion de las sefiales
intracelulares y extracelulares que controlan la actividad de las proteinas reguladoras de
la transcripcién. Los estados fisiologicos en los que podemos encontrar la expresion de
un gen se pueden clasificar en tres: reprimido, expresion basal y expresion inducida. Un
gen estd reprimido cuando la estructura de la cromatina impide fisicamente que la
maquinaria de transcripcion o cualquier otro factor pueda acceder productivamente al
ADN del promotor. La expresion basal de un gen puede residir en la apertura de la
cromatina que lo hace accesible a la maquinaria de transcripcion; en ausencia de
activadores funcionales que recluten a la maquinaria de transcripcion, el gen se expresa
a bajos niveles (Pugh, 2000).

El promotor tipico eucariota estd formado por un conjunto de elementos de
respuesta para proteinas reguladoras de la transcripcion y un “core” formado por una
caja TATA y/o un iniciador. La maquinaria general del transcripcién se ensambla sobre
el core del promotor e inicia la transcripcion.
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La presencia de la proteina de union a la TATA (TBP) parece ser un paso
intermedio en la activacion y desactivacion transcripcional. Con la ayuda de un factor
transcripcional regulador unido al promotor, TBP se une a la caja TATA, con un
determinado numero de proteinas reguladoras. Este complejo activador/TBP a
continuacién o simultaneamente recluta a la ARNpolll, permitiéndole competir de
manera efectiva a los inhibidores de TBP(Lee y cols.1998) (Fig 5).

Partiendo de la capacidad de la maquinaria general de transcripcion de reconocer
el core del promotor in vitro, en general, el complejo de preiniciacién no esta
ensamblado en las células a menos que esté facilitado por los activadores
transcripcionales, con lo que la estructura o modificacion de la cromatina no es
enteramente responsable de prevenir el acceso de la maquinaria de transcripcion al core
del promotor, algunas evidencias demuestran que aunque el ADN del promotor esté
accesible a la maquinaria general de transcripcién, el complejo se forma de manera poco
eficiente en ausencia de activadores. La fusion de TFIID o componentes de la
holoenzima ARNpolll a dominios de unién a secuencias especificas de ADN genera
altos niveles de expresion génica independiente de activadores, demostrando que el
reclutamiento de la maquinaria general de transcripcion es un paso importante en el
proceso de activacion (Keaveney y cols., 1998).

El primer paso en la formacion del complejo en un promotor que contiene la
TATA es la unién del factor TFIID que contiene dos tipos de componentes: el
reconocimiento de la caja TATA es realizado por la proteina de unién a la caja TATA
(TBP) con unos 30 kDa y un grupo de subunidades llamadas TAFs (Kokubo vy cols.,
1995). Las distintas relaciones estequiométricas entre TBP y TAFs puede suponer un
punto de especificidad en el reconocimiento de promotores concretos. Todo este
conjunto tiene una masa total de unos 800 kDa (Maldonado y Reinberg., 1995) (Fig5y
Tabla 2).

La union de TBP al ADN es inusual, ya que se situa en el surco menor y provoca una
curvatura en el ADN de unos 80 grados, exactamente sobre las 8 pb de la caja TATA,
pero sin que se separe la doble cadena. Todo esto permite que la ARNpol y los factores
de transcripcion formen una asociacion mas estrecha de lo que seria posible en el ADN
lineal.

La presencia de TBP en el surco menor, combinado con otras proteinas unidas al surco
mayor, crea una alta densidad de contactos proteina-ADN en esta region.

En promotores que carecen de caja TATA ha evolucionado un mecanismo por el
cual la especificidad de TBP es sustituida por interacciones directas e indirectas con
factores que se unen a secuencias especificas en el promotor como los TAFII o los
activadores (Pugh.2000).

En promotores con caja TATA, la mutacion de la misma provoca drésticos cambios en
la expresion del gen, lo que indica que la interaccion entre la TATA y TBP es
importante (Pugh.2000).

TBP esté asociado con gran variedad de complejos, alguno de los cuales funciona de
manera especifica de la ARNpol (Goodrich y cols., 1994).

La iniciacion requiere que los factores de transcripcidn basal actien en un orden
definido para construir un complejo que es unido por la ARNpol (Fig 5).
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ADN TATA In
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Polll-TFIIF
TFIIE
TFIIH

ARNpolll
TBP
Separacién de doble hélice de ADN
Separacién de TFIIB,TFIIEy TFIIH
Elongacion

ARN

Fig (5). Proceso de ensamblaje del complejo de iniciacién de la transcripcion.

Tras la entrada en el complejo de TBP, TFIID, TFIIA, TFIIB, se incorpora la

ARNpolll y el factor TFIIF que presenta actividad helicasa dependiente de ATP
implicada en la fusion del ADN en la iniciacion, y un dominio de fuerte union a la
ARNpolll. La reaccion de iniciacién esta definida por la formacion de la primera unién
fosfodiester que puede ocurrir en esta etapa.
Se requieren algunos factores mas como TFIIE y TFIIH que presentan actividad
helicasa y ATPasa, para permitir que la ARNpolll comience su movimiento de
alejamiento del promotor, ademas de participar en funciones de reparacion del ADN y
fosforilacion de la ARNpolll. Es precisamente esta fosforilacion la que podria ser
responsable de la liberacion de los factores TFIl de la ARNpolll antes de que ésta
abandone el promotor (Fig 5y Tabla 2).
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Factor Subunidades  Tamafio (kDa) Funciones
TFIID-TBP 1 38 Reconocer la caja TATA
Reclutar TIIFB
TFIID-TAFs 12 15- 250 Reconocer promotores sin
TATA.
Funciones reguladoras.
TFIA 3 12,19, 39 Estabilizacion de interaccion
TBP-TFA con el ADN.
TFIIB 1 35 Reclutar TFIIF y pol.1l
TFIIF 2 30,74 Indicar los promotores a
ARN pol II.

Reducir interacciones no
especificas de ARN pol 111
ADN.

ARN pol Il 12 10-220 Sintesis de ARN.
Reclutamiento de TFIIE.

TFHE 2 34,57 Reclutar TFIIH y modular
su actividad.

TFIIH 9 35-89 Helicasa y quinasa durante la
elongacion.

Tabla (2). Componentes del complejo humano de iniciacidn de la transcripcion (en orden de
reclutamiento).

Represion de los complejos TBP/TATA.

La unién no regulada de TBP al ADN puede ser minimizada por represores que se unen
a TBP y bloguean su asociacion con el ADN y/o represores que se unen al complejo
TBP/ADN e inducen la disociacion o evitan el progreso desde TBP a un complejo
transcripcional productivo.

La mayoria de los represores de TBP identificados parecen actuar sobre el
complejoTBP/ADN.

Un mecanismo que podria prevenir el acceso de TBP al ADN del promotor, in
vivo e in vitro, es la dimerizacion. En ausencia de ADN, TBP cristaliza como un
dimero, a través de la interaccion de su dominio C-terminal, bloqueando fisicamente el
dominio de unién al ADN (Nikilov y cols.1992). La dimerizacion de TBP ayuda a
prevenir la expresion de algunos genes no inducidos, posteriormente, cuando la
expresion de ese gen determinado es necesaria, los activadores transcripcionales pueden
de manera directa o indirecta activar la disociacion del dimero de TBP. En consonancia
con esta hipotesis, los dimeros de TBP y TFIID son disociados de manera especifica
por TFIIA (Colemany cols.,1999).

Una vez unidas al ADN los primeros factores del complejo de transcripcion, factores
negativos como NC2 y NOT podrian antagonizar el ensamblaje de la maquinaria basal
permitiendo la adiccién de otros factores negativos como Motl y TAFII250 que
inducen la disociacion de TBP. Por otro lado la accion coordinada de activadores
transcripcionales y la propia holoenzima ARNpol podrian competir con estos factores
negativos para construir un complejo de transcripcion eficiente.

De esta manera, la expresion basal de los genes esta controlada por el estado fisioldgico
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de la célula, la translocacion de los factores de transcripcion, modificaciones
postraduccionales, remodelacion de la cromatina, ensamblaje de TBP, reclutamiento de
la ARNpol, etc, y todos estos factores varian de un gen a otro y de una célula a otra
(Pugh, 2000).

Todos aquellos factores de transcripcion que no forman parte de la maquinaria basal,
actian modulando la eficiencia de esta en respuesta a las diferentes situaciones
fisioldgicas a las que la célula debe dar respuesta, son los llamados factores reguladores
e inducibles de la transcripcion y que en funcion del efecto positivo o negativo que
ejercen sobre la transcripcion, pueden clasificarse en dos grandes grupos: activadores y
represores.

3.1.3.b. FACTORES REGULADORES E INDUCIBLES ACTIVADORES.

Son muy diferentes las situaciones celulares que requieren una respuesta de incremento
de la expresion génica y dentro de la flexibilidad de los estimulos y las vias de
sefializacion, tenemos que considerar el amplio abanico de factores de transcripcion
activadores gue se conocen (Fig 6).

Factores de Transcripcion Activadores

/\»

Regulatorios Constitutivos

Spl, CCAAT, NF1
DesarrO}o especifico Dependientes de sefial
celular
GATA
HNFs
Pitl Superfamilia Sehales Supervivencia
MyoD Receptor Esteroideo Internas celular
Bicoid GR SREBP Receptor-ligando
Hox ER p53
Etc PR Otros esteroides
TR
RARs
RXRs Nucleares Citoplasmicos
PPARs Residentes latentes
ETS STATs
CREBs SMADs
SRF NFKB
FOS-JUN CIl/GLI
MEF-2 NFAT etc

Fig (6). Clasificacion de los factores de transcripcion activadores.

Algunos de los factores de transcripcidon inducible mas conocidos y sus posibles
secuencias de unién en los promotores se resumen en la tabla (3).
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Factor de Transcripcion. Secuencia Reguladora.

SIE
SRE
TCF
c-fos AP-1
AP-1 (CRE)
DR
CRE

AP-1
Spl
CRE
FosB SRE
KRE
NF-1

AP-1 (jun2/junl)
FP
NF-jun
Spl

c-jun CCAAT
RSRF/MEF2
AP-2

SRE

AP-1

EBS

KRE
JunB CCAAT

IR

CRE

CRE

Spl

Oct
JunD CCAAT

KRE

AP-1

Tabla (3). Resumen de algunos factores de transcripcion activadores y los diferentes
sitios de unién dentro de los promotores diana.

Factores de transcripcion dependientes de sefial. Estas proteinas o sus precursores
polipeptidicos podrian estar restringidos durante el desarrollo o bien estar presentes en
todas las células pero ser inactivos hasta que dichas células contengan proteinas que son
expuestas a sefiales intracelulares o extracelulares apropiadas.

+ Superfamilia de receptores esteroideos.- Los esteroides disueltos en la bicapa
lipidica de la membrana plasmatica y en el interior de las células unen y activan
a un receptor especifico que participa en la activacion especifica de la
transcripcion de un gen determinado (Mangelsdorf y cols.,1995). Algunos
miembros de esta extensa familia estan restringidos a determinados tipos
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celulares, y muchos de ellos son fosforilados en serinas aunque en la mayoria de
los casos no se conoce la funcidén de esta modificacion. Todos excepto el
receptor de glucocorticoides (GR) se encuentran desde un primer momento en el
nucleo, antes de la aparicion de su hormona correspondiente. GR es retenido en
el citoplasma formando parte de un complejo hasta la unién del glucocorticoide
y la posterior liberacion del dimero GR que posteriormente entra en el ndcleo
(Mackem y cols. 2001).

+ Factores de Transcripcion activados por sefiales intracelulares.- Pequefias
moléculas intracelulares participan en la sefalizacion regulando factores de
transcripcion preexistentes. Las concentraciones de esterol interno regulan la
proteolisis de precursores proteicos en la membrana para liberar SREBP
(Proteina de Unidn -binding- al Elemento de Respuesta a eSteroles) (Brown y
cols.1999).

+ Factores de transcripcion activados por supervivencia celular. Receptor-
ligando.- Hay dos rutas principales para la sefializacion extracelular:
A/ Hay decenas de cascadas de fosforilacion en serinas que tienen como
sustratos cientos de proteinas que residen en el ndcleo (2000. Cell 100.
113).
Pequefias moléculas como la epinefrina y los leucotrienos o péptidos
como la TSH y la hormona adrenocorticotropa (Boume, 1997) cuando se
unen a sus receptores de membrana acoplados a proteina G, provocan un
incremento en segundos mensajeros intracelulares como AMPC,
fosfoinositidos, diacilglicerol y calcio, que activan cascadas de serin-
quinasas y fosforilacion de factores de transcripcion nucleares.
B/ Una segunda ruta de sefializacion similar es activada por ligandos de
polipéptidos que se unen a receptores de membrana que poseen actividad
tirosin-quinasa intrinseca (receptores tirosin-quinasa) (Pawson y Scott.,
1997). Los factores de transcripcion citoplasmicos latentes son activados
tras la interaccién ligando-receptor en supervivencia celular y se dirigen
al nucleo para controlar la transcripcion.

Ambas vias terminan con una fosforilacion en serina de un determinado
factor de transcripcion nuclear, como pueden ser los de la familia Ets,
familia c-jun—c-fos—ATM, familia CREM/CREB, familia MADS que
incluye al SRF, son algunos de los grupos mejor estudiados (Cavigelli y
cols., 1995).

+ Factores citoplasmicos latentes.- La caracteristica principal de este grupo de
factores de transcripcion es la presencia de una forma inactiva en el citoplasma
hasta que son activados por proteinas que se unen a receptores de la superficie
celular. Las condiciones de la bioguimica intracelular que activa las proteinas de
este grupo varia ampliamente, lo que hace pensar que estos factores no se
encuentran juntos. (Brivanlou y Darnell., 2002) (Fig 6).
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En los primeros momentos de la evolucion el principal circuito regulatorio
involucraba la fosforilacion de serinas de factores nucleares y la duplicacion de las
serin-quinasas provocé un incremento de la complejidad sobre las funciones nucleares.
La propia regulacion de genes en hongos y plantas es dependiente de estas vias de serin-
quinasas. En animales, ademas se ha amplificado el nUmero de serin-quinasas cruciales
para el mantenimiento del balance de la transcripcion (2000.Cell 100,113).

Son muchas las proteinas nucleares que dependen de la fosforilacién en serinas para
maximizar su actividad e incluso son incapaces de unir ADN sin dicha fosforilacion.

La activacion inicial de la transcripcion especifica de célula ha incrementado su
complejidad en los animales, principalmente a través de dos grupos de factores de
transcripcion: factores sintetizados como resultado del desarrollo y factores activados
por sefiales extracelulares (Brivanlou y Darnell., 2002).
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3.1.3.c. REPRESORES.

La expresion génica en eucariotas en respuesta a estimulos internos o externos es
un fenémeno complejo que implica la coordinacion entre la activacion y la represion
génica por la accion de activadores y represores. Definimos como represores aquellos
factores de transcripcion que una vez unidos a secuencias especificas de los promotores
son capaces de desencadenar el bloqueo de la actividad transcripcional del promotor.
Ademas, en los Gltimos afios se han identificado correpresores que interaccionan con los
represores y tienen capacidad represora intrinseca y de manera activa reprimen la
transcripcion pero no uniéndose al ADN sino al ser reclutados por los represores
transcripcionales, contribuyendo a la capacidad represora del silenciador transcripcional
0 bien reprimiendo la actividad transcripcional de los activadores.

La interaccion especifica de correpresores y represores permite un reclutamiento
adicional de complejos proteicos que también presentan actividad represora intrinseca,
incrementando la capacidad represora transcripcional de estos macrocomplejos, que
juegan un papel muy importante en muchos procesos como la diferenciacion, la
proliferacion, y el ciclo celular (Tabla 4).
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Tabla (4). Correpresores y represores transcripcionales.

En muchos casos, la interaccion aberrante entre los correpresores y los
represores en el complejo supone la base molecular de muchas enfermedades descritas
en humanaos.

Mecanismo de represién sobre la cromatina.

Los represores transcripcionales son capaces de reclutar, a través de su dominio

represor, sobre determinadas regiones de los promotores, a los correpresores, y estos a
su vez, reclutan HDACs cuya funcién es la de eliminar la acetilacion de residuos
especificos en las histonas de los nucleosomas. Esta aceptada, de manera general, que la
acetilacion de los residuos de lisina en las colas de las histonas estd asociada con
activacion transcripcional, mientras que la deacetilacion de estas lisinas provoca
represion transcripcional por compactacion de la estructura de la cromatina y reduccion
de la accesibilidad de los factores de transcripcion (se detallara mas adelante en otros
puntos de la introduccion).
Se han identificado numerosas enzimas que catalizan la acetilacién de histonas (HATS)
y la deacetilacion (HDACSs), a su vez se han caracterizado dos complejos de deacetilasas
en eucarotas: el complejo SIN3 y el complejo Mi-2/NuRD (descritos en mayor
profundidad en puntos posteriores de esta introduccion).

Mecanismo de represién sobre la maguinaria de transcripcién basal.

El uso de inhibidores de HDACs como el butirato sédico o la TSA ha permitido
la identificacion de proteinas que estan asociadas a actividad HDACs. Ademés ha
revelado que en algunos casos no toda la capacidad represora se elimina con estos
inhibidores y que los complejos represores presentan multiples mecanismos para
silenciar la expresion génica incluyendo la inhibicién directa de la maquinaria basal de
transcripcion bloqueando la interaccion de un factor de transcripcion con el aparato
basal. El represor DR1 impide la uniéon de TFIIB al complejo TFIID. Un ejemplo de
mecanismo directo es que este tipo de represores tienen un papel activo en la inhibicion
de la formacion del aparato basal de transcripcion.

RevErbf, un miembro de la superfamilia de receptores nucleares de hormonas,
puede unirse a complejos que contienen el correpresor NCoR y los factores de
transcripcion basal TAFI132, TAFII70, TFIIB, SIN3 y HDAC1. Se han identificado
mualtiples y distintos dominios de NCoR que son necesarios para la interaccion con
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diferentes miembros del aparato basal de transcripcion. Ademas el dominio represor en
el N-terminal de NCoR, que puede interaccionar con TFIIB y TAFI132, puede eliminar
la interaccion funcional entre TAFII32 y TFIIB necesaria para la activacion
transcripcional. De manera similar, SMRT también presenta varios dominios represores
que pueden interaccionar con el correpresor SIN3 y el factor basal TFIIB. Esta
interaccion con TFIIB esta relacionada con la capacidad represora de SMRT (Wong y
cols., 1998).

Miembros de la maquinaria de transcripcion basal como TFIIE y TFIIF pueden ser
acetilados por HATSs (Imhof y cols.,1997) y aunque la accion de HDACSs sobre el estado
de acetilacién de estas proteinas durante la represién transcripcional no se conoce, se
puede suponer que sean dianas de HDACs (Burke y cols., 2000).

Represidn de activadores transcripcionales.

Los complejos represores no solo median represion sobre factores de
transcripcion represores sSin0 que comienzan a conocerse interacciones entre
correpresores y activadores transcripcionales. Esta asociacion puede provocar el
bloqueo del dominio activador y el desplazamiento del coactivador. En estos casos no
solo se reduce la activacion de factor de transcripcion sino que también se activa la
represion. Un ejemplo es la modulaciéon de la actividad de E2F por el supresor de
tumores Rb. En ausencia de union a Rb, E2F acta como un activador transcripcional,
la union de Rb hace que E2F cambie su unidén a una secuencia activadora por una
represora a la vez que Rb se encarga del reclutamiento de HDAC1, c-Ski y CtBP
(Meloni y cols.,1999).

Mecanismo de formacion v disociacién del complejo represor-correpresor.

La fina regulacion de los complejos represor-correpresor es esencial para
distintas e imporantes funciones biologicas. Los multiples mecanismos, en muchos
casos desconocidos, incluyen unién a ligandos especificos, especificidad inducida por
ADN, modificaciones postraduccionales, degradacion proteosdmica, competicion por
factores celulares, localizacion subcelular, etc.

Los receptores nucleares para hormonas reclutan correpresores de manera
dependiente de ligando (Glas y cols., 2000). En ausencia de ligando estan unidos al
elemento de respuesta en las regiones reguladoras de los genes diana, en asociacién con
correpresores (N-CoR, SMRT y Alien) y reprimen activamente la transcripcion. Tras la
union del ligando, los receptores cambian de conformacion permitiendo la disociacion
de los correpresores (Chen y cols., 1995).

La formacién de los complejos represores-correpresores también puede
depender de la arquitectura especifica del ADN. Cuando el receptor de acido retinioco
(RAR) est& unido al elemento de respuesta DR5 (una repeticion directa de 5 pares de
bases) el correpresor se disocia con la union del ligando al complejo, pero cuando el
complejo se forma sobre el elemento de respuesta DR1, el correpresor se mantiene
unido al complejo incluso tras la unién del ligando, con lo que el efecto represor no
desaparece y el gen esta silenciado o reprimido aun en presencia del ligando (Kurokawa
y cols., 1995).
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Sobre TREs negativos, llamados asi por su capacidad de reprimir genes en presencia de
hormona tiroidea, el receptor de hormona tiroidea recluta HDAC2 en presencia de
ligando (Sasaki y cols.,1999). Opuesto a esto, sobre los elementos clasicos, la union del
ligando permite la disociacion del complejo correpresor (Chen y cols., 1995).

La fosforilacion de represores puede provocar cambios en el reclutamiento de
correpresores. En fase temprana G1 , el represor Rb hipofosforilado reprime la
activacion del gen E2F por reclutamiento de actividad HDAC (Kouzarides y cols.,
1999). La activacion de la kinasa dependiente de ciclina cdk4/6 en fase G1 tardia
provoca una hiperfosforilacion de Rb y una disociacién de la actividad HDAC,
elimnando asi el efecto represor (Harbour y cols., 1999).

La proteolisis del complejo represor-correpresor es otro mecanismo que regula
la duracion de la represion sobre un promotor concreto. ElI extremo N-terminal de
NCoR puede ser activado por mSiah2 (la expresion de mSiah2 es especifica de célula)
para degradacion (Zhang y cols., 1998). Este mecanismo opera como un antirrepresor.
Los represores de la familia Ski también estan controlados por proteolisis. TGF-p puede
inducir una réapida degradacion de Ski por via proteosdmica, a la vez que permite la
activacion de genes diana activados por SMAD (Suny cols., 1999).

La localizacion celular de los represores también regula la union a los
correpresores. Asi, la activacion del receptor de TGF( induce la fosforilacion de
SMAD?2, esto provoca una heterodimerizacion con SMADA4 vy la localizacidn nuclear del
complejo SMADZ2/4 que recluta a FAST2 sobre el ADN y TGIF e histona deacetilasas
para ejecutar la represion transcripcional.

La mayor parte de las interacciones entre represores y correpresores, Yy también entre
activadores y coactivadores, descritas desde finales de los afios 90, implican la
participacion de dominios LCDs.

Partiendo de como la unién de hormonas lipofilicas, retinoides y vitaminas a miembros
de la superfamilia de receptores nucleares modifica la unidon de estos receptores al
ADN, vy las propiedades transcripcionales de estos receptores para provocar una
activacion o represion de determinados genes diana, a través de la interaccion directa
con un diverso grupo de proteinas nucleares como SRC-1/p160, TIF-2/GRIP-1 y
CBP/p300, que actuan como coactivadores transcripcionales, se define una pequefia
secuencia o motivo LxxLL, presente en SRC-1y CBP/p300 necesario y suficiente para
mediar la union de estas proteinas a los receptores nucleares unidos a ligando (Fig 7).
Asi esta pequefia secuencia facilita la interaccion de diferentes proteinas con receptores
nucleares (Heery y cols., 1997).

Los LCDs son dominios cargados ricos en leucinas descritos por primera vez en
coactivadores nucleares (NcoA-1, p/CIP) y correpresores (N-CoR, SMRT), implicados
en interacciones proteina-proteina entre receptores nucleares de hormonas y CBP
(LeDouarin y cols., 1996; Heery y cols., 1997; Hu y Lazar, 1999). Los LCDs en el N-y
C-terminal de CBP median la interaccion con receptores nucleares y p/CIP
respectivamente (Torchiay cols., 1997).
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Se han definido dos clases de LCDs:

- La caja NR cuya secuencia es LxxLL
- La caja CoRNR cuya secuencia es L/IxxV/II.

Donde L es leucina, V es valina, | es isoleucina (LeDouarin y cols., 1996; Hu y Lazar,
1999).

CBP ., .,
Hormonas Activacion de la transcripcion

Receptore
nuclearess‘ \. .
hormona \ +1
HRE LxxLL (r;> Gen diana

LI

Fig (7). EI LCD presente en CBP es necesario para mediar la interaccion con los
receptores nucleares para hormonas.

Una vez consolidado el modelo de actuacion de los LCDs, se define por primera

vez su capacidad reguladora en la transcripcion al comprobarse que distintas isoformas
del coactivador SRC1 presentan distinta capacidad para estabilizar la interaccién con los
receptores nucleares, a través de un cuarto LCD en su extremo C-terminal que sélo
aparece en determinadas isoformas del coactivador (Kalkhoveny cols., 1998).
Se comprobo finalmente que las secuencias LxxLL presentes en CBP, SRC1 y RIP140
definian la afinidad y selectividad por los receptores de retinoico y hormonas esteroides,
y se establecid a la vez un “core” minimo de 8 amino&cidos entre las posiciones
relativas de —2 a +6 (tomando como +1 la primera leucina), en el que la posicion -1
estd ocupada por un residuo hidrofébico y un residuo no-hidrofébico en la posicién +2,
de manera que la variaciéon de los residuos dentro del core del LCD influyen en la
afinidad y selectividad de los coactivadores por los receptores nucleares (Heery, 2001).

aa -2 +2 | +3 +6 [+7 |+8 |+9 |aa Prot. Y LCD |afinidad
498 T Q |L G |H |K |N |508 RIP140 L6 ALTA
817 G S |R R |[Q [N |Q |827 RIP140 L8 ALTA
934 N K |Q L [S |E |N |944 RIP140 L9 ALTA
131 T A |S Q |S |E |S |142 RIP140 L2 ALTA
711 T Q |L G |N |P |K |721 RIP140 L7 BAJA
19 T E |G M |H [Q |A |29 RIP140 L1 BAJA
265 S A |L S |S |E |A |276 RIP140 L4 BAJA

Tabla (5). Secuencia del motivo LxxLL derivado de RIP140 y su afinidad relativa por el receptor nuclear.
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3.1.3.d. DOMINIOS FUNCIONALES EN FACTORES DE TRANSCRIPCION.

Podemos definir como dominio funcional de una proteina aquella region de
aminoacidos que por si sola comprende una determinada estructura tridimensional
caracteristica y una funcionalidad determinada. De manera que se asocia la estructura
con la funcién.

Dominios de union al ADN.

Las comparaciones entre las secuencias de muchos factores de transcripcion
sugieren que se pueden encontrar tipos comunes de motivos o dominios responsables de
la union al ADN. Los motivos suelen ser bastante cortos y comprenden solamente una
pequerfia parte de la estructura proteica.

Algunos de los dominios de unién al ADN maés estudiados son:

A/ Dedos de Zinc.- Fue reconocido por primera vez en el factor TFIIIA, que es
requerido por la ARNpollll para transcribir los genes del 5S ARNr. Desde entonces ha
sido identificado en otros factores de transcripcion.

Los dedos de zinc toman su nombre de una estructura en la cual un pequefio grupo de
aminodcidos conservados se unen a un ion cinc. Dos tipos de proteinas tienen
estructuras de este tipo: las proteinas clasicas “dedos de zinc” y los receptores
esteroideos.

La secuencia de un dedo de zinc es:

Cys-X;.4-Cys-X3-Phe-Xs-Leu-X,-His-X3-His

El motivo toma su nombre del bucle de aminoacidos que sobresale desde el sitio
de union al zinc. El cinc aparece en una estructura tetraédrica formada por residuos
conservados de Cys e His. La estructura en si comprende unos 23 aminoacidos Yy la
unién entre ellas suele tener entre 7 y 8 aminoacidos. Suelen estar organizados como
series simples de secuencias repetidas. EI nimero de dedos oscila entre 9 repeticiones,
que ocupan casi toda la proteina (como en TFIIA), o s6lo un pequefio dominio con dos
dedos (como en el regulador ADR1 de Drosophila). El factor general de transcripcion
Sp1 tiene un dominio de union al ADN que consta de 3 dedos de zinc.

La porcion C-terminal de cada dedo
forma a-—helices que se unen al ADN; la
porcion N-terminal forma una estructura
laminar-B. Las secuencias o—hélices se
colocan sobre una vuelta del surco mayor. Se
cree que los aminoacidos no conservados en
la porcion C-terminal de cada dedo son
responsables del reconocimiento de los
puntos diana especificos (Fig 8).

Dedos de zinc

Los receptores esteroideos y otros
tipos de proteinas tienen otro tipo de dgqlo de Fig (8). Dedos de zinc en el dominio
zinc, basada en una secuencia de union al RING en C-cbl. Atomos de cinc en gris.
zinc definida por:
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Cys-Xx-Cys-Xi3-Cys-X,-Cys

Conocidos como dedos Cys, / Cys,. Normalmente tienen dos dedos no repetitivos. Los
sitios de unién al ADN son cortos y palindromicos. Los contactos con el ADN
tambien son distintos, los lados aromaticos de las a-helices forman un centro
hidrofébico con una ld&mina-B que conecta las dos hélices. Un lado de la hélice N-
terminal hace contacto con el surco mayor del ADN. Dos receptores de
glucocorticoides se dimerizan sobre el ADN y cada uno se une a una vuelta sucesiva
del surco mayor. Esto encaja con la naturaleza palindrémica del elemento de
respuesta.

B/ Homeobox 0 homeodominios.- Codifica para un dominio de unos 60 aminoacidos.
Su nombre deriva de su identificacion en los loci homeoticos de Drosophila (cuyos
genes determinan la identidad de las estructuras corporales). EI homeodominio aparece
normalmente cerca del extremo C-terminal y su secuencia es variable. Un ejemplo son
las proteinas Oct (de union al elemento octdmero). La especificidad del
reconocimiento del ADN se sitta dentro del homeodominio. EI homeodominio puede
organizarse en tres regiones helicoidales, la tercera hélice se une al surco mayor del
ADN Yy realiza la mayor parte de los contactos entre la proteina y el ADN. Muchos de
los contactos que orientan la hélice en el surco mayor son realizados con el esqueleto
fosfato, por lo que no son especificos de la secuencia de ADN, se sitlan, en su mayor
parte, en una cara de la doble hélice y flanquean a las bases con las cuales se realizan
los contactos especificos. Los restantes contactos se realizan por el extremo N-
terminal del homeodominio, la secuencia que precede inmediatamente a la primera
hélice se proyecta al interior del surco menor. Por ello, las regiones C-terminal y N-
terminal del homeodominio son responsables, ante todo del contacto con el ADN (Fig
9).

Todos los homeodominios se unen al ADN de la misma manera, lo que significa que
un namero relativamente pequefio de residuos en la hélice 3 y en el extremo N-
terminal son los responsables de la especificidad de los contactos con el ADN.

Las proteinas homeodominio pueden ser activadoras o represoras de las transcripcion,
la naturaleza del factor depende de otros dominios de la proteina, el homeodominio
s6lo es responsable de la union al ADN.

N

Hélice 2

Hélice 1 Surco Mayor

Hélice 3

Fig (9). Esquema de la situacién del homeodominio en la interaccién con el ADN.
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C/ Proteinas Heélice-Bucle-Hélice.- Dos hallazgos comunes en las proteinas de unién al
ADN son la presencia de regiones helicoidales de unién al ADN y la capacidad de las
proteinas de dimerizarse. Ambos hallazgos estan representados en en grupo de
proteinas hélice-bucle-hélice (HLH) que comparten un tipo comun de motivo: una
secuencia de 40-50 amino&cidos que contienen dos a-helices anfipaticas en las que
reside la capacidad de formar dimeros, separadas por una region ligante (el bucle) de
longitud variable. Las proteinas de este grupo forman tanto homodimeros como
heterodimeros por medio de interacciones entre los residuos hidrofobicos de las caras
correspondientes de las dos hélices. Las regiones helicoidales tienen una longitud de
15-16 aminoacidos Yy cada una contiene varios residuos conservados (Fig 10).

MyoD Ala Asp Arg Arg Lys Ala Ala Thr Met Arg GIn Arg Arg Arg Region basica. Los 6 residuos
conservados en negrita

MyoD Leu Ser Lys Val Asn GIn Ala Phe GIn Thr Leu Lys Arg Cys Thr
Hélice 1
Id Leu Tyr Asp Met Asn Gly Cys Tyr Ser Arg Leu Lys GIn Leu Val

MyoD Lys Val GIn lle Leu Arg Asn Ala lle Arg Tyr lle GIn Gly Leu Glu
Hélice 2
Id Lys Val GIn lle Leu GlIn His Val lle Asp Tyr lle Arg Asp Leu Glu

Fig (10). Residuos conservados en los dominios Hélice-Bucle-Hélice.

La mayoria de las proteina HLH contienen una region adyacente al motivo HLH
que es altamente basica, y que es necesaria para la union al ADN. Los miembros del
grupo con tal region se llaman proteinas bHLH. Las proteinas bHLH pertenecen a dos
grupos generales; la clase A consiste en proteinas que se expresan de forma ubicua,
incluyendo a E12/E47 de los mamiferos y la clase B consiste en proteinas que se
expresan de una forma especifica en tejido, incluyendo las de los mamiferos MyoD,
miogenina y Muf-5 (un grupo de factores de transcripcion implicados en la miogénesis).
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Dominio de oligomerizacion.

Las cremalleras de leucinas.

La cremallera de leucinas es una secuencia de aminoécidos rica en residuos de
leucina que proporciona un motivo de dimerizacion. La formacion del dimero en si ha
surgido como un principio comun en la accion de las proteinas que reconocen
secuencias especificas de ADN y, en el caso de la cremallera de leucina, su relacién
con la unién al ADN es especialmente clara, porque podemos ver como la dimerizacion
yuxtapone las regiones de union al ADN de cada subunidad (Fig 11).

7 Las—F N
N D Leu
Leu > —— Fig (11). Esquema de una
< Leu cremallera de leucinas.
Leu >
<«—T+—Leu
Leu >
++++++++ )
NAYE S
%
ADN
Subunidad 1 Subunidad 2
La regidn béasica se une al ADN Las leucinas en las caras hidrofébicas de las

hélices interaccionan entre si.

Una a-hélice anfipatica tiene una estructura en la cual los grupos hidrofilicos
(incluyendo la leucina) se colocan en una de las caras, mientras que los grupos cargados
lo hacen en la otra. Las leucinas de la cremallera en una proteina pueden sobresalir de la
hélice e interdigitarse con las leucinas de la otra hélice en paralelo, para formar una
estructura enrollada. Las dos hélices se enrollan la una alrededor de la otra, con 3.5
residuos por vuelta, por lo que el patron se repite integramente cada 7 residuos. Las
leucinas ocupan los septimos residuos en la cremallera potencial. Las dos cremalleras de
leucina forman una estructura en forma de “Y”, en la que las cremalleras forman el tallo
y las dos regiones basicas se bifurcan simétricamente para formar los brazos de union al
ADN. Esto se conoce como motivo estructural bZIP y explica porqué las secuencias
diana para estos factores de transcripcion son repeticiones invertidas (Fig 11).

Existen 4 repeticiones en la proteina C/EBP (un factor que se une como dimero a
la secuencia CAAT y al enhancer del core de SV40), y 5 repeticiones en los factores Jun
y Fos (que forman el factor de transcripcion heterodimérico AP-1).
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Dominios de interaccion con HATs y HDACs.

Dominio chromo.

El dominio Chromo o dominio modificador de la organizacion de la cromatina
estd definido como una region acida de 30 a 70 aminoacidos, encontrado en muchas
proteinas implicadas en el ensamblaje de proteinas sobre la cromatina (Fig 12).

Fue descrito en primer lugar en Drosophila en proteinas capaces de modificar la
estructura de la cromatina a una morfologia condensada de heterocromatina, una
condicion citologicamente visible, donde la expresion génica esta reprimida.

Algunos ejemplos de proteinas que contienen este dominio son algunos represores
transcripcionales como: HP1, Polycomb, Proteina humana de uniéon al
reticuloblastoma (RBP-1). (Ball y cols., 1997).

Fig (12). Dominio Chromo de la proteina modificadora 1 de raton.

Algunas proteinas con dominio Chromo contienen uno en
su extremo N-terminal y en su extremo C- terminal
presentan un dominio “shadow” chromo (CSD) que
presenta entre 40 y 70 aminoéacidos, s6lo en proteinas con
dominio  chromo. Su  funcibn es  ensamblar
estructuralmente el dominio chromo. Respecto a las
interacciones  proteina-proteina, crea un ambiente
hidrofébico para mediar las interacciones con el dominio
chromo (Fig13).

Algunos ejemplos de proteinas que contienen ambos dominios
son: Swi-6, y HP1 (Cowieson y cols., 2000).

Fig (13) . Dominio CSD en Swi-6.

Dominio Bromo.

Tiene una longitud aproximada de 110 aminoacidos y aparece en muchas
proteinas asociadas a cromatina, histona acetilasas y componentes de ATPasas de
determinados complejos de remodelacion del nucleosoma (Fig 14).

El dominio bromo se ha identificado en mas de 100 proteinas desde levaduras hasta
humano.

El dominio bromo de PCAF y Gcnbp se ha demostrado que interacciona
especificamente con péptidos que contienen residuos de lisina acetilados. El
reconocimiento de las lisinas acetiladas lo realiza de manera similar a como las histona
acetil transferasas reconocen al acetil-CoA.

Algunos ejemplos de proteinas que presentan este dominio son: PCAF, Genbp, Snf2,
Tafil-250, CBP, etc.

Fig (14). Dominio Bromo de Gen5p
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3.1.4.REMODELACION DE LA CROMATINA. EFECTOS
TRANSCRIPCIONALES.

A lo largo de los puntos tratados anteriormente se ha enfocado la transcripcion
en cuanto a interacciones que implican al ADN, a los factores de transcripcion y a la
ARN polimerasa, lo cual puede ser una descripcion aproximada de los eventos que
ocurren in vitro, pero falta un importante elemento de la transcripciéon in vivo. El
genoma celular estd empaquetado en estructuras que fisicamente imposibilitan la
iniciacion de la transcripcion, como en el caso de la heterocromatina donde el
enrollamiento del ADN presenta estructuras muy compactas. En regiones del genoma
donde la heterocromatina deja paso a la eucromatina, en la que el ADN esta menos
condensado, la entrada de los factores de transcripcion es mucho mas asequible. Este
proceso esta controlado por la formacién y disociacion de los nucleosomas como unidad
basica de la organizacion y empaquetamiento del ADN (Introduccion. Conceptos
generales).

El paso entre eucromatina y heterocromatina no solo estd controlado por diversos
estimulos extracelulares sino por las distintas fases del ciclo celular, y dicho control
debe ejercerse antes, durante y después de la formacion del complejo de iniciacion de la
transcripcion.

Bajo esta situacion, los activadores o los represores de la transcripcion lo primero que
deben hacer es reclutar enzimas para modificar la estructura de la cromatina
favoreciendo o perjudicando, segun el caso, el paso de heterocromatina a eucromatina o
viceversas y la formacion del complejo de iniciacion de la transcripcion.

De esta manera se establece una competicion entre las histonas y los factores de
transcripcion para entrar en los promotores.

3.1.4.a. Modificaciones postraduccionales en histonas.

Las enzimas remodeladoras del ADN alteran el plegamiento, la fluidez y la estructura
basica de la cromatina a través de las modificaciones covalentes de residuos concretos
en las colas de las histonas del nucleosoma, tales como fosforilaciones, metilaciones,
acetilaciones, ubiquitinizaciones, ADP ribosilaciones, etc, y sus procesos inversos y en
todos los casos arrastrando un gasto energetico.

La metilacion de proteinas es una modificacion covalente que ocurre
normalmente en los grupos carboxilo del glutamato, leucina, lisina, arginina e histidina
(Clarke, 1993), si bien en el caso de las histonas, los residudos suelen ser argininas y
lisinas (Zhang y Reinberg, 2001).

En la actualidad se conocen 4 familias de histona metil transferasa (HMT) denominadas
PRMTI, II, 1ll, y IV, cada una de las cuales presentan especificidad por residuos
concretos de histonas determinadas.

La metilacién de lisinas en H3 provoca un reconocimiento por la HP1 (Proteina de
Heterocromatina 1) favoreciendo un mayor enrollamiento en lugares donde se esta
ejecutando un silenciamiento o represion de genes (Bannister y cols., 2001).
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La fosforilacion de histonas estd mas relacionada con los procesos de control
estructural en meiosis y mitosis, por ejemplo la H3 se fosforila rapidamente en la serina
10 (N-terminal -cola-) cuando sefales extracelulares como factores de crecimiento o
ésteres de forbol estimulan a las células quiescentes a proliferar. La fosforilacion global
de serina 10 en H3 ocurre en cromatina pericentriolar en fase G2 tardia, extendiéndose
a lo largo del cromosoma justo antes de profase de mitosis y es rapidamente eliminada
durante anafase. De igual manera, bajos niveles de fosforilacion de histona H3 se
detectan en interfase, en relaccion con la preparacion de la cromatina para la
transcripcion (Wolffe y Hayes., 1999).

La ubiquitinizacion estd relacionada con activacion transcripcional. La
ubiquitina es un péptido de 76 aminonacidos que no afecta a la estructura del
nucleosoma pero que parece intervenir evitando o previniendo la formacion de
estructuras de mayor nivel de enrollamiento.

La ADP-ribosilacion del core de histonas podria indicar la localizacion de fibras
de cromatina sin enrollar. La ADP-ribosilacion juega un papel importante en la
reparacion del ADN.

La sintesis de una larga cadena cargada negativamente de ADP-ribosa podria facilitar
una alteracion parcial del nucleosoma, presumiblemente por el intercambio de las
histonas por este polianion competidor (Wolffe, 1988).

Con respecto a la acetilacion y deacetilacion de las histonas, es uno de los
sucesos que desde hace mas tiempo se conoce su relacion con la regulacién
transcripcional. La unién directa entre la funcion de la cromatina y la acetilacion se
establecio por el descubrimiento de complejos coactivadores necesarios para la
activacion de la transcripcion con actividad histona acetil transferasa (Kou y cols.,
1998), catalizando la transferencia de grupos acetato del acetil-CoA a lisinas en el grupo
amino en g, mientras que los complejos correpresores presentan histona deacetilasas
que confieren represion transcripcional catalizando la eliminacion de estos grupos
acetato de las lisinas (Wong y cols., 1998).

El estado de acetilacion de histonas es dinamico, con una vida media de minutos en
lisinas de histonas hiperacetiladas de areas de cromatina activa a un proceso mucho mas
lento en histonas hipoacetiladas de regiones transcripcionalmente silentes (Zhang y
cols., 1998).

El dinamismo de la acetilacion de histonas provoca un atractivo mecanismo fundado
por la activacién y represion reversible de la transcripcion.

La presencia de lisisnas sin modificar en las colas N-terminales de las histonas
proporciona cargas positivas que ayudan a mantener el contacto entre el ADN vy el
nucleosoma. Cuando estas lisinas son acetiladas, el grupo acetato convierte la carga
positiva de la lisina en neutra, la atraccion electrostatica desaparece permitiendo la
apertura de la estructura, facilitando el acceso de factores de transcripcion al ADN del
nucleosoma (Tse y cols., 1998).

En algunos casos, la acetilacion del core de histonas causa la desestabilizacion de la
fibra de cromatina incrementando la disociacion de la H1 (Perry y Annuziato , 1989).
Todas estas transiciones estructurales pueden contribuir a facilitar la transcripcion
(Wolffe y Hayes, 1999).
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3.1.4.b. Histona acetil transferasas (HAT) nucleares y coactivadores
transcripcionales.

La evidencia més clara de la union de las HATSs a la iniciacion de la trancripcion
viene con la purificacion de HATB (designada como P55) de Tetrahymena termophila 'y
el clonaje y secuenciacion del gen que la codifica. EI gen tiene gran homologia con
GCNS5 de levaduras que codifica para un regulador transcripcional. Ambas proteinas
tienen actividad HAT.
La homologia de la proteina Genb de levaduras con otras llevo a su localizacion en otras
especies, incluida la proteina humana (Tabla 6).

HAT Complejo Tamafio Otros componentes proteicos
Levaduras
Gens HAT-A2 200 KDa Ada 2, 3y otras
ADA 900 KDa “
SAGA MDa Ada 1-5, spt'y prot TAFII
Tral
Esa l NuA4 1.3 MDa Tral + otros
Humanos
TAFI1250 TAFIID TBP + otros TAFII
CBP/P300 Varios Varios Activadores especificos

genes PCAF, ACTR, SRC-1

(todos con actividad HAT)
PCAF, hGcen5 20 proteinas Ada, Spt, Tra + TAFII

y otras

Tabla (6). Resumen de algunos complejos HAT en levaduras y humanos.

La union entre HAT y transcripcion fue fortalecida por el descubrimiento de que
otros reguladores de la transcripcion, no relacionados con Gcn5 también tenian
actividad HAT, estos incluian a CBP y P300, dos proteinas muy similares involucradas,
entre otras cosas, en progresion del ciclo celular y activacion de genes en respuesta a
moléculas de sefalizacion celular (AMPc), funcionalmente equivalentes y a los que se
suelen hacer referencia como CBP/P300 (coactivadores transcripcionales). El
reclutamiento de CBP/P300 a las secuencias de ADN empaquetadas provoca un
incremento de la acetilacion de histonas y una apertura de nucleosomas, mejorando el
acceso para componentes del complejo de iniciacion de la transcripcion (Fig 15).
Algunas de las proteinas que unen CBP/P300 como PCAF, SRC-1 y ACTR también
tienen actividad HAT.

Es conocido que diferentes activadores requieren diferentes HAT, por ejemplo, la
activacion de la transcripcion por CREB requiere la actividad HAT de CBP, mientras
que la activacion mediada por el RAR requiere de PCAF vy la actividad HAT de CBP no
es necesaria en la via de activaccion de RAR, limitado posiblemente por el correcto
ensamblaje del complejo activador.

Es razonable pensar que las diferentes subunidades cataliticas HAT tienen diferente
especificidad, quizas acetilando distintas histonas. Diferentes patrones de acetilacion
pueden ser necesarios para la optima activacién de diferentes genes. Esto también hace
posible que el mismo gen pueda necesitar diferentes HATs para una activacién
adecuada dependiendo del estado del desarrollo y la diferenciacion celular.
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Ademas, multiples HATSs, entre ellas CBP/P300, pueden reclutar proteina quinasa como
pp90rsk requerida para la activacion de genes que responden a Ras (superviviencia
celular), lo que enfatiza el enorme potencial del ensamblaje de grandes complejos
alrededor de CBP/P300 y otros coactivadores. Estos complejos podrian ser el sitio
donde las cascadas de proteinas quinasas que transmiten sefiales del citoplasma al
nucleo impactan sobre el genoma.

Recientemente se han identificado los complejos principales de histona acetil
transferasas en levaduras: SAGA, ADA, NUA3 y NuA4, de los que se ha demostrado su
capacidad para activar la transcripcion in vitro dependiente de acetil-CoA. SAGA,
ADA, y NuA3 preferentemente acetilan H3, mientras que NuA4 presenta preferencia
por la cola N-terminal de H4.

El complejo SAGA contiene las proteinas Genb, Spt3, Spt7, Spt8 y Spt20/Ada5, asi
como Adal, Ada2 y Ada3, también contiene un conjunto de proteinas TAF que
originalmente se descubrieron como factores de la maquinaria de transcripcion basal.

Se ha demostrado que los complejos SAGA y ADA interaccionan con activadores tanto
en levaduras como en mamifero (Xu y cols., 1999). Los complejos SAGA y NuA4
interaccionan directamente con dominios de activacion como VP16 del virus del herpes
o el activador transcripcional Gen4 de levaduras para estimular la transcripcion y dirigir
a estos activadores. Estas interacciones se suponen especificas de cada complejo puesto
que en el caso de los complejos ADA y NUA3 no se producen y todavia no se han
identificado los componentes activadores que puedieran interaccionar con ellos en la
formacion del complejo.

3.1.4.c. Histona deacetilasas (HDACS).

Las HDACs fueron aisladas de un homogenizado de células humanas cultivadas
utilizando una matriz con el inhibidor de HDAC especifico trapoxina.
La evidencia de la implicacién de las HDACs en regulacion genica llego al encontrar
que el 60 % de la secuencia predicha de la HDAC1 humana era idéntica a una proteina
de levaduras codificada por RPD3, un conocido regulador transcripcional.

Las HDAC1 y 2 se encuentran en asociacioén con proteina de reticuloblastoma
(Rb), regulando el ciclo celular. Este complejo inicial se encuentra asociado con una
gran variedad de proteinas, muchas de las cuales se conocen o sospechan funciones en
la regulacion génica. La mayoria de estas interacciones se llevan a cabo por algunas
proteinas claves como Sin3a y Mi-2.

El complejo Sin3 contiene, ademés de HDAC1/2 y RbAp46/48, dos proteinas
mas pequefias llamadas SAP30 y SAP18 (Proteinas Asociadas a Sin3). ElI complejo
Sin3 puede unir otras dos proteinas relativamente grandes, NcoR (Correpresor del
Receptor de hormona Nuclear) y SMRT (Silenciador Mediador del Receptor de
hormona Tiroidea y acido Retinoico) (Fig 15).

Alternativamente, los complejos Sin3 pueden asociarse con heterodimero de unién al
ADN como mad/max o la MecP2 (Proteina de union al ADN Metilado).

Todas estas proteinas asociadas tienen la capacidad de activar el complejo Sin3
deacetilasa en zonas particulares del genoma.
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El otro complejo HDAC1/2 est4 basado en la proteina Mi-2 que presenta un
distintivo dominio helicasa/ATPasa homdlogo al que se encuentra en la subunidad
helicasa del complejo SWI/SNF. Dicha actividad helicasa puede remodelar el
nucleosoma, por lo que también se le denomina como complejo NuRD (histona
deacetilasa remodeladora del nucleosoma).

Ademas de HDAC1/2, RbAp46/48 y Mi-2, en el complejo entran MBD3, una proteina
con dominio de union al ADN metilado, y MTAZ2, proteina homologa a MTAL (proteina
asociada a metastasis, encontrada en tumores humanos).

Igual que para Sin3, las proteinas que se asocian al complejo Mi-2/NuRD, pueden
dirigir al complejo a regiones especificas del genoma.

De forma general y simplificada, para estos complejos represores podemos
distinguir 3 tipos de proteinas:

1/ Cataliticas.- HDAC1/2 son las unicas componentes con actividad HDAC,
aunque otras proteinas como RbAp46 y 48 pueden tener un importante papel
facilitando la actuacion de las HDAC.

2/ Indicadoras.- Los heterodimeros mad/max o RAR/RXR dirigen los complejos
a genes especificos mientras MeCP2 indica la presencia de ADN metilado.

3/ Mediadoras.- La utilizacion por las HDAC de proteinas de tamafio
medio/grande como Sin3, Mi-2, NCoR, permitirian acomodar sobre ellas un
gran rango de patrones de proteinas distintas.

Fig (15). Acetilacion y deacetilacion de histonas en la activacidn e inhibicién de la transcripcion.
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Remodelacién de la cromatina. Efectos transcripcionales.

Los dos complejos correpresores SIN3 y Mi-2/NuRD estan involucrados en represion
transcripcional mediada por metilacion del ADN. La presencia de grupos CpG
metilados en citosinas esta asociado con regulacion génica especifica de tejido y
desarrollo.

Factores con dominio de uni6n a grupos metilo son capaces de reclutar HDACs y
actividad remodeladora de cromatina. MeCP2, que especificamente se une a los grupos
CpG, media la represion por un dominio en el extremo C-terminal que interacciona con
el correpresor SIN3A y recluta HDAC. Esta era la primera prueba de la relacion entre la
presencia de grupos metilo y represion transcripcional, desde entonces se han
identificado mas complejos represores que involucran a proteinas con dominio de
unién a grupos metilo, algunos ejemplos son MBD2, MBD3 y Dnmtl (ADN metil
transferasa).

Algunos miembros de la superfamilia de receptores nucleares de hormonas tienen un
papel dual, actuando como represor en ausencia del ligando y como activador de la
transcripcion en presencia de la hormona. La represion se debe, en parte, a la
interaccion del receptor de hormona con las proteinas correpresoras NCoR, SMRT y
Alien que interaccionan con SIN3 y reclutan actividad HDAC (descrito en mas detalle
en el apartado de represores, dentro de esta introduccion).

SMRT interacciona también con represores transcripcionales que contienen el dominio
POZ, como el factor PLZF que esta involucrado en translocacion asociada a leucemia y
BCL6 que esta implicado en la formacion del centro germinal.

La proteina Rpx que presenta un homeodominio y participa en la determinacion
pituitaria, requiere NCoR, SIN3 y HDAC2 para ejercer la represion.

NCoR también interacciona con el factor miogénico Myo D para reprimir los genes
diana en un mecanismo dependiente de HDAC.

3.1.4.d. Familia SWI/SNF de complejos remodeladores de cromatina.

Son complejos remodeladores de cromatina dependientes de ATP. En levaduras
estan formados por 11 subunidades, generando un complejo de unos 2 MDa, estas
subunidades estan conservadas en gran cantidad de especies desde levaduras a humanos
pasando por Drosophila. En humanos se purificaron dos complejos diferentes
SWI/SNF, homélogos con subunidades ATPasa dependiente de ADN.

Todas las ATPasas contienen un dominio bromo muy conservado en su region C-
terminal (descritos en el apartado de dominios funcionales de factores de
transcripcion).Otro grupo de complejos remodeladores de cromatina dependientes de
ATP se han identificado en moscas, los cuales contienen ISWI (Imitacion de SWI)
como su subunidad ATPasa/helicasa. Otros miembros de este grupo son NURF,
CHRAC y ACF.
Hay estudios bioquimicos en los que se demuestra que los complejos SWI/SNF
purificados de levadura son capaces de romper la estructura del nucleosoma de manera
dependiente de ATP (Imbalzano y cols., 1994).
El complejo SWI/SNF tiene la capacidad de unirse al ADN y al nucleosoma y con estas
caracteristicas se han propuesto dos modelos para el reclutamiento de SWI/SNF. El
primero propone que el complejo es reclutado al promotor por asociacion directa con la
ARNpolll, basandose en el hecho de que entre los componentes de SWI/SNF de
levaduras y humanos aparece la ARNpolll.
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El segundo modelo, denominado “modelo activador”, propone que el complejo
SWI/SNF es reclutado a genes diana a través de la interaccion directa con activadores
especificos de secuencia, mediante los dominios activadores, incluyendo Gal4-VP16,
Gcen4, Hap4, y Swib (Yudkovsky y cols., 1999).

Experimentos de coinmunoprecipitacion de cromatina en levaduras indican que la union
de SWI/SNF con el promotor se debe a la interacciéon con el activador transcripcional
Swi5 (Cosma y cols., 1999).

Un complejo SWI/SNF en humanos, llamado E-RC1, presenta una gran importancia
funcional en la regulacion de la transcripcion del gen de la betaglobina por EKLF
(Factor eritroide similar a Kruppel) y se encontro que interaccionaba directamente con
los dedos de cinc del dominio de union a ADN de EKLF (Kadam y cols., 2000).
C/EBPB también interacciona con el complejo humano SWI/SNF, perimitiendo la
activacion de genes especificos de tejido mieloide (Kowenz-Leutz y cols., 1999). Hay
muchos y diferentes estudios que demuestran la interaccién de SWI/SNF con c-Myc,
Myo D, EBNA, receptores nucleares de hormonas, etc.

A la vista de todos estos resultados se buscd que subunidades de los complejos
SWI/SNF interaccionaban directamente con los activadores de la transcripcion. Los
estudios iniciales sugerian que la interaccion estaba facilitada por muy distintas
subunidades lo que podria explicar la especificidad sobre el promotor de la actividad
remodeladora de la cromatina (Kowenz-Leutz y cols., 1999).

De esta manera, podemos diferenciar dos grandes clases de complejos que
desestabilizan el nucleosoma permitiendo una activacién de la transcripcion: HATs y
SWI/SNF.

Esto hace suponer que debe existir un mecanismo por el cual estos dos tipos de
complejos y procesos de desensamblaje del nucleosoma estén coordinados Yy trabajen
juntos en la regulacion de la transcripcion.

Los complejos HATs SAGA y SWI/SNF pueden ser reclutados al mismo promotor por
activadores transcripcionales, de manera que estos complejos pueden actuar juntos o de
manera consecutiva ya que existen evidencias de una conexion funcional solapada
(Perez-Martin y cols., 1998).

En experimentos para determinar el orden del reclutamiento de los complejos
modificadores de la cromatina in vivo se pudo observar que SWI/SNF era necesario
para el reclutamiento del complejo HAT SAGA y que ambos complejos son
importantes en el mantenimiento del estado activo de la cromatina. Asi se plantea un
modelo en el que SWI/SNF es reclutado al promotor por activadores transcripcionales
y esto permite la union del complejo SAGA HAT, la acetilacion de las colas del N-
terminal del core de histonas del nucleosoma por SAGA facilita la union de otros
activadores provocando una potenciacién de la transcripcion de ese promotor concreto.
Ademas, la acetilacion del nucleosoma por SAGA estabiliza la unién de SWI/SNF al
promotor lo que podria deberse a una doble interaccion de los dominios bromo de las
subunidades Swi2/Snf2 con las histonas acetiladas (Hassan y cols.,2001).
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3.1.4.e. Sumoilacion.

Como ultimo tipo de modificaciones postraduccionales, no sobre histonas sino

sobre factores de transcripcién y de manera muy importante sobre las HDACSs, no
encontramos con la sumoilizacion. La sumoilizacion se lleva a cabo por proteinas como
SUMO-1(modificador similar a ubiquitina), y es una modificacion reversible que se
ejecuta sobre lisinas dentro del motivo ZKXE (donde Z representa un aminoacido
hidrofébico y X cualquier aminoacido) dentro de las proteinas diana.
La conjugacion de SUMO-1 a sustratos celulares implica a una enzima conocida como
SAE1/SAE2, similares a E1. SUMO-1 es transferido desde E1 a una cisteina especifica
de la enzima Ubc9 que cataliza la formcion de un isopéptido unido entre SUMO-1 y un
grupo amino en epsilon de una lisina en la proteina diana. La especificidad por una
diana determinada viene marcada por Ubc9 (Fu y cols., 2002).

Hasta la fecha existen dos hipotesis para explicar el papel biologico de la sumoilacion:

-La sumoilacion antagoniza la ubiquitilacion por competicion por el residuo de
lisina aceptor que es comun en ambas modificaciones (Desterro y cols.,1998).

-SUMO esta regulando las propiedades de interaccion de las proteinas diana ya
que las estabiliza (Seeler y cols.,2001).

La sumoilacion como la acetilacion directa sobre factores de transcripcion puede
modular la transcripcion, en el caso del receptor de andrdgenos provoca una
transactivacion (Poukka y cols., 2000).

La sumoilacion puede ser un importante mecanismo regulador en el control de la
represion transcripcional mediada por HDACs de las clases | y II. La sumoilacion de
HDAC4 potencia la capacidad de represidn transcripcional a los mismo niveles que la
actividad histona deacetilasa y dicho efecto esta controlado por la via de CaMK (Kirsh
y cols., 2002).

El  descubrimiento de que proteinas no histonas son dianas directas de

acetilacién, sumoilacién, etc, plantea un nuevo mecanismo en el funcionamiento de los
factores de transcripcién (Stranbrough y cols., 2001).
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Tabla resumen: Factores generales en el control de la iniciacién de la transcripcion.

Factores de transcrpcion generales en eucariotas, activadores,
coactivadores y sus papeles fisiologicos.

FACTOR

FUNCION ESPECIFICA.

Factores de transcripcion generales

TBP

TFID

TFIIB

TFIIH

TFIE

TFIF

TFHA

Union a la caja TATA.

Formado por TBP y TAF. Induce la formacion del complejo de
iniciacion de la transcripcion. TAFs también funciona como coactivador.

Ayuda a la Pol Il a seleccionar el punto de inicio y establece la unién
entre la Pol Il 'y TBP.

Fosforila CTD, tiene actividad helicasa y participa en la reparacién del
ADN.

Promueve el reclutamiento y regulacion de TFIIH e induce la iniciacion
de la elongacioén.

Estabiliza el complejo ARNpolll-TBP y permite el reclutamiento de
TFIE Yy TFIIH.

Union a TBP y estabilizacion de TBP-ADN. Puede actuar como represor.

Activadores y Represores

NF-KB

ATF2-c-Jun

IRF

HMG-1

HNFla y 4a

E2F1, F2, F3

E2F4, F5

Papel critico en la activacién y coordinacion de la respuesta inmune.

Complejo proteico que induce el crecimiento autocrino y la formacion de
tumores primarios. Puede reclutar CBP/P300 y SWI/SNF.

Factor regulador de Interferon. Recluta histona acetilasas para promover
la activacion de genes.

Proteinas de Alta Movilidad del grupo 1. Se unen al ADN.

Factores Nucleares de Hepatocitos. Inducen la remodelacion de la
cromatina y la activacion de genes especificos de higado.

Union al ADN vy activacion de la transcripcion en G1 y S por
reclutamiento de HATS.

Union al ADN 'y represion de transcripcion en Go por HDACSs.
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Tabla resumen: Factores generales en el control de la iniciacién de la transcripcion.

pRB Proteina supresora de tumor de reticuloblastoma que forma complejos
con activadores E2F.
p130 p107  Proteinas relacionadas con pRb que forman complejos con los E2F

represores.
Pho4 Proteina HLH. Activacién de genes.
Swib Proteina dedos de Zinc. Activa muchos genes al final de mitosis.
SBF Complejo Swi4/Swi6. Activa genes en el limite entre G1y S.
Gald Dominio de activacion y unién al ADN. Puede activar muchos genes en

levaduras y eucariotas superiores.

Ume6 Proteina de unién a ADN, puede reclutar el complejo Sin3-Rpd3 y
activar la deacetilacién de histonas.

VP16 Activador transcripcional del virus del herpes simple, activa la iniciacién
de la transcripcion de genes en muchos eucariotas superiores.

Coactivadores

Complejo mediador Estimula la transcripcion basal y la transduccion de sefiales entre
activadores y factores de transcripcion generales.

AIB1 Potencia la actividad transcripcional de receptores nuleares de hormonas.
Su actividad estd amplificada en cancer de pecho humano.

PBP Componente de un complejo proteico con TRAP, DRIP y ARC. Participa
en la activacion de la transcripcidn por receptores nucleares.

SWI/SNF Complejo de remodelacion ATP-dependiente. Altera la estructura de la
cromatina e incrementa la accesibilidad al ADN nucleosomal.

Swi2 ATP-asa que confiere la motilidad al complejo SWI/SNF.

Brml Homologo a Swi2. Subunidad ATP-asa del complejo SWI/SNF humano.
SAGA Complejo histona acetil transferasa.

Genb Subunidad catalitica histona acetil transferasa del complejo SAGA.

CBP/P300  Histona acetil transferasa que funciona como un regulador global de la
activacion transcripcional.

PCAF Histona acetil transferasa con funciones en la regulacion transcripcional,
progresion del ciclo celular y deferenciacion.
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Tabla resumen: Factores generales en el control de la iniciacién de la transcripcion.

PRMT1 Arginina metil transferasa que potencia la activacion transcripcional por
receptores nucleares de hormona.

Snfl Quinasa implicada en activacion transcripcional y respuesta metabdlica
al estrés.

mSin3B/HDCA1 Complejo represor compuesto por histona deacetilasa 1 y proteina
represora transcripcional mSin3B.
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Introduccién. Requlacién de la transcripciéon por AMPc

3.2. REGULACION DE LA TRANSCRIPCION POR AMPc.

Los segundos mensajeros constituyen un grupo de moléculas cuya funcién es
transmitir al interior de la célula los cambios que ocurren en el ambiente externo a la
membrana plasmatica.

Son los iniciadores que conectan la recepcién de la sefial con una cascada amplificadora
cuyo efecto puede ser muy diferente en funcién del balance de activacién e inhibicion
de las vias de sefializacion presentes en cada tipo celular.

3.2.1. CONCEPTOS GENERALES..

El AMPc fue la primera molécula identificada como segundo mensajero. Los
niveles de AMPc intracelular estan regulados por el balance entre la actividad de dos
tipos de enzimas: adenil ciclasas (AC) y las fosfodiesterasas de nucleotidos ciclicos
(PDE). Existen 9 tipos diferentes de AC en mamiferos, su activacion se debe a la
interaccion con la subunidad o de la proteina Gs. La degradacion del AMPc esta
regulada por al menos 12 miembros diferentes de PDEs. La actividad de ACs y PDEs
estd regulada positiva 0 negativamente por otros sistemas de sefializacion como el
calcio a través de calmodulina (CaM), CamKIlI, IV y calcineurina, subunidades de otras
proteinas G, inositol (a través de PKC) y receptores con actividad tirosina quinasa (a
través de ERK y PKB) (Fig 16).

Se han identificado tres dianas principales del AMPc: PKA, proteina EPAC
(intercambio de GTP) y canales ionicos dependientes de nucle6tidos ciclicos.

PKA esta formado por un complejo con dos subunidades reguladoras y dos
cataliticas. La unién de AMPc a las subunidades reguladoras induce la disociacion de
las subunidades cataliticas que se liberan del complejo (Fig 16).

Un importante punto en el funcionamiento de PKA, es el papel de la proteina de
anclaje de PKA (AKAP) que de manera especifica dirige a PKA a determinados
sustratos efectores segun la especificidad de la sefial de AMPc (Fig 16).

PKA modula la respuesta de AMPc por fosforilacion de otros componentes de la via
como los receptores, ACs y PDEs (Fig 16).

PKA interfiere a diferentes niveles con otras vias de sefializacion, algunos ejemplos son
la inhibicion de PLC beta2, fosforilacion de proteinas tirosina fosfatasas activando
MAPKS, la inhibicion de la actividad de Rho y Raf y la modulacién de la
permeabilidad de canales idnicos.

Desde un punto de vista de regulacion génica, la PKA tiene un papel fundamental ya
que fosforila directamente a numerosos factores de transcripcion. CREB, CREM vy
ATF1 fueron identificados originalmente como activadores en respuesta a AMPC y son
fosforilados en sus dominios de activacion. La fosforilacion es un suceso crucial en la
transcripcion por CREB, CREM y ATF1 porque permite la interaccion con CBP/P300
(Fig 16).

De manera similar a lo que ocurre con CREB, la fosforilacion de NF-kB por PKA es
necesaria para la activacion transcripcional, ya que se requiere para la interaccién con
CBP.

PKA regula la actividad de Cubitus Interruptus, en este caso la fosforilacion provoca un
corte especifico de la proteina que se transforma de activador a represor.
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La actividad de PKA, al igual que en muchas otras serina/trecina quinasas esta
equilibrada por fosfatasas especificas de las familias PP1y 2.

El AMPc puede activar vias de sefializacion intracelular a través de la union y
modulacién de la funcidn de una familia de canales idnicos activados por nucle6tidos
ciclicos. Estos canales cationicos relativamente inespecificos que permiten la entrada de
calcio y estimulan CaM y CaMK que a su vez controlan la produccion de AMPc
actuando sobre AC y PDE. Estos canales también son permeables a iones potasio y
sodio lo que puede alterar el potencial de membrana en células eléctricamente activas
(Fig 16).

Por ultimo, el AMPc puede modular directamente a MAPK por union al

activador EPAC, una pequefia GTPasa Rap1l especifica para el intercambio de GTP (Fig
16).
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Introduccién. Requlacién de la transcripcion por AMPCc.

3.2.2. FAMILIA DE FACTORES DE TRANSCRIPCION DE UNION AL ELEMENTO
CRE.

En células de mamifero, el AMPc propaga innumerables sefiales iniciadas por
hormonas, factores de crecimiento y neurotransmisores.
Los receptores en la superficie celular acoplados a proteinas G regulan la adenilato ciclasa
y los niveles de AMPc. EI AMPc actua a través de la quinasa dependiente de AMPc (PKA)
que fosforila distintas proteinas, algunas de ellas en el nucleo afectando la transcripcion
génica (Fig 17).

Fig (17). Esquema general de la via de
sefializacion del AMPc en la transduccién de
sefiales.

Asi se define una familia de factores de transcripcion capaces de unirse a elementos CRE
en el ADN y que son dianas de la fosforilacion por PKA en la via de sefializacion del
AMPc, formada por proteinas resultado de la expresion de 3 genes: CREB, CREM y ATF1
(Lee K.AW. y Masson N. 1993, “Transcriptional regulation by CREB and its relatives”.
BBA 1174. 221-233).

CREB y ATF1 son proteinas de expresion ubicua mientras que CREM tiene altos niveles
de expresion en tejido neuroendocrino (Mayr y Montminy., 2001).
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Introduccién. Requlacién de la transcripcion por AMPCc.

La primera estructura de la familia CREB revel6 un dominio inducible por quinasas (KID)
localizado en el amino&cido 60, con un sitio de fosforilacion por PKA (RRPSY).

El KID esta flanqueado por los dominio Q1 y Q2 (hidrofébicos ricos en glutamina) que
actlan como activadores constitutivo in vitro (Fig 18).

En el C-terminal aparece una region basica con una cremallera de leucina (bZIP) que actua
como dominio de dimerizacion y union al ADN (Fig 19).

Nature Reviews | Molecular Cell Biclogy

Fig (19). Dominio bZIP de CREB unido al ADN. Estabilizando la unién se encuentran
atomos de magnesio (en rojo).

Los genes CREB y CREM por procesamiento alternativo generan polipéptidos activadores
y represores. Uno de los casos més significativos es un polipéptido truncado en el bZIP de
CREM al que se denomina ICER (Represor Inducible del Elemento de respuesta a AMPc),
sintetizado desde un promotor alternativo que esta situado en un intrén, con sitios CRE de
respuesta a estimulacién con AMPc (Molina y cols., 1993) (Fig.18).

La regulacion diferencial de genes diana por AMPc depende de las distintas
secuencias CRE y su localizacion. El primer CRE documentado consiste en 8 bases
palindrémicas TGACGTCA (Comb y cols., 1986). EI CRE también es funcional s6lo con
la mitad del motivo (CGTCA) aungue menos activo. Los CRE normalmente estan situados
entre las 100 pb por delante de la TATA y es menos activo cuando se coloca en posiciones
upstream del promotor (Introduccidn. Secuencias reguladoras).

De los més de 100 genes con elemento CRE, la mitad tenia la secuencia palindromica
completa y la otra mitad s6lo una mitad de la secuencia, 2/3 tenia el CRE localizado entre
las posiciones =50 y —150, en genes con y sin caja TATA.

Los genes diana de la regulacién por sitios CRE estan implicados en muy distintas
tareas, controlando la expresién de enzimas del metabolismo (lactato deshidrogenasa,
tirosina aminotransferasa, superoxido dismutasa), factores de transcripcion (EGF-1, CREM,
CREB, ICER, JunD, c-Fos, receptor de glucocorticoides, etc), neuropéptidos y
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Introduccién. Requlacién de la transcripcion por AMPCc.

neurotransmisores (encefalina, receptor de sustancia P, somatostatina), ciclo celular,
supervivencia y reparacion del ADN (quinasa 5 dependiente de ciclina, Bcl-2, ADN-
polimerasa B), factores de crecimiento (insulina, TNF, BDNF), regulacion del sistema
inmune (IL2, IL6, subunidad o del receptor de la célula T), reproduccion y desarrollo
(espermina sintasa, huntingtina), sefializacion (MAPK-1, quinasa inducible por suero y
glucocorticoides), transporte (ATPasa al sodio/potasio humana) y funciones estructurales
(fibronectina, cristalina).

CREB se une a los CRE palindromicos como dimero aunque no esta claro si la
dimerizacion precede o no la union al ADN.

La estructura cristalina del dominio bZIP de CREB unido al sitio CRE
palindromico muestra similitud con otros complejos de factores de transcripcion como los
heterodimeros jun-fos o los homodimeros GCN4. El dominio bZIP se organiza formando
una sola helice continua, estableciéndose puentes de hidrdgeno entre los mienbros del
dimero que fortalecen la estabilidad del complejo. En el reconocimiento y unién con el
ADN hay residuos conservados como Asn293, y Arg301. La Lys305 parece ser crucial para
distinguir el CRE de sitios AP-1 que presentan gran similitud (TGACTCA). La Lys304
interacciona con magnesio y esto podria estabilizar selectivamente la unién de CREB al
CRE (Fig 19).

La fosforilacion de CREB responde a distintas vias de sefializacion de segundos
mensajeros, desde sefiales de hormonas, actividad sinéptica, factores de crecimiento,
estrés, etc (De Cesare y cols., 1999).

La estimulacion de receptores acoplados a proteina G provoca un aumento de los

niveles de AMPc que activan PKA, cuyas subunidades cataliticas se translocan al ndcleo
para fosforilar CREB en serina 133 (111 en el caso de CREM). Esta situacion esta regulada
y controlada por la defosforilacion de este residuo por la serin/treonin fosfatasa 1y 2 (PP1,
PP2) (Fig.17).
Esa misma serina de CREB esta fosforilada por CAMKIV en respuesta a aumentos de
calcio (Bito y cols., 1996). Los factores de crecimiento como EGF y NGF a través de
Ras/Erk y MSK también fosforilan CREB, como ejemplos de la diversidad de estimulos y
vias de sefializacion que convergen en la fosforilacion, no sélo de la serina 133 de CREB,
en el control de la transcripcion.

El dominio de transactivacion de CREB es bipartito entre el Q2 (160-283) y el KID
(100-160).
El dominio Q2 promueve la activacion de la expresion génica a través de una interaccion
con TAFII130
(componente del complejo TFIID). La importancia funcional del dominio Q2 se pone de
manifiesto en CREM E que contiene el KID pero se comporta como represor al no tener el
dominio Q2, ademas en el dominio Q2 esta presente un pequefio motivo LQTL necesario
para la formacion del complejo Q2-TF11130. EI dominio Q2 es constitutivamente activo in
vitro pero no in vivo lo que sugiere que debe existir un mecanismo especifico de represion,
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Introduccién. Requlacién de la transcripcion por AMPCc.

quizas dependiente de cromatina que podria ser eliminado por la activacion HAT de CBP
unido al KID de CREB.

En contraste con la naturaleza del dominio Q2 estd el KID que s6lo se activa al
estar fosforilado en determinados residuos. La fosforilacion de serina 133 promueve la
localizacion de coactivadores CBP/p300 sobre el promotor lo que permite que se
desencadenen los procesos de iniciacion de la transcripcién (Fig 20).

Fig (20). Estructura del KID-KIX. La estructura del complejo CREB-CBP, a través del KID-KIX
respectivamente, en la que el KID esta formando una estructura de 3 hélices en las que alphal y alpha3 son
paralelos formando una regién hidrofébica. La serinal33 fosforilada se encuentra entre las dos alpha-hélices
del KID, una de ellas, alphaB es anfipatica y establece los contactos con el KIX Yy estabiliza el complejo
(Mayr y Montminy., 2001).
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Introduccién. Requlacién de la transcripcion por calcio.

3.3. REGULACION DE LA TRANSCRIPCION POR CALCIO.

Sidney Ringe estaba estudiando la contraccion en corazén de rata aislado,
utilizando un medio de suspension preparado con agua dura (alto contenido en sales de
calcio), en el que el corazdon se contraia. Utilizando agua destilada, los latidos
comenzaron progresivamente a debilitarse hasta desaparecer (Ringe., 1883), con lo que
para mantener la contraccion era necesario afadir sales de calcio al medio, asi una
sustancia que era considerada como elemento estructural, era activa en un tejido que
nada tenia que ver con hueso o diente (Carofoli., 2002).

De esos dias hasta hoy, el calcio ha pasado a considerarse un punto clave en los
procesos celulares.

La oscilacion con todos sus parametros: amplitud, duracion, frecuencia, etc, se
convierte en una manera eficiente de transmitir la sefial de calcio de una forma
codificada para activar mecanismos especificos de acuerdo a las caracteristicas de la
sefial de calcio, restringiéndose a efectores y dianas especificas (Mellstrém y cols.,
2001).

Los picos u ondas de calcio repetitivas fueron observados por primera vez en
hepatocitos activados por agonista (Woods., 1987) y hoy en dia se han observado
practicamente en todos los tipos celulares. Los mecanismos para explicar la propagacion
de la onda estan basados en una retroalimentacion positiva en el cual el calcio aumenta
en un punto inicial y se difunde a los depdsitos vecinos para activar la liberacion de
estos y asi sucesivamente (liberacion de calcio inducida por calcio), afiadiéndose un
paso mas en la cascada de sefializacion, convirtiendo al calcio liberado en un tercer
mensajero (Carofoli., 2001) (Fig 21).

| Gezne Transcripiion |

Fig (21). Ampliacion de la sefial de calcio en neuronas.



Introduccién. Requlacién de la transcripcion por calcio.

El calcio se ha considerado que se encuentra en las células compartimentado
entre calcio citoplasmico y calcio nuclear, pero el hecho es que los iones de calcio
simultdneamente activan mecanismos de acuerdo a las caracteristicas de la sefial de
calcio y la posible localizacion espacial de los efectores especificos y las dianas. La
deteccion de los incrementos de calcio intracelular se da por sensores especificos de
calcio, los cuales, de forma mas o menos directa, traducen la sefial de calcio a cambios
en el rango de transcripcion de genes especificos (Fig 22). Con excepcién de PKC, los
sensores de calcio son proteinas que contienen EF-hand como dominios de union a
calcio (se detallaran més adelante) incluyendo la CaM (prototipo de sensor de calcio) y
miembros de la subfamilia de las recoverinas (Mellstrom y cols., 2001).

aprr

CRE

Fig (22).Calcio segundo mensajero en vias de sefializacion y control de la transcripcién.

Hay tres mecanismos generales de actuacion provocados por los incrementos de calcio
intracelular que pueden alterar la expresion génica:

A/ La activacion de cascadas de fosforilacion y defosforilacion modifican las
propiedades de factores de transcripcién o afectan a la estructura del nucleosoma,
cambiando la accesibilidad de la ARNpolll a genes especificos.

Cambios en los niveles de calcio libre intracelular son rapidamente
transformados en cambios en la actividad de diferentes quinasas como PKA, PKC,
MAPKs, CaMK y CaMKK. La fosforilacion de factores de transcripcion por estas
quinasas, culmina en la transactivacion de determinados genes (Sheng vy cols., 1991).
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Introduccién. Requlacién de la transcripcion por calcio.

La activacion de CBP, un coactivador esencial para la transcripcion dependiente
del elemento CRE, requiere calcio nuclear y activacion de CAMKIV, en células de
pituitaria humana AtT20 (Chawla y cols., 1998) y cultivos primarios de neruronas de
hipocampo y corteza. Ademas, en células PC12 (Hu y cols., 1999), la via de Rap1-ERK
dependiente de calcio activa a CBP independientemente de la fosforilacion de CREB
(Grewal y cols., 2000).

Ademas de la fosforilacion de factores de transcripcion especificos, hay
quinasas dependientes de calcio que provocan modificaciones selectivas en los
nucleosomas de genes especificos. Se han identificado distintas quinasas candidatas
para modificar histona 3 a nivel nuclear, como Rsk-2, MSK1, CamK nuclear. A su vez,
la proteina fosfatasa nuclear 1 activada por calcineurina estd implicada en la
desfosforilacion de histona 3 (Chaadee y cols., 1999).

La inactivacion de estas cascadas también es dependiente de calcio e implica a dos
fosfatasas como son: calcineurina dependiente de calcio/calmodulina que activa a la
proteina fosfatasa nuclear 1 (en neuronas de hipocampo y estriado controla la vida
media de CREB fosforilado) y la MAPK fosfatasa 1 (MKP1), activada por la via de
MAPK-ERK, contribuye a la reduccion de la sefial propagada por esta misma via
(Davis y cols., 2000).

La activacion de la fosfatasa calcineurina tiene profundos efectos sobre la
regulacion transcripcional en linfocitos T donde desfosforila NF-AT (Factor nuclear de
células T activadas) para que dicho factor se transloque al nicleo y sea
transcripcionalmente activo participando en la expresion de numerosas citoguinas
importantes para la activacion del linfocito T. La diversidad de proteinas de la familia
NF-AT, su expresion diferencial en tejido y la posibilidad para interaccionar con otros
factores de transcripcion es la base de su capacidad para descodificar distintos
componentes de la sefial de calcio que estan orquestando respuestas transcripcionales
diferentes en los distintos tipos celulares (Rao y cols., 1997).

B/ Induccién de interacciones proteina-proteina dependientes de calcio entre sensores
de calcio y factores de transcripcion, o proteinas involucradas en transcripcién como
parte del enhanceosoma.

El sensor de calcio tipico, la calmodulina, es una proteina multifuncional que
puede interaccionar, de manera dependiente o independiente de calcio, con numerosos
sustratatos, quinasas y fosfatasas. Dentro de todo esto, dos tipos de interacciones son
particularmente importantes en el control de la expresion de genes por calcio nuclear:

Los factores de transcripcion de la clase bHLH son una familia de proteinas con
méas de 240 miembros, todos ellos importantes reguladores en procesos de
desarrollo como neurogénesis, hematopoyesis y miogénesis.

(54)



Introduccién. Requlacién de la transcripcion por calcio.

Baséndose en la distribucion tisular, la capacidad de dimerizacion y la
especificidad por la union al ADN, las proteinas bHLH se han subdividido en
siete clases (Massari y Mure., 2000).
De manera general, las proteinas bHLH forman dimero (homo y heterodimeros)
a través de los dominios HLH, para unirse sobre la secuencia consenso
CANNTG en el ADN, conocida como caja E, utilizando para ello el dominio
béasico de unién al ADN.
Después de la union al ADN, principalmente los dimeros de la clase I, 11 y 11l
activan la transcripcion a través del reclutamiento de cofactores que presentan
actividad HAT como p300/CBP, PCAF y los complejos SAGA (Eckner y cols.,
1996 y Massari y cols., 1999), ademas del reclutamiento de complejos
remodeladores de la cromatina como SWI/SNF (Cheng y cols., 1999).
La activacion de los factores de transcripcion bHLH esta regulada a diferentes
niveles:
1/ El proceso de oligomerizacion, importante para la unién especifica al
ADN vy el reclutamiento de componentes transcripcionales, puede verse
afectado por el contexto del ADN vy la presencia de otras proteinas que
modifican el proceso de oligomerizacion.
2/ Fosforilacion.- La fosforilacion puede afectar al proceso de
oligomerizacion, modificar la afinidad por el ADN o cambiar la
especificidad de un determinado dimero por una secuencia de ADN
concreta (Strém vy cols., 1997). Ademas, la fosforilacion puede alterar la
actividad transcripcional (Conrad y cols., 1999).
3/ Los aumentos en las concentraciones de calcio intracelular pueden
inhibir la actividad de las proteinas bHLH sin afectar su estado de
fosforilacion (Corneliussen y cols., 1994), a traves de la interaccion
directa de la calmodulina unida a calcio y el dominio de union a ADN de
las proteinas bHLH, con lo que se bloguea la union de la proteina al
ADN, y puesto que las proteinas bHLH de las clases | y Il son
activadores transcripcionales , la transcripcion queda reprimida.
Ademas, sobre este modelo se ha propuesto que esta interaccién puede
bloquear el sitio de fosforilacion por PKC del factor bHLH Myo D
(Baudier y cols., 1995), y reducir la interaccion con los componentes de
la maquinaria de transcripcion (Leonormand y cols., 1997), lo que
propone mecanismos adicionales de bloqueo de bHLH por
calcio/calmodulina.

No se ha demostrado que el calcio regule la actividad enziméatica de HDACS,
pero si se ha confirmado que HDAC4 y HDACS son dianas nucleares de los
complejos calcio/calmodulina. La union de calmodulina bloguea la interaccion
de HDACs con factores de transcripcion de la familia MEF-2 (Myocite
Enhancer Factor 2), en un proceso con distintos puntos de control regulados por
calcio, provocando importantes cambios en la expreson génica y drasticas
modificaciones fenotipicas (Youn y cols., 1999).
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Introduccién. Requlacién de la transcripcion por calcio.

C/ El calcio induce cambios en las propiedades del sensor de calcio para unirse a
sitios especificos en el ADN.

El Unico ejemplo por ahora conocido es la union del calcio a DREAM
(Antagonista Modulador del sitio DRE) que se desarrollard durante el apartado de
resultados y discusion de esta memoria

Las multiples posibilidades de codificacion de la sefial de calcio para generar respuestas
coordinadas entre el citoplasma y el nucleo, asi como para activar de manera concreta
un mecanismo de respuesta especifico, aun permanecen fuera de nuestro alcance, al
igual que otros muchos procesos necesarios en la expresion génica como la metilacion
del ADN, el procesamiento del ARN, ubiquitinizacion de proteinas, etc, en los que el
calcio puede tener un papel importante, pero que aun se desconoce (Mellstrom y cols.,
2001).
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Introduccién. DREAM. Antagonista Modulador del sitio DRE.

3.4. DREAM. ANTAGONISTA MODULADOR DEL SITIO DRE.

3.4.1. REPRESOR TRANSCRIPCIONAL.

La expresion del gen de prodinorfina humana, involucrado en adquisicion de
memoria y dolor, ha sido el objeto de estudio en nuestro laboratorio en los Gltimos afios
y sobre su promotor se pudo identificar una nueva secuencia reguladora colocada en
posicion posterior a la caja TATA y denominada DRE (Elemento Regulador en
posicion Downstream) que acta como un silenciador génico (Carrion y cols., 1998).
Utilizando esta secuencia DRE como sonda en un rastreo sobre una genoteca de ADNc
de caudado humano, se pudo aislar e identificar una proteina de union al DRE a la que
se denomin6 DREAM (Antagonista Modulador del sitio DRE).

Para mapear el gen de prodinorfina humana, lo primero fue establecer el sitio de
iniciacion de la transcripcion y se encontrd que este gen utilizaba dos sitios de iniciacion
fundamentalmente, separados por 5 nucle6tidos, con una localizacion equivalente al gen
de prodinorfina de rata. La secuencia ATAAA a 50 pb por delante del sitio de
iniciacion definia la caja TATA en el gen de prodinorfina humana (Carrion y cols.,
1998).

Para analizar los mecanismos reguladores en el control de la expresion del gen
de prodinorfina humana se clond un fragmento del promotor que comprendia la region
+150 a —1660 y se prepararon construcciones reporteras con el fragmento completo y
distintas deleciones en 5  unidas al gen reportero CAT (Cloroanfernicol Acetil
Transferasa) (Fig 23).
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Fig (23). (A). Delecién del promotor de prodinorfina humana en el vector pBLCAT3. (B).
Transfecciones transitorias en células de neuroblastoma humano NB69 y SK-N-MC y en células HelLa
con los plasmidos reporteros del panel A. Resultados expresados como actividad CAT relativa al
reportero vacio pBLCATS3, en ausencia de trantamiento (barras blancas) y en tratamientos con forskolina
(barras negras).

Las construcciones 2 y 3 aun mantenian valores de acetilacion basales similares a los de
la construccion 1y significativamente mayores que los del vector vacio.
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Introduccién. DREAM. Antagonista Modulador del sitio DRE.

Tras estimulacion de PKA, que aumenta la expresion de prodinorfina (Col y cols.,
1995), aumento la activacién en las 3 construcciones, lo que definia una regién de unas
300 pb (+150 a -150), incluidas en la construccion pHD3CAT que contenian el
promotor minimo inducible de dinorfina humana. Por otro lado, la transfeccion de las
construcciones en células HelLa, una linea celular que no expresa prodinorfina no
presento diferencias en los niveles de expresion basales ni inducidos con forskolina (Fig
23).

El andlisis de la secuencia del promotor minimo inducible mostré que las
altimas 4 bases (GTCA) del elemento CRE4 del promtor de dinorfina de rata, una
secuencia involucrada en la activacion transcripcional del gen, estaban conservadas en
el gen de prodinorfina humana en posicién +40 (por detras de la caja TATA), utilizando
extractos nucleares de NB69 y oligonucledtidos de la region +30 a +50 del gen humano
se obtuvieron bandas de retardo (union de una proteina o complejo a la sonda), las
cuales eran especificas de la sonda ya que solo se compiten eficazmente con el mismo
oligo y no con otros diferentes (Fig 24).
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Fig (24).Ensayo de retardo de bandas utilizando el DRE del gen de prodinorfina humana.
Competicion de las bandas retardadas con oligo frio en exceso de los competidores arriba indicados.
Bandas especificas del DRE indicadas con flechas.

A partir de estos resultados, a la secuencia reguladora putativa centrada en posicion +40
se le denomin6 DRE (Elemento Regulador en posicion Downstream) (Carrion y cols.,
1998).

Los siguientes experimentos para definir la relevancia funcional del DRE se
encaminaron a determinar el nucleo de la secuencia DRE, para ello se realizo
mutagénesis dirigida en el DRE del reportero pHD1CAT (Fig 25), y se mutaron a
adenosinas determinados nucleétidos del oligo DRE utilizado en los ensayos de retardo,
analizando la capacidad de estos oligonucle6tidos mutados de competir las bandas de
retardacion (Fig 25).
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Fig (25). Mutagénesis dirigida sobre el DRE del promotor de prodinorfina humana. (A).
Alineamiento de los diferentes DREs mutados y su capacidad de competir las bandas de retardo del DRE
como se muestra en el panel (B) utilizando extractos nucleares de NB69 competidos con 30 veces el oligo
DRE salvaje y con sonda DRE mutada. (C). Transfeccion transitoria del reportero pHD1CAT y el mismo
mutado en el DRE, barras blancas sin tratamiento y negras con estimulacion por forskolina en las dos
lineas de neuroblastoma.

Los DREs mutantes 1 y 2 aln eran capaces de competir las bandas retardadas
tan eficientemente como el DRE salvaje, mientras que los mutantes 3, 4 y 5 habian
perdido esa capacidad (Fig 25.A). Estos resultados indican que la sustitucion de la base
central G a A, mutacién presente en el oligo nimero 5 es suficiente para alterar la
funcionalidad del sitio DRE. Este mismo oligo mutado presenta una clara reduccion en
su capacidad de producir bandas de retardo sobre extractos nucleares de NB69 y ese
mismo oligo frio no es capaz de competir las bandas de retardo especificas del DRE
(Fig 25.B). Tras transfeccion transitoria en lineas de neuroblastoma, el aumento de la
actividad CAT que aparece en el reportero pHD1IMDRECAT era similar al del reportero
salvaje tratado con forskolina y a su vez, dicho tratamiento no modificaba
apreciablemente la respuesta del reportero mutante (Fig 25.C). Estos resultados se
interpretaron como una represion basal por parte del sitio DRE, ya que la ausencia de
dicho sitio provoca un aumento de la expresion basal del reportero, con lo que debia ser
una proteina o complejo represor el que estuviera unido al sitio DRE en situacion basal,
manteniendo la transcripcion en niveles minimos. En presencia de una estimulacion de
PKA, el complejo o proteina represora abandona el sitio DRE y se produce un aumento
de la transcripcion.

Utilizando estos resultados junto con los alineamientos de los promotores de

dinorfina de humano, cerdo, rata y raton se propuso una secuencia DRE consenso :
PUNGTCAPUPuUG.
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Introduccién. DREAM. Antagonista Modulador del sitio DRE.

Para determinar si el DRE podria reprimir la transcripcion de promotores
heterdlogos, se clond la secuencia DRE por detras del promotor minimo de timidina
quinasa en el vector reportero pBLCAT2 (Fig 26).
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Fig (26). Represion de promotores heterdlogos del gen de timidina quinasa por el DRE.
(A) Esquema de las construcciones del promotor de timidina quinasa acoplado al reportero CAT vy la
posicién relativa de los DRE introducidos en dicha construccion. (B) Ensayos de transfeccion y actividad
CAT en las distintas lineas celulares que se indican, con las construcciones del panel A. (C) Ensayo de
retardo sobre la sonda DRE de prodinorfina humana con extractos nucleares de las lineas celulares que se
indican. (D) Ensayos de transfeccién y actividad CAT de las construcciones 1 y 2 del panel A, en
presencia y ausencia de forskolina.

La transfeccion transitoria en NB69 y SK-N-MC revel6 que la insercion del
sitio DRE por detras del promotor minimo de timidina quinasa, independientemente de
la orientacion, reducia significativamente la transcripcion basal. EI mismo experimento
en HeLa (linea de tumor de ovario humano) o U373 (glioma humano), no producia
ningun cambio en la transcripcion (Fig 26.B). A su vez, los extractos nucleares de HelLa
y U-373 no provocaban ninguna banda de retardacion sobre el oligo DRE (Fig 26.C).
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Introduccién. DREAM. Antagonista Modulador del sitio DRE.

Asi se pudo concluir que la represion transcripcional mediada por el DRE es especifica
de célula y mediada por una proteina nuclear presente en NB69 y SK-N-MC que
interacciona con la secuencia DRE. El DRE no afecta a la transcripcion basal cuando se
coloca por delante del promotor minimo (Fig 26.B). Estos resultados indican que el
DRE reprime la transcripcion de manera independiente de la orientacion y el contexto
del promotor, pero sélo cuando se encuentra por detras de la caja TATA.

Hasta este momento se habia definido una secuencia represora denominada
DRE dentro del promotor minimo inducible de prodinorfina humana, capaz de reprimir
otros promotores de manera dependiente de posicion Yy especifica de células concretas
en las que se encuentra una determinada proteina o complejo represor que de manera
especifica se une al DRE. También se habia definido una secuencia consenso del sitio
DRE en la que se determind aquellas bases que pudieran ser importantes para la
formacion de bandas de retardacion, y también se conocia la sensibilidad del promotor a
la estimulacion por PKA.

Para chequear la actividad de desrepresion, se estudié la capacidad de PKA para
desplazar las bandas de retardacion sobre el DRE. Se prepararon extractos nucleares de
las dos lineas de neuroblastoma, en condiciones basales y tratadas con forskolina a
diferentes tiempos (Fig 27).
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Fig (27). Bloqueo de la unidn al sitio DRE y la transactivacion de PKA se relaciona con el incremento
de la expresion de prodinorfina en células de neuroblastoma. (A). Ensayo de ratardo mostrando la
reduccion en las bandas de retardo especificas del DRE (flechas) al tiempo indicado del tratamiento con
forskolina (arriba). (B). Southern tras RT-PCR mostrando un incremento en la expresion de prodinorfina
en neuroblastomas, a los tiempos indicados del tratamiento con forskolina (indicado arriba). (C). Ensasyo
de retardo mostrando la reduccidn especifica de las bandas de retardo del DRE por di-butiril AMPc (linea
2) o forskolina (linea 3) a las 6 h de tratamiento en células NB69. El efecto de la forskolina esta
blogueado por H89 (inhibidor de PKA) en linea 4.
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Estos resultados soportan un mecanismo por el cual, en condiciones basales, un

represor nuclear ocupa el sitio DRE, tras estimulacion de PKA, el represor es liberado
del DRE y la transcripcion puede llevarse a cabo.
Los resultados indicaban que el DRE actia como un silenciador transcripcional
dependiente de estimulo que controla tanto la transcripcion basal como la inducida por
forskolina-PKA. Para caracterizar la proteina nuclear que se une al DRE se realizé un
croos-linking de extractos nucleares de celulas NB69 incubadas con la sonda DRE (Fig
28.A) en el que se muestra la presencia del complejo de 110 kDa, pero en estas
condiciones de fijacion con UV también se puede observar a aparicion de un complejo
con un peso molecular aproximado de 60 kDa que podria indicar que el complejo de
110 kDa realmente esta formado por dos complejos de 60 kDa. Experimentos de south-
western muestran de manera reproducible la presencia de la banda de 110 kDa con
capacidad de unirse al DRE (Fig 28.B), esto no so6lo se da en lineas de neuroblastoma
sino también en caudado y cerebelo humanos, lo que confirma el resultado del cross-
linking.
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Fig (28). Caracterizacion de la actividad nuclear que se une al sitio DRE. (A). Extractos
nucleares de NB69 en cross-linking con UV tras incubacién con la sonda DRE. Tres microgramos de
proteinasa K (linea 2) o un exceso de 30 veces sonda DRE fria (linea 4) elimina o reduce,
respectivamente, la sefial especifica de la autorradiografia (linea 3). Sin radiacion UV no se observa
banda (linea 1). (B). Southern con extractos nucleares de NB69. Utilizando una sonda DRE se obtiene un
complejo proteico de 110 KDa . La banda se compite con exceso de sonda fria pero no con sonda mutada.
(C). Southwestern de extractos nucleares de neuroblastoma y algunas muestras de cerebro humano,
utilizando como sonda el DRE. La flecha indica la banda especifica obtenida, de 110 KDa.
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Asi se propone la hipotesis de que un complejo proteico de 110 KbDa se une
especificamente al DRE y se corresponde con una actividad represora que en
condiciones basales es responsable del silenciamiento transcripcional de genes que
contienen el elemento DRE en sus promotores en posicion posterior a la caja TATA.
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Fig (29). La activacion de PKA bloquea la unién del complejo de 110 kDa a la sonda DRE. Southwestern
con extractos nucleares de NB69 y SK-N-MC a diferentes tiempos tras el tratamiento con forskolina.

El tratamiento con forskolina en lineas de neuroblastoma reduce la unién del complejo
de 110 kDa a la sonda DRE (Fig 29), en concordancia con los resultados anteriores.

Como conclusiones de todos los resultados anteriores (Carrion y cols., 1998) se puede
resumir:

+ La transcripcion basal e inducible del gen de prodinorfina humana necesita de una
region no traducida en el 5" (DRE).

+ El promotor minimo inducible de prodinorfina humana contiene un sitio DRE.

+ El sitio DRE actGa como un silenciador transcripcional y media la desrepresion
transcripcional dependiente de PKA.

+ Un complejo proteico nuclear de 110 kDa se une especificamente al sitio DRE.

Para aislar ADNs complementarios que codificasen proteinas capaces de unirse
a la secuencia DRE se cheque6 una libreria de expresion de caudado humano, utilizando
como sonda un oligonucle6tido de doble cadena conteniendo dos elementos DRE. Un
clon de ADNc positivo codificaba para una proteina de 284 aminoacidos, con una masa
molecular calculada de 31,8 kDa (Fig 30) (Carrion y cols., 1999).
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Fig (30) Productos del gen DREAM. (a). Secuencia de aminoécidos de DREAM humano y alineamiento
con otras proteinas que unen calcio. Los aminoacidos conservados estan coloreados en azul y los
cambios conservados en color amarillo. Las posiciones X, Y, Z, -Y, -X y —Z son los residuos que aportan
el oxigeno para forman la cadena que une al calcio. Los circulos
miristoilizacion, los triangulos indican posibles sitios de fosforilacién por proteina quinasa C y los
cuadrados indican potenciales sitios de forsforilacion por casein quinasa Il. (b). Transcripcidn in vitro en
reticulocito de proteina DREAM marcada con azufre 35. (c). Northern para el ARNm de DREAM en
tejidos humanos. El tamarfio del ARN se muestra en kilobases a la izquierda.
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Introduccién. DREAM. Antagonista Modulador del sitio DRE.

Una proteina con el mismo tamafio aproximado (31,8 kDa) se obtiene a partir
del cDNA por transcripcion in vitro en lisado de reticulocito (Fig 30.b). Como el sitio
DRE actia como un silenciador, a la proteina que se une al DRE se le llamd
Antagonista Modulador del sitio DRE (DREAM). El northern de distintos tejidos
humanos reveld un transcrito de DREAM de 3.0 Kb, con una alta expresion en cerebro,
timo, tiroides y testiculos (Fig 30.c) (Carrién y cols., 1999).

Lo siguiente fue comprobar que la proteina DREAM especificamente se une al
DRE. Para ello se prepararon extractos totales de E.coli transformadas con el ADNc de
DREAM vy se analizé en geles de retardo usando el DRE como sonda (Fig 31).
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Fig (31). DREAM se une al DRE. (a). Ensayo de retardo que muestra la banda especifica de retardo sobre
el DRE tras sobreexpresion de DREAM en E.coli (E.coli-DREAM) vy células HEK293 (HEK293-
DREAM). (b). Cross-linking de la sonda DRE y extractos nucleares de HEK 293 sobreexpresando
DREAM. Se observa el monémero, dimero y tetrdmero de DREAM. (c). Western de extractos nucleares y
citosolicos de HEK293 sobreexpresando la proteina de fusion DREAM-Myec. (d). Southwestern de
extractos nucleares de HEK293 muestra el complejo 110 kDa DREAM-DRE. La banda de 110 kDa
obtenida con DREAM enddgeno en extractos nucleares de NB69 se muestra como comparacion.
Competicion con oligo frio DRE, CRE, AP-1 u Oct-1.

La banda de retardo también se observa cuando se utilizan extractos nucleares de
HEK293 establemente transfectadas con DREAM (HEK293-DREAM). En cross-
linking inducido por luz ultravioleta de la sonda DRE sobre extractos nucleares de
HEK293-DREAM, aparecen 3 bandas con pesos moleculares aproximados de 30, 60 y
110 kDa (Fig 31.b), estos resultados indican que DREAM puede unirse al DRE como
mondmero, dimero o tetramero (Carrién y cols., 1999).

El western de fracciones nucleares y citoplasmicas de células HEK293 expresando la

proteina de fusion DREAM-Myc revelé tres bandas en el extracto nuclear

correspondientes al monémero, dimero y tetramero (Fig 31.c) (Carrion y cols., 1999).
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Cuando los extractos nucleares de HEK293-DREAM se analizaron por southwestern
solo se detecto, de manera especifica, la banda de 110 KDa (Fig 31.d). Esto concuerda
con los resultados anteriores (Carrion y cols., 1998).

Todos estos resultado indican que la proteina DREAM se une con alta afinidad a la
secuencia DRE como homomultimero pero también es capaz de unirse al DRE como
monomero pero con menor afinidad (Carrion y cols., 1999).

En el analisis de la secuencia de DREAM, las regiones de mayor homologia con las
proteinas de la familia de las recoverinas se corresponden con 4 dominios de unién a
calcio del tipo EF-hand.

Se conocen unas 600 proteinas con domonios EF-hand, cuyas funciones pueden ser
como tamponadoras de las concentraciones de calcio o bien jugar importantes papeles
en la descodificacion de la informacion transportada por el calcio hacia sus dianas. Por
lo tanto se definen mucho mejor como proteinas moduladas por calcio o sensores de
calcio.

El ejemplo clasico de una proteina con EF-hand es el caso de la calmodulina.

Los dominios EF-hand suelen encontrarse en pares simples o multiples. Pueden
agruparse en dos categorias funcionales:

- Reguladoras.- Las proteinas reguladoras que contienen EF-hand inducen
cambios conformacionales que son transmitidos a sus proteinas diana,
catalizando reacciones enzimaticas. Algunos ejemplos de este grupo son la
calmodulina o la recoverina.

- Estructurales.- La unién del calcio a las EF-hand de estas proteinas no
resulta en cambios conformacionales importantes en otras proteinas sino que
parece jugar un papel importante en el tamponamiento de los niveles de
calcio intracelular. Algunos ejemplos de este grupo son la calbindina o la
parvalbimina.

(Taylor y cols., 1991).

Estas proteinas unen calcio con alta afinidad al dominio EF-hand formado por una
ahelice (E) con 11 residuos, un lazo o loop que rodea al ion calcio y una segunda
ahelice (F) de otros 11 aminoacidos; estos dominios EF-hand pueden estar repetidos de
2 a 12 veces, uniendo el calcio a través de una cadena de oxigenos formada por los
residuos que ocupan las posiciones 10 (X), 12 (Y), 14 (Z), 18 (-X), 16 (-Y) y 21 (-2)
gue normalmente es glutdmico. Asi se forma una bipiramide pentagonal cuyo eje es 10
(X)-18(-X) (Najayama y Kretsinger., 1994) (Fig 32).

Fig (32). 4 dominios EF-hand en
calmodulina de D. melanogaster.
Atomos de calcio en rojo.
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En algunas células en reposo, algunas EF-hand pueden coordinar magnesio. La
concentracion de magnesio libre en el citosol es constante y cercana a 10%°M, para
muchas proteinas de union a calcio y entre ellas muchas con EF-hand el ratio de
afinidades por calcio y magnesio esté alrededor de 104, de manera que sitios con alta
afinidad por calcio (Kd = 1072M) pueden tener afinidad por el magnesio (Kd = 103°
M).

Un grupo de proteinas EF-hand que recientemente ha adquirido importancia es
el de los sensores de calcio neuronal (NCS) (Burgoyne y cols., 2001), divididos en
cinco subfamilias, dos de ellas expresadas en fotorreceptores de la retina (recoverinas y
proteinas activadoras de guanilil ciclasas -GCAPs-) y tres familias en neuronas del
SNC y células neuroendocrinas (frequeninas, proteinas similares a visinina y proteinas
de interaccion con los canales Kv).

Con todos estos resultados se presenta un represor transcripcional, DREAM, que
directamente reprime la transcripcion a través de su unién especifica al sitio DRE,
funcionando como un homotetrdmero y que presenta cuatro dominios putativos de
unién a calcio del tipo EF-hand que pueden estar controlando la actividad de la proteina
(Carrion y cols., 1999) y que también presenta sensibilidad a la estimuacién por AMPc-
PKA.
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3.4.2. DREAM = CALSENILINA = KChIP3.

En paralelo al clonaje e identificacion de DREAM como represor
transcripcional en nuestro laboratorio, Buxbaum y cols., por ensayos de dos hibridos en
levadura, utilizando como cebo un fragmento de 103 aminoacidos del extremo C-
terminal de presenilina 2 (proteina implicada en la regulacién del procesamiento de la
proteina precursora amieloide en la enfermedad de Alzheimer) consiguieron aislar una
proteina con una secuencia de aminoacidos idéntica a la de DREAM, a la que pusieron
el nombre de CALSENILINA (Buxbaum y cols., 1998).

A lo largo de los ultimos 4 afios, trabajos realizados en otros laboratorios han descrito la
interaccion de la proteina DREAM / CALSENILINA con la cola C-terminal de las
presenilinas 1y 2 (Zaidin y cols., 2002) y basandose en diferentes resultados, proponen
un modelo en el que DREAM / CALSENILINA actia como un sensor de los niveles de
calcio intracelulares y un desajuste en este sistema sensor podria permitir un
incremento de los niveles de calcio intracelular y/o activacion de caspasas.

A nivel celular, las mutaciones de PS1y PS2 en Alzheimer familiar estan asociadas con
apoptosis e incremento del corte de presenilinas por caspasas, asi como con las
perturbaciones en la homeostasis del calcio y el incremento de la produccion de proteina
beta-amiloide.

De esta manera, las concentraciones de presenilinas mutadas en el Alzheimer familiar
podrian verse afectadas por los niveles de DREAM / CALSENILINA o su
compartimentacion celular (Fig 33) (Tanziy cols., 1998).
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Fig (33). Esquema del funcionamiento de la calsenilina y su interaccion con presenilinas.

En el afio 2000, An y cols, utilizando un fragmento del extremo N-terminal del canal de
potasio Kv4.3, en ensayos de dos hibridos en levadura, sobre una libreria de ADNc de
cerebro medio de rata consiguieron aislar los tres primeros miembros de la familia
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KChIP (Proteinas de interaccion con los canales de K+). La secuencia de KChIP3
coincide completamente con la de DREAM / CALSENILINA lo que relacionaba de
manera directa a la proteina DREAM / CALSENILINA / KChIP3 con los canales de
potasio del tipo A, dependientes del voltaje, que en cerebro y corazon operan por debajo
de los potenciales de membrana, controlando la excitabilidad de neuronas en cerebro y
miocitos en corazén (Any cols., 1998).

Las proteinas de la familia KChIP presentan un 70 % de homologia entre si en el
extremo C-terminal, mientras que el N-terminal es muy variable (Fig 34).

e R O

Fig (34). Alineamiento de las secuencias de los KChIPs humanos con miembros de la familia de
recoverina.

El estudio de hidrofobicidad indica que DREAM/KCHIP3/CALSENILINA no
tiene ningun elemento estructural que pueda actuar como dominio transmembrana, con
lo que la asociacion a membrana se debera a la interaccion con determinadas porteinas
como los canales Kv4 (An y cols., 2002) u otras proteinas sin identificar. Estas
interacciones con proteinas son independientes de calcio, por ejemplo KCHIP1 no
depende de calcio para su interaccion con el canal de potasio (An y cols., 2002), al
igual que otros miembros de la familia de recoverinas, como NCS-1 que presenta
interaccion con la membrana independiente de calcio.

La capacidad de los KChIP para unir calcio muestra que el calcio modula los efectos del
canal, si bien la interaccion con el canal es independiente de calcio y podria ser
constitutiva (los KChIP forman parte natural del canal).
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La coexpresion de los KChIPs y subunidades del canal de potasio Kv4 aumenta
la corriente, unido a una activacién dependiente de voltaje y una rapida reconversion
para producir su inactivacion.

Los canales de potasio con los que interaccionan los KChIP se activan a niveles
inferiores a los del potencial de membrana y se inactivan completamente durante los
pulsos despolarizantes, mientras otros canales de potasio dependientes de voltaje
comienzan a activarse. Como resultado, influyen en el tiempo que la membrana requiere
para la despolarizacion y la recuperacion del potencial.

La inactivacion del canal se debe a un dominio intracelular en el extremo N-terminal
que fisicamente bloguea el poro del canal cuando éste esta abierto (Fig 35).

Todos estos resultados sugieren.

- Los KChIPs son parte integral de los canales Kv4, en membrana plasmatica
y golgi.

- La elevacion de los niveles de calcio intracelulares (por ejemplo en el
potencial de accion) y su union a los KChIP provoca un cambio
conformacional es estas proteinas que se traduce rapidamente al canal,
cambiando su funcionalidad.

- Los KChIP acttian como un sensor de calcio para los canales Kv.

Este modelo tambien refuerza la hipotesis de que el calcio intracelular puede modular el
potencial de membrana.

K+

Subunidad alpha del canal Kv. ’ KChIP A ION Calcio.

Extremo N-terminal del canal Kv

Fig (35). Los KCHIPs son componentes integrales de los canales de potasio tipo A. Los KChIPs
se unen a la subunidad alpha en el extremo N-terminal del canal, junto a la membrana y median el cambio
conformacional del canal para cerrar el poro e inactivar el canal. La asociacién fisica entre los KCHIPs y
el canal es independiente de calcio,

De el aumento de los resultados que vinculan a DREAM en muy distintas
funciones dentro de la celula, desde represor transcripcional (principal objeto de esta
memoria) (Carrion y cols., 1999, Ledo y cols.,2000.a, Ledo y cols., 2000.b, Ledo y
cols., 2002), a funciones en el citoplasma como calsenilina en relacion con el calcio
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citoplasmico y presenilinas (Buxbaum y cols., 1998) o KChIP3 a nivel de la interaccion
con canales de potasio dependientes de voltaje, en localizaciones de membrana (An y
cols., 2000), se nos plantea la necesidad de conocer la distribucion de la proteina dentro
de la célula, de manera que podamos asociar estas funciones con una localizacién
concreta.

Con este objetivo realizamos experimentos de inmunoflorescencia con el anticuerpo
anti-myc en células PC12 transfectadas con el vector de expresiéon de la proteina de
fusion DREAM-myc y analizamos las imagenes por microscopia confocal (Fig 36).

Citoplasma

Ndcleo

Fig (36). Imagen de microscopia confocal de células PC12 en inmunofluorescencia para detectar
la distribucion de la proteina de fusion DREAM-myc.

El resultado indica una presencia mayoritaria de DREAM en el citoplasma pero también
una destacable localizacion nuclear (Fig 36). Ademas este resultado no es producto de la
sobreexpresion de la proteina de fusion DREAM-myc puesto que en resultados del
laboratorio con la misma técnica para localizar la distribucion de la proteina DREAM
enddgena en células PC12 arrojan resultados similares a la imagen mostrada en la figura
36, y que se confirma con las obtenidas en otros laboratorios para la deteccion de
calsenilina o KChIP3, con lo que podemos concluir que DREAM esta presente en el
nacleo y esto no se debe a la sobreexpresion.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. LINEAS CELULARES

Se han utilizado las siguientes lineas celulares:
HEK 293.

Linea celular procedente de rifion embrionario humano, transformadas con
adenovirus tipo 5.
Expresan un inusual receptor de membrana para vitronectina compuesto de la subunidad
beta-1 de integrina y la subunidad alpha-v del receptor de vitronectina.
Son especialmente sensibles a adenovirus.
Son hipotriploides, con un numero de cromosomas de 64, en el 30% de las células,
mientras que un 4,2 % del cultivo presenta mayores rangos de diploidia.
Se han mantenido en crecimiento utilizando DMEM suplementado con un 10% de suero
fetal bovino inactivado, 2 mM de glutamax-1 y 50 ug de gentamicina por mililitro de
medio, temperatura constante de 37 grados centigrados y un 5% CO..
Expansion del cultivo de 1:2 a 1:4, utilizando PBS+EDTA 5 mM y cambiando el medio
cada 72 h.
Congelacion con 9% de DMSO en medio de cultivo.
N° ATCC CRL-1573.

PC12.

Linea celular derivada de feocromocitoma de glandula adrenal de rata (Rattus
norvergicus).
Responden a NGF induciendo un fenotipo neuronal.
No sintetizan epinefrina.
No presentan buena adherencia al plastico y suelen crecer en acimulos.
Su cariotipo muestra 40 cromosomas de los que 38 son autosomas mas un par XY.
Se mantienen en crecimiento con DMEM suplementado con un 10% de suero de
caballo y un 5 % de suero fetal bovino, 2mM de glutamax-1 y 50 ug de gentamicina por
ml de medio, cambiando el medio cada 48-72 h y con una temperatura de 37% y un 5%
CO..
Congelacion en medio de cultivo con un 9% de DMSO.
N° ATCC CRL-1721.

NB69.

Linea de neuroblatoma humano, adherentes y morfologia epitelial. Crecen a 37
grados centigrados y 5% de CO; en medio minimo esencial (Eagle) con 2 mM de
glutamax-1, 1.5 g/l de bicarbonato sodico, 0.1 mM de aminoacidos no esenciales, 1 mM
de piruvato sédico y un 10% de suero fetal bovino. Ademas suplementadas con medio
F-12 1:1 con el medio anterior.

Cambios de medio entre 3 y 4 veces a la semana. Congelacion en medio de cultivo con

un 9% de DMSO.

Lineas celulares donadas por la doctora A. Mena (Hospital Ramén y Cajal. Madrid).
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SK-N-MC.

Son una linea celular de neuroepitelioma humano de la zona supra-orbital,
adherentes y con morfologia epitelial. Presentan una actividad moderada dopamina-beta
hidroxilasa. Crecen a 37 grados centigrados y 5% de CO, en medio minimo esencial
(Eagle) con 2 mM de glutamax-1, 1.5 g/l de bicarbonato sédico, 0.1 mM de
aminoacidos no esenciales, 1 mM de piruvato sédico y un 10% de suero fetal bovino.
Ademas suplementadas con medio F-12 1:1 con el medio anterior.

Cambios de medio entre 2 y 3 veces a la semana con expansién de las células 1:6 0
1:12.

Congelacion en medio de cultivo con un 9% de DMSO.

N° ATCC HTB-10.

4.2. PLASMIDOS.

4.2.1.Reporteros.

pBLCATS3.- Plasmido con el gen reportero de la cloroanfenicol acetil transferasa
(CAT), unintrény la sefial de poliadenilacion del antigeno T de SV40 (Luckow y cols.,
1987).

pHD3CAT.- Promotor minimo inducible de dinofirna humana, que presenta como Unica
secuencia reguladora conocida un sitio DRE.

Esta construccion se genera a partir de un fragmento de 1.8 Kb (-1660 a + 150) que
contiene la region reguladora del gen de prodinorfina humana que fue obtenido por PCR
a partir de ADN gendémico humano, con oligos especificos 5 -CAAGCTTACAGATG
AGCAATCAGAGGTC-3" y 5-TTGGATCCCTGGGCAGCTTCTGGCCGAGCAGG
TCGGTCCGAGGTG-3". El resultado fue confirmado por secuenciacion de las dos
hebras y clonado en el vector reportero sin promotor pBLCAT3 usando las dianas de
restriccion Hindlll y BamHI, generando de esta manera el vector reportero PHD1CAT.
La delecién de 644 bp del extremo 5 del fragmento de 1.8 Kb gener6 el reportero
pHD2CAT. La siguiente eliminacion hasta la posicion —150 utilizando la enzima de
restriccion Taql produjo el reportero PHD3CAT que contiene sélo 300 bp del promotor
de dinorfina humana.

® «—DRE
P +150
| /F @ c— pHD1CAT (1)
-1660 6—6// — CAT pHD2CAT (2)
-101 —

———@{car | pHD3CAT (3)
1|51 36CAT pHDACAT (4)

- +
CAT pBLCAT3 (5)

Fig (37). Construcciones generadas en el analisis de delecion del promotor de prodinorfina
humana.
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Utilizando el oligonucledtido 5-CCAAGCCGGAATCAAGGAGG-3'(mDRE)
conseguimos una mutacién en una s6la base en el DRE, generando el plasmido
reportero pHD1IMDRECAT, en el que la base mutada se indica en el oligonucleétido
subrayado. Todos ellos fueron chequeados por secuenciacion.

pTKDRECAT.- Utilizando el oligonucleotido 5-
TCGACCAAGCCCGGAGTCAAGGAGG-3" que contiene una secuencia DRE
flanqueado por sitios de restriccion, clonado en posicion posterior o anterior al promotor
minimo de la timidina quinasa en el vector reportero pBLCAT2 (Luckow y cols.,
1987). Los plasmidos reporteros resultantes han sido el pTKDRECAT (DRE en
posicion downstream), pcDRETKCAT (DRE complementario en posicion upstream) y
pTKcDRECAT (DRE complementario en posicién downstream) que fueron chequeados
por secuenciacion.

pFCACAT .- Plasmido reportero generado a partir del subclonaje de un fragmento de
unas 400 pb alrededor del punto +1 del promotor de c-fos en un vector que contiene el
reportero CAT (Sassone-Corsi et al., 1988). Para mutar el DRE de este promotor se
utilizo el oligonucledtido 5 -CTGCAGCGAGCAACAAAGAATCCAAGAC-3
generando el reportero pFC4mDRECAT.

pJCAT.- Plasmido reportero generado a partir del subclonaje del promotor de c-jun, que
contiene la secuencia DRE (5"-CTCACGTCAACCGGAGAC-3), en un vector que
contiene el gen reportero CAT.

P2CAT.- Plasmido reportero generado a partir del subclonaje del promotor P2 de
CREM que controla la expresion del represor transcripcional ICER, conteniendo un
elemento CRE vy la secuencia DRE (5"-ATGAGGAAACTGAACTT-3"), en el vector
pBLCATS3 que contiene el gen reportero CAT (cedido por el Dr Sassone-corsi).

pSOMCAT.- Este vector lleva acoplado al reportero CAT la secuencia reguladora del
promotor de somatostatina humana, en la cual solo hay presente un CRE como Unico
elemento regulador.

pG5CAT.- Plasmido reportero CAT en el que por delante se han subclonado 5
secuencias de union a Gal4 de levaduras.

4.2.2. Vectores de expresion.

Vector de expresion de DREAM en eucariotas.- EI ADNc de DREAM fue clonado en
pcDNAS3 en EcoR1 para generar el vector de expresion pcDNA3-DREAM. De manera
similar, utilizando el vector pcDNA3.1 generamos el vector de expresion DREAM-
Myc.

Se utiliz6 el oligonucledtido 5-CTTCGAGAAAATGGCCCGGATCCAGGATG
GGGTAG-3" para generar el mutante de DREAM en la cuarta EF-hand, obteniéndose
como resultado el vector de expresion pcDNA3-4EFMDREAM.

De manera similar se obtuvieron los distintos mutantes en los LCDs de DREAM para
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generar los plasmidos pcDNA3-DREAML47,52V, pcDNA3-DREAML155V,
pcDNA3-DREAMLA47,52,155V, asi como la combinacion de las diferentes mutaciones
en EF-hand combinadas con mutaciones en LCDs.

Vectores de expresion de DREAM y sus mutantes en procariotas.- EI ADNc de
DREAM vy los diferentes mutantes en EF-hand o LCDs fueron clonados en el vector de
expresion en bacterias pTrcHis.

Los vectores de expresion en eucariotas de los factores de transcripcion de la familia
CREM y CREB, presentan el ADNc de cada uno de los miembros de la familia
subclonados en el vector de expresion pSV (Foulkes y cols., 1991, y Gonzélez y
cols.,1991).

Los vectores de expresion en procaritas de los factores de transcripcion de la familia de
CREM y CREB fueron cedidos por el Dr. Sassone-Corsi, sobre los que se realizaron
todas las mutaciones necesarias para obtener los mutantes en el LCD del KID. Los
mutantes en las serina del KID en CREM y CREB también fueron cedidos por el Dr.
Sassone-Corsi.

El vector de expresion del KIX de CBP en procariotas fue cedido el Dr Montminy, y
sobre dicho vector se realizd la mutacién del LCD para generar el mutante CBP-
KIXL603,607V.

El vector de expresion del KIX de CBP acoplado a GST en la construccion KIX-GST
esta descrita por Parker y cols.,1996.

4.3. TRANSFECCION DE CELULAS EUCARIOTAS.

4.3.1. Transfeccién con microprecipitados de fosfato calcico.

Partiendo de un nimero de células cercano a 5x10° puestas en placa de 60 milimetros 6
h antes de realizar la transfeccion con su medio y cantidad de suero correspondiente
(M.M, apartado 4.1), se transfectaron las células con microprecipitados de calcio
mezclando una cantidad maxima de ADN (incluyendo vectores de expresion y
reporteros) entre 6 y 8 ug con 25 ul de Cl,Cay HBS a pH 7.1 (125 mM NaCl, 25 mM
HEPES y 0.75 mM Na,HPO,) en agitacion y mantenidolo a R.T durante 20 min antes
de afnadir a las células. La transfeccion se manteiene durante 12 h a 37 grados
centigrados antes de retirarla y poner medio fresco.

4.3.2. Transfeccion con agentes lipofilicos.

Partiendo de un nimero de células cercano a 5x10° puestas en placa de 60 milimetros 6
h antes de realizar la transfeccion con su medio y cantidad de suero correspondiente
(M.M, apartado 4.1), se transfectaron las células con una cantidad méxima de 4 ug de
ADN (incluyendo vectores de expresion y reporteros) en las mismas condiciones que
indica el protocolo de la casa comercial (life technologies).
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4.4. EXPRESION Y PURIFICACION DE PROTEINAS EN BACTERIA.

4.4.1. Cultivos bacterianos.

Para la expresion y purificacion de proteinas bacterianas hemos utilizado la cepa BL21
(en medio 2XYT: 2.5 g de NaCl, 5 g de extracto de levadura y 8 g de Bacto-trypton y
agua hasta 500 ml) y para la produccion de los distintos plasmidos reporteros y vectores
de expresion de proteinas hemos utilizado la cepa DH5a (en medio LB: 10 g de Bacto-
trypton, 10 g de NaCl, 5 g de extracto de levadura y agua hasta un litro) de E.coli,
ambas de la casa comercial Life technologies.

4.4.2. Transformacion.

En la transformacion de las bacterias competentes DH5a se utilizaron las mismas
condiciones especificadas por la casa comercial (Life Technologies), para estas
bacterias en transformaciones por choque térmico.

En el caso de la cepa BL21 competentes mezclamos 100 ul de bacterias con 20 ul de
KCM5X (0.5M KClI, 0.15 M de Cl,Cay 0.25 M de Cl,Mg) y 10 ng de ADN (en 80 ul
de agua), se mantienen 10 min en hielo y otros 10 a R.T. Se afiaden 800 ul de medio LB
y se mantienen 30 min a 37 grados centigrados y procedemos a la siembra en placa de la
cantidad adecuada del cultivo.

4.4.3. Obtencidn de plasmidos.

Dependiendo de la cantidad de plasmido que desearamos producir utilizamos dos
protocolos principalmente:

-Para preparaciones pequefias partimos de una colonia aislada transformada con el
plasmido de interés crecida en medio LB con antibidtico de seleccion que se amplifica a
un cultivo de 3 ml de medio LB con antibidtico de selccion que incubamos durante 12 h
a 37 grados centigrados, posteriormente usamos el protocolo de miniprep de Wizard en
las mismas condiciones que indica el boletin técnico de la casa comercial.

-Para preparaciones grandes partimos de 500 ul a 1 ml de cultivo de miniprep o glicerol
de la bacteria previamente transformada con el plasmido de interés en 250 ml de medio
LB con antibiotico de seleccion y se deja crecer 12 h a 37 grados centigrados. Para la
obtencidn del plasmido seguimos el protocolo de maxiprep de la casa comercial Qiagen.

4.4.4. Obtencion de proteinas sobreexpresadas.

Las bacterias de la cepa BL21 transformadas con el vector de expresion de la proteina
de interes se crecen a 37 grados centigrados en 3 ml de medio 2XYT (con antibidtico de
seleccion) hasta que el cultivo alcanza una D.O de 0.6 a 600 nm, momento en el que se
amplifica el cultivo pasando a 50 ml del mismo medio y dejandolo a 37 grados
centigrados hasta que vuelve a alcanzar la D.O. antes indicada. Llegado a este punto se
trata el cultivo con IPTG en las concentraciones optimas para cada vector de expresion
y se incuba el cultivo a 37 grados centigrados el tiempo necesario para la obtencién de
las cantidades de proteina deseadas (entre 1-4 h). Pasado este tiempo, las células se
separan del medio por centrifugacion y se resuspenden en PBS pH 7.4 con inhibidores
de proteasas y fosfatasas y se lisan (congelacion-descongelacion en nitrégeno liquido o
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hervido, dependiendo de la proteina que estemos sobreexpresando) para obtener la
proteina deseada tras centrifugar la muestra y recuperar el sobrenadante.

4.4.5. Purificacion de proteinas fusionadas a GST.

El cultivo y sobreexpresion de proteinas fusionadas a GST en bacteria se realiza de
manera similar a lo indicado en el punto anterior y para proceder a la purificacion de la
proteina de fusién del extracto total se utiliza la afinidad de la proteina de fusion para
interaccionar con gluation unido a sefarosa (Pharmacia), en las condiciones indicadas
por la casa comercial.

4.5 ANALISIS DE PROTEINAS EUCARIOTAS.

4.5.1.Extraccion de proteinas nucleares.

A lo largo del desarrollo de esta memoria, la mayoria de los experimentos que han
necesitado de la obtencién de proteinas procedentes de lineas celulares se han referido
siempre a extractos nucleares (Nancy C. Andrews y Douglas V. Faller .1991). Para un
numero alrededor de 5X10° células, se resuspenden en 400 ul de solucién A(10 mM
HEPES-KOH, pH 7.9, 1.5 mM de Cl,Ca, 10 mM KCI, 0.5 mM DTT y 0.2 mM PMSF)
y se mantienen en hielo durante 10 min. Centrifugamos a 14000 rpm 30 segundos y el
precipitado se resuspende en 50 ul de solucion C (20 mM HEPES-KOH pH 7.9, 25% de
glicerol, 420 mM NaCl, 1.5 mM Cl,Mg, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM DTT, 0.2 mM PMSF)
y se incuba durante 20 min en hielo. Se centrifuga a 14000 rpm durante 2 min y se
recoge el sobrenadante donde estan las proteinas de la fraccion nuclear.

4.5.2 \Western blot.

Todos los ensayos de western incluidos a lo largo de la memoria fueron realizados en
SDS-PAGE, con un porcentaje del 10% (gel de resolucion: 8.02 ml agua, 5 ml de Tris
1,5M pH 8.8, 6.67 ml de a acrilamida/bisacrilamida 37.5:1 2.6% C de Biorad , 200 ul
sds 10%, 150 ul APS 10%, 15 ul TEMED; gel de compatacion al 4.5 %: 5.79 ml agua,
2.5 ml TRIS 0.5M pH 6.8, 1.5 ml acrilamida:bisacrilamida, 200 ul de SDS al 10%, 150
ul de APS 10% y 15 ul TEMED), partiendo de 50 ug de extractos nucleares
resuspendidos en solucion de carga 2X (2.5 ml TRIS 0.5 M pH 6.8, 2 ml SDS al 20%,
2 ml de glicerol, 1 mg BPB, 0,31 gramos de DTT y agua hasta 10 ml) y calentados a
100 grados centigrados durante 5 min. La elefectroforesis se realiza a 150 voltios
durante 45 min, utilizando como solucidn para realizar la electroforesis: TRIS 0.025 M,
glicina 0.192 M y SDS 0.1%, todo con pH 8.3. Para la transferencia se utilizaron
membranas de nitrocelulosa (Schleicher&Schuell) en condiciones semiliquidas en
solucion de transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.1 %, metanol 20% y
agua hasta un litro). La transferencia se realiza durante un tiempo aproximado de 1 h,
dependiendo de la proteina que nos interese, y con un amperaje de 1 miliamperio por
centimetro cuadrado de la membrana. Tras el blogueo de la membrana con un 5% de
leche desnatada en TBS-T (Tris 20 mM, NaCl 137 mM, pH 7.6 y agua hasta un litro,
con tween 20 al 10 %), misma solucion que se utiliza para diluir el anticuerpo primario
con el que se incuba la membrana durante 12 h a 4 grados centigrados, se lava
abundantemente con TBS-T y se hibrida con el anticuerpo secundario diluido en
(77)



Material y Métodos.

solucion de bloqueo, se incuba la membrana durante 1 h a R.T. se lava abundantemente
con TBS-T y se revela con sistema ECL+(Amersham).
Los anticuerpos utilizados en los diferentes western se indican en el punto 4.8 de M.M.

4.5.3. Ensayos de retardo en gel.

Los oligonucleotidos utilizados en los ensayos de retardo como sonda o como
competidores se indican en el apartado 4.9 de M.M.

El marcaje de los oligonucle6tidos se realizo partiendo de 100 ng de cada una de las
hebras complementarias, 25 uCi (gamma —p32) dATP (Amersham) y enzima T4
polinucledtido quinasa (New England biolabs), incubando esta mezcla durante 1 h a 37
grados centigrados. Posteriormente se purifican las hebras marcadas y se anillan
calentando a 100 grados centigrados durante 2 min, se dejan enfriar lentamente y se
cuantifica la actividad en un contador de centelleo, para poder diluir la sonda hasta los
niveles de uso.

Para la reaccién partimos de 10 a 15 ug de extracto de proteina que se mantiene 5 min a
R.T. en la solucién de la reaccion (10 mM de HEPES pH 7.9, 10% de glicerol, 1 mM de
EDTA, 8 mM CI;Mg, 10 mM DTT vy una cantidad variable de dI/dC entre 0.2 ug para
sonda DRE y 0.8 para sonda CRE), pasados los 5 min se afiade la sonda (100000 cpm) y
se incuba a R.T. durante 20 min y se realiza la electroforesis en un gel de
acrilamida/bisacrilamida al 6% (8 ml de acrilamida/bisacrilamida 30% 19:1 , 5 ml de
TBE 10X (1 M de Tris/HCI pH 8.0), 1 M de &cido boricoy 25 mM EDTA). La duracién
de la electroforessis es de 3 h a 150 voltios, pasado este tiempo se seca el gel y se
expone en pelicula X-OMAT (Kodak) para obtener el resultado final.

4.5.4. Coinmunoprecipitacién en cerebro de rata.

Los extractos nucleares de cerebro e higado de rata se prepararon segun describe Gorski
y cols., 1986. Los nucleos fueron lisados en agua con 6 ciclos de congelacion-
descongelacion y centrifugados a 15000 g durante 15 min. El sobrenadante fue diluido
1:1 en solucion 2X de inmunoprecipitacion (20 mM HEPES pH 7.9, 16 mM MgCl,, 2
Mm EGTA, 2 mM DTT, 20% glicerol, suplementado con inhibidor de fosfatasas
(Calbiochem). Para las coinmunoprecipitaciones en presencia de calcio, se elimind el
EGTA y se incluyd una concentracion de 2 mM de CaCl,. Los extractos fueron lavados
con una incubacién de 1 h con sefarosa- proteina A (Pharmacia) e incubado con anti-
DREAM (FI-214, Santa Cruz) o anti-CREB (9192, New England Biolabs) durante 12 h
para inmunoprecipitar CREB y DREAM respectivamente, los inmunocomplejos se
capturaron con proteina A-sefarosa en una incubacion de 1 h y lavados 4 veces con la
solucion de inmunoprecipitacion y se chequearon en western- blot como se indica en el
punto 4.5.2.

4.5.5. Interaccion de proteinas in vitro (pull down).

Las proteinas CREB y DREAM marcadas con azufre-35 fueron transcritas y traducidas
utilizando el sistema T7-TNT (Promega). Dos ug de proteina recombinante CBP-KIX-
GST purificada (apartado 4.4.5 de M.M) se incubaron con las proteinas CREB

(78)



Material y Métodos.

marcadas con azufre-35, en presencia o ausencia de DREAM recombinante en solucion
de interaccién (20 mM HEPES, pH 7.9, 10% glicerol, 150 mM KCL, 2 mM de MgCl,,
0.5 mM EGTA, 1 mM DTT, 0.2 % NP40, 0.5% Blotto (Biorad) e inhibidores de
proteasas (Calbiochem)). Tras 5 lavados con la misma solucion, las proteinas unidas se
revelaron en un western blot como se indica en el punto 4.5.2.

4.5.6. South-western.

Partiendo de 50 ug de extractos nucleares realizamos un western-blot como se indica en
el apartado 4.5.2, hasta tener la muestra transferida a la membrana de nitrocelulosa, que
renaturalizamos durante 5 min a R.T con PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 7.4 mM
Na;HPQ4, 1.5 mM KH,PO,), y blogueamos con un 3% de leche desnatada en solucion
TNED (40 mM Tris pH 7.5, 50 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 1 mM DTT)
durante 1 h. ElI marcaje de la sonda se realizé por el protocolo de relleno utilizando
fosforo 32 a-dCTP y como enzima para realizar el marcaje el fragmento Klenow (Gibco
BRL). La hibridacion con la sonda se realiza en solucion TNED con 1 millon de cpm de
la sonda (indicada en el apartado de oligonucleétidos de M.M) marcada con 32-p, 10 ug
de ADN de esperma de salmon, durante 2 h a R.T. Posteriormente se lava la membrana
3 veces durante 10 min con 20 ml de la misma solucién de hibridacion y finalmente se
realiza una autorradiografia en pelicula X-OMAT (Kodak).

4.6. INMUNOFLUORESCENCIA.

Partiendo de cubres con unas 50000 células, se lavan dos veces con PBS+ 5 mM de
Cl,Mg vy se fijan las células con la misma solucion pero suplementada con 3.7% de
paraformaldehido, durante 10 min a R.T. que posteriormente se lava con PBS, glicina
0.1 M y Cl;Mg 5 mM durante 15 min a R.T, se retira y se afiade PBS, 0.5% Triton x-
100 y Cl;Mg durantel5 min a R.T. Se lava 3 veces 5 min con PBS + Cl,Mg 5 mM, y
una vez con PBS+ Cl,Mg 5mM + Tween 20 0.05% durante 5 min. Después de todo este
proceso se hibridan las células con el anticuerpo primario diluido 1/400 en PBS, tween
20 0.05 %, Cl;Mg 5 mM y BSA 1% durante 12 h a 4 grados centigrados.

Se retira el anticuerpo primario y se dan 3 lavados de 5 min con PBS+ Cl,Mg 5 mM +
Tween 20 0.05%.

Se hibrida con el anticuerpo secundario (acoplado a sefial de fluorescencia) diluido
1/400 en PBS, tween 20 0.05 %, CI,Mg 5 mM, durante 1 ha R.T.

Se lava 3 veces con en PBS, CI,Mg 5 mM, durante 5 min y posteriormente se fija el
cubre al porta y se observa a microscopia de fluorescencia.

4.7. ENSAYOS CON REPORTERQOS CAT.

Después de la transfeccion y los tratamientos adecuados en cada ensayo, se recogen las
células en Tris 0.25 M pH 7.4 y se lisan con 4 ciclos de congelacion-descongelacion,
posteriormente se valora la cantidad de proteina por el método de Bradford y se realiza
el ensayo de acetilacion con 100 ug de proteina de cada muestra, 0.1 uCi de 14C-
cloroanfenicol(Amersham) y acetil CoA 4 mM (SIGMA), durante 2 h a 37 grados
centigrados, y el resultado de la reaccion se separa en una cromatografia sobre silicagel
(MERCK) por capilaridad en soluciéon de cloroformo con un 5% de metanol. El
resultado final se escanéa e integra por ordenador.
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4.8. ANTICUERPOQOS.

Para la deteccion de las isoformas de CREM en western blot hemos utilizado el
anticuerpo policlonal de la casa comercial Santa Cruz, de la que también obtuvimos los
anticuerpos policlonales de CREB (X-12) y DREAM (FL-214), utilizados en las
coinmunoprecipitaciones.

El anticuerpo monoclonal de DREAM (1b1) fue purificado en nuestro laboratorio.

En los experiemtos de inmunofluorescencia para microscopia confocal utilizamos el
anticuerpo monoclonal anti-myc de la casa comercial Invitrogen.

4.9. OLIGONUCLEOTIDOS.

Para los ensayos de retardo, los oligonucleotidos utilizados tras su anillamiento fueron:

DREdyn 5" GAAGCCGGAGTCAAGGAGGCCCCTG 3°  Ensayo de retardo
3'CT T CGGCCTCAGT TCCTCCGGGGAC 5’

DREc-fos 5 CTGCAGCGAGCAACTGAGAATCCAAGACS3 Ensayo de retardo
3'GACGTCGCTCGTTGACTCTTAGGTTCTG 5’

DREc-jun 5 GATCCTGGCAAACAACTGAGGAAAAAG 3" Ensayo de retardo
3 CTAGGACCGTTTGTTGACTCCTTTTTCS’

DREicer 5 GATCCGATGAGGAAACTGAACTTGCCG3" Ensayo de retardo
3’ CTAGGCTACTCCTTTGACTTGAACGGCY

CREsom 5CTTGGCTGACGTCAGAGAY Ensayo de retardo
3’ GAACCGACTGCAGTCTCTY’

Para los ensayos de south-western, utilizamos como sonda los siguientes
oligonucleotidos:

DREFILL1 5 GAAGCCGGAGTCAAGGAGGCCCCTGY South-western
3’ CTTCGGCCTCAGTTCCTCCGGGGAS’

DREFILL2 5 CAGGGGCCTCCTTGACTCCGGCTTC3 South-western
3'GTCCCCGGAGGAACTGAGGCCGAAGY
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Objetivos.

5. OBJETIVOS.

El objetivo principal de este trabajo fue analizar funcional y estructuralmente los
dominios de la proteina DREAM, implicados en su regulacion por calcio y AMPc.
Para ello hemos centrado nuestro trabajo en los siguientes puntos especificos:

1.- Caracterizacion de la interaccion entre DREAM vy el sitio DRE. Estudio de la
secuencia DRE vy localizacion del posible dominio de union al ADN en DREAM.

2.- Estudio de la regulaciéon por calcio de la actividad transcripcional de DREAM,
caracterizacion funcional de los dominios de union a calcio del tipo EF-hand y efectos
transcripcionales de los mutantes en dicho dominios.

3.- Regulacién por AMPc de la actividad transcripcional de DREAM. Determinacion
del mecanismo molecular que controla la sensibilidad de DREAM a la estimulacion de
la via de AMPc y PKA en la regulacién de la transcripcion DRE-dependiente.

4.- Efecto de DREAM sobre la actividad transcripcional de otros elementos reguladores
distintos al DRE.

En este apartado nos centraremos en el posible efecto regulador de DREAM sobre la
transcripcion controlada por el sitio CRE.

5.- Identificacion de posibles promotores diana de la regulacién transcripcional por
DREAM.
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Resultados. Estudio de la interacciéon entre DREAM v el sitio DRE.

6. RESULTADOS.

6.1. ANALISIS DE LA INTERACCION ENTRE DREAM Y EL SITIO DRE.

La secuencia DRE se identifico en el curso de estudios en nuestro laboratorio

sobre los mecanismos de control de la expresion del promotor de prodinorfina humana
(Carrion y cols., 1998).
El analisis de delecion del promotor del gen de prodinorfina permitié definir un
elemento regulador localizado en la region 5° no traducida del primer exén, que parecia
ser critica para la expresion basal y dependiente de PKA de este gen en lineas celulares
de neuroblastomas humanos (Carrion y cols.,1998).

Ademés se observo que la funcion del elemento DRE es dependiente de
posicion, independiente de orientacion, reprime la transcripcion incluso cuando se
inserta en promotores heter6logos y s6lo funciona como elemento represor cuando se
localiza por detras de la caja TATA (Carridn y cols.,1998).

6.1.a Andlisis mutacional del DRE del promotor de dinorfina.

Para establecer los residuos clave de la secuencia DRE y poder definir un

consenso se realizaron distintas sustituciones en el DRE de prodinorfina humana
(hDynDRE). En primer lugar, se disefié una serie de mutantes con dos nucledtidos
mutados a adenosinas y se analizo la capacidad de estos mutantes de competir la banda
de retardacion obtenida con la sonda hDynDRE y extractos nucleares de la linea celular
de neuroblastoma humano NB69. Como resultado se propuso un core central formado
por la secuencia GTCA (Carrion y cols.,1998). Ademas estos estudios sefialaban la
importancia del residuo G en el core del DRE.
Para analizar mas en detalle la secuencia DRE consenso, utilizamos proteina DREAM
recombinante en ensayos de retardo utilizando como sonda tanto los mutantes anteriores
(Carrién y cols.,1998) como nuevos oligonucleétidos mutados, y comparamos la
intensidad de las diferentes bandas de retardo que se obtenian con los distintos
hDynDRE (Tabla 7).

Oligonucleotido Secuencia Afinidad
WDyrDRE 8 .COGGRRAGTCAAGGRGECC-F 100
flutl hDwnDRE & FEAATCARGGRGECC-Y M
flut2 hDwnDRE & FEAGRCARGGRGECC-Y .1
flutd hDwnDRE & EAGTGARGGRAGECC-Y ;
flutd hDwvnDRE & EAGTCORAGGRAGSECC-Y 5
fluts hDvinDRE & EAGTCTAGGRAGSECC-Y 14
bl hDwnDRE & GAATRAARGGEREGCC-3 L
flut? hDwnDRE & EAGETARGGRAGECC-Y 13
bl hDwvnDRE & FGATECARGGEREGC- Lk
ratlDvnDBEE F.CTAGCETCAGAGOTCCT-37 13

Tabla 7. Capacidad relativa de los distintos oligonucleétidos DRE para generar banda de
retardo con DREAM recombinante.
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Las mutaciones simples dentro del core GTCA, mutantes hDynDRE 1-5, perdian en
gran medida la union de la proteina DREAM recombinante, como se predecia en
resultados anteriores (Carrion y cols.,1998). La pérdida de interaccion méas importante
(mas del 85%) se daba en el mutante 5 con una sustitucién de A a T mientras que la
sustitucion de A a C (mutante 4) todavia mantenia una retencién de banda relativa al
oligo salvaje del 28%. Las mutaciones dobles dentro del core GTCA (mutantes del 6 al
8) presentaban una muy pobre capacidad para unir DREAM.

Comparando la sonda DRE de prodinorfina humana con la correspondiente en el gen de
rata, aparecen numerosas diferencias fuera del core GTCA, pero en cambio es esta
ultima la que tiene mayor afinidad por DREAM, lo que confirma que la flexibilidad de
la secuencia DRE en las regiones flanqueantes, puede ser muy importante como
previamente se sugeria (Carridn y cols.,1998).

Para confirmar que las mutaciones estudiadas suponian una merma in vivo en cuanto a
la capacidad transrepresora de DREAM, realizamos experimentos de transfeccién con el
promotor de prodinorfina (plasmido reportero pHD1CAT) o un promotor heterélogo
(constuccion pTKDRECAT), junto con el vector de expresion de DREAM. La
cotransfeccién con DREAM reprimia siginificativamente la expresion basal de ambas
construcciones en células HEK293 (Fig 38).

a - Fig (38). Represion por DREAM de los reporteros pHD1CAT y
100 4 pTKDRECAT que contienen un sitio DRE. Transfeccion transitoria
de estos reporteros con DREAM en células HEK293. También se
muestra como DREAM no es capaz de reprimir la construccion

¥
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La misma cotransfeccion con DREAM no pudo reprimir la transcripcion basal de los
reporteros vacios pBLCAT3 y pBLCAT2 (Fig 38). Ademas DREAM no pudo
reprimir la transcripcion del plasmido reportero pHDIMDRECAT en el que el sitio
DRE esta mutado, con lo que no puede unirse DREAM.

Estos resultados indican que DREAM funciona como un represor transcripcional a
través de la union al sitio DRE.

6.1.b.Ensayos de identificacion del dominio de unién al ADN en DREAM.

Una vez caracterizado el sitio DRE a través de ensayos de retardo, mutacion de
nucleotidos clave de la secuencia DRE y experimentos de transfeccidn, y conociendo
la dindmica de la union de DREAM a dicha secuencia, nos planteamos tratar de
identificar los aminoacidos en DREAM que pudieran estar implicados en la
interaccion con el DRE.

Para ello, analizando la secuencia de aminoacidos de DREAM, y en ausencia de
motivos estructurales claramente responsables de la union de DREAM al ADN.
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definimos dominios en DREAM ricos en aminoacidos cargados positivamente.

De esta manera identificamos dos regiones a las que denominamos DBD1 y 2. La
primera esta localizada entre los aminoacidos lisina 116 y lisina 130, por delante de la
primera EF-hand:

116 Lys Phe Thr Lys Lys Glu Leu GIn Ser Leu Tyr Arg Gly Phe Lys 130

La segunda region se localiza entre los aminoécidos 150 y 165, por delante de la
segunda EF-hand:

150 Phe Pro Arg GIn Pro Pro Pro Met His Tre Ser Phe 164
Los aminoacidos cargados positivamente se indican en negrita.

Con el objetivo de eliminar estas regiones en DREAM, en el caso de DBD1 optamos
por hacer una delecién de zona de la proteina y para DBD2, ademas de hacer delecion,
realizamos un cambio en el marco de lectura que afectase exclusivamente a esta region,
para obtener los mutantes DREAMADBDI, DREAMADBD2 y DREAMFS2,
respectivamente.

Partiendo de la premisa de que la union al DRE es el punto inicial del efecto represor de
la proteina, mutantes que no fuesen capaces de unirse al ADN, en principio, no deberian
ser tampoco capaces de ejercer un efecto represor sobre un promotor con un elemento
DRE colocado en posicion downstream de la caja TATA.

Para chequear esta posibilidad, las construcciones mutantes de DREAM antes
comentadas, fueron cotransfectadas junto con el reportero pHD3CAT (Carrién y cols.,
1998) en células HEK?293.

Mientras la proteina DREAM salvaje reprimia la actividad basal de la construccion
reportera pHD3CAT en un 50 %, el mutante DREAMADBD1 no era capaz de reprimir
dicha basal, efecto que si se obtiene en mayor o menor medida con cualquiera de los dos
mutantes para la region DBD2 (Fig 39).

Los resultados de estas transfecciones con respecto a la region DBD2 nos hicieron
pensar que posiblemente, este dominio no estaria implicado en el mecanismo de union
al DRE, con lo que descartamos su utilizacion en posteriores ensayos para la
identificacion del dominio de union al ADN.
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Actividad
Relativa
CAT.

0 -
pHD3CAT
pcDNA3
DREAM +
ADBD1 +
ADBD2 +
FS2 +

+ +
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Fig (39).Cotransfeccién del reportero pHD3CAT, promotor minimo inducible de
prodinorfina (Carrion et al.,1998) en células HEK293, junto con los vectores de expresion de DREAM wt
y los mutantes en los posibles dominios de union al ADN. Unidades de actividad CAT referidas a la
cotransfeccion del reportero con el vector de expresién pcDNA3 vacio. DREAM wt provoca una
represion de la actividad basal del reportero cercana al 50%. Valores de represién similares se observan
con los mutantes en la region DBD2 mientras que el mutante DBD1 no es capaz de reprimir dicha
construccion reportera.

A la vista de estos resultados, habiamos encontrado un mutante que no era capaz de
reprimir un reportero con un sitio DRE, lo que encajaba con nuestra hipétesis de que la
delecién en el mutante ADBD1 podria haber eliminado la posibilidad de unién al sitio
DRE, por lo que no obteniamos represion. Para chequear esta posibilidad, subclonamos
el mutante ADBD en un vector de expresion en bacteria y la proteina recombinante que
se obtuvo se utilizd en ensayos de retardo sobre una sonda DRE. La proteina
recombinante DREM-ADBD1 produjo una banda de retardacion sobre la sonda DRE
similar a la producida por la proteina recombinante DREAM wt (datos no mostrados),
por lo tanto, la delecién de la secuencia de aminodcidos antes indicada en el mutante
DREAMADBDL1 no bloguea la capacidad de DREAM de unirse al sitio DRE, que era lo
que estabamos buscando, aunque si afecta drasticamente a la capacidad de la proteina
para reprimir la transcripcion, condicion que se chequeara en futuros estudios.
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6.1.c Promotores diana de la regulacién transcripcional por DREAM.

Hasta ahora hemos demostrado la capacidad de DREAM para reprimir la transcripcion
basal del promotor de prodinorfina y de construcciones reporteras con promotores
heter6logos en los que incluimos DREs, pero llegados a este punto nos planteamos
saber si DREAM podria reprimir la transcripcidn de otros genes activados por calcio.

El primer promotor en el que nos fijamos fue c-fos, del que se conoce su regulacién por
calcio (Hardingham y cols., 1997). Tras cotransfeccion transitoria en células HEK293,
la expresion basal de FCACAT, un reportero que contiene el promotor de c-fos, fue
reprimido por DREAM (Fig 40.A).

Fig (40). (A) DREAM reprime la expresion basal

del promotor de c-fos. Experimentos de g
transfeccién transitoria en células HEK293
muestran una represion por DREAM (barras
negras) de la transcripcion basal del reportero
FCACAT pero no del reportero FCAmMDRECAT. La
transactivacion del reportero FCACAT por cafeina ©“omp. - —
en células HEK293 se blogquea por la expresion de

4EFMDREAM (barras rayadas) pero no por

DREAM (barras negras). Las barras blancas - - ey
indican la cotransfeccion con el vector de expresion

vacio pcDNA3.

(B) Ensayo de retardo utilizando como sonda el

DRE de c-fos y proteina DREAM expresada en —-

bacteria. Las bandas de retardo especificas se

compiten con DRE frio de dinorfina pero no por el

DRE mutado de c-fos, AP-1, CRE, u Oct-1.

Ademas el DRE mutado de c-fos no pudo originar

ninguna banda de retardo cuando se utiliz6 como

sonda.
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El andlisis de la secuencia del promotor de c-fos reveld la presencia de una secuencia
DRE putativa, GNARYYRAG, en posicion posterior a la caja TATA. Para determinar
si esta secuencia era responsable de la represion mediada por DREAM mutamos el DRE
en el reportero FC4CAT, generando la construccion FCAmDRECAT que no era
reprimida por DREAM (Fig 40.B).

Realizamos ensayos de retardo utilizando extractos de bacteria o de células HEK293
sobreexpresando DREAM, con el DRE de c-fos como sonda (Fig 40.B), s6lo un oligo
con el DRE de dinorfina era capaz de competir la banda de retardo de DREAM sobre el
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DRE de c-fos, mientras otros oligos con secuencias CRE, AP-1, Oct-1 o el DRE
mutado de c-fos, no fueron capaces de desplazar dicha banda de retardo.

Estos resultados indican que DREAM reprime de manera constitutiva a c-fos, actuando
sobre el sitio DRE del promotor. La activacion de la transcripcién del reportero c-fos
por liberacion de calcio intracelular fue bloqueada por 4AEFMDREAM pero no por
DREAM (Fig 40.A).

Pudimos localizar otra secuencia DRE en el promotor P2 del gen CREM. El promotor
P2 controla expresion inducible por AMPc y calcio de la isoforma ICER, un represor
transcripcional (Molina y cols., 1993).

Ensayos de retardo con proteina DREAM recombinante sobre la sonda DRE del
promotor P2 de CREM (Tabla 8) y experimentos de transfeccion transitoria en células
HEK?293 cotransfectando la construccion reportera P2CAT en presencia o ausencia del
vector de expresion de DREAM (Fig 41), muestran que el sitio DRE del promotor de
ICER es funcional para la interaccion con DREAM vy esta interaccion provoca la
represion de la construccion reportera P2CAT en células HEK293.

Oligonucle6tido Secuencia Afinidad relativa
hDvnDRE Y -CCBRAGTCARGGRAGECC.Y 100
c-fo R E Y -RECGAGCARCTGAGARG-Y  [3T%
ICERDEE SCTRTTTTEGACTATGETRY  l66%
Reverse hDynDRE 5°-CCGRAGGRACTGAGECCY 9T

Tabla (8). Resumen de los resultados de los ensayos de retardo con DREAM bacteriano
sobre las sondas que se indican y su afinidad relativizada con la unién del mismo DREAM bacteriano a la
sonda DRE del promotor de dinorfina humana.
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Obtuvimos mayor afinidad de la proteina DREAM recombinante, tanto para la
secuencia DRE de c-fos como para la de ICER, que para la secuencia DRE del promtor
de dinorfina (Tabla 8).
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Fig (41). Transfeccion transitoria en células HEK293 de construcciones reporteras con los promotores de
algunos genes tempranos como: c-jun (J1), icer (P2) ; acoplados al reportero CAT. En ausencia o
presencia de DREAM en la cotransfeccion. Se muestra el efecto de DREAM sobre FCACAT como

control de represion.

DREAM no sdlo era capaz de reprimir la expresion basal de promotores como c-fos o
icer sino también sobre otros como c-jun que también presenta una secuencia DRE, y
que a la vista de los resultados de la transfeccion transitoria resulto ser funcional (Fig

41).

Ademas de promotores de genes tempranos, hemos podido identificar secuencias DRE
en otros muchos promotores de genes muy diferentes como el propio DREAM, BDNFI,
I, 111y IV, sinaptotagmina 1V y X, calbidina, junB, NCAM, calmodulina quinasa lla,
PKC-gamma, ligando de Fas, etc.
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6.2 .R EGULACION POR CALCIO DE LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL DE
DREAM.

La secuencia de la proteina DREAM reveld la presencia de 4 dominios de union
a calcio conocidos como EF-hand. La union de calcio a cada EF-hand es directa, a
través de 6 residuos (X, Y, Z, -X, -Y y -Z; Fig 30) localizados en posicion 1, 3,5, 7, 9
y 12 en un lazo de 12 aa flanqueados por dos ahélices que forman un angulo de 90
grados entre ambas y unidas por el lazo (el lazo de 12 aa y las dos ahélices constituyen
el dominio EF-hand). La 22, 3% y 42 EF-hand de DREAM se ajustan perfectamente al
consenso del EF-hand, mientras que la 12 estd menos conservada (esta descrito, para las
proteinas con estos dominios de union a calcio, la falta de funcionalidad de alguna de
ellas). La busqueda en la base de datos revel6 una alta similitud entre DREAM vy las
proteinas de union a calcio de la familia de las recoverinas, vilipl, hipocalcicina. El
alineamiento del DREAM humano con estas proteinas muestra que la similitud es
especialmente alta en la regién que contiene las EF-hand (Fig 30).

6.2.1. Union directa del calcio a DREAM.

Para determinar el significado funcional de las EF-hands presentes en DREAM
analizamos el espectro de emision de fluorescencia del triptéfano en DREAM, en
presencia 0 ausencia de calcio. La adicién de 5 uM de cloruro célcico disminuye la
intensidad de fluorescencia (Fig 42), indicando que DREAM se une especificamente a
calcio en soluciones acuosas a concentraciones micromolares de calcio.
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Fig (42). DREAM es una proteina de unién a calcio. Espectro de emision de fluorescencia de 0.5
uM de DREAM en ausencia de calcio (linea discontinua) y en presencia de 1uM o 5 uM de calcio.
(Fluorescencia medida en unidades arbitrarias).

La union del calcio a las EF-hand de DREAM, provoca un cambio
conformacional en cada uno de los dominios de unién a calcio que se puede
transmitir al resto de la proteina. Este cambio conformacional provoca que los
residuos de triptéfano, en este caso, queden menos expuestos y por lo tanto el
espectro de emision de fluorescencia de este aminoacido a una longitud de onda
de 350 nm cambia con respecto a la situacion en ausencia de calcio.
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6.2.2. Mutantes en las EF-hand de DREAM.

6.2.2.a. Efecto de la mutacién de una EF-hand sobre la unién de DREAM al ADN.

Una vez que disponiamos de la evidencia experimental de la interaccion directa del
calcio a DREAM, nos planteamos conocer como la mutacion de una séla EF-hand
podria afectar a la funcionalidad de la proteina y su union al DRE (Fig 43).

a HEFZEST AEKZRE
DREEAN dEFmMOREAM
— O 10 — 0510 Calds (k)
DREAM — vy ' -

ey

b HEW203  HEK293 C HEx393
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Fig (43). Mutante 4EFMDREAM.(a) Ensayo de retardo que muestra el efecto clave del calcio sobre la
banda de ratardacion sobre la sonda DRE. El bloqueo por calcio de la banda de retardo obtenida con
proteina DREAM salvaje no se da en el caso del mutante. (b) Southwestern de extractos nucleares de
células HEK293 tras sobreexpresion estable de DREAM o de 4EFmutDREAM. Efecto diferencial del
calcio sobre la banda de 110 KDa de DREAM y del mutante 4EFmutDREAM.. (c) Western de extractos
nucleares de células HEK293 DREAM-Myc en ausencia y presencia de calcio.

Utilizando extractos nucleares de células HEK293 sobreexpresando DREAM o
4EFmMutDREAM, en el que se han mutado los residuos en posiciones X e Y de la cuarta
mano de unidn a calcio, a alaninas, eliminando asi la capacidad de estas dos posiciones
de aportar los enlaces quimicos de oxigeno necesarios para quelar al ion calcio,
realizamos un ensayo de retardo utilizando como sonda el DRE de prodinorfina
humana, en el que pudimos observar que en presencia de concentraciones de calcio de
10 micromolar conseguimos eliminar la unién de DREAM al DRE, lo que apoyaria que
la union del calcio a los EF-hand provoca un cambio conformacional que tiene como
resultado la pérdida de la capacidad de unién al ADN. Por otro lado y en el mismo
experimento, observamos como el mutante en la cuarta EF-hand se une al DRE con la
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misma afinidad que el DREAM salvaje pero es insensible a la presencia de calcio y no
pierde su interaccion con el DRE (Fig 43 a).

Intentando profundizar mas sobre el efecto del calcio en la unién al DRE y su bloqueo
por el mutante en la cuarta EF-hand, planteamos experimentos de south-western usando
los mismo extractos nucleares de HEK293 sobreexpresando DREAM salvaje o el
mutante 4AEFMDREAM. Los resultados muestran, en la misma direccion que el enssayo
de retardo, que tanto DREAM como 4EFMDREAM son capaces de formar tetrdmero y
unirse al DRE, pero mientras dicha union se elimina en presencia de 10 micromolar de
calcio sobre DREAM salvaje, el mutante se mantiene unido a la sonda, demostrando
una vez mas la insensibilidad del mutante a la presencia de calcio (Fig 43 b).

El analisis por western de los extractos nucleares de células HEK293-DREAM-Myc en
ausencia o presencia de calcio resulté en un patron idéntico de bandas con el
monomero, dimero y tetrdmero (Fig 43.c), lo que demuestra que la unién del calcio a la
EF-hand induce un cambio conformacional en DREAM que impide su unién al DRE
pero que no afecta a la estabilidad del tetramero de DREAM (Carrién y cols., 1999).

Para determinar el efecto del calcio sobre la represion transcripcional mediada por
DREAM, comparamos el efecto transcripcional de DREAM y del AEFMDREAM a la
liberacion de calcio desde depositos intracelulares tras el tratamiento con cafeina. La
cotransfeccion con DREAM o con el mutante 4EFMDREAM provocd niveles de
represion similares sobre la expresion basal del reportero en condiciones basales (Fig
44), de acuerdo con que dicho mutante conserva su capacidad para unirse al DRE (Fig
43.ayb)

100
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Fig (44). Represién por DREAM (barras negras) o del mutante 4EFMDREAM (barras rayadas)
sobre la transcripcion basal del reportero pTKDRECAT tras cotransfeccion transitoria en células
HEK?293. La actividad represora de DREAM es blogueada por estimulacién con calcio (cafeina 10 mM),
mientras que el mismo estimulo no bloquea la represion ejercida por 4AEFMDREAM. El tratamiento con
Fsk (25uM) no bloquea la represion mediada por DREAM del reportero pTKDRECAT mientras que el
tratamiento con thapsigargina (1uM) completamente bloquea la desrepresion de DREAM por cafeina. Las
barras representan la cantidad de actividad CAT producida por el reportero pTKDRECAT transfectado
junto con DREAM o 4EFMDREAM, comparado con la actividad del reportero transfectado junto a
pcDNAS3 (barra blanca).
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Mientras el incremento de calcio intracelular elimina completamente el efecto represor
de DREAM (Fig 44), la cafeina no modifica la represion ejercida por eEFMDREAM ya
que este mutante es insensible a los aumentos de calcio.

La desrepresion de DREAM por cafeina esté relacionada con la liberacion de calcio:
blogueada por thapsigargina y rianodina, drogas que bloquean la liberacién de calcio
desde los depdsitos intracelulares (Fig 44). La desrepresion por cafeina no esta
relacionada con inhibicion de fosfodiesterasas y posterior incremento en los niveles de
AMPc y activacion de PKA, ya que la Fsk no afecta a la represion del reportero
pTKDRECAT por DREAM en células HEK293 (Fig 44).

6.2.2.b. Efectos de las mutaciones simples, dobles v triples en las EF-hand de DREAM.

Utilizando mutageénesis dirigida, preparamos proteinas DREAM con mutaciones en 1, 2
0 3 EF-hands a las que llamamos 2, 3, 4, 2-3, 2-4, 3-4 y 2-3-4EFmutDREAM en las que
los residuos X e Y (Fig 30) responsables de la unién a calcio en la 22, 32 y/o 4% EF-hand
fueron sustitudos por alanina.

El analisis de estos mutantes de DREAM insensible a la estimulacion por calcio, mostro
gue mutando una sola EF-hand funcional era suficiente para evitar la desunion del DRE
y la desrepresion inducidas por calcio (Ledo y cols., 2000.a) (Fig 45).
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Fig (45). La desrepresion de la transcripcion dependiente del sitio DRE estimulada por calcio esta
blogueada en presencia de mutantes en EF-hands de DREAM. DREAM (en barra negra) y los mutantes
simples, dobles y triples insensibles a calcio (EFMDREAM, barras rayadas) reprimen la actividad basal
del reportero pTKDRECAT que contiene un sitio DRE, en células de carcinoma humano HEK293. La
exposicion a 10 mM de cafeina blogquea la represion de pTKDRECAT por DREAM (barra negra) pero no
afecta a la represion por los mutantes EFmDRE (barras rayadas).

Ademas, el efecto de la mutacion de una sola EF-hand es maximo ya que no se
consigue mayor blogueo cuando se compara con mutantes de DREAM con 2 o incluso
3 EF-hand mutadas.
Estos resultados sugieren que el cambio conformacional de la proteina DREAM que
evita la unién al DRE tras la union a calcio requiere el cambio coordinado en cada EF-
hand individual (Ledo y cols.,2000.a), pero dentro de un mecanismo coordinado.
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6.2.2.c. Los mutantes en las EF-hand de DREAM pueden actuar como dominantes
negativos.

A continuacion chequeamos si los mutantes de DREAM insensibles a calcio

podrian comportarse como mutantes dominantes negativos para la estimulacion por
calcio en un fondo de proteina DREAM endogena (Ledo y cols., 2000.a)
Para comprobar esta hipétesis analizamos la desrepresion dependiente del sitio DRE
tras la estimulacion con cafeina, en presencia de diferentes combinaciones de DREAM
wt y 234EFMDREAM. Los experimentos se realizaron en células HEK293, utilizando
como plasmido reportero el promotor minimo inducible del gen de prodinorfina humana
que incluye el sitio DRE (pHD3CAT) (Carrion y cols.,1998). La exposicién a cafeina
durante 6 h inducia 6 veces la expresion basal del reportero, tanto DREAM como el
mutante EFMDREAM reprimieron la expresion basal en un 50%, si bien, la
estimulacién con cafeina no se produce en presencia del mutante (Fig 46), de acuerdo
con los resultados previos utilizando otros reporteros con sitio DRE (Carrion y
cols.,1999). La cotransfeccion con 234EFmutDREAM y DREAM wt en proporciones
1:1, 1:2 y 1:3 no cambian el bloqueo de la induccion por cafeina observado con
234EFMutDREAM sélo. El efecto de la cafeina se recuperaba parcialmente en la
cotransfecciéon con 234EFmutDREAM y DREAM wt en proporciones 1:6 y el efecto
del mutante era eliminado en proporciones iguales o superiores a 1:9 con DREAM wt
(Fig 46).

Estos resultados soportan la hipotesis de que DREAM se une al DRE como un
multimero apuntando hacia una regulacién muy fina de la interaccion DREAM-DRE
por iones calcio. Ademas los mutantes de DREAM insensibles a la estimulacion por
calcio son mutantes dominantes negativos para las funciones de DREAM reguladas por
calcio (Ledo y cols., 2000.a) (Fig 46).

7 Fig (46). Los mutantes de DREAM en las
1 Conrol EF-hand actan como dominantes
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24 H.P.T. El tratamiento con cafeina
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El descubrimiento de DREAM supone una nueva via en el funcionamiento de
los sensores de calcio que de manera directa son capaces de establecer una relacion
directa entre la concentracion nuclear de calcio y profundos efectos en la expresion
génica (Ledo y cols., 2000.a)
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Resultados. Regulacién por AMPc de la actividad transcripcional de DREAM.

6.3. REGULACION POR AMPc DE LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL DE
DREAM

Se conocia que la regulacién del promotor de prodinorfina era dependiente de

los niveles intracelulares de AMPc (Cole y cols., 1995). Ademas trabajos en nuestro
laboratorio sobre este promotor definieron una region minima inducible por forskilina
(aumenta los niveles de AMPc y activacion de PKA) en la que esta incluida la secuencia
DRE, con lo que se podia inferir que la actividad transcripcional de unién al DRE
estaria regulada por AMPc y PKA (Carrion y cols., 1998).
Ademas, la activacion de PKA provoca una pérdida de union de la banda de 110 kDa al
sitio DRE y desrepresion del gen diana prodinorfina en células de neuroblastoma
humano y ademas es un proceso con especificidad celular, lo que apoya la idea de que
el mecanismo mas elaborado que podria necesitar de proteinas o mecanismos
especificos de determinados tipos celulares (Carrion y cols.1998).

En esta parte del proyecto pretendimos determinar si las proteinas CREM o
CREB funcionalmente interaccionan con DREAM y estan implicadas en la desrepresion
del sitio DRE observada tras el tratamiento con Fsk en células de neuroblastomas
humanos NB69 y SK-N-MC (Carrién y cols., 1998).

6.3.a. La sobreexpresion de «CREM desreprime la transcripcion dependiente del sitio
DRE.

Utilizamos como primera aproximacion la cotransfeccion en células NB69 del
promotor minimo inducible de prodinorfina humana que contiene un unico sitio DRE y
no presenta sitios CRE, junto con los vectores de expresién de CREB vy las distintas
isoformas de CREM e ICER (Fig 47).
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> Q1 PBOX Q2 »y DBD | DBD II
I_ll_qul-E E-@AED%FHE CREM GENE
[ 2 B 0C 1\ % aCREM
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CJ10Cm % ICER |
CoCm lﬂﬂﬂmﬂﬂlﬂmmmmmml‘% ICER Il
1 B e OC |
lﬂlﬂﬂﬂlﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂlﬂﬂlﬂ‘% TtCREM
C 1 B 0C 1\ B eCREM
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ATG Q1 Q2

Fig (47). Esquema de la estructura de las isoformas de CREM y CREB.
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Resultados. Regulacién por AMPc de la actividad transcripcional de DREAM.

La sobreexpresion de aCREM mimetizaba el efecto de Fsk e inducia la expresion del
reportero pHD3CAT (Fig 48). El efecto era especifico ya que ninguna otra isoforma de
CREM probada o CREB fueron capaces de desreprimir el reportero (Fig 48). Se
obtuvieron resultados similares en células SK-N-MC (datos no mostrados).

- 64
NB69 cells
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pcDNA3 +

Forskolina +

oaCREM +
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Fig (48) Transactivacion por aCREM del reportero pHD3CAT en transfeccion transitoria en células
NB69, efecto comparativo del tratamiento con Fsk (barra rayada) asi como el papel de las isoformas de
CREM, ICER o CREB.

Para excluir el efecto directo de una posible unién de aCREM al reportero pHD3CAT
se disefiaron experimentos similares en células HEK293, que no expresan DREAM
(Carrién y cols., 1999) y no presentan niveles de proteinas CREM detectables (datos no
mostrados). La sobreexpresion de DREAM en células HEK293 reprime la expresion
basal del reportero pHD3CAT (Carrion y cols., 1999), mientras que la sobreexpresion
de las isoformas de CREM o CREB no alteran la expresion basal del mismo reportero
(Fig 49).

Cuando cotransfectamos DREAM con aCREM se elimina completamente la represion
por DREAM (Fig 49). eCREM, una isoforma represora similar a a«CREM pero en la
que si esta presente el dominio Q1 rico en glutaminas (Brindle, 1993), también bloquea
el efecto represor de DREAM (Fig 47 y 49).

La delecion del dominio de dimerizacion y union al ADN en el C-terminal de aCREM
(aCREMALZ) o la sustitucion por el dominio Il (BCREM) no bloquearon la represion
mediada por DREAM (Fig 47y 49).

Ademas no observamos desrepresion del reportero tras cotransfeccion de DREAM con
la isoforma 1 de ICER (Fig 49y datos no mostrados).
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Fig (49). La represion por DREAM (barras negras) del reportero pHD3CAT en células HEK293 se
elimina con la cotransfeccion de «CREM o ¢CREM pero no por los otros miembros de la familia o el
mutante de oCREM con la delecion de la cremallera de leucinas. Las barras blancas representan las

transfecciones controles en ausencia de DREAM.

6.3.b aCREM recombinante bloquea la unién de DREAM al sitio DRE.

Para confirmar la especificidad de la interaccién entre DREAM y aCREM
partimos de proteinas recombinantes que analizamos en ensayos de retardo, utilizando
como sonda el DRE. Los resultados muestran que aCREM no se une a la sonda DRE
pero la formacion de los heteromeros DREAM-aCREM desplaza a DREAM del sitio
DRE de manera dependiente de la cantidad de proteina (Fig 50.a y c).
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Fig (50). Analisis in vitro de la interaccién
DREAM-aCREM. (a) Ensayos de retardo
con sonda DRE muestran la interaccién de
DREAM y oaCREM recombinantes en
diferentes proporciones y su modulacion
por fosforilacion dependiente de PKA. (b)
Ensayo de retardo mostrando que el efecto
de la interaccién de DREAM con aCREM
no se reproduce con ninguno de los otros
miembros de la familia CREB/CREM. Se
utilizé la proporcion 1:1 entre DREAM y
los miembros de la familia de
CREB/CREM. (c) Experimentos de “pull
down” muestran que la interacciéon se
potencia por fosforilacion dependiente de
PKA y no se ve afectada por la presencia de
calcio. El efecto de la fosforilacion
dependiente de PKA se elimina con la
utilizacion del mutante en la S68 de
oCREM.
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Resultados. Regulacién por AMPc de la actividad transcripcional de DREAM.

Proporciones de aCREM a DREAM de 0.2:1 o inferiores no modifican la banda de
retardo de DREAM-DRE, pero proporciones de 1:1 y superiores eliminan por completo
la banda DRE (Fig 50.a).

La fosforilacion de S68 en el N-terminal de aCREM es un punto fundamental en la
actividad de la proteina (Groot y cols., 1993), asi que nos planteamos saber si este
proceso podia afectar a la interaccion con DREAM.

La fosforilacién in vitro de aCREM por PKA purificada incrementa su capacidad para
bloquear la banda de retardacion DREAM-DRE (Fig 50.a). Este efecto de PKA es
especifico ya que no se observa cuando se utiliza el mutante de aCREM en S68
(CREMS68A) (Fig 50.a) y es bloqueado por el inhibidor selectivo de PKA H89 (datos
no mostrados). Al no haber sitios de fosforilacion por PKA en DREAM (Carrion y
cols., 1999), la incubacion de DREAM con PKA no modifica su union al DRE (Fig
50.a).

De acuerdo con los resultados de transfeccion (Fig 50.b y ¢), eCREM también es capaz
de desplazar la banda de retardacion DREAM-DRE, mientras que otras isoformas de
CREM o CREB no pudieron hacerlo, en ausencia o presencia de fosforilacién (Fig
50.b). Se obtuvieron resultados similares con extractos nucleares de células NB69 que
presentan expresion enddgena de DREAM vy extractos nucleares de células COS
sobreexpresando las distintas isoformas de CREM.

Llegados a este punto, y puesto que el calcio es un factor importante en la
regulaciéon de DREAM, nos planteamos saber si podria afectar a la interaccién con
aCREM. En experimenteos de “pull down” utilizando proteina DREAM recombinante
fusionada con una cola de histidinas (His-DREAM), pudimos observar que la
interaccion con aCREM no se ve modificada por la presencia de calcio, incluso en
concentraciones que bloguean la union de DREAM al sitio DRE. (Fig 50.c). Ademas,
estos resultados confirmaban que la interaccion esta potenciada en presencia de
fosforilacion por PKA pero que dicha interaccion también se produce en ausencia de
fosforilacion como demuestra el mutante aCREMS68A (Fig 50.c).

Todos estos resultados sostentan una interaccion especifica entre DREAM y
oCREM para provocar una pérdida de union de DREAM a los sitios DRE. Ademas, la
interaccion no se ve modificada por calcio, con lo que la pérdida de union de DREAM a
los sitios DRE por calcio y aCREM son mecanismos independientes y podrian
funcionar de manera sinérgica.

6.3.c. Dos dominios LCD en «CREM median la interaccién con DREAM.

A la vista de todos los resultados anteriores queriamos averiguar que dominios
en aCREM eran responsables de la interaccion con DREAM. Basandonos en los
resultados con las distintas isoformas de CREM, podiamos plantear la hipotesis de que
habria dos dominios en aCREM que podrian estar implicados en la interaccion, uno
localizado en el dominio 1 de la cremallera de leucinas y el otro en la mitad N-terminal
de a/eCREM incluyendo el KID pero no el dominio Q1 (Fig 51). De la comparacion
directa entre los dominio | (a«CREM) y Il (BCREM) de la cremallera de leucina,
encontramos 13 aa diferentes, de ellos, 6 se localizan en el extremo C-terminal (Fig
51).
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Resultados. Regulacién por AMPc de la actividad transcripcional de DREAM.

Utilizando una proteina oCREM truncada por la insercion de un codén STOP en
posicion 224 (a«CREMA223) que elimina los dltimos 6 aminoacidos del extremos C-
terminal no conservados, se mantenia la capacidad para interaccionar con DREAM en
experimentos de transfeccion (Fig 52) y ensayos de rertardo (Fig 53), con lo que la
diferencia en los 6 ultimos aa entre aCREM y BCREM no es responsable de la
interaccion con DREAM.

185 (xCRE+MA223
ARECRRKKKEYVKCLENRVAVLENQNK.ALKDLYCHKA
| |
AKECRRRKKEYVKCLESRVAVLEVQNK ETLKDICSPKI
v v
o/B

Fig (51). Alineamiento del dominio | y Il del LZ de aCREM y BCREM, respectivamente, mostrando los
13 aminoacidos diferentes y las diferentes posiciones de los mutantes y la truncacién de aCREM. El
LCD putativo esta dentro de la caja.

Otros dos aa no conservados entre ambas proteinas se localizan en posiciones 212 y
218, claramente flanqueando la secuencia LIEEL, que podrian corresponderse con un
dominio cargado rico en leucianas (LCD) (Heery y cols., 1997). La sustitucion de los
aminoacidos flanqueantes T212 y K218 en aCREM por los correpondientes en
BCREM, Ky E respectivamente, originaron un mutante aCREM (aCREM[212,218)
que no era capaz de bloquear la represion de DREAM en transfeccion (Fig 52) y no
interacciona con DREAM recombinante en ensayos de retardo (Fig 53). Por otro lado,
la sustitucion de los aminoacidos flanqueantes K212 y E218 de BCREM por Ty K
respectivamente de aCREM, genera el mutante BCREMa212,218 que es capaz de
interaccionar con DREAM vy bloquear su actividad represora y su banda de retardo
sobre la sonda DRE (Fig 52 y 53).
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Fig (52).Dos LCDs en aCREM son necesrarios para la interaccién con DREAM. Transfeccion transitoria
en células. Valores de actividad CAT tras transfeccién con CREM y sus mutantes en ausencia (barra



Resultados. Regulacién por AMPc de la actividad transcripcional de DREAM.

blanca) o presencia (barra negra) de DREAM, relativizada a los niveles basales de acetilacion del
reportero pHD3CAT cotransfectado con el vector de expresién vacio.

La mutacion de un residuo putativo dentro del core del LCD para generar el mutante
oCREML217F, evita la interaccion con DREAM (Fig 52 y 53). Estos resultados
indican que el LCD con secuencia TLIEELK en el LZ de aCREM es necesario para la
interaccion con DREAM e impide la union de este al sitio DRE.

La ausencia de interaccion con ICER-1, que presenta el LCD del LZ, y DREAM, indica
que este dominio LCD es necesario pero no suficiente. Analizando la secuencia de
aminoacidos de la mitad N-terminal de aCREM, no presentes en ICER-1, que pudieran
ser necesarios para la interaccion con DREAM, nos centramos en la region del KID ya
que la interaccion esta potenciada por la fosforilacion de S68 en a.CREM, lo que nos
permitié identificar la presencia de otro LCD putativo localizado en posicion 72 de
oCREM. La mutacion de los dos residuos L en posiciones 73 y 76 a V origino el
mutante aCREM73,76V, que no fue capaz de bloquear la represion mediada por
DREAM y no mostro la capacidad de interaccionar con DREAM in vitro (Fig 52 y 53).
Con estos resultados identificamos la secuencia ILNEL localizada en el KID de
oCREM, como segunda regién necesaria para la interaccion con DREAM.

Una vez identificados los dos LCDs en aCREM necesarios para la interaccion
con DREAM, pudimos comprobar que estaban conservados en tCREM-1 y CREB
(Hoeffler y cols., 1990), pero ninguno de ellos bloquea la union de DREAM al sitio
DRE (Fig 51,52y 53 y datos no mostrados).

oaCREM  aCREM aCREM BCREM oCREM oCREM
A223 R212.218 «212.218 L217F L73.76V

PKA - + - + - + - + - + - + - +

Fig (53). Utilizando cantidades equivalentes de DREAM 'y los distintos CREM recombinantes se realizaron ensayos
de retardo sobre la sonda DRE de dinorfina para analizar como los diferentes mutantes de CREM afectanban a la
actividad de unién de DREAM al DRE, en presencia y ausencia de fosforilacion in vitro con PKA. Aquellos mutantes
que tienen alterado el LCD o los aminoacidos flanqueantes no son capaces de desplazar a DREAM del DRE.

Esto sugiere que el espaciamiento entre los dos LCDs en aCREM es crucial y la
existencia del dominio Q2 rico en glutaminas de CREB o tCREM-1 impide la
interaccion con DREAM, hipdtesis que se ve avalada por los resultados de eCREM.
Esto abre la posibilidad para que isoformas de CREB que no presentasen el dominio Q2
pudieran interaccionar con DREAM y mediar en la desrepresion dependiente del sitio
DRE.

El conjunto de todos estos resultados revela la presencia de un nuevo tipo de LCD
(L/IL/IxxL) en proteinas de unién al CRE, que en el caso de aCREM es responsable de
las dos regiones para la interaccion con DREAM.
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Resultados. Regulacién por AMPc de la actividad transcripcional de DREAM.

6.3.d. Dos LCDs en DREAM median la interaccion con ¢CREM.

Una vez identificados los dominios de aCREM responsables para la interaccion
con DREAM, el siguiente paso logico era identificar los dominios en DREAM
responsables de la interaccion con aCREM. Para ello buscamos LCDs en DREAM, ya
que en la bibliografia esta descrita la interaccion mutua entre CBP (Proteina de Unién a
CREB) y p/CIP depende de LCDs presentes en ambas proteinas (Torchia y cols., 1998).

En una primera busqueda identificamos tres LCDs putativos en la secuencia de
DREAM, en posiciones 15, 47 y 155. Partiendo de una construccion de DREAM que
comienza en la M43 (DREAMA43-256) eliminabamos el primer LCD en posicién 15.
Este DREAM truncado mantiene su actividad represora y su interaccion con aCREM
en experimentos de transfeccion (Fig 54.a) o in vitro (Fig 54.b).
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Fig (54). Dos LCDs en DREAM son necesarios para la interaccion con aCREM. (a) Transfeccion
transitoria en células HEK293 y (b) ensayos de retardo con proteinas recombinantes, muestran que los
mutantes de DREAM en los LCDs, DREAML47-52V y DREAM 155V no son capaces de interaccionar
con aCREM. La proteina truncada DREAM43-256 pierde un LCD putativo en posicién 15 y todavia
interacciona con aCREM. Valores de actividad CAT tras la transfeccion con DREAM salvaje o mutado,
en ausencia (barras blancas) o presencia (barras sombreadas) de aCREM, relativizados a la acetilacién
basal del reportero pHD3CAT en cotransfeccidn con el vector de expresion vacio pcDNAS3. Se utilizaron
cantidades de DREAM y aCREM equivalentes para los ensayos de retardo. (c) Ensayo de retardo con
sonda DRE que muestra que la sensibilidad por calcio de DREAM no se ve afectada por la presencia de
las mutaciones en los LCDs. De forma comparativa se muestra el efecto del calcio sobre el mutante

dominante negativo EFmMDREAM.
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Una doble mutacion en el LCD en posicion 47, CLVKWIL, nos permitié generar el
mutante DREAML47,52V que tenia capacidad para reprimir la transcripcion del
reportero DRE pero no interaccionaba con aCREM en experimentos de transfeccion
(Fig 54.a) o in vitro (Fig 54.b). Por otro lado la mutacion del LCD de DREAM situado
en posicion 155, LSILL, nos permitié generar el mutante DREAML155V, que se une al
sitio DRE pero no se veia afectado por la presencia de aCREM en experimentos de
transfeccion (Fig 54.a) o in vitro (Fig 54.b).

De estos resultados cabe destacar la importancia de que los mutantes en los LCDs en
DREAM, incapaces de interaccionar con aCREM, aln mantienen la capacidad de union
al sitio DRE de manera calcio dependiente (Fig 54.c), al igual que en resultados
anteriores se habia mostrado para el DREAM salvaje (Carrién y cols., 1999).

Todos estos ensayos nos permitieron identificar dos secuencias LCDs en DREAM que
son necesarias para la interaccion con aCREM, reforzarndo la especificidad de la
interaccion entre ambas proteinas.

6.3.e. La desrepresion del gen de prodinorfina estd mediada por la interaccion
DREAM-aCREM.

Los resultados descritos anteriormente soportan un mecanismo de desrepresion
de los sitios DRE basado en un incremento de aCREM, especifico de célula, y/o su
fosforilacion tras activacion de PKA vy la interaccion con DREAM. Para saber si este
mecanismo media la desrepresion in vivo del gen de prodinorfina en células de
neuroblastoma humano, analizamos los cambios en las proteinas CREM tras
administracion de Forskolina y analizando los extractos nucleares de estas células en
ensayos de western, teniendo en cuenta que ya conociamos que el tratamiento con Fsk
de células SK-N-MC provoca una robusta y sustancial pérdida de la interaccién
DREAM-DRE en paralelo a un aumento de la acumulacion del ARNm de prodinorfina,
el efecto maximo se alcanzaba a los 2 a 3 dias de haber comenzado el tratamiento
(Carrién y cols., 1998). El western con anticuerpo capaz de reconocer todas las
isoformas de CREM e ICER, mostrd un aumento de isoformas represoras de CREM en
el rango de 30 kDa (incluyendo aCREM), asi como en isoformas de ICER (Fig 55.a).
La acumulacién de proteinas represoras CREM tambien era maximo a los 2 a 3 dias del
tratamiento.

Fig (55). La interaccion DREAM-o.CREM dirige la

a Forskolin expresion del gen de prodinorfina en células de
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3 - CREM en células SK-N-MC a diferentes tiempos
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proteinas tTCREM y CREB. (b) Northern mostrando
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ag- e S
pérdida del efecto con la sobreexpresion del mutante
.-.;E’" oCREML73,76V. Los niveles de p-actina se
s muestran como control de la carga en cada linea. (c)
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Resultados. Regulacién por AMPc de la actividad transcripcional de DREAM.

El efecto de la Fsk sobre la acumulacion de represores CREM es especifica ya que los
niveles de tTCREM y CREB no se modifican a ningun tiempo de tratamiento con Fsk
(Fig 55.a).

Asi se podia observar una correlacion temporal entre la pérdida de union de DREAM al
DRE con la induccion del gen diana prodinorfina a través de desrepresion y una
acumulacion sostenida (SK-N-MC) o transitoria (NB69), especifica de tipo celular, de
proteinas represoras CREM en células de neuroblastoma humano tras exposcion a Fsk.

Estos resultados sugieren de manera contundente que la interaccion especifica entre
DREAM y aCREM in vivo desreprime la expresion del gen de prodinorfina.

Para fortalecer esta conexion analizamos el ARNm de prodinorfina en células SK-N-
MC tras sobreexpresion de aCREM o0 un mutante («CREML73,76V) incapaz de
interaccionar con DREAM. Confirmando nuestro modelo de desrepresion, la
sobreexpresion de aCREM provoco un fuerte incremento en los niveles de ARNm de
prodinorfina, mientras que el mutante no modifico los niveles basales de transcripcion
(Fig 55.b). El Western tras la sobreexpresion de CREM mostro niveles similares de
proteina aCREM salvaje y mutante (Fig 55.c).

6.3.f . El mutante DREAML47.,52V actla como dominante negativo de la desrepresion
por aCREM.

Con el objetivo de averiguar si la mutacion en los LCDs de DREAM pudiera
comportarse como un dominante negativo para la desrepresiébn mediada por la
interaccion con aCREM, disefiamos experimetnos de transfeccidn transitoria en células
HEK 293 con el reportero pHD3CAT sobre el que ya sabiamos que la cotransfeccion
con aCREM no provoca ningin efecto y sobre el que tanto DREAM como
DREAMLA47,52V generan una represion del reportero a niveles aproximados del 50%,
sobre los que aCREM so6lo es capaz de interaccionar con DREAM salvaje y eliminar la
represion mientras que la represion ejercida por DREAMLA47,52V no se ve afectada por
aCREM.

Cotransfectando disintas relaciones de DREAM y DREAMLA47,52V, en presencia y
ausencia de aCREM, conseguimos unicamente valores de desrepresion significativos
con oCREM para la relacion 9:1 de DREAM y DREAMLA47,52V respectivamente (Fig
56).
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Actividad
Relativa
CAT.

CAT ACTIVITY (%)

pcDNA3 +

DREAM +
DREAMLA47,52V +
DREAM/DREAMLA47,52V (3/1)(6/1)(9/1)

Fig (56). EI mutante de DREAML47,52V se comporta como un dominante negativo para la desrepresion
de la transcripcion dependiente del DRE activada por aCREM. Transfeccion en células HEK293 del
reportero pHD3CAT cotransfecctado en cada caso como se indica en la figura. Las relaciones DREAM /
DREAMLEU cotransfectadas se indican en la figura como 3:1, 6:1 y 9:1. En barras negras se muestra la
cotransfeccion con aCREM.

6.3.9. Requlacion de la union de DREAM al DRE.

Una vez caracterizada la union de DREAM al DRE vy conocido el efecto de la
activacion de PKA vy calcio sobre la banda de retardo y sus consecuencias
transcripcionales (Carrién y cols., 1998), nos planteamos conocer otros estimulos que
pudieran afectar a la interaccién entre DREAM y el DRE, y que a su vez pudieran tener
un efecto sobre la actividad transcripcional de DREAM.

Para ello realizamos experimentos de retardo con extractos nucleares de celulas PC12
con sonda DRE del promotor de dinorfina y experimentos de trasnsfeccién transitoria
con el reportero pHD3CAT (Carrién y cols., 1998), en condiciones basales o
estimuladas con diferentes tratamientos, en células PC12 (Fig 57 y 58).
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EGF Fsk  DREAM
- Bayka EGF K+ Fsk Caf NGF K+ k+ bacteriano

- Ve -
(3]
T L

Extractos nucleares de células PC12.

Fig (57). Ensayo de retardo con extractos nucleares de células PC12 tratadas con los tratamientos que se
indican (Bayk 1uM, EGF 25ng/ml, K+ 65mM, FsK 25 uM, Cafeina 10 mM, NGF 25 ng/ml) durante 6 h
antes de la preparacién de los extractos. Se muestra la banda de retardo generada por la proteina DREAM
bacteriana

Los tratamientos realizados sobre células PC12 representan un abanico de estimulos de
los que se conocen diferentes vias de transduccion de sefiales en estas células, y en
todos los casos se produjo una disminucién de la banda de retardo de DREAM sobre el
DRE, generada por extractos nucleares, que coincide con la banda de retardo producida
por extractos totales de bacteria sobreexpresando DREAM (Fig 57).

Este resultado pone de manifiesto que la regulacion de la union de DREAM al DRE
puede estar controlada por muy distintas vias de sefializacion.

Para confirmar que el efecto de los tratamientos sobre la unién entre DREAM y el DRE
tenian una confirmacién funcional a nivel de la actividad transcripcional de DREAM, se
realizaron transfecciones transitorias en células PC12, transfectando el reportero
pHD3CAT vy analizamos la capacidad de los tratamientos para inducir la actividad CAT
(Fig 58).

I v ¥ T )
- - - -

ssetescscssancsessses® X

-- Bayk Caf Fsk K+ EGF  Bayk+K+ Fsk+K+ EGF+K+

pHD3CAT
Fig (58). Transfeccién transitoria del reportero pHD3CAT en células PC12. Se prepararon las células
para el ensayo de CAT 12 horas después de aplicar los tratamientos que se indican, en las concentraciones
indicadas en el pie de la figura 38. La flecha indica las muestras acetiladas y el asterisco indica la
migracion de las muestras no acetiladas.

(104)



Resultados. Regulacién por AMPc de la actividad transcripcional de DREAM.

Todos los tratamientos, con excepcion del Bayk (provoca una entrada de calcio en las
células), provocan un incremento de la actividad CAT del reportero (Fig 58), en mayor
0 menor grado, confirmando que la pérdida de unién de DREAM al DRE que provocan
estos estimulos, conlleva también un efecto en la actividad transcripcional y modifica
los niveles de expresion de reporteros DRE (Fig 58). La integracion de los resultados de
acetilacion nos ofrecen un valor numérico de las veces que el reportero se induce con
cada uno de los tratamientos (datos no mostrados).

A su vez, estos resultados confirman que existe un amplio abanico de vias de
transduccion de sefiales que pudieran actuar de manera concreta sobre DREAM para
regular su actividad transcripcional.
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6.4. REGULACION POR DREAM DE LA TRANSCRIPCION DEPENDIENTE DE
AMPc.

La expresion génica dependiente de AMPc estd controlada a nivel

transcripcional por factores de transcripcion bZIP, que incluyen a las proteinas CREB,
CREM vy ATF (Sassone-Corsi., 1995) que se unen a los sitios CRE de los genes diana
como homo-heterodimeros. La dimerizacion estd localizada en el dominio LZ, a
continuacion del DBD en el C-terminal de la proteina. La activacién transcripcional de
estos dimeros se produce tras la fosforilacion en el KID de estos factores de
transcripcion y el reclutamiento del cofactor transcripcional CBP (Goodman, 2001).
El LCD presente en el KID de aCREM, comin en todas las isoformas de CREM es
idéntico al que aparece en CREB, donde esta localizado en una regién importante para
la interaccion con el dominio de unién a CREB de CBP, conocido como dominio KIX.
(Shihy cols., 1996).

En esta parte del proyecto nos planteamos averiguar si la interaccion entre DREAM y

los miembros de la familia de CREM tendria algin efecto sobre la actividad de esta
familia de factores de transcripcion sobre la transcripcion dependiente de sitios CRE.

6.4.a. DREAM bloguea la union de CREM o CREB al CRE.

Para chequear si la interaccion DREAM-aCREM afecta a la transcripcion dependiente
del sitio CRE, analizamos si DREAM podria modificar la unién a los sitios CRE. Con
ensayos de retardo utilizando proteinas recombinantes de la familia CREB/CREM vy el
propio CRE como sonda, partiendo de que no aparece banda de retardo con DREAM
sobre la sonda CRE (Fig 59.A).

DREAM bloquea la aparicién de la banda de retardo o CREM-CRE (Fig 59.A, linea 3).
Como control, analizamos la migracién de las bandas de retardo formadas por otras
isoformas de CREM, ICER o CREB, que sabiamos que no eran capaces de desplazar la
union DREAM-DRE (Ledo et al., 2000.b). Inesperadamente, la presencia de DREAM
también bloqued estas bandas de retardo sobre el CRE (Fig 59.A, lineas 5y 9) con
excepcion de la banda de retardo sobre el CRE generada por la proteina ICER que no
presenta el extremo N-terminal que incluye el KID con sus LCD (Fig 59.A, linea 7). El
bloqueo de la banda CRE en presencia de DREAM era especificamente competida con
exceso de sonda DRE fria (Fig 59.B).

La incubacién con anticuerpo contra DREAM no afecta a la banda de retardo de CREM

0 CREB sobre el CRE pero si reduce el bloqueo de DREAM sobre las bandas de
retardo CRE (Fig 59.B).
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Fig (59). DREAM bloquea las bandas de retardo sobre la sonda CRE de proteinas recombinantes CREM
y CREB.

(A) Ensayo de retardo mostrando que DREAM no se une a la sonda CRE (linea 1) y el bloquo mediado
por DREAM de las bandas de retardo CRE (lineas 3, 5 y 9). S6lo la migracion de la banda de retardo
generada por ICER-1 sobre la sonda CRE no estd modificada por DREAM(linea 7). Las diferentes
proteinas recombinantes generan distintas bandas de retardo CRE con movilidad especifica. (B) Exceso
de oligonucledtido DRE frio o preincubacion con anticuerpo de DREAM no modifica las bandas de
retardo CRE pero bloquea el efecto de DREAM sobre las bandas de retardo de CREB y aCREM. El
anticuerpo anti-DREAM recupera las bandas de retardo sobre el CRE por oCREM y CREB.

Estos resultados proponen un nuevo tipo de interaccion especifica entre DREAM vy las
proteinas de unién al CRE que previene su union a la sonda CRE.

6.4.b. El efecto de DREAM sobre las bandas de retardo CRE es dependiente de calcio.

La fosforilacion de la serina en posicion 68 de aCREM incrementa la capacidad
de esta proteina para interaccionar con DREAM vy eliminar la interaccion DREAM-
DRE. (Ledo y cols.,2000.b), asi que quisimos chequear si la fosforilacion de las
proteinas CREM o CREB modifica el efecto de DREAM sobre las bandas de retardo
sobre la sonda CRE.
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La fosforilacion in vitro de proteinas recombinantes CREB 0 aCREM con PKA
no previene el bloqueo por DREAM (Fig 60). En experimentos de titulacion utilizando
distintas cantidades de proteina DREAM recombinante, la fosforilacion in vitro de
CREM o CREB no incrementa la capacidad de DREAM para desplazar la banda CRE
(datos no mostrados). Estos resultados indican que la interaccibon DREAM-CREM o
DREAM-CREB que evita la union a los sitios CRE no es dependiente o no se ve
afectada por la fosforilacion en el KID de las proteinas de unién al CRE.

A oCREM

DREAM EFmDREAM
PKA + + n
Ca?* + + +

B CREB

DREAM EFmDREAM
PKA + n +
Ca? + + +

e

Fig (60). Efecto del calcio y la fosforilacion por PKA sobre la interaccién entre DREAM vy proteinas de
unién al CRE. Fosforilacion de aCREM (A) o CREB (B) no afectan al blogqueo por DREAM de la banda
de retardo CRE. La presencia de 10 uM de calcio en la incubacion elimina completamente el bloqueo de
DREAM sobre las bandas de retardo CRE formadas por oCREM (A) o CREB (B). El mutante
EFMDREAM, insensible a calcio, bloquea la banda de retardo CRE incluso en presencia de 10 uM de
calcio.

La unién de calcio a los EF-hand de DREAM maodifica su conformacion, bloqueando su
capacidad de unirse a la secuencia DRE (Carrion y cols., 1999). Nosotros estdbamos
interesados en saber si el calcio tenia efecto sobre la interaccion entre DREAM vy
CREB, o sobre la proteina CREM para modificar su banda de retardo sobre la secuencia
CRE. La presencia de calcio en la reaccion no alterd la banda de retardo CRE generada
por CREM o CREB pero neutralizé la capacidad de DREAM de bloquear estas bandas
(Fig 60). El efecto del calcio era especifico ya que no se producia cuando se utilizaba
EFMDREAM, un mutante dominante negativo de DREAM que interacciona con CREM
y CREB pero que no responde a calcio (Carrion y cols., 1999) (Fig 60).
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Estos resultados sugieren que tras estimulacién, el incrementeo de los niveles de calcio
pero no la fosforilacion en el KID de CREM o CREB, impide la interaccién entre el
represor DREAM vy estas proteinas de unién al CRE.

6.4.c. Un Unico sitio LCD en «CREM y CREB, centrado en el KID, es responsable del
blogueo de la banda de retardo CRE por DREAM.

La secuencia del LCD, ILNDL, localizada en el KID de «CREM participa en la

interaccion con DREAM pero no es suficiente para eliminar la banda de retardo
DREAM-DRE vya que la interaccion DREAM-oCREM depende de dos sitios LCDs
(Ledo y cols., 2000.a). Esta secuencia esta presente en todas las isoformas de CREM y
muy conservada en el KID de CREB, ILNEL, pero ausente en la proteina ICER cuya
unién al CRE no se modifica por la presencia de DREAM.
Analizamos si este dominio es responsable de la interaccion entre DREAM y aCREM o
CREB, para ello utilizamos el mutante aCREML73,76V que presenta el LCD del KID
mutado (Ledo y cols., 2000.b). Este mutante genera una banda de retardo sobre la
secuencia CRE indeferenciable de la que produce la proteina salvaje (Fig 61, Ay B,
comparando las lineas 9y 13).

A CREB aCREM
CREB L138,141V oCREM L73,76V

- et
N

12 3 456 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
DREAM + + + +
DREAMLA47,52V + + + +
DREAML155V + + + +
PhosphoCREB
B PhophoCREB L138,141V

DREAM EFmMmDREAM

¥

1 2 3 4 5 6 7 8 910 1112 13 14 1516

" CBP-KIX + o+ + o+ + o+

CBP-KIXL603,607V + o+ + o+
CALCIO + + + + + +

Fig (61).Un LCD en el KID de CREB media la interaccién con DREAM o con el KIX de CBP.
(A) La interaccion entre DREAM vy las proteinas de union al CRE implica LCDs especificos en ambas
proteinas. La mutacion en el LCD del KID de CREB (CREBL138,141V) 0 aCREM (a.CREML73,76V)
previene el bloqueo por DREAM (comparando lineas 2y 6 6 10 y 14, respectivamente). La mutacidn en
el LCD del N-terminal de DREAM (DREAMLA47,52V) especificamente cancela la interaccion con
CREB o0 CREM (lineas 2 'y 3 0 10 y 11, respectivamente), mientras que la mutacion del LCD en el C-
terminal de DREAM (DREAML155V) se comporta como la proteina DREAM salvaje (lineas 2y 4 0 10
y 12, respectivamente). (B) La interaccion KID-KIX est4d mediada por LCDs en ambas proteinas. La
banda sobrerretardada de unién al CRE que se obtiene con CREB fosforilado y el KIX de CBP (lineas 2
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y 3) no se observa con el KIX de CBP mutado (CBP-KIXL603,607V) (lineas 4 y 5). El KIX-CBP no
produce banda de sobrerretardo sobre el CRE cuando se utiliza el mutante CREBL138,141V fosforilado
(lineas 13 y 14). La presencia de DREAM bloquea el sobrerretardo del CRE de manera dependiente de
calcio. EI mutante EFmMDREAM, insensible a calcio, bloquea la banda de sobrerretardo en presencia de
10 uM de calcio.

En presencia de DREAM, la banda de retardo generada por el mutante
aCREML73,76V sobre el CRE no se bloqueaba (Fig 61.A comparando lineas 10 y 14).
De manera similar, la mutacion equivalente en el LCD de CREB, CREBL138,141V,
no modifica su uniéon al CRE pero es insensible a la presencia de DREAM (Fig
61.A.linea 6).

Estos resultados confirman que el LCD en el KID de las proteinas de union al CRE
participa en la interaccion con DREAM para el bloqueo de la formacion de la banda de
retardo sobre la secuencia CRE.

Para analizar el correspondiente dominio(s) en DREAM se realizaron experimentos
similares utilizando los mutantes de DREAM en los LCDs (DREAML47,52V y
DREAML155V) que bloquean la doble interaccion con aCREM (Ledo et al.,2000.b),
pero sélo el mutante DREAMLA47,52V fallé en el bloqueo de la banda de retardo
obtenida sobre el CRE por aCREM o CREB (Fig 61.A. Lineas 3y 11).

Estos resultados soportan un modelo en el cual un solo sitio de interaccion entre
DREAM v las proteinas de union a la secuencia CRE, localizado en el LCD en posicion
47 de DREAM y el LCD en el KID de las proteinas CREB o0 CREM, es responsable del
contacto entre las proteinas.

Ademas, esta descrito que la mutacion de los residuos L138 y L141 en el KID de
CREB previene la unién con el KIX de CBP (Parker y cols., 1996).

El KIX de CBP interacciona con CREB fosforilado y provoca un sobrerretardo de la
banda de unién a la secuencia CRE, mientras que la mutacién del LCD en el KIX,
KIXL603,607V, provoca la pérdida del sobrerretardo (Fig 61.B comparando lineas 2 y
4). De manera similar, el mutante CREBL 138,141V fosforilado no pudo generar banda
de sobrerretardo sobre el CRE en presencia del KIX de CBP (Fig 61. B, linea 13).

Estos resultados sugieren que hay dos LCDs que median la interaccién entre el KID y el
KIX, y permiten el reclutamiento de CBP al CREB fosforilado. La inclusion de
DREAM en la reaccién también desplaza la aparicion de banda de sobrerretardo sobre
el CRE, y lo hace de manera dependiente de calcio (Fig 61.B comparando lineas 7 y 8).
Estos resultados sugieren que DREAM y CBP podrian competir por la union al mismo
LCD en el KID de CREB. Si fuese asi, nos permite hipotetizar que DREAM puede
afectar al reclutamiento de CBP por parte de CREB fosforilado y a la transcripcion
mediada por CREB/CBP.
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6.4.d. DREAM recombinante evita la unién de CBP a CREB fosforilado.

Para obtener la primera evidencia de la interaccion entre DREAM y el KID de CREB
pudiera afectar al reclutamiento de CBP, disefiamos experimentos de “pull down”
utilizando proteinas recombinantes (Fig 62).

S*-CREB F o B
S*-CREB-S133A i 4 5
DREAM . S*.DREAM

DREAMLA47,52V

- = = »

— -
I A R T

Input 10 % GST-KIX Input 10%  GST-KIX
GST-0 GST-0

Fig (62). DREAM bloquea la interaccion CREB-CBP sin interaccionar con CBP. (A). Experimentos de
“pull down” muestran la interaccion entre CREB fosforilado in vitro y GST-KIX (linea 4) y el bloqueo de
la interaccion por DREAM recombinante (linea 7). EI mutante de DREAM mutado en el LCD
DREAMLA47,51V no bloquea la caida de CREB fosforilado con GST-KIX (linea 6), mientras que el
vector GST vacio (GST-0) o el mutante CREBS133 (mutante en el sitio de fosforilacion por PKA en el
KID de CREB) no bajan con GST-KIX (lineas 3 y 5, respectivamente). (B). GST-KIX no interacciona
con DREAM.

En primer lugar analizamos la interaccion entre KID y KIX. La incubacion de la
proteina de fusién a GST-KIX (Parker y cols.,1996), de manera eficiente, bajaba la
banda de CREB fosforilado (Fig 62.A,linea 4). Para controlar la especificidad de la
interaccion comprobamos que GST sélo (GST-0) no bajaba CREB fosforilado (Fig
62.B,linea 3), ademas GST-KIX no podia bajar CREBS133A (mutante del sitio de
fosforilacion por PKA) (Fig 57.A,linea 5), como estaba descrito en la bibliografia
(Radhakrishnan y cols., 1997).

Una vez establecidos todos los controles anteriores satisfactoriamente, probamos el
efecto de DREAM sobre la interaccion KID-KIX. La presencia de DREAM
recombinante bloqueaba completamente la capacidad de GST-KIX para bajar CREB
fosforilado, mientras que el mutante DREAML47,51V no pudo inhibir la interaccion
GST-KIX/CREB fosforilado (Fig 62.A. Comparando lineas 7 y 6).
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Esto datos confirman los resultados obtenidos en ensayos de retardo y ademas indican
que la interaccion entre DREAM y CREB no es dependiente de la unién de CREB al
ADN. La unién de DREAM al LCD en el KID de CREB impide la interaccion con el
LCD del KIX de CBP y esta interaccion podria bloquear la transactivacion de los sitios
CRE dependiente de CBP.

De manera directa, con estos resultados se descarta una posible interaccion entre
DREAM vy el KIX de CBP ya que chequeamos esta posibilidad en experimentos de
“pull down” pero no observamos interaccion directa entre DREAM y GST-KIX (Fig
62.B), ademas en experimentos de retardo utilizando proteina recombinante CBP-KIX
no se afecta a la unién de DREAM a la secuencia DRE, utilizada como sonda (datos no
mostrados).

6.4.e. Mutantes de DREAM impiden la coactivacion de Gal4-CREB dependiente de
CBP.

La actividad transcripcional de CREB fosforilado depende de su capacidad de
reclutar coactivador CBP (Kwok y cols.,1994).

Partiendo de los resultados in vitro que sugieren que DREAM se une al LCD en el KID
de CREB donde se une CBP, deseabamos saber si esto se reflejaba en una menor
capacidad de CBP para activar la transcripcion dependiente del CRE cuando CREB
fosforilado esta formando complejos con DREAM. Para investigar esta posibilidad
cotransfectamos el reportero pG5CAT, que contiene 5 sitios de union a Gal4, junto con
la proteina de fusion GAL4-CREBALZ y el coactivador CBP en células HEK293,
comparando el efecto de un incremento de calcio intracelular y AMPc tras un
tratamiento con cafeina (Carrion y cols.,1999) y en presencia de DREAM, el dominante
negativo EFmMDREAM o el doble dominante negativo EFMDREAMLA47,52V (Fig 63).

La necesidad de utilizar la proteina de fusion Gal4-CREBALZ en la que se ha eliminado

el dominio bZip de dimerizacion y unién al ADN es para evitar la posibilidad de
dimerizacion con proteina CREB enddgena para transactivar el reportero pG5CAT.
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La cotransfeccion de GAL4-CREBALZ y CBP provoca una transactivacion de 35 veces
la actividad del reprotero pG5CAT tras el tratamiento con cafeina (Fig 63.A). Una
induccion similar con cafeina se obtiene en la cotransfeccion de GAL4-CREBALZ,
CBP y DREAM (Fig 63.A). En células cotransfectadas con el dominante negativo
EFMDREAM, la transactivacion del reportero pG5CAT por GAL4-CREBALZ y CBP
tras el tratamiento con cafeina estaba dramaticamente reducido (Fig 63.A). Este bloqueo
no se observaba tras la cotransfeccion con el doble mutante EFMDREAMLA47,52V, que
es incapaz de unirse a CREB y bloquear la interaccion de CREB fosforilado con el KIX
de CBP in vitro (Fig 63.A). La activacion por cafeina del CBP enddgeno o su homologo
p300, en células HEK293, sufria unos niveles de represion por EFmMDREAM similares
y no estaba reprimido por la expresion de EFmMDREAMLA47,52V, aunque los niveles de
induccidn eran bajos.

Por otro lado, la mutacién en el LCD en el KID de CREB en la construccién pGAL4-
CREBALZL138,141V eliminaban completamente la transactivacion del reportero
pG5CAT tras el tratamiento con cafeina, incluso en cotransfeccion con CBP,
confirmando una vez mas los resultados de los experimentos in vitro (Fig 63.A). De
manera similar, la mutacion en el LCD de el KIX de CBP en la construccion
CBPL603,607V bloquea su efecto transactivador sobre el reportero pG5CAT (Fig
63.A). (113)
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Como experimentos control se utiliz6 el vector vacio pGAL4 que no transactivo de
manera significativa la expresion del vector pG5CAT tras tratamiento con cafeina y/o
cotransfeccion con los diferentes vectores de expresion (datos no mostrados). Ademas,
estos experimentos control tuvieron la utilidad de permitirnos optimizar las condiciones
de transfeccion para estudiar el bloqueo por los mutantes de DREAM tras la
estimulacién con calcio, ya que la baja cantidad de reportero y los cortos espacios de
tiempo entre la transfeccion y los tratamientos de las células, provocan que la actividad
de acetilacién basal fuese muy baja y no permitiese observar ningun efecto significativo
sobre la actividad basal tras la sobreexpresion de DREAM o EFmMDREAM (Fig 63.A).

Todos estos resultados confirmaban una interaccion DREAM-CREB dependiente de
calcio que bloquea la capacidad de CREB fosforilado para reclutar CBP, frenando de
esta manera la transactivacion de la transcripcion dependiente de CREB-CBP.

Se obtuvieron resultados similares cuando se utilizé la construccion GAL4-CREB
completo, confirmando que el LCD en el dominio de dimerizacion, en el C-terminal de
CREB, no juega un papel importante en la interaccion entre DREAM y CREB, y de
igual manera ocurre cuando se utilizan los mutantes GAL4-CREBS142,143 (resultados
no mostrados) indicando que la capacidad de DREAM de interaccionar con CREB es
exclusivamente dependiente de calcio y no de la fosforilacion de CREB en las serinas
142 y 143.

La interaccion entre el dominio N-terminal de c-jun y el dominio KIX de CBP participa
en la trasactivacion de sitios AP-1 por CBP (Kwok y cols., 1994). Como control de la
especificidad del bloqueo de DREAM sobre la interaccién KID-KIX, realizamos
experimentos utilizando el reprotero pG5CAT Yy el vector de expresion para la proteina
de fusion GAL4-cJunALZ. El tratamiento con cafeina incremento la transactivacion del
reportero pG5CAT por GAL4-cJun entre 5y 12 veces en ausencia y en presencia de
CBP sobreexpresado, respectivamente (Fig 63.B). La cotransfeccién del mutante
EFMDREAM no afectaba la transactivacion. Ademas, el uso del mutante en el LCD en
el KIX de CBP, CBPL603,607V, tenia esencialmente la misma actividad
transactivadora que CBP sobre el sistema GAL4-cJunALZ-pG5CAT (datos no
mostrados).

Estos resultados apoyan la hipétesis de que la represion dependiente de calcio por
DREAM de la transcripcion mediada por CBP es especifica y exclusivamente depende
de la capacidad de DREAM para interaccionar con CREB.

6.4.f. DREAM interfiere con la transcripcion dependiente del CRE.

Para investigar si la interaccion entre DREAM y CREB podria afectar a la transcripcion
dependiente del sitio CRE se realizaron experimentos de transfeccién con el plasmido
reportero pSOomCAT que contiene el CRE canonico del promotor de somatostatina
(Montminy y cols., 1986), en células PC12, una linea celular con expresion enddgena de
DREAM (Fig 59.A).
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Resultados. Efecto de DREAM sobre la transcripciéon dependiente del sitio CRE.

El incremento de los niveles de calcio intracelular y AMPc tras el tratamiento con
cafeina (Hernandez-Cruz y cols., 1990) provoca una transactivacion de 12 veces del
reportero pSomCAT, en células PC12 (Fig 64.B).
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Fig (64).Regulacion dependiente de calcio por DREAM de la transcripcion CRE-dependiente.
(A) Western de la expresion de DREAM en células PC12, utilizando el anticuerpo 1B1 monoclonal anti-
DREAM. No se produce reactividad cruzada del monoclonal 1B1 frente a proteinas relacionadas con
DREAM como KChIP1 y 2, tras sobreexpresion en células HEK?293. (B) Represion especifica de la
transactivacion del reportero pSomCAT tras tratamiento con cafeina por el mutante EFmMDREAM, tras
cotransfeccion transitoria en células PC12. (C y D) Efectos del mutante EFMDREAM sobre la
transcripcion de pSomCAT tras la activacion de diferentes vias de sefializacion, en células PC12 salvajes
y deficientes en PKA (linea A-126-1B2). Valores expresados en veces de induccion de la actividad CAT
con respecto a los cultivos cotransfectados con el vector de expresion vacio pcDNA3. Barras blancas
representan valores de estimulacion con las distintas drogas y barras sombreadas los mismos valores en
presencia de EFMDREAM. Las barras de error muestran la desviacion estandar. Datos procedentes de 4
experimentos independientes repetidos por triplicado.

La cotransfeccion con DREAM no modifica la induccion de pSomCAT por cafeina (Fig
64.B). Ademas la coexpresion con EFmMDREAM, insensible a calcio, significativamente
reducia la transactivacion del reportero CRE por cafeina (Fig 64.B).
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Resultados. Efecto de DREAM sobre la transcripciéon dependiente del sitio CRE.

La coexpresion del doble mutante EFMDREAMLA47,52V, incapaz de responder a calcio
y de interaccionar con CREB, no modifico la transactivacion del reportero pPSomCAT
tras el tratamiento con cafeina (Fig 64.B). Por su parte, el doble mutante
EFMDREAML155V que es capaz de interaccionar con CREB, se comportaba como el
mutante EFMDREAM (Fig 64.B).

Puesto que el efecto de la cafeina afecta a dos vias principales de sefializacion celular, el
calcio y el AMPc, intentamos disociar estas dos vias para entender mejor la regulacién
de la interaccion DREAM-CREB. La sobreexpresion de la subunidad catalitica de PKA
nos permitié obtener valores de transactivacion del reportero pSomCAT de unas 14
veces, en células PC12 (Fig 64.C) que se reducian con la coexpresion de EFMDREAM
(Fig 64.C). De manera alternativa, la movilizacién de calcio en células A126-1b2, un
clon de células PC12 deficientes en la subunidad catalitica de PKA (Van Buskirk y
cols., 1985) incremento la transactivacion del reportero pSomCAT en 12.5 veces y este
efecto era bloqueado por EFMDREAM (Fig 64.C).

Otros muchos estimulos son capaces de fosforilar CREB de manera selectiva, en
diferentes residuos de serina en la region del KID, para regular la transcripcion
dependiente del sitio CRE en células PC12: entrada de calcio extracelular a través de
canales dependientes de voltaje tras la incubacion con concentraciones despolarizantes
de cloruto potasico, activacion de PKC por esteres de forbol o estimulacion de las vias
de Erk/MAP quinasas por exposicion de las células a EGF o NGF (Mayr y cols., 2001),
asi que nos planteamos estudiar el efecto de DREAM sobre la transcripcion dependiente
del sitio CRE, activada por estos diversos estimulos. El tratamiento de PC12 con estos
estimulos produjo un incremento de la actividad del reportero pSomCAT de 2 a 4 veces
(Fig 64.D) y lo méas importante es que la cotransfeccion de EFmMDREAM bloquea la
transactivacion del reportero en todos los casos (Fig 64.D), mientras que la
cotransfeccion con DREAM salvaje o el doble mutante EFMDREAMI47,52V no
afectaban al incremento de la activacion del reportero por los diferentes estimulos (datos
no mostrados). La baja actividad transactivadora de estos estimulos estd en
concordancia con su baja capacidad para inducir la interaccion entre CREB fosforilado
y CBP en el nacleo (Mayr y cols., 2001).

En los experimentos control utilizamos el reportero pTRETKCAT que contiene un sitio
AP-1 del promotor de la colagenasa; ni DREAM ni EFMDREAM modificaron su
transactivacion basal o inducida por cafeina (datos no mostrados), incluso cuando se
cotransfectaba a concentraciones de ADN cuatro veces mayores a las que se usaron en
los experimentos con pSomCAT, demostrando una vez méas la especificidad de la
represion de la transcripcion dependiente del sitio CRE por DREAM.

Todos estos resultados confirman los datos obtenidos con los experimentos in vitro y
proponen un papel central para la regulacién por calcio de la desunion de DREAM y
CREB en la transcripcion dependiente del sito CRE, activada por diferentes vias de
sefializacion.
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Resultados. Efecto de DREAM sobre la transcripciéon dependiente del sitio CRE.

6.4.0. DREAM endo6geno requla la transcripcion basal dependiente del sitio CRE.

La transfeccion de un vector de expresion con el antisentido de DREAM en células
PC12 elimina de manera transitoria la proteina DREAM enddgena (Fig 65.A), sin
modificar los niveles de la proteina CREB.
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Fig (65).DREAM enddgeno regula la transcripcion basal dependiente del elemento CRE. (A) Reduccion
de los niveles de proteina represora DREAM en células PC12 tras 48h de transfeccion transitoria con el
plasmido de expresion del antisentido de DREAM (pAS-DREAM). No hay cambios en la expresion de la

proteina CREB.
(B)Incremento de la actividad basal de los plasmidos reporteros pSomCAT(CRE) y pHD3CAT(DRE) tras

eliminacién transitoria de la proteina DREAM (barras sombreadas). No hay cambios en la expresion basal
del reportero pTKTRECAT (AP-1) por la expresion del antisentido de DREAM. Las barras de error
muestran la desviacién estandar. Datos de 4 experimentos independientes repetidos por triplicado.

La reduccion en los niveles de proteina DREAM provoca una significativa induccion de
la expresion basal de pPSomCAT (Fig 65.B). La expresion basal de un reportero con un
sitio DRE también estd incrementada tras la reduccion de los niveles de proteina
DREAM, mientras que la actividad de una construccion reportera con un sitio AP-1 no

estaba afectada (Fig 65.B).
El incremento en la transcripcion dependiente del sitio CRE es un reflejo de la

desrepresion de CREB como consecuencia de la reduccion de los niveles de DREAM
en las células.
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Resultados. Efecto de DREAM sobre la transcripciéon dependiente del sitio CRE.

6.4.n. DREAM interacciona con CREB in vivo.

Para analizar si la interaccion entre DREAM y CREB ocurre in vivo, realizamos
experimentos de coinmunoprecipitacion con extractos nucleares de cerebro de raton. De
acuerdo con los experimentos de retardo, “pull down” y transfecciones, CREB
inmunoprecipité al utlizar un anticuerpo contra DREAM (Fig 66, linea 3).
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Fig (66). Coinmunoprecipitacion de DREAM y CREB en extractos nucleares de cerebro.(A) Deteccion
de proteina CREB por western (WB) tras inmunoprecipitacion (IP) con los anticuerpos policlonales
indicados.(B)Deteccién de proteina DREAM utilizando el anticuerpo monoclonal anti-DREAM tras 1P
con los anticuerpos policlonales indicados. El asterisco marca la migracion de las bandas de CREB (A) y
DREAM (B).

De igual manera, DREAM fue inmunoprecipitado de extractos nucleares de cerebro
utilizando un anticuerpo anti-CREB (Fig 66.B, linea 2). Esta banda se reducia
drasticamente en presencia de calcio, lo que demuestra una vez mas la regulacién de la
interaccion entre DREAM y CREB por calcio (Fig 66.B,linea 3).

DREAM o CREB fueron inmunoprecipitados de extractos nucleares de cerebro
utilizando anticuerpos anti-DREAM o anti-CREB (Figura 66.A y B, linea 4). Ademas,
suero preinmume o anticuerpos contra diferentes nucleoproteinas como p53, C/EBP o
subunidad o del receptor de hormona tiroidea no pudieron inmunoprecipitar DREAM o
CREB (Fig 66.Ay B, linea 5y datos no mostrados).

La inmunoprecipitacion de CREB con anticuerpo anti-DREAM no se produce en
extractos nucleares de higado, un tejido con muy poca expresion de DREAM enddgeno
(Carrién y cols.,1999; datos no mostrados).

Todos estos resultados indican que en condiciones basales, DREAM modula la
actividad de promotores que contienen sitios CRE de una manera dependiente de calcio,
por la formacion de complejos con CREB e isoformas de CREM. Asi, la interaccion
entre DREAM vy los factores de transcripcion de union al CRE representan un nuevo
punto de regulacion en las cascadas de sefializacion dependiente de calcio y AMPc a
nivel de la expresion génica.
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7. DISCUSION,

7.1.DREAM interacciona con el sitio DRE y actlia como represor transcripcional.

Desde la identificacion del sitio DRE en el promotor de prodinorfina humana
por estudios de la regulacion basal e inducida por AMPc-PKA (Carrion y cols., 1998),
nuestros resultados sugieren nuevos mecanismos que involucran también al calcio
(Carrién y cols., 1999) en la desrepresion por unién diferencial de la proteina DREAM
al sitio DRE.

El DRE de prodinorfina humana esté relacionado con la secuencia DynCRE4,
una secuencia similar a un CRE asimétrico (CGTCA) descrito por primera vez en el
promotor de prodinorfina de rata donde participa en la activacion transcripcional por
AMPc (Douglass y cols., 1994). Al igual que el DynCRE4, el DRE humano es
intragénico y estd localizado en las proximidades del sitio de iniciacionn de la
transcripcion; contiene la secuencia GGAG+TCA que se parece mucho a la secuencia de
un sitio AP-1 (TGAGTCA) en el que la T inicial estd reemplazada por una G
(subrayada), aunque en ningun caso, los experimentos de competicién con
oligonucleotidos frios AP-1 o CRE en geles de retardo o ensayo de south-western
modifican la union de DREAM al DRE (Carrién y cols., 1998, 1999). La G central en la
secuencia del DRE (marcada con asterisco) es esencial para la uniéon de DREAM al
elemento regulador en experimentos in vitro y transfecciones transitorias (Carrion y
cols., 1998,1999) lo que ratifica la especificidad de la interaccion entre DREAM vy el
DRE.

De manera inicial se propuso un consenso para la secuencia DRE
(PUNGTCAPUPUG) basada en el alineamiento de secuencias de los genes de
prodinorfina de diferentes especies (Carrion y cols., 1998) que més tarde hemos podido
confirmar tras identificar la presencia de otras secuencias DRE en otros genes como c-
fos (Carrion y cols., 1999), c-jun, icer y los andlisis de mutacion de las distintas
secuencias DRE nos han permitido cerrar el core central de la secuencia DRE y la
importancia de las bases flanqueantes de core en la flexibilidad del DRE (Ledo y cols.,
2000.a).

2 -1 +1 +2 +3 +4
Pu N G T/G C A

Ensayos de proteccion del ADN, en presencia y ausencia de DREAM, nos ayudarian a
conocer cual es la region del promtor, incluyendo al DRE que esté siendo ocupada por
el represor, lo que posiblemente nos ayudaria a establecer con mayor fiabilidad la
importancia de las bases flanqueantes del DRE que son importantes para la interaccion
con DREAM.

La mutacion de los nucledtidos claves en la secuencia del core del DRE provoca una
reduccién significativa de la interaccibon DREAM-DRE que se relaciona directamente
con un aumento de la transcripcion del promotor de prodinorfina (Carrién y cols.,
1998,1999) y un aumento de la expresién de prodinorfina (Carrién y cols., 1998).
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Todo lo cual indica que el complejo formado por DREAM y el DRE actla como un
silenciador transcripcional.

De acuerdo con esta hipétesis, el DRE puede reprimir la transcripcién de una manera
independiente de orientacion, siempre que se localice en posiciones downstream del
sitio de iniciacion de la transcripcion en promotores heterdlogos, ya que es totalmente
ineficaz cuando esta colocado por delante del sitio de iniciacion (Carrion y cols., 1998).
Ademas, ensayos de retardo utilizando como sonda un DRE invertido, comparando con
el DRE en la orientacion que presenta dentro del promotor de prodinorfina, ofrecen
similares valores relativos de union de la proteina DREAM recombinante.

Un efecto similar esta descrito para el sitio SNOG, un elemento regulador negativo que
confiere expresion especifica de neuronas al gen GAP-43, presente también en otros
promotores de genes especificos de neuronas como los que codifican para SNAP-25 y
oxido nitrico sintasa neuronal (Weber y cols., 1997). Otro ejemplo es el elemento
silenciador especifico de neuronas (NRS) (Kraner y cols., 1992) en la regulacion del
gen del receptor nicotinico para acetilcolina (Bessis y cols., 1997), en tejido nervioso el
NRS activa la transcripcion si se localiza en las proximidades o downstream de la caja
TATA, pero reprime la expresion de los genes en neuronas, cuando se localiza en
posiciones upstream alejadas del sitio de iniciacion; en tejidos no neuronales, el NRS se
comporta siempre como un silenciador transcripcional (Bessis, y cols.,1997).

Las dos primeras evidencias de la interaccion de DREAM con el sitio DRE
fueron la fijacion con UV y experimentos de south-western, que permitieron la
caracterizacion inicial de un complejo nuclear de 110 kDa que se unia al DRE de
manera especifica. Ademas se podia observar un complejo proteico de 55 kDa, tras
fijacion con UV, lo que permitia especular que el complejo de 110 kDa estaria formado
por dos complejos de 55 kDa. Ambos tipos de complejos aparecian en células y nucleos
cerebrales que expresan prodinorfina como en muestras de caudado de cerebro humano
(Carrién y cols., 1998). Sin embargo, el complejo de 110 kDa se observaba también en
cerebelo de rata, donde los niveles de prodinorfina son muy bajos (Alvarez, G., y cols.,
1990), lo que sugeria que el complejo de union al DRE podria estar involucrado en la
represion transcripcional.

Una vez identificado el ADNc de DREAM, la primera sorpresa fue que no codificaba
para una proteina de 55 kDa y mucho menos de 110 KDa sino que presentaba un marco
abierto de lectura con 256 aminoacidos y una masa molecular prevista alrededor de 30
kDa (Carrién y cols., 1999).

El anélisis funcional de la proteina clonada tras sobreexpresion en bacteria y en células
de mamifero revel6 que la proteina DREAM seguia uniéndose al DRE como un
complejo de 110 kDa (Carrion y cols., 1999).

Estos resultados sugieren que DREAM se une con gran afinidad al DRE como
tetrdamero, mientras que como dimero y especialmente como monémero lo hace con
muy baja afinidad, observandose sélo tras fijacion con UV.

Los intentos por definir el posible dominio responsable de la unién al ADN en la

secuencia de aminoacidos de DREAM, parten de que en no pudimos identificar ninguna

region consenso previamente descrita de union al ADN, como los ya mencionados en la

introduccién (apartado de dominnios funcionales en factores de transcripcion), con lo
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que nos fijamos en regiones de la proteina con una alta concentracion de cargas
positivas que podrian estar indicando una zona de la proteina con capacidad
electrostatica para unirse al ADN. De las dos regiones denominadas por nosotros DBD1
y DBD2, por técnicas de delecién en el caso del 1 y cambio del marco de lectura en el
caso del 2, con ninguno de ellos hemos podido confirmar su relacién con el dominio de
unién al ADN, aunque nos han permitido identificar una regién importante para el
mecanismo represor de la proteina.

Quizéas el dominio de unién al ADN se forma tras la oligomerizacion y si bien el
monomero y el dimero presentan cierta capacidad de unirse al DRE, ésta se potencia
cuando la proteina esta formando tetrameros.

Hasta el momento no disponemos de ninguna evidencia experimental que nos indique si
primero se produce la tetramerizacion y posteriormente la union al ADN (Fig 67.A) o
bien el proceso comienza con la union del monémero al ADN y sobre él se ensambla, en
un proceso de cooperacion positiva, el tetramero estabilizando en un grado mucho
mayor la unién al ADN (Fig 67.B).
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Fig (67). Dos posibles modelos para la formacién del tetrdmero y la unién al sitio DRE.

Hasta la fecha existe un Unico trabajo publicado que aborda el estudio de la localizacion
del dominio de unién al ADN en DREAM (Osawa y cols., 2001) en el que utilizando
dos fragmentos de la proteina, N-terminal (1-70) y C-terminal (65-256), observan que
ambos fragmentos son capaces de unirse al DRE, de manera independiente y
dependiente de calcio respectivamente. En dicho trabajo no se hace referencia a la
contribucion de los aminoacidos 65-70 que se solapan en ambas construcciones y que
para nosotros, sobre el papel, tampoco parecen ser cruciales. A la vista de estos
resultados Osawa y cols., proponen dos regiones o dominios de unién al ADN, uno en
el extremo N-terminal de baja afinidad y otro en el C-terminal de alta afinidad, sin
llegar a determinar la secuencia de aminoacidos que los definen.

Posibles experimentos para tratar de identificar el dominio de uniéon al ADN en
DREAM, podrian partir de una bateria de mutantes puntuales en la proteina
recombinante DREAM que serian probados en ensayo de retardo en gel sobre la sonda
DRE de prodinorfina humana, con el objeto de identificar aquellos mutantes que no
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fuesen capaces de unirse a dicha sonda, lo que aportaria un primer indicio, que podria
confirmarse con la realizacion de sobreexpresion de estos mutantes en células HEK293
y preparacion de extractos para south-western que nos demostrasen la falta de unién al
DRE pero no afectasen de manera drastica a la formacién de los diferentes multimeros
de DREAM (analizando los mismos extractos por western), teniendo muy en cuenta las
posibles limitaciones que para estos experimentos podria representar el hecho de que tal
vez, oligomerizacion y unioén al ADN no son, tecnicamente, faciles de analizar por
separado.

En el trabajo publicado por Osawa y cols., se muestra la capacidad del fragmento C-
terminal para formar tetrdmeros en ausencia del DRE lo que apoyaria el modelo de
formacion del tetramero independientemente de la union al ADN, al igual que la
obtencién de tetrdmeros y dimeros en western y southwestern estd demostrando la
existencia de estos complejos en solucién y de manera independiente de la union al
DRE. En cualquier caso no podemos descartar por completo el segundo modelo ya que
aun hay aspectos de la oligomerizacion de la proteina y de la union al ADN que
desconocemos.

Los estudios sobre oligomerizacion de DREAM vy las posibles modificaciones
postraduccionales (fosforilaciones/desfosforilaciones, regulacion oxidacion/reduccion,
etc) podrian ayudarnos a comprender un proceso tan finamente regulado como el de la
unién al DRE vy las diferentes afinidades que los complejos monémero, dimero y
tetramero presentan por la secuencia reguladora.

Muy posiblemente, so6lo cuando podamos separar experimentalmente las funciones de
oligomerizacion y union al ADN, mediante mutacién puntual de cada uno de estos
dominios por separado, podremos enfrentarnos, en condiciones Optimas, al estudio de
estas dos funciones de la proteina.

Posibles estudios para encontrar el dominio de oligomerizacion en DREAM podrian
partir del modelo experimental del dos hibridos en células de mamifero. Obteniendo
construcciones con el dominio de unién al ADN Gal4 fusionado a la proteina DREAM
y por otro lado fragmentos de DREAM fusionados al dominio de activacion PVP16, en
experimentos de cotransfeccion en células HEK293 donde el DREAM enddgeno no
seria un problema. Bajo esta situacion, el fragmento de DREAM fusionado al VP16 que
provoque activacion del sistema nos daria la primera indicacion de la region necesaria
en la oligomerizacion.

La union de DREAM al DRE vy el efecto represor son dos caracteristicas funcionales
que desde un primer momentos hemos considerado unidas. La ocupacion especifica del
sitio DRE por DREAM provoca un bloqueo, silenciamiento o represion de la actividad
transcripcional a traves de diferentes mecanismos posibles como la interferencia en la
formacion del complejo de iniciacion de la transcripcion realizada por los factores NC2
y NOT (Pugh., 2000) o afectar el proceso de elongacion, mecanismos que se ha
demostrado que operan en la represiéon del gen de histona H5 (Gomez-Cuadrado y
cols., 1992), aunque como hipotesis mas solida para explicar el mecanismo represor de
DREAM sobre el DRE no podemos dejar de proponer la posible interaccion de
DREAM con complejos correpresores cuya actividad HDAC esta bloqueando
estructuralmente el promotor, impidiendo la activacion transcripcional.

(122)



Discusion.

Contemplando esta Gltima posibilidad como posible modelo de la represién mediada por
DREAM, son muy diversas las posibilidades técnicas que nos ayudarian a validar o
descartar esta posibilidad. Algunos de los experimentos que arrojarian luz sobre el
modelo de represién por DREAM, mediado por histona deacetilasas, se podrian centrar
en la utilizacion de inhibidores especificos de histona deacetilasas como la tricostatina
A; este tratamiento deberia ser capaz de inhibir a las histona deacetilasas que pudieran
estar siendo reclutadas por DREAM, con lo que el mecanismo represor quedaria
inhibido y la actividad basal de los genes diana o reporteros con sitios DRE presentarian
un aumento.

La especificidad de este tipo de experimentos deberia enfocarse desde experimentos en
paralelo con construcciones de reporteros en los que el DRE estuviera mutado (situacion
en la que no hay represion por DREAM), en los que la utilizacion del inhibidor de
histona deacetilasa quedaria sin efecto.

Estos experimentos deberian completarse con la identificacién de correpresores como
NCoR y otros que pudieran estar interaccionando con DREAM sobre el DRE de los
promotores y propiciando la accién de las histona deacetilasas.

Con este objetivo podriamos plantear experimentos de coinmunoprecipitacion o “pull
down” DREAM-correpresores, si bien tenemos que tener en cuenta el alto nimero de
correpresores y las diferentes histona deacetilasas que ya se conocen, lo que a priori nos
presenta casi infinitas posibilidades a nivel de formacion de complejos e interacciones
con DREAM, de las que al dia de hoy, no tenemos ninguna evidencia que nos dirija de
manera mas evidente en un determinado sentido.

Otro punto técnico que a priori podria obstaculizar este tipo de ensayos es que la
formacion de los complejos DREAM-correpresores-HDACs, en sus diferentes
combinaciones, fueran dependientes de la union al sitio DRE, lo que nos obligaria a
intentar plantear experimentos de retardo en gel en condiciones menos especificas de las
gue hemos utilizdo en los ensayos de retardo mostrados en esta memoria, como
reduccion del ADN de esperma de salmon con el objetivo de obtener complejos de
union al DRE en los que pudieran estar presentes estos correpresores o histonas
deacetilasas, y analizar el comportamiento de dichos complejos en presencia y ausencia
de los inhibidores de histona acetilasas, tratamientos como forskolina, cafeina, etc, que
sabemos que tienen un efecto activador y que por lo tanto deben modificar el complejo
represor que se forme a partir de DREAM unido al DRE.

Quizéas una prueba definitiva de la participacion de histona deacetilasas en la represion
por DREAM, podrian ser estudios de acetilacion de histonas en los promotores de genes
diana de la represion por DREAM.

Con todo lo mencionado anteriormente, se plantea una situacion en la que ensayos
dirigidos hacia el estudio del mecanismo represor de DREAM, la formacion de
oligobmeros y la unién al ADN, posiblemente deban considerar estas tres funciones de
manera coordinada y dependientes unos de otros, o que complica su estudio pero a la
vez nos muestra la gran importancia que estos procesos y su regulacion tienen en la
actividad de la proteina.

(123)



Discusion.

7.2. DREAM es un represor transcripcional requlado por calcio.

Las variaciones en las concentraciones de iones calcio a nivel intracelular acttan
como un segundo mensajero crucial en la transduccion bioguimica en procesos como la
actividad sinaptica y la expresion génica.

El aumento de los niveles de calcio intracelular regula la expresion génica a muy
diferentes niveles como la traduccién (Krichevsky y cols., 2001) y el procesamiento del
ARNmM (Xie y col., 2001), pero el punto mas conocido y estudiado es la iniciacion de la
transcripcion (West y cols., 2001). En los dltimos afios se han identificado un nimero
creciente de reguladores transcripcionales que median entre la sefializacion del calcio y
la transcripcion génica y se han conseguido avances significativos en el conocimiento
de como las cascadas de sefalizacion dependientes de calcio, activadas por sefiales
extracelulares, estan acopladas a la regulacion de la transcripcion.

Muchas quinasas y fosfatasas reguladas por calcio estan implicadas en los cambios del
estado de fosforilacion de factores de transcripcion, modulando su funcion (Dolmetsch
y cols., 1997), ademas se ha sugerido la existencia de efectores directos nucleares en la
induccion de la expresion génica (Ghosh y cols., 1995), si bien no se habia identificado
ninguno hasta la aparicion de DREAM (Carrion y cols., 1999).

Tras demostrarse la interaccion directa del calcio a DREAM por experimentos de
emisién de fluorescencia, south-western y ensayos de retardo, todos ellos en presencia 'y
ausencia de calcio (Carrion y cols.,, 1999), pudimos observar un claro efecto
transcripcional de dicha interaccion, ya que la estimulacion con calcio en células
provoca que DREAM pierda su capacidad de unirse al DRE y ejercer su actividad
represora (Carrion y cols.,1999). Esta situacion convierte a DREAM en el primer sensor
de calcio nuclear que directamente reprime la transcripcion por union directa al ADN.

La sensibilidad de DREAM al calcio reside en la presencia de 4 dominios de union a
calcio del tipo EF-hand, de los que so6lo el primero no ajusta su Secuencia
perfectamente al consenso de estos dominios. Esto se habia observado en otras proteinas
con multiples EF-hand en las que una de estas manos de calcio no es funcional, a pesar
de ello, un trabajo de Craig y cols a principios del 2002 demuestran que la primera
mano de calcio es funcional, a pesar de no cefiirse al consenso.

La sustitucion de aminoécidos claves en la quelacién del calcio en una séla EF-hand es
suficiente para hacer a la proteina insensible a la estimulacidn por calcio, blogueando de
esta manera la desunion del sitio DRE y la desrepresion transcripcional por este ion
(Carrién y cols., 1999). Ademas el efecto de la mutacién de una séla EF-hand tiene el
efecto de bloqueo maximo ya que las mutaciones de 2 6 3 EF-hand no provoca un
bloqueo mayor de la sensibilidad a calcio (Ledo y cols., 2000.a), lo que nos indica que
el cambio conformacional que sufre la proteina en presencia de calcio y que provoca la
pérdida de unién al DRE y la desrepresion, necesita de cambios coordinados en cada
una de las EF-hand (Ledo y cols., 2000.a). Esto nos permite hipotetizar que la unién de
los iones calcio a cada uno de los EF-hand para producir la desrepresion necesita de un
cambio conformacional que debe propagarse a lo largo de toda la proteina y que basta
que un solo dominio EF-hand no sea sensible al calcio para que todo el proceso quede
blogueado, con lo que sélo la ocupacién por calcio de todas las EF-hand funcionales
desencadena el cambio de actividad de la proteina.
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Resultados sobre las propiedades de unién a iones de DREAM (Craig y cols., 2002)
demuestran que un mol de la proteina une un mol de calcio con una afinidad relativa
alta y otros tres moles mas de calcio por mol de proteina se unen con una afinidad
relativa menor, describiendo la presencia de 4 dominios de unidn a calcio, uno con alta
afinidad, otro con menor afinidad y otros dos dominios mas con una afinidad relativa
similar entre ellos pero mucho menor a los dos anteriores y proponen a la 3% 0 4 mano
de calcio como el dominio de alta afinidad, lo que coincide con nuestra prevision de que
la 12 EF-hand pudiera tener una muy baja afinidad al no mantener estrictamente la
secuencia consenso. Estos resultados de la afinidad de las distintas EF-hand por el
calcio apoyan un modelo de cooperacidn positiva para la union de los 4 moles de calcio
por un mol de la proteina.

El modelo que podemos proponer es que la 3 6 42 EF-hand, una de ellas es la primera
en unir el primer ion calcio (alta afinidad) y esto provoca un cambio conformacinal en
la proteina que facilita la entrada del calcio en el resto de manos, de manera progresiva
y continuada con un orden especifico (orden de afinidad por el calcio), que a su vez esta
generando en la proteina un cambio conformacional generalizado, en una determinada
direccién. Escalando esta posiblidad al tetramero, nos presenta un mecanismo que no
solo se esté potenciando en cada mondmero sino que de manera simultanea estara
ocurriendo en cada unidad del tetrdmero. Todo esto podria estar generando el cambio
conformacional necesario para que el tetramero se rompiera en dimeros 0 mondémeros,
posibilidad que proponen los resultados con proteina recombinante de Osawa y cols., si
bien, en nuestro caso, partiendo de celulas HEK293 sobreexpresando DREAM-myc no
observamos modificacién de los complejos debida a la presencia de calcio.

Lo que si es seguro que provoca la union del calcio a DREAM es la pérdida de union al
DRE vy la consiguiente desrepresion de la transcripcion del promotor diana.

La presencia de un mol de calcio junto con un mol de DREAM apenas afecta a la
estructura de la proteina, mientras que la presencia de 3 0 4 moles de calcio por mol de
DREAM provoca fuertes cambios estructurales a nivel secundario y terciario (Craig y
cols., 2002). Esto confirma los resultados de nuestros analisis de emision de
fluorescencia con DREAM recombinante (Carrion y cols., 1999).

El calcio provoca un aumento en el tamafo de las alpha-hélices de cada dominio EF-
hand en un aminoacido por hélice, lo que puede propagarse en un cambio
conformacional de toda la proteina (Craig y cols., 20002) y apoyandonos en ellos
proponemos el siguiente modelo (Fig 68).
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f> // No hay transcripcion.
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Fig (68). DREAM unido al DRE esta bloqueando la transcripcion. Con la union del calcio a
DREAM se produce un cambio conformacional que provoca que DREAM se suelte del DRE permitiendo que se
lleve a cabo la transcripcion.

Todos estos resultados e hipotesis representan un mecanismo directo para la induccién
de la expresion génica dependiente de calcio e independiente de cambios en la actividad
de otros efectores transcripcionales a través de fosforilacion o interacciones proteina-
proteina (Carrion y cols., 1999, Ledo y cols., 2000.a).

Partiendo de la premisa de que DREAM se une al DRE como tetramero y conociendo la
insensibilidad al calcio de los mutantes en EF-hand planteamos la posibilidad de que
dichos mutantes pudieran comportarse como dominantes negativos, de manera que la
presencia de una sola molécula de DREAM mutado en EF-hand dentro del tetrdmero
fuera suficiente para bloquear la respuesta a la estimulacién con calcio.

Para ello y siguiendo el modelo planteado anteriormente, la mutacion en una séla EF-
hand de uno de los monémeros del tetramero estaria bloqueando todo el proceso de
cambio conformacional del tetrdmero y esto seria mucho mas claro cuando la mutacién
se realiza sobre la 32 0 la 4% EF-hand, como punto de alta afinidad por el calcio.

Experimentos de transfeccion transitoria en células HEK293 confirmaron esta hipotesis
(Ledo y cols., 2000.a) asi como la idea de que DREAM se une al ADN como un
multimero en el que la regulacion por calcio alcanza un grado superior de control de la
interaccion entre DREAM y el DRE (Ledo y cols., 2000.a), para el que presentamos el
siguiente modelo (Fig 69).
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Fig (69). La presencia de una molécula de DREAM mutada en EF-hand dentro del
tetramero es suficiente para bloquear la sensibilidad del complejo al calcio y bloquear la transcripcion
dependiente de calcio. A la vista de este resultado podemos concluir que el mutante en las manos de
calcio puede comportarse como un mutante dominante negativo en un fondo de DREAM salvaje, para la
estimulacion por calcio. En el esquema se representa la presencia del mutante en color negro.

Experimentos utilizando el fragmento C-terminal de DREAM (aminoacidos del 65 al
256) muestran que es capaz de formar tetrameros en ausencia de calcio, que pasan a ser
dimeros en presencia de calcio (Osawa y cols., 2001), lo que supone una muestra mas
de la importancia de la oligomerizacion de DREAM como respuesta a la ausencia o
presencia de calcio y las implicaciones estructurales y funcionales de la proteina, y
aporta un dato experimental de la rotura del tetramero en presencia de calcio.

A parte de la unién del calcio a DREAM, la proteina también puede unir magnesio,
aunque con una menor afinidad que por el calcio (1 mol de magnesio/ 1 mol de
DREAM, frente a los 4 moles de calcio /1 mol de DREAM). El sitio de unidn para el
magnesio no parece ser el mismo que el de alta afinidad para el calcio (3% 6 4% EF hand)
y ademas la union del magnesio a DREAM no parece afectar significativamente a la
estructura de la proteina (Craig y cols.2002), aunque al igual que en factores como
CREB, podria contribuir a la estabilidad de la unién al ADN.

Para chequear esta posibilidad podrian plantearse experimentos de retardo en ausencia

de magnesio y en cantidades crecientes de este ion para analizar la formacion de bandas
de retardo y la unién de los complejos al DRE en south-western.
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7.3. La interaccion DREAM-aCREM a través de LCDs desreprime la transcripcion
dependiente del DRE.

La eliminacion de la interaccion entre DREAM y el DRE provoca una desrepresion
regulada no solo por calcio sino también por activacion de PKA, mediante una
interaccion especifica proteina-proteina entre DREAM y a.CREM mediada por motivos
LCDs presentes en ambas proteinas. Ademas, hemos demostrado que la expresion del
gen diana prodinorfina estd aumentada en células de neuroblastoma humano como
consecuencia de la interaccion DREAM-aCREM (Ledo y cols., 2000.b).

La expresion del gen de CREM esta controlada por una region reguladora en posicion
upstream (P1) que marca los niveles de represion y activacion de la transcripcion y una
region reguladora intragénica (P2) que produce la proteina represora ICER (Molina y
cols., 1993). El gen de CREM contiene varios exones, y las diferentes isoformas de
CREM o ICER se generan por procesamiento alternativo de los transcritos primarios
(Laoide y cols., 1993). La interaccion con DREAM es especifica de las isoformas a y €
del represor CREM, mientras que otras isoformas represoras (B y y) y ICER o
activadores como las isoformas |1 y 1l de tCREM o CREB no bloquean la union de
DREAM a los sitios DRE. Estos resultados revelan, en un primer momento, diferencias
funcionales entre las isoformas represoras de CREM en la capacidad para desacoplar la
unién entre DREAM vy el DRE. Partiendo de que no se han observado diferencias
funcionales o de distribucion de las diferentes isoformas represoras de CREM, el
significado funcional de su interaccion diferencial con DREAM queda actualmente sin
respuesta.

El analisis de los dominios y la mutagenesis dirigida de la proteina CREM ha permitido
identificar dos motivos LCDs localizados en el KID y el dominio LZ de aCREM, que
son responsables de la interaccion con DREAM. La ausencia del LCD del extremo N-
terminal en ICER o la delecion del LCD en el extremo C-terminal en aCREMALZ,
elimina completamente la interaccion con DREAM. Ademas, el espaciamiento entre los
dos LCDs parece ser crucial, ya que el activador tTCREM-I y CREB, que presentan el
dominio de transactivacion Q2 entre los dos LCDs, no bloquean la interaccion de
DREAM con el DRE. Eliminando el dominio Q2 en la proteina eCREM se recupera la
interaccion con DREAM.

El motivo LCD se encontré en coactivadores (NcoA-1 y p/CIP) y correpresores ( N-
CoR y SMRT) implicado en las interacciones proteina-proteina con receptores de
hormonas nucleares o CBP (Heery y cols.1997, Hu y cols., 1999). Los LCDs en los
extremos N y C terminal de CBP median la interaccion con los receptores nucleares y
p/CIP, respectivamente (Tochia y cols., 1997).

Hasta la fecha se han descrito dos tipos de LCDs: la caja NR (receptores nucleares) y la
caja CoRNR, cuyas secuencias consenso son LxxLL y L/IxxV/Il, respectivamente,
donde x indica un aminoacido cualquiera (Hu y cols., 1999). Ambos tipos de LCDs
aparecen en aoCREM pero con orientaciones inversas (ILNEL y LIEEL) comparadas
con la caja NR consenso, lo que podria definir un tercer tipo de LCD, ya que el
significado funcional de una orientacion inversa de los LCDs no se conoce. Se sabia que
la estructura a-hélice del LCD se une a una region hidrofébica localizada en el dominio
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de unidn al ligando del receptor nuclear (Shiau y cols., 1998) y la interaccion suele estar
regulada por los aminoacidos flanqueantes al LCD (Torchia y cols., 1998). Esto tiene
una importancia particular en el caso del LCD en el extremo C-terminal de aCREM,
donde los residuos flanqueantes, diferentes de los de un LCD similar en el C-terminal
de BCREM, confieren la capacidad diferencial para interaccionar con DREAM (Ledo y
cols., 2000.b).

En paralelo a los LCDs en aCREM, hay dos LCDs en DREAM, en los extremos Ny C
terminales, necesarios para la interaccion con aCREM que se ajustan a la secuencia
consenso de las cajas CORNR y NR respectivamente, con la orientacién directa. No se
conoce que LCD de aCREM interacciona con uno u otro LCD de DREAM, futuros
estudios utilizando resonancia magnética nuclear para resolver la estructura en solucién
de DREAM unido a aCREM puede clarificar este punto, aunque lo realmente
importante para nosotros, a nivel funcional, era la primera descripcion de LCDs
funcionales en proteinas distintas a receptores nucleares y los activadores y
correpresores con los que interaccionan. De esta manera, nuestros resultados aumentan
la importancia funcional de los motivos LCDs en el contexto de la expresion génica y
de como estan orquestadas las interacciones entre proteinas nucleares (Ledo y cols.,
2000.b).

La interaccion entre aCREM y DREAM no requiere de la fosforilacion de aCREM
dependiente de PKA, si bien la interaccion se potencia tras la fosforilacion de aCREM.
Asi, una fosforilacion rapida de bajos niveles de aCREM preexistentes o bien la
acumulacion de aCREM podrian iniciar la desrepresion del gen de prodinorfina tras el
tratamiento con forskolina en células de neuroblastoma humano. El corto tiempo de
respuesta en el que DREAM se separa del DRE en células NB69 tratadas con forskolina
(Carrién y cols., 1998) puede sugerir una modificacion postraduccional rapida y
reversible, como por ejemplo la fosforilacion de aCREM. Por otro lado, la respuesta
mucho mas lenta pero mas estable de la induccién de prodinorfina en células SK-N-
MC, donde el incremento del mensajero de prodinorfina se hace significativo a partir de
las 12 horas y es maximo a los dos dias del tratamiento con forskolina (Carrion y cols.,
1998), esta indicando un aumento de los niveles de protéina aCREM.

La activacion transcripcional del gen de CREM dependiente de PKA, esté restringida al
promotor P2, mientras que la transcripcion de CREM dependiente del promotor P1 no
responde a la estimulacion por AMPc (Molina y cols., 1993). Un incremento en la
acumulacion de los transcritos derivados del promotor P1 es poco probable que ocurra a
nivel transcripcional. Ahora se conocen efectos especificos a nivel postraduccional en
testiculos durante el desarrollo (Foulkes y cols., 1993). En el caso de neuronas
supraodpticas tras estimulacion osmotica (Mellstrém y cols., 1993), se producen
modificaciones postranscripcionales provocando una acumulacion especifica de
isoformas de CREM activadoras o represoras, respectivamente. Los mecanismos para
explicar esto podrian involucrar a una alteracion selectiva de los mecanismos de
procesamiento alternativo o a cambios diferenciales en la estabilidad de los transcritos
derivados del promotor P1. La acumulacion selectiva de la proteina represora aCREM
en células SK-N-MC y NB69 tras el tratamiento con forskolina no provoca un cambio
en los niveles de la isoforma activadora tCREM, lo que sustenta la hip6tesis de un
cambio selectivo a nivel postraduccional tras la activacion por PKA.
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Los mecanismos que controlan el procesamiento diferencial de los transcritos de
CREM vy su regulacion tras activacion por PKA, ain son desconcidos.

El mecanismo por el cual aCREM elimina la interaccion de DREAM con el DRE,
aparentemente, no implica una competicion directa por el ADN, ya que aCREM no
muestra ninguna afinidad por el DRE y los mutantes de DREAM incapaces de
interaccionar con aCREM se mantienen unidos al DRE (Ledo y cols., 2000.b) (Fig 70).

De manera alternativa, aCREM podria afectar a la estabilidad de los tetrdmeros de
DREAM, necesarios para una interaccion efectiva con el sitio DRE (Carrién y cols.,
1999). Utilizando un sistema de dos hibridos en células de mamifero igual al que
planteamos para el estudio del efecto del calcio en la oligomerizacién de DREAM,
podriamos intentar definir como aCREM podria afectar al proceso de oligomerizacion.

Lo que si sabemos en este sentido es la capacidad de los mutantes de DREAM en los
LCDs de comportarse como dominantes negativos para la desrepresion por a.CREM,
poniendo de manifiesto que la presencia de una sola molécula de DREAM mutado en
un LCD dentro del tetramero es suficiente para prevenir la interaccion con aCREM y
mantener el tetrdmero unido al DRE. Estos resultados apoyan una vez mas al tetramero
como complejo funcional de union y represion transcripcional del DRE, y como los
diferentes estados de oligomerizacion pueden estar controlando la represion, interaccion
con aCREM, etc.

f> // No hay transcripcion.
-t + TIC m
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Alpha DREAM
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CREM
-+ - + TIC m Hay transcripcion.
DRE

Fig (70). Modelo propuesto para la desrepresion del sitio DRE mediada por activacion de PKA 'y
aCREM. Tanto el aCREM preexistente como el fosforilado por la activacién de la via de AMPc y PKA
pueden eliminar la union DREAM-DRE y desreprimir el gen de prodinorfina.
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Una posibilidad que podemos considerar en el mecanismo de actuacion de aCREM
sobre DREAM es que no solo, la interaccion entre las dos proteinas provoca una
pérdida de union de DREAM al DRE, si no también o« CREM podria dirigir a DREAM
a rutas de degradacion o proteolisis, ya que en algunos western revelados con anticuerpo
monoclonal de DREAM sobre extractos totales de células tratadas con forskolina o en
las que se sobreexpresa a CREM, podemos observar la aparicion de bandas de menor
tamafno que el monémero de DREAM que podrian estar indicando una degradacion de
la proteina, de manera selectiva, bajo estas condiciones experimentales.

Nuestros resultados muestran que DREAM interacciona con a/¢CREM en ausencia de
calcio unido a DREAM, lo que indica que la desrepresion transcripcional de los sitios
DRE puede ser activada independientemente a través de dos vias principales, calcio y
activacion por PKA. Estimulos como hormonas o estimulacion de receptores de
membrana suelen provocar elevacién en los niveles de calcio y AMPc intracelulares, y
estos dos mecanismos podrian desreprimir la transcripcion dependiente del DRE de
manera cooperativa y a su vez, que la unién de DREAM al DRE esté controlada por dos
de las vias principales de la sefializacion celular, sugiere que la desrepresion
dependiente del DRE es un paso necesario en la activacion transcripcional de muchos
genes.

Un experimento que podria arrojar informacion muy til seria la coinmunoprecipitacion
de DREAM con aCREM, en presencia y ausencia de calcio en el ensayo o de forskolina
sobre el cultivo, para conocer que complejos de DREAM (mondmero, dimero o
tetramero) interaccionan con aCREM y como los tratamientos pueden modificar este
resultado.
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7.4. DREAM bloguea la transcripcion dependiente del CRE a través de la interaccion
con CREB vy el bloqueo del reclutamiento de CBP.

Hemos identificado un nuevo mecanismo de interaccién proteina-proteina entre el
represor transcripcional DREAM y CREB a través de dominios a-hélice del tipo LCD,
presentes en ambas proteinas y que es independiente del estado de fosforilacion de
CREB. La unién de DREAM evita el reclutamiento de CBP por parte de CREB
fosforilado y de esta manera afecta a la transcripcion dependiente del CRE.

La interaccion DREAM-a.CREM sobre el DRE es doble y mediada por dos LCDs en
cada proteina, mientras que en el caso de la interaccion DREAM-CREB sobre el CRE,
la interaccion se lleva a cabo a través de un solo punto, controlada por un LCD en cada
proteina.

Nuestros resultados proponen la existencia de un paso intermedio entre la fosforilacion
de CREB vy el reclutamiento de CBP que implica una desunion de DREAM del KID de
CREB. La existencia de pasos reguladores intermedios era algo planteado en diferentes
trabajos de otros laboratorios que muestran que la fosforilacion de CREB es necesaria
pero no suficiente para el reclutamiento de CBP vy la transactivacion dependiente del
CRE (Shaywitz y cols., 2000). Recientemente se ha propuesto la existencia de un factor
inhibidor para la interaccion KID-KIX que podria acometer estos efectos diferenciales
en el reclutamiento de CBP por vias de AMPc y mitdégenos (Mayr y cols., 2001), si ese
papel inhibidor corresponde exclusivamente a DREAM o hay otros factores que actten
a ese nivel es algo que al dia de hoy no conocemos.

Es algo completamente aceptado que la interaccidén proteina-proteina estabiliza el
complejo KID-KIX e incrementa la transcripcion dependiente del CRE. Una regulacién
positiva de la interaccion del KID de CREB con el KIX de CBP se refleja en la
estabilizacion que aporta la interaccion del C-terminal de c-Jun con el dominio C/H2 de
CBP (Hu y cols., 1999). Ademas los factores que controlan la regulacion de CBP,
también controlan la transcripcion dependiente de CBP (Soutoglou y cols., 2001). Son
varios los factores de transcripcion, incluyendo al factor 1 a nuclear de hepatocitos
(HNF-1 a), HNF-4 y Sp1, que incrementan la actividad HDAC de CBP y de los factores
asociados a CBP (P/CAF) (Soutoglou y cols., 2001) y podrian afectar a la transcripcion
dependiente de CREB sobre promotores especificos.

Las modificaciones sobre CBP, derivadas de vias de sefializacion, pueden representar
otro punto regulador prioritario para el reclutamiento de CBP al complejo de
transcripcion. La sobreexpresion del coactivador asociado a arginina metil transferasa 1
(CARM1) capaz de metilar CBP en el residuo arginina 600 del KIX, un residuo clave
para el correcto plegamiento del KIX en la interaccion con el KID de CREB provoca
que KID y KIX no interaccionen y como resultado la transcripcion dependiente de
CREB, esta blogueada (Xu y cols., 2001).

La fosforilacion de CBP, por diferentes quinasas, incluyendo las que participan en las
vias de sefializacion de calcio y AMPc, podria afectar a la transactivacion de CBP (Vo y
Goodman., 2001). La validacion de estos mecanismos estd amparada por la
identificacion de los residuos que estdn fosforilados en cada caso. También se ha
descrito recientemente que la fosforilacion de CBP dependiente de activacién de
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CaMKIV en serina 301 contribuye a la transcripcion dependiente de CREB/CBP
(Impey y cols., 2002). Otro ejemplo es la fosforilacién de CBP en serina 436 por PI3K,
tras el tratamiento con factores de crecimiento, necesaria para el reclutamiento de CBP a
los complejos transcripcionales sobre elementos de respuesta AP-1 y Pit-1 (Zanger y
cols., 2001).

La union del calcio a los dominios EF-hand en proteinas de union a calcio, provoca un
cambio conformacional que controla la actividad de la proteina dependiente de calcio.
En el caso de DREAM esto sélo ocurre cuando los 4 dominios EF-hand estan ocupados
por calcio (Craig y cols., 2002), lo que confirma que se necesitan todos los EF-hand de
DREAM con calcio para que se produzca la desunién del ADN. Estudios futuros
podrian indicar si también es necesario que todos los EF-hand estén unidos a calcio para
que se produzca la pérdida de interaccion de DREAM con CREB o CREM. En
cualquier caso, lo mas interesante es que el mutante dominante negativo EFmMDREAM
bloquéa la transactivacion del reportero pPSomCAT inducida por diferentes estimulos,
incluyendo la sobreexpresion de la subunidad catalitica de PKA. Estos resultados
sugieren un papel central de las movilizaciones de calcio en la transcripcion basal
dependiente del CRE.

La fuerza de la interaccion KID-KIX determina la magnitud de la respuesta
transcripcional dependiente del CRE. La fosforilacion de la serina 133 en el KID
provoca un cambio conformacional que permite la interaccion con el KIX. Se han
descrito diferentes mutaciones en el KID o en el KIX que facilitan la interaccion entre
ambos sin la necesidad de fosforilacion (Cardinaux y cols., 2000). En nuestro trabajo
mostramos la capacidad de DREAM para interaccionar con CREM y CREB y bloquear
su unién a los sitios CRE, independiente de la fosforilacion en los dominios KID. Estos
resultados van en paralelo con los resultados que muestran que la fosforilacion de la
serina 68 no es necesaria para la doble interaccion entre «CREM y DREAM (Ledo y
cols., 2000.b). De igual manera, el mutante EFMDREAM es capaz de bloquear la
interaccion KID-KI1X, incluso con la fosforilacion in vitro por PKA de la serina 133 de
CREB.

Futuros estudios de resonancia magnética nuclear nos ayudaran a conocer la estructura
de DREAM, unido y no unido a CREM/CREB, resultados necesarios para entender el
efecto diferencial de la fosforilacion y la estequimetria de la interaccion.

La interaccion entre los LCDs de DREAM y los LCDs de las proteinas CREM y CREB
estd en concordancia con una funcién cada vez mas importante y polivalente de estos
pequefios dominios en las proteinas a nivel de la regulacion transcripcional.

Los LCDs localizados en el N- y C-terminal de CBP median la interaccion con los
receptores nucleares y P/CIP, respectivamente (Torchia y cols.,1997), pero ademas, en
nuestro trabajo mostramos que los LCDs son responsables del reclutamiento de CBP
por parte de CREB fosforilado y también del blogueo por parte de DREAM (Ledo y
cols., 2002), como se representa en el siguiente modelo (Fig 71).
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O
\ O O
Transactivacion \ Calcio
Bloqueada o Transcripcion activada.

0 . P P
CREB
CREB
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CRE

Fig (71). Modelo de actuacion de DREAM en el blogueo de la interaccion CREB-CBP. Represién y
activacion de la transcripcion CRE-dependiente.

CREB fosforilado y como dimero se une a la secuencia CRE, dentro de determinados
promotores diana, con niveles de actividad transcripcional baja en situacion basal. En
esta situacion basal, DREAM puede estar interaccionando con CREB a través de los
LCDs, de manera que CREB no puede interaccionar con CBP y por lo tanto la
transactivacion basal estd reprimida. Esto se comprueba con la utilizacion de la
transfeccién del antisentido de DREAM que provoca un aumento en la transcripcion
basal de promtores controlados transcripcionalmente por un CRE, como el promotor de
somatostatina.

Estimulos que aumentan los niveles de calcio intracelulares van a activar vias de
quinasas que actuan sobre CREB y a la vez, el mismo calcio provoca un cambio
conformacional en DREAM, al unirse a sus EF-hand, que hace que éste deje de
interaccionar con CREB, de manera que CREB queda libre y fosforilado, condiciones
necesarias para la interaccion con CBP y que se lleve a cabo la transactivacion
transcripcional.

Este modelo pone de manifiesto que las vias de fosforilacion de CREB, no aseguran la
transactivacion solo por la fosforilacién de CREB, si no que posiblemente también sea
necesario que modifiguen a DREAM (a nivel de calcio o bien por fosforilaciones aun
desconocidas) que provoquen la pérdida de interaccion entre DREAM y CREB, para
que se pueda dar el contacto con CBP y la transactivacion.
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La presencia del mutante en las EF-hand de DREAM, pone de manifiesto este modelo
al  permanecer unido a CREB en presencia de calcio, impidiendo que pueda
interaccionar con CBP, a pesar de estar fosforilado, y bloqueando de esta manera la

transcripcion.
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7.5. Genes diana de la transcripcién dependiente de DREAM.

La identificacion de la secuencia DRE en el promotor de prodinorfina humana, que se
utiliz6 para el aislamiento y clonaje de DREAM, supuso la primera diana del efecto
transcripcional de DREAM. La identificacion de la zona central del DRE de
prodinorfina por comparacion con otros promotores de prodinorfina de diferentes
especies nos permitio acotar el consenso de la secuencia DRE (Carrion et al., 1998).

Una vez llegados a este punto, el nimero de potenciales secuencias DRE en promotores
de otros genes se ha disparado. Algunos de los casos en los que hemos podido
comprobar un efecto represor de DREAM son genes tempranos como c-fos, c-jun o
ICER (Ledo y cols., 2000.a) para los que hemos demostrado un efecto de DREAM en
transfeccidn transitoria y en algunos casos también disponemos de evidencias in vitro
con ensayos de retardo (Carrion y cols 1999, Ledo y cols., 2000.a).

La represion de la activacion de estos genes tempranos utilizando mutantes dominantes
negativos de DREAM nos permitiria bloguear cascadas de activacion de segundos
genes, controlando la respuesta transcripcional no s6lo a corto plazo sino extendiéndose
a procesos mas duraderos.

Fuera de esta memoria, en resultados del laboratorio comenzamos a tener pruebas de la
regulacion de otros promotores como el del ligando de Fas, BDNF, Fra2 y otros de los
gue aun gquedan muchos experimentos futuros antes de poder concluir un efecto de
DREAM sobre estos promtores.

Ademas, nuestros resultados apoyan dos modelos de represion de la transcripcion por
DREAM, uno por el efecto directo de la union de DREAM al sitio DRE; y otro a través
de la interaccion proteina-proteina de DREAM con otros factores de transcripcion,
como los de la familia de CREB y CREM. Todo esto propone un modelo en el que la
represion ejercida por DREAM se hace més fuerte al utilizar mas de una estrategia para
conseguir el bloqueo de la transcripcion.

Un buen ejemplo de estos dos mecanismos actuando conjuntamente podria ser el
promotor de c-fos que presenta dos sitios DRE en posicion downstream de la caja
TATA pero también un elemento CRE.

Bajo esta situacion, podriamos intentar discernir si los dos mecanismos pueden cooperar
para conseguir niveles de represion mayores que si s6lo estuviera presente uno de ellos.
Partiendo del promotor de c-fos acoplado al gen reportero CAT, realizando mutaciones
puntuales en los elementos reguladores para anularlos y la combinacién de estas
mutaciones, por ejemplo, comparando la construccion salvaje con la mutada en uno o
los dos sitios DRE podriamos saber si la presencia de méas de un sitio DRE en el mismo
promotor contribuye a una represion de mayor grado; la eliminacion de estos DRE
eliminaria el efecto represor directo de la union de DREAM a los DRE pero no la
posible represidn sobre el elemento CRE por la interaccion con CREB.
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A su vez, de manera reciproca, la mutacion solo del sitio CRE eliminaria la posible
represion  por la interaccion CREB-DREAM, aunque también la contribucién de
CREB-CRE a la expresion basal del reportero (Fig 72).

Si sobre todo este sistema afadimos los posibles tratamientos descritos para la
activacion del promotor de c-fos, asi como la amplia bateria de mutantes de DREAM y
CREB vy sus capacidades para bloquear ciertos estimulos, no s6lo nos permitirian
conocer una aproximacion del funcionamiento de estas proteinas y sus interacciones
sobre un promotor determinado sino tambien nos permitirian dicernir con mas detalle la
contribucion de cada una de las vias sobre cada uno de los elementos reguladores del
promotor .

Los resultados de este tipo de experimentos nos ayudaran a entender mejor posibles
resultados in vivo, sobre la expresion de este promotor o cualquier otro en el que estos
elementos reguladores estén controlado la expresion génica, asi como la participacion
de los mutantes de DREAM en ratones transgenicos.

En definitiva, podrian aportar una primera aproximacion a los complejos mecanismos
que controlan la transcripcion en promtores complejos como el de c-fos.

Fig (72). Situacion sobre el promotor de c-fos como modelo de las distintas
posibilidades de regulacion transcripcional mediadas por DREAM. Figura adaptada de Nature
398:29-30,1999.

La preparacion de ratones transgénicos con los diferentes mutantes de DREAM en EF-
hand, LCDs y las combinaciones de ambos, para sistema nervioso, timo, testiculos,
tiroides (tejidos en los que hay una gran expresion de DREAM) (Carrién y cols., 1999),
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utilizando promotores especificos de tejido nos permitiran arrojar luz sobre la funcién
de DREAM in vivo en el control especifico de la expresion génica, asi como de otras
muchas funciones en otros niveles celulares y fisiologicos.

A inicios del afio 2002 se publicé el raton Knock-out de DREAM (Hai-Ying y cols.,
2002) en el que de manera muy marcada esta reducida la respuesta del animal en
modelos de dolor visceral, mecénico, y térmico agudo, asi como una reduccion del
comportamiento de dolor en modelos de inflamacion. La falta de DREAM no parece
afectar a funciones motoras ni memoria. EI mecanismo molecular que explica en parte
estos resultados es la presencia de niveles altos de ARNm de prodinorfina y péptidos de
dinorfina A en médula espinal, que de manera constante pueden estar disparando la via
de sefializacion a partir del receptor kappa opioide.

Todos estos resultados confirman nuestros resultados sobre el control que ejerce
DREAM sobre la expresion de prodinorfina, a la vez que presentan a DREAM como un
punto critico como represor transcripcional en el procesamiento del dolor.

Con estos resultados del raton knock-out de DREAM como molde podemos hipotetizar
que los resultados de un transgénico de DREAM con un dominante negativo para la via
de calcio, AMPc o ambas utilizando los mutantes 234EFmMDREAM, DREAMLA47,52V
0 234EFMDREAMLA47,52V, respectivamente, podrian ser contrarios a estos, con una
disminucion de los niveles de expresion de prodinorfina y péptidos de dinorfina, con lo
que las respuestas de comportamiento podrian ser, a priori, opuestos a los obtenidos con
el ratén knock-out.

Desde un punto de vista de localizacion de posibles dianas de DREAM, la utilizacion de
transgénicos podria ser mas ventajoso que el knock-out, ya que a nivel de transcripcién
basal, los efectos de DREAM podrian no ser destacables para algunas dianas, con lo que
la falta de DREAM tampoco podria provocar un efecto claro, en cambio, la presencia de
un mutante dominante negativo de DREAM podria bloquear de manera mas o menos
eficaz determinadas vias de activacion, de esta manera se pondrian de manifiesto dianas
transcripcionales de DREAM que estuvieran blogueadas por alguno de los mutantes.

La utilizacion de microarrays, ya no solo sobre la union de DREAM enddgeno a dianas
transcripcionales, sino utilizando la comparacion entre ratones normales y el
transgénico con mutantes dominantes negativos, podrian ser muy informativos.

Una de las posibilidades experimentales con mayor potencial para la identificacion de
posibles promotores controlados por DREAM consiste en ensayos de
coinmunoprecipitacion de cromatina con anticuerpo anti-DREAM y la hibridacion con
estos productos de un “chip” en el que se encuentren fijados un amplisimo nimero de
promotores. De esta manera podriamos obtener de una manera casi directa una lista de
promotores en los que DREAM podria estar ejecutando algun tipo de regulacion.
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Ademas de la localizacion estricta de dianas de transcripcion reguladas por DREAM,
ensayos de dos hibridos de levaduras con DREAM como cebo nos permitirian conocer
interacciones proteina-proteina de este factor de transcripcion y la posibilidad de otras
funciones de DREAM en otros procesos o mecanismo celulares.

Nuestros resultados muestran que DREAM interacciona con miembros de la familia de
CREM y CREB e indican un amplio papel funcional de la proteina
DREAM/KchIP3/Calsenilina, capaz de participar en diferentes funciones celulares a
través de la interaccion con el ADN o con distintas proteinas, incluyendo a/eCREM,
canales de potasio Kv4 y presenilinas (An y cols.2000, Buxbaum y cols.,1999). La
multifuncionalidad de DREAM asi como su localizacion nuclear y citoplasmica, con
funciones especificas en cada compartimento, habian sido descritas previamente para la
calmodulina, otra proteina de union a calcio que interacciona con canales de potasio
dependientes de voltaje para la desensibilizacion lenta en la membrana celular y
participa en la permeabilidad celular (Sah., 1996), control de la actividad de muchas
enzimas citosolicas (revisadas por Ikura., 1996) y regulacién de la transcripcion tras
unién a nucleo-proteinas HLH (Corneliussen y cols., 1994) y quinasas dependiente de
calmodulina en el ndcleo (Santella y cols., 1997), si bien calmodulina no se ha
demostrado su union directa al ADN. DREAM al igual que calmoduina, es un buen
ejemplo de la multifuncionalidad que puede llegar a ejercer una misma proteina.
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1.- DREAM es un represor transcripcional que se une especificamente a la secuencia
DRE (PUNGT/GCA), para bloquear la transcripciéon de genes diana (prodinorfina, c-
fos, c-jun, icer, etc).

2.- El aumento de los niveles intracelulares de calcio y la union de este a los dominios
EF-hand de DREAM, provoca un cambio conformacional en la proteina que fuerza la
desunion entre DREAM vy el sitio DRE, eliminando el efecto represor y activando la
transcripcion.

Mutantes en los EF-hand de DREAM, insensibles a los aumentos de calcio, bloquean la
activacion transcripcional por esta via actuando como mutantes dominantes negativos.

3.- La via de sefalizacion de AMPc-PKA provoca una desunién entre DREAM vy el
DRE que se traduce en un aumento de la transcripcién de genes diana de DREAM.

El mecanismo molecular que controla este proceso es una interaccion entre DREAM y
oCREM a través de dos dominios LCD presentes en ambas proteinas, lo que describe
una nueva funcionalidad para dichos dominios.

La fosforilacion de aCREM dependiente de PKA no es necesaria para la interaccion
DREAM-aCREM aunque si la potencia.

Mutantes de DREAM en LCD, insensibles a la interaccion con aCREM, bloquean la
activacion transcripcional por esta via actuando como mutantes dominantes negativos.

4.- La interaccion de DREAM con los factores de transcripcion de la familia
CREB/CREM, a través de dominios LCD amino terminales de ambas proteinas, evita el
reclutamiento de CBP y de esta manera bloquea la transcripcion dependiente del sitio
CRE.
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