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INTRODUCCION






A. Generalidades

1. FLUJO DE LA INFORMACION GENETICA

El flujo de la informacion genética es, salvo excepciones, ADN=>ARN=>proteinas. A
esta secuencia de etapas se la llama en conjunto expresion génica (1), y se podria
esquematizar de la siguiente manera (fig. 1):

NUCLEO CITOSOL  Membrana nuclear

Poro nuclear

Transcrito U / —

ADN g, primario____y, ARNm~. ", ARNm —ﬁ,bpmtei"a T inactiva

f deARN f N

Control Procesamiento Control de lg(:c]::irSil dad
transcripcional del ARNm de la traduccion .
proteica

Fig. 1.
Etapas de la expresion génica. Tomado y modificado de la referencia (1).

De estas etapas, la transcripcion consiste en la generacién de moléculas de ARN
heterogéneo nuclear (ARNhn) a partir de la secuencia de ADN de la hebra codificadora.
Estas moléculas de ARNhn o transcritos primarios sufren, a continuacion, una serie de
modificaciones en su estructura que llevan a la obtencion de ARNms maduros. Estos ARNms
maduros se exportan al citoplasma, en donde son traducidos a proteinas. En determinados
casos, la transcripeion del ADN da origen a moléculas de ARN que ya poseen una funcidén
propia en la célula; se trata de los ARNt, los ARNr y los ARN pequefios, éstos tltimos
forman parte de los “spliceosomas” ademas de estar implicados en diversos procesos
celulares como el transporte de moléculas (1,2).

Cada una de estas etapas esta sometida a un control o regulacién, ya que la generacion
del producto de un gen se produce en respuesta a una sefial metabélica, nutricional, de estrés,
etc., siendo la transcripeion el punto de control mas importante, puesto que es el momento en
el que la célula decide si expresa o no un gen concreto y la tasa de expresion o cantidad de
ARNms que vaa generar (3). Segtin Lodish et al. (3), hay que tener en cuenta que la finalidad
de la regulacion génica difiere entre organismos unicelulares y pluricelulares: en los primeros
se produce, principalmente como adaptacion a las condiciones cambiantes del medio; en los
segundos, la regulacion génica se produce en funcion de un programa de desarrollo,
crecimiento y diferenciacion, que estd al servicio de la supervivencia del organismo
pluricelular mas que al servicio de las células individuales que constituyen ese organismo.




A continuacion, se hace una breve descripcion del proceso de expresion génica en
eucariotas y de los distintos mecanismos de regulacion a los que esta sometido este proceso
en los genes transcritos por la ARN-polimerasa I, haciendo mas hincapié en aquellos puntos
que se han estudiado experimentalmente en esta Tesis Doctoral.

2. EXPRESION GENICA EN EUCARIOTAS: NIVELES DE REGULACION

El genoma de las células eucariotas posee toda la informacion necesaria para la
expresion de las diferentes proteinas que necesita la célula a lo largo de su ciclo vital. Sin
embargo, no todas las proteinas codificadas por los genes se expresan siempre, sino que, cada
una de ellas se expresa en el momento y durante el tiempo adecuados. Esta situacion se
complica ain mas en organismos pluricelulares: seres que, salvo algunos ordenes biotogicos,
estan formados por multitud de células que presentan una diversidad de aspecto y de
funciones, aun cuando todas poseen la misma informacién genética ya que derivan todas del
mismo zigoto. Asi pues, estas células deben expresar determinados grupos de genes, y no
otros, durante el desarrollo y crecimiento del individuo; esta expresion diferencial de grupos
de genes permite a las células adquirir y desempefiar funciones concretas y no de manera
aislada, sino en el contexto de los diferentes tejidos y organos. La fraccion de genoma que
una célula eucariota expresa en estas condiciones es una pequeiiisima parte del total de
informacion contenida en su nucleo.

Por supuesto, habra proteinas que encontraremos en todas las células de un
organismo, pues forman parte de los ciclos metabolicos generales, mientras que otras
proteinas se expresaran de forma especifica en un determinado tipo celular, en un momento
preciso del desarrollo y crecimiento y/o en una situacion fisiologica o patologica concretas.
Por lo tanto, la célula debe disponer de unos mecanismos de regulacion de los procesos
nucleares lo suficientemente exquisitos y exactos como para que una proteina en concreto
esté disponible cuando se necesite.

La regulacion de la expresion de un gen concreto se puede realizar a distintos niveles:

* a nivel de la transcripcion;

* durante el procesamiento de los ARNms generados en la transcripcion;

* a nivel de la traduccion.

* en otros puntos de control, como son las interacciones del ADN con la matriz
nuclear o el transporte a través de la membrana nuclear.

2.1 Regulacién durante la transcripcion

Las caracteristicas fenotipicas de una célula, asi como las acciones que realiza y sus
propiedades, vienen condicionados por la diferente transcripcion de los diversos genes que
posee (3). La regulacion a nivel del inicio de la transcripcion se considera una de las
principales formas de control de la expresion génica que poseen las células. Por “inicio de la
transcripcion” se entiende el ensamblaje de la maquinaria transcripcional, en concreto de la
instalacion de la ARN-polimerasa II en el promotor (4).

Esta regulacion se debe a la accion de factores transcripcionales (FT) de diversa
naturaleza y funcion (factores trans) y a la presencia de secuencias reguladoras de ADN




actuando en cis (compuestas, a su vez, de muchos elementos diana individuales reconocidos
por estos FTs) (3). El efecto de la combinacion de estos diferentes factores (elementos cis y
factores trans) resulta en el aumento o disminucion neto de la tasa de transcripcion de un gen
dado (5). Ademas, estas interacciones de los FT con sus secuencias consenso se pueden ver
moduladas por la existencia de una serie de sefiales o situaciones metabolicas (3).

Tanto las secuencias cis como los factores frams, asi como las interacciones entre
ambos, se desarrollaran con mas detalle en los siguientes apartados.

2.2 Procesamiento del ARNm

El producto inicial de la transcripcion se denomina pre-ARNm en eucariotas, ya que
debe ser procesado antes de ser empleado por la célula como molde para la generacion de una
proteina. El procesado del ARNm tiene lugar en el nucleo e implica las etapas de
introduccion del “cap”, el corte y empalme y la edicion. Previamente, y durante la etapa de
terminacién de la transcripcion, el ARNm sufre ya una modificacion en la que una
endonucleasa corta de 10 a 30 nucledtidos de una secuencia especifica situada en el extremo
3' y una polimerasa especial introduce una cola de poli(A), que puede tener una longitud de
hasta 200 pb (2).

De todas las etapas de procesamiento, el corte v empalme (splicing) consiste en la
climinacion de los intrones presentes en la molécula de pre-ARNm merced a la accion de los
“spliceosomas”. Se habla de corte y empalme alternativos cuando se incluyen o excluyen
ciertos exones durante este proceso de corte y empalme, en los diferentes tejidos o estados de
desarrollo; esta situacion permite que las células dispongan de una gran variedad de proteinas
a partir de la transcripcion de un s6lo gen. Esta variedad se muestra en la estructura de la
proteina, al poseer o no diferentes dominios, y se refleja en la actividad, funcionalidad,
localizacion, vida media, etc. de las diferentes isoformas generadas. En este punto cabe
sefialar la existencia de promotores alternativos para un gen concreto, los cuales generan, por
este proceso de corte y empalme alternativos, ARNms que, independientemente del corte y
empalme que ocurra en la zona codificadora, difieren en su extremo 5'. En el subapartado 3.2
se¢ tratara con mas profundidad de la existencia de promotores alternativos y sus
implicaciones en la expresion de un gen (2).

Finalmente, el ARNm procesado sera exportado al citosol, en donde sera traducido.

2.3 Regulacion durante la traduccion

Secuencias presentes en las regiones 5' y 3' de los ARNms, asi como las
modificaciones en estas zonas, tienen un papel en la estabilidad, mecanismos de exploraciéon
o rastreo de los ribosomas y traduccion de las moléculas de ARNm (6). Por ejemplo, en la
region 3, la cola poli(A) parece influenciar la iniciacion de eventos en la zona 5' (2). Otros
fenémenos que pueden regular el proceso de traduccion son la unién de proteinas a motivos
cercanos al “cap” (2) o la presencia de marcos de lectura abiertos cortos, Hlamados SORFs
(short open reading frames) (6).

2.4 Otros puntos de regulacion: matriz nuclear; membrana nuclear



La interaccion del ADN con la matriz nuclear o el transporte a través de la membrana
nuclear constituyen otros de los puntos susceptibles de regulacién y que pueden afectar a la
expresion de un gen concreto.

Respecto a la matriz nuclear, se trata de una estructura que incluye el armazon
laminar que reviste la parte interna de la membrana nuclear y la red de fibras que parecen
extenderse hacia el interior del ntcleo (2). Cuando se realiza un tratamiento con un
detergente especifico (que elimina las histonas y otras proteinas, pero, que mantiene las
uniones del ADN a la matriz nuclear) y se digiere el ADN con enzimas de restriccion, se
obtienen fragmentos especificos de ADN unidos a esta matriz, los cuales estan separados a
intervalos bastante grandes en el genoma y poseen las llamadas regiones de unidn a la matriz
(MARs: matrix attachement regions). Parece ser que grupos de genes que se expresan
coordinadamente se encuentran agrupados entre MARs adyacentes, es decir, que se
encuentran situados en lazos de ADN que se unen a la matriz por los MARs. Se ha propuesto
que esta organizacion en lazos podria estar implicada en el control de la expresion de genes
relacionados (2).

Entre las proteinas que se han encontrado formando parte de esta matriz nuclear estan
las topoisomerasas, las cuales se supone que podrian estar implicadas en cambios del
superenrollamiento del ADN, quizds necesarios para procesos como la condensacion de la
cromatina, la replicacién y la transcripcion (2).

En cuanto a la membrana nuclear, los poros nucleares constituyen otro punto critico a
la hora de regular el metabolismo nuclear, no solo porque los ARNms deben salir al
citoplasma para ser traducidos, sino porque todas las proteinas implicadas en procesos
nucleares son sintetizadas fuera del nlcleo y deben entrar en él para desempefiar sus
funciones. L.a membrana nuclear posee unas caracteristicas de permeabilidad peculiares, de
manera que determinadas moléculas pequefias son capaces de atravesarla por difusion pasiva,
mientras que otras requieren un transporte activo. Parece ser que las proteinas nucleares
poseen una seifial de localizacion nuclear, que es la que posibilitaria la unién con un receptor
citoplasmatico, seguido de la interaccién con el poro nuclear y posterior translocacion o
entrada al nucleo. Diferentes vias de transduccion de sefiales estarian implicadas en el acceso
de los complejos proteina nuclear-receptor al poro (7).

Para el caso de los ARNms, se supone que todos salen por mecanismos de transporte
activo. Se ha planteado, entre otras hipdtesis, un posible papel de las estructuras “cap” en el
transporte al citoplasma.

2.5 Integracion de los diferentes niveles de regulacién

Hay que tener en cuenta que todos estos puntos de modulacion de la actividad
transcripcional actiian conjuntamente y no aisladamente, de manera que una sefial intracelular
desencadenada ante eventos extracelulares puede afectar a varios de estos procesos, o bien, la
combinacion de diferentes sefiales actia sobre una misma etapa, llevando, en todos los casos,
a la activacion, represion, aumento o disminucién de la expresion de un gen.

Asi pues, en organismos eucariotas, la transcripcion del ADN en ARNm estd
sometida a una compleja y precisa regulacion, tanto durante el desarrollo como a lo largo de



la etapa adulta. Esta regulacion posibilita la generacion y mantenimiento de diferentes tipos
celulares que, a su vez, originan distintos tejidos y 6rganos que se interrelacionan entre si y
con el medio externo.

3. ELEMENTOS CIS: SECUENCIAS REGULADORAS Y ARQUITECTURA DE
PROMOTORES

Como ya se ha indicado en el subapartado 2.1, uno de los factores implicados en el
control de la transcripcién son los elementos cis o secuencias nucleotidicas con actividad
reguladora.

En general, se suele decir que la estructura basica de un gen consta de una regién
reguladora proximal o promotor y una region codificante. Ademas, se pueden encontrar
secuencias reguladoras distales (potenciadoras o represoras), normalmente en posicion 5',
aunque también se han descrito en 3' al gen que regulan e incluso dentro de secuencias
intrénicas.

En la figura 2 se muestra un posible esquema de una zona promotora con algunos de
los elementos citados.

a-50kb a +50 kb

Potenciadores o “enhancers”

Elementos promotores proximales

Exones de la region codificante

I
[ Caja TATA
H

1]

Intrones de la region codificante

Fig. 2.

Organizacion de la zona 5' de un gen tipico de mamifero. Los segmentos coloreados indican
la posicion de los diferentes elementos “cis”. Obsérvese como los potenciadores se pueden
situar en 5' 0 en 3' respecto del sitio de inicio de la transcripcion. Tomado y modificado de la
referencia (3).

Schibler y Sierra definen los promotores como “secuencias de ADN que permiten a la
ARN-polimerasa unirse ¢ iniciar la polimerizacion de ribonucledtidos™ (5), aunque
consideran que los promotores eucarioticos para la ARN-polimerasa II no pueden ser




reconocidos por la ARN-polimerasa sin la presencia de otros factores transcripcionales
auxiliares (8).

Los promotores eucariotas consisten en secuencias de ADN dispersas a lo largo del
genoma, mas o menos largas, las cuales son reconocidas por una gran variedad de proteinas
que se unen al ADN y que regulan el proceso de la transcripcion. A la hora de comprender la
regulacion especifica de tejido y/o especifica de tiempo o de fase del ciclo celular, interesa
conocer:

1) qué secuencias cis (secuencias de ADN) y qué factores trans (factores de
transcripcion, FT) se requieren para la regulacion de un gen concreto;

2) como una serie de interacciones ADN-proteina regulan la expresion de un gen
especifico de tejido; y

3) como estas interacciones concretas se integran en ¢l conjunto de la regulacion de la
expresion génica durante el desarrollo (9). En este sentido hay que considerar que cada
promotor es un caso Gnico ¢ individual, en el que el peso de cada uno de los mecanismos de
regulacién de la expresion tienen una mayor o menor importancia, de manera que la
expresion de un gen concreto viene dada por la puesta en marcha de unos u otros
mecanismos.

Los promotores eucaridticos estan constituidos por un cierto niimero de elementos cis:
elementos que unen FTs generales o ubicuos (cajas CCAAT o CG), secuencias reconocidas
por FTs especificos de tejido o de etapa de desarrollo y elementos reguladores que se pueden
considerar inducibles (como, por ejemplo, los elementos de respuesta a hormonas o a shock
térmico) (5). Generalmente, estos elementos se encuentran situados cerca del lugar de inicio
de la transcripcion, mas bien adyacentes a este sitio, por lo que se suelen denominar
elementos proximales. Otras secuencias, como las secuencias potenciadoras o silenciadoras,
pueden encontrarse a varias Kb de este punto de inicio de la transcripcion, ejerciendo, por
tanto, su efecto a una distancia considerable (10): son los denominados elementos distales.

Ayoubi y van de Ven sefialan la existencia de tres posibles vias por las que un
organismo puede controlar la expresion de un gen dado (11):

1) concentrar todos los elementos reguladores c¢is en una regiéon promotora, los cuales
responderian a diferentes estimulos;

2) duplicar el gen, generando copias que poseen cada una su propia region reguladora
o promotora, de manera que cada uno responderia a diferentes sefiales; y

3) generar diferentes lugares de iniciacion de la transcripcion, cada uno de ellos con
sus propias secuencias reguladoras en respuesta a distintas sefiales, es decir, multiples
promotores regulados de manera independiente.

Aunque un Gnico promotor puede ser suficiente para la expresion de un gen, como
ocurre en los denominados genes domésticos (12), realmente, la situacion es bastante mas
compleja, de manera que podemos encontrar:



* Varios genes bajo el control de un mismo promotor. Es el caso de los genes
humanos (COL4A1 y COL4A2) y murinos de la molécula del colageno IV (13): los genes se
encuentran orientados cabeza-cabeza y se transcriben en orientaciones opuestas.
Seguramente, el principal motivo de esta disposicion sea la transcripcion sincronizada y
equilibrada de los productos de los genes afectados.

* Un gen controlado por varios promotores. Se tratarfa de genes que han de
expresarse de manera especifica en un tejido, en un momento del ciclo celular o del
desarrollo, o que responden a sefiales diferentes en la misma célula o a la misma sefial en
tipos celulares distintos, requiriendo diferentes combinaciones de FTs mdas o menos
especificos y, por tanto, de una bateria de secuencias reguladoras que, quizas, no podrian ser
acomodadas en una misma region promotora. Otra explicacién posible es evitar o minimizar
los efectos de mutaciones en regiones promotoras, que podrian afectar de manera grave al
desarrollo celular (11). En general, el resultado final es la obtencion de ARNms que difieren
en su region 5' no traducida o no codificante.

3.1 Secuencias reguladoras

Lodish et al. consideran varios tipos de regiones reguladoras: aquellas que contienen
caja TATA, las que poseen un clemento llamado Iniciador en lugar de caja TATA y genes
que no poseen ninguno de estos dos elementos (3).

3.1.1 Elementos reguladores positivos

Se podrian definir como aquellas secuencias que activan o aumentan la transcripcion
del gen o genes que controlan. Como elementos promotores proximales (3) podemos citar:

* LLa caja TATA. Es una secuencia situada en posicion 5', a unos 30 pb del sitio de
inicio de la transcripcion (+1). Se le atribuye la capacidad de posicionar a la ARN-polimerasa
II para que inicie la transcripcion. Se ha observado que el primer nucledtido de la sintesis de
ARN suele ser una A en el 50% de los casos.

* El Iniciador. Es un elemento presente en muchos genes que carecen de caja TATA.
La secuencia consenso propuesta para este elemento es: PyPyAN(T/A)PyPy, en donde Py
representa una pirimidina (C o T) y N representa a cualquiera de las cuatro bases. También
aqui se encuentra una A en el sitio +1 de inicio de la transcripcion. Se ha relacionado la
secuencia nucleotidica que rodea el lugar +1 con la fuerza promotora de la transcripcion de la
region considerada.

* Las cajas CG. Consisten en secuencias de unos 20-50 pb ricas en CG y suelen
denominarse “islas CG”. Se sitian a 100-200 pb del lugar de inicio de la transcripcion de
genes que carecen de caja TATA o Iniciador. Dada la baja frecuencia de los dinucleétidos
CG en el genoma de vertebrados, se considera que la presencia de estas secuencias ricas en
CG en posicidn 5' al lugar de inicio de la transcripcion no es debida al azar.

Por otro lado, también existen elementos reguladores distales, alejados varias Kb (a
veces, situados a 40 6 50 Kb del promotor que controlan). Los llamados erhancers o
potenciadores se pueden encontrar tanto en 5' al promotor que regulan, como en intrones o,



incluso, en 3' a la region codificante del gen. Generalmente suelen ser especificos de tipo
celular y estan compuestos de varios elementos que contribuyen a la actividad total del
potenciador (3).

3.1.2 Elementos reguladores negativos

No sd6lo encontramos secuencias reguladoras positivas de la tasa de transcripcion, sino
también secuencias que reprimen la transcripcion. La represion transcripcional en eucariotas
se consigue a través de los denominados “silenciadores”, de los cuales hay dos tipos: los
elementos silenciadores y los elementos reguladores negativos. Los primeros son elementos
que desencadenan mecanismos de represion activa independientemente de su posicion; los
elementos reguladores negativos son elementos dependientes de posicién que dirigen
mecanismos pasivos de represion. Pueden estar situados en 5' 6 en 3, en intrones o en exones

(4).

Aunque en algunos promotores los silenciadores solo actian a modo de interruptores
de los potenciadores o parecen desempefiar un papel minimo en los niveles de expresion, los
silenciadores constituyen una parte intrinseca de los promotores y no hay que olvidar que la
represion de la transcripcién juega también un papel importante en la expresion espacial y
temporal de los genes (4).

Hoy dia se considera que son los silenciadores por si mismos y su contexto dentro de
un promotor dado, los que determinan el mecanismo de represion, mas que los factores
represores. Estos factores represores son una seric de FTs que interaccionan con las
secuencias silenciadoras. Parece ser que la mayoria de estos factores represores son, en
realidad, FTs con doble funcién: es decir, que pueden actuar como activadores y como
represores. Se han descrito varios mecanismos para explicar esta doble funcién: en unos
casos parece deberse a la naturaleza de la secuencia de unién y de las secuencias del entorno;
en otros casos esta doble actividad estaria en funcion de la concentracion del FT considerado

(4).

Los ejemplos de silenciadores son numerosos; uno de ellos son los USR (upstream
repression sequences), secuencias de unidn para represores transcripcionales especificos
descritos en levaduras, los cuales ejercerian su acciéon sobre la expresion del gen que
controlan de forma directa (por ejemplo, interfiriendo la unién de factores activadores) o
indirecta (reclutando, por ejemplo, actividades histona-desacetilasa) (14).

En este apartado cabe citar también elementos reguladores como los insulators,
represores que actuan a larga distancia bloqueando interacciones inadecuadas entre elementos
cis y ciertos promotores (4).

3.1.3 Secuencias que influyen en la topologia del ADN (relacion topologia /
transcripcion) y secuencias posicionadoras de nucleosomas

Las secuencias de ADN no sdlo estin implicadas en la regulacion de la expresion en
cuanto a alineamientos de determinadas bases que son reconocidas por FTs, sino también en
cuanto a su influencia en la topologia de la doble hélice: la estructura tridimensional del ADN
también juega un papel importante en la regulacion de la transcripcion. Recientemente,

10



Pedersen et al. (15) analizaron secuencias de promotores humanos para la ARN-polimerasa 11
mediante el modelo probabilistico de los HMMs (hidden Markov models) y encontraron que
la capacidad de flexion del ADN en regiones situadas antes y después del lugar de inicio de la
transcripcion, dependia mas de la estructura secuencial que de la composicion nucleotidica,
observando una diferencia en la frecuencia de distribucion de determinados tripletes. Estos
autores proponen una serie de modelos en los que secuencias o regiones muy flexibles
posicionan nucleosomas en la zona situada por debajo del lugar de inicio de la transcripcion,
considerando también la posibilidad de interacciones de estas secuencias con factores como
los hTAF;80, hTAF;;31 y hTAF)20 (factores asociados a la proteina TBP), los cuales se
asemejan estructuralmente a histonas. De esta manera, sugieren que los promotores pueden
formar dos tipos de complejos estructuralmente similares: con histonas (por tanto,
transcripcionalmente reprimidos) y con TFIID (potencialmente activos) {16). Esta idea se
basaria en la descripcion de FTs que son capaces de curvar o flexionar la doble hélice
(17,18), ademas de los FTs con motivos estructurales similares a los de proteinas histonas
(19).

Varios autores sefialaron la existencia de secuencias mas o menos fuertemente
posicionadoras de nucleosomas. Se trata de secuencias que, por la curvatura intrinseca o por
la flexibilidad que poscen, se incorporan preferentemente en nucleosomas, ya que cuesta
menos energia enrollar estas secuencias de ADN en torno al octamero de histonas (21).
También se ha observado que la elevada repeticion de ciertos tripletes de nucleétidos crea
zonas preferentes de ensamblamiento de nucleosomas, de manera que la eficiencia en la
formacioén de estos nucleosomas aumenta conforme aumenta el tamafio de las repeticiones;
ademas, la estructura de cromatina que se forma es especialmente estable (22).

Por otro lado, se han descrito secuencias de tipo microsatélite (STMS, simple tandem
repeat microsatellite) en plantas y en Drosophila que atentan la expresion génica (20).

3.2 Arquitectura de promotores: promotores alternativos

La presencia de promotores alternativos posibilita una gran flexibilidad a la hora de
modular la expresién de un gen concreto, ya que influiria en (11):

1) La expresion temporal del gen. La existencia de diferentes promotores para un gen
seria una de las formas de controlar, a lo largo del desarrollo y del crecimiento, la activacién
e inhibicién de este gen en distintas células y en diferentes situaciones, momentos y
magnitudes.

2) El nivel de expresion, cuando los promotores tienen diferente potencia o fuerza.

3) La especificidad de la expresion y la capacidad de respuesta a diferentes sefiales
intra y/o extracelulares. Esto se conseguiria con promotores que contienen secuencias de
union para FTs diferentes y/o especificos de 6rgano, tejido o tipo celular.

4) La estabilidad del mensajero y la eficiencia de la traduccion del mensajero. Se ha
comprobado que diversas circunstancias generan problemas en la traduccién o incluso llegan
a inhibirla, como por ejemplo: la presencia de regiones 5' no traducidas muy largas (quizas
con distintas estructuras secundarias), ia presencia de exones lider ricos en GC (23) y la
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existencia de codones de iniciacion de la traduccién y marcos de lectura abierta cortos
(SORFs). En este ultimo caso, la frecuencia de aparicion de los codones AUG es baja (24), lo
que hace suponer que no es fortuita y que, como ya se sefiald en el apartado 2.3, debe tener
alguna funcion en el control de la traduccion.

5) La estructura de la region amino-terminal de la proteina codificada, generando
diversas isoformas que presentarian variaciones en cuanto a su estructura, funcion, etc., es
decir, en este caso la presencia de promotores alternativos generaria diversidad. Esto se
produciria en aquellos promotores alternativos que contienen secuencias codificadoras.

Esta flexibilidad en el control de la expresion de un gen se produce tanto en
organismos unicelulares (los cuales pueden adaptar, de esta manera, la expresion de un gen a
las condiciones nutricionales del medio) como pluricelulares (en los que la existencia de
promotores multiples se asocia, generalmente, con genes especificos de tejido o de estado de
desarrollo) (5). No s6lo se obtiene una expresion cualitativamente diferencial, sino, también
cuantitativamente distinta (5). En general, el producto final del gen no difiere de un tipo de
ARNmMm a otro, es decir, la estructura primaria de la proteina no se ve afectada por el uso de
sitios de inicio de la transcripcion alternativos, ya que el coddén de inicio de la traduccion
suele encontrarse en un ¢xén comun; sin embargo, también hay excepciones descritas a este
respecto, como, por ejemplo, en el gen de la cadena ligera de la miosina (25,26) en donde se
obtienen dos proteinas como resultado de un proceso de transcripcion y corte y empalme
diferenciales de un Gnico Jocus.

Se han descrito diferentes modelos para explicar la generacion de promotores
alternativos miltiples a lo largo de la evolucion (5):

* por mutaciones puntuales y/o pequefias delecciones o inserciones delante o detras
del promotor inicial;

* adquisicién de un segundo promotor por transposicion, translocacion o inversion;

* duplicacién del promotor, seguida de diversificacion; y

* deleccidn de una de las copias del gen.

4. ELEMENTOS TRANS: FACTORES DE TRANSCRIPCION

Por FT se entiende aquella proteina reguladora que, bien al interaccionar con el ADN
(uniéndose a elementos cis), o bien por interacciones proteina-proteina (en el caso de
proteinas puente que interaccionan con otras proteinas previamente unidas al ADN,
participando en la formacién de complejos proteicos transcripcionales), actila sobre el
proceso de transcripcion, generalmente estimuldandolo o activandolo (3). El conocimiento de
la relacion estructura/funciéon y de las relaciones entre FTs y los genes que regulan puede
permitir el entendimiento del conjunto de mecanismos moleculares que controlan la
expresion de genes (9).

En eucariotas, los factores nucleares reguladores se unen a secuencias diana, tanto en
5" como en 3', que muchas veces estan alejadas del lugar de inicio de la transcripcion. Pueden
unirse al ADN como monomeros, homodimeros o heterodimeros; en este 0ltimo caso se
aumenta considerablemente la capacidad reguladora al permitir la combinacion de diversos
dominios reguladores.
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Los factores nucleares implicados en la transcripcion de un gen se pueden clasificar
en:

1) ARN-polimerasas, siendo la tipo 1I la responsable de la transcripcion de todos los
genes eucaridticos que codifican proteinas, ademés de la transcripcion de cuatro ARNs
pequefios implicados en el corte y empalme de ARNms. Las otras dos polimerasas

transcriben los genes que codifican para el resto de ARNs pequefios (para muchos de Jos
cuales se desconoce su funcion), los ARNr (pre-ARNr y el ARNr 5S) y los ARNt (3).

2) Factores transcripcionales generales, es decir, proteinas reguladoras implicadas en
la formacion del complejo de iniciacion de la transcripcion como: TBP (TATA-binding
protein), los TAFs (TBP-associated factors), ete.. Otros FIs mas o menos generales y
necesarios para la iniciacion de la transcripcion son los llamados coactivadores, como
CBP/p300.

3) Factores transcripcionales especificos, no solo de genes, sino, incluso de tipo
celular.

Los factores transcripcionales generales y los especificos se pueden clasificar segin
su actividad en represores, activadores y proteinas adaptadoras o puente.

Aunque muchos de los FTs implicados en el ensamblaje de la maquinaria
transcripcional basal sélo poseen un papel estructural, de otros se sabe que poseen actividad
enzimatica. Esta actividad es necesaria para el inicio de la transcripcion (4).

Los FTs son proteinas que, generalmente, emplean diferentes dominios para la unién
al ADN vy para la activacion o represion de la transcripcion. Como se desarrolla en el punto
siguiente, segun los motivos estructurales de unidén at ADN se agrupan en varias familias.

4.1 Dominios estructurales; tipos y familias

Los FTs suclen clasificarse en base a los motivos estructurales que constituyen sus
dominios de union al ADN, En muchos casos, las interacciones entre las proteinas y el ADN
implican la formacién de numerosos contactos de tipo puente de hidrégeno, enlaces idnicos e
interacciones hidrofobicas; precisamente el hecho de que se produzcan en elevado nimero,
hace que estas interacciones den lugar a uniones especificas y fuertes, a pesar de tratarse de
enlaces débiles.

Las principales clases de FTs eucariotas en funciéon de sus dominios estructurales son
(3,9):

* Proteinas con homeodominios o hélice-vuelta-hélice: se trata de varias hélices o
conectadas por una corta cadena de aminoacidos. La hélice situada en el extremo contacta
con el surco mayor del ADN, recibiendo el nombre de hélice de reconocimiento. Muchas de
las proteinas que muestran este tipo de dominio forman dimeros. Las proteinas con
homeodominios poseen una secuencia de unos 60 aminoacidos que esta altamente conservada
en los genes llamados homedticos, los cuales juegan un papel crucial en el desarrollo de
organismos eucariotas.
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* Dedos de zinc: estas proteinas contienen residuos del tipo cisteina e histidina
coordinando un atomo de zinc, de modo que forman una estructura similar a un dedo que
interacciona con el ADN. Dependiendo del niimero de residuos de cisteina implicados se han
descrito tres clases: clase I o CyHs, clase II o Cy, clase 11T o C.

* Proteinas con hélices aladas: se trata del dominio de union descrito para la histona
HS. Se ha encontrado en FTs como HNF3, el cual posee tres hélices a en su extremo amino-
terminal (una de las cuales interacciona con el surco mayor del ADN) junto con una lamina 3
(formada por tres segmentos ), diversos bucles y un ién Mg2+ coordinado que estabiliza la
estructura. Generalmente, los FTs con este tipo de dominio se unen al ADN como
mondémeros (27).

* Cremalleras de leucina: este tipo de dominio combina las dos funciones de union al
ADN vy de dimerizacion. En este caso, dos hélices o, una de cada mondémero, se juntan
originando una hélice enrollada, a modo de Y, que interacciona con el surco mayor del ADN.
En este caso se pueden encontrar homo y heterodimeros. Un ejemplo lo tenemos en la
proteina Gen4 de levadura (3).

* Hélice-bucle-hélice: consisten en dos hélices o unidas por una corta secuencia en
forma de bucle, cuya flexibilidad permite a las dos hélices empaquetarse la una contra la otra.
Este tipo de dominio estd implicado tanto en el establecimiento de contactos con el ADN
como en la dimerizacion. También en este caso se pueden formar homo o heterodimeros.
Como ejemplo podemos citar la proteina Max (3).

Hay muchas otras clases de dominios descritas, como paired box, MADS box,
dominios tipo NF-1, etc. Estas clases se han agrupado en superclases y se han dividido en
familias y subfamilias, dando lugar a una compleja clasificacion de todos los FT's descritos
hasta la fecha, (28).

4.2 Regulacion de la actividad

La modulacién o variacion de la cantidad, actividad o localizacion celular de los FTs
es una forma importante de control de la iniciacion de la transcripcién. Cambios en la sintesis
Yy, por tanto, en los niveles totales de un FT dado en respuesta a sefiales intra o extracelulares
{como por ejemplo, el ciclo celular o cambios en la disponibilidad de nutrientes,
respectivamente) pueden ser una via de regulacion transcripcional. Sin embargo, autores
como Tjian y Jackson (29) indican que la actividad de los FTs se puede controlar de una
forma mas rapida y, potencialmente, mas versatii mediante modificaciones post-
traduccionales: se han descrito varios ejemplos de cambios en la actividad transcripcional en
ausencia de variaciones de la sintesis de proteinas. Estas modificaciones post-traduccionales
pueden actuar: 1) activando o reprimiendo la unién al ADN o las funciones transactivadoras
de los FTs; 2) afectando la estabilidad de la proteina; o 3) dirigiendo al FT a una localizacién
subcelular concreta.

En todos los casos, esta regulacién se produciria en respuesta a sefiales de tipo

extracelular como, por ejemplo, hormonas, iones, etc. que desencadenan la activaciéon de
diferentes vias de transduccion de sefiales, las cuales integran la informacion recibida
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traduciéndola en cambios del metabolismo celular. Estos mecanismos de transduccion de
seflales

son variados y complejos, e incluyen: cascadas de fosforilacion; cascadas proteoliticas; y
sistemas de regulacion mediante segundos mensajeros no proteicos, como fosfolipidos, Ca2+
y nucledtidos ciclicos (p. €j., AMPc) (30).

En resumen, los diferentes niveles o mecanismos de regulacidn de la actividad de los
FT que se han descrito, son:

* transcripcionales;
* traduccionales; y
* post-traduccionales.

Ademas de otros mecanismos, citados en el punto 4.2.4.

En la figura 3 (siguiente pagina) se muestra un esquema de algunos de los
mecanismos de control de la actividad de los FT nucleares.

A continuacion, se describen brevemente los distintos tipos de regulacion de la actividad de
los FT, revisados y analizados por Calkhoven y Geert (31).

4.2.1 A nivel transcripcional

En primer lugar, hay que sefialar que la variacion en la tasa de transcripcion de un FT
en respuesta a diferentes estimulos, se refleja en un cambio en la canttdad total de ese factor
Yy, en consecuencia, en su disponibilidad. En ciertos casos, algunos FTs parecen autorregular
la expresion de sus propios genes.

En segundo lugar, cabe citar el transporte al citoplasma y la velocidad de degradacion
del ARNm correspondiente, asi como la generacion de diferentes isoformas de un mismo FT
por corte y empalme alternativos. En este altimo caso, se da lugar a familias de FTs que
difieren en la presencia o ausencia de los diferentes dominios de union al ADN, de
transactivacion, de dimerizacion, reguladores, etc. Un ejemplo de esta situaciéon la
encontramos en el factor CREB (30).

4.2.2 A nivel de la traduceién

Se trata de otro punto importante de control. Generalmente, esta regulacion se
produce en dos momentos:

1) en la seleccion del ARNm por el complejo ribosomal; y
2) en la seleccidén del punto de inicio de la traduccion en la regiéon 5' del mensajero.

En este segundo caso, la eleccion de lugares de inicio alternativos puede generar isoformas
funcionalmente diferentes.
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Fig. 3.
Regulacion de la actividad de FT. Se indican algunos de los pasos esenciales en la sintesis, activaciony actividad de los FTs. Tomado y modificado de la referencia
3
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Calkhoven y Geert seiialan, en este nivel, la existencia de regiones 5' no traducidas
ricas en secuencias CG y altamente estructuradas en el ADN que codifica muchas proteinas
reguladoras, entre las cuales encontramos FTs (31).

4.2.3 Modificaciones post-traduccionales

Se consideran la fosforilacion y la glicosilacion como las principales modificaciones
post-traduccionales.

4.2.3.1 Fosforilacion

Una de las vias de regulacién de la actividad de los factores de transcripcién consiste
en la fosforilacion-desfosforilacion de estas proteinas, a veces en residuos muy concretos.
Esta fosforilacién viene mediada por quinasas, las cuales actiian en respuesta a sefiales
extracelulares, de manera que, la actividad transcripcional en el nmicleo esta conectada o se
produce como respuesta a cambios o eventos extracelulares.

Se ha observado la fosforilacion in vitro de FTs por diferentes quinasas. Asi, se han
descrito diferentes tipos de quinasas celulares que tienen como sustrato factores
transcripcionales, como por ejemplo, la protein-quinasa CK2 (32,33), la protein-quinasa
dependiente de AMPc (PK-A) (34) o las MAPK (milogen-activated protein kinase) (33,35).

La fosforilacion de proteinas nucleares puede influir, bien en las capacidades de union
al ADN, de dimerizaciéon o de interaccion proteina-proteina (por ejemplo, reclutamiento y
asociacion con coactivadores), bien en la translocacion nuclear o en la misma actividad
transcripcional de! factor de transcripcion (36,37). Uno de los ejemplos mejor conocido de
alteracion de la capacidad transactivadora es el de la proteina CREB, para la que se han
descrito dos dominios: KID y Q2, que actian sinérgicamente en frans y son necesarios en la
induccion dependiente de la protein-quinasa A (PK-A) de los genes activados por CREB
(34). Otros ejemplos en los que se activa, induce o potencia la unién del factor de
transcripcion a su secuencia diana, son UBF (38) y Spl (39). Determinados factores
transcripcionales bien caracterizados s¢ ha visto que poseen una forma fosforilada nuclear y
otra no fosforilada citoplasmatica como, por ejemplo, Statl (40) o NGFI-A (41).

Por otro lado, Jos mecanismos de fosforilacion-desfosforilacion no solo afectan a
factores transcripcionales mas o menos especificos, sino que, pueden afectar, al menos
potencialmente, a cualquier proteina nuclear. Asi, la misma ARN-polimerasa II sufre una
extensa fosforilacién en su dominio carboxi-terminal que se ha relacionado con la ruptura de
interacciones implicadas en la asociacion y orientacién de la enzima en un promotor,
permitiendo la liberacion de ésta en la transicion de la etapa de formacion del complejo de
iniciacion a la etapa de elongacion. Varios autores han descrito distintas quinasas implicadas
en la modificacion del dominio carboxi-terminal in vivo, lo cual podria reflejar la
participacion de diferentes quinasas segun el promotor y/o las diferentes fases de la reaccion
de transcripcion (42).

También se ha demostrado una relacion entre la fosforilacion de las proteinas histonas
y no histonas de la cromatina y un correcto y estable espaciamiento de los nucleosomas, asi
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como la fosforilacion de determinadas histonas y el grado de condensacion de la cromatina
(43).

4.2.3.2 Glicosilacion

Como indican Hart et al. (44), inicialmente, la existencia de proteinas glicosiladas en
el nucleoplasma o en el citoplasma fue puesta en duda por diversas razones y, sobre todo, por
ir en contra del modelo establecido, por el cual las proteinas glicosiladas se localizaban, casi
exclusivamente, en la superficie celular o en compartimentos luminales. Mas adelante se fue
demostrando, mediante el uso de lectinas, la existencia de glicoproteinas en el citoplasma, en
la cromatina, en membrana y matriz nucleares, asi como de FTs glicosilados, encontrandose
la potencial presencia de azicares tan diversos como o-D-glucosas, a-D-manosas, o-L-
fucosas, D-galactosas, D-N-acetilglucosaminas, D-N-acetilgalactosaminas, etc.. Como
ejemplos de proteinas glicosiladas podemos citar: factores transcripcionales de la ARN-
polimerasa 11, proteinas del poro nuclear, una fosfotirosin-fosfatasa y varias proteinas
asociadas a la cromatina (42).

Las funciones potenciales de la glicosilacion de FTs serian varias (29):

* Actuar como ligandos para el reconocimiento por parte de otros componentes del
aparato transcripcional (42). Por ejemplo, en la ARN-polimerasa II, se le puede suponer un
papel regulador en el establecimiento de interacciones entre esta enzima y promotores a los
que se ha unido un FT de tipo lectina.

* Conferir estabilidad a la proteina, mediante modulacion de su vida media y de la
resistencia a la proteolisis. Se ha observado que el estado de glicosilacion del factor Spl en
células de musculo liso vascular cambia en funcion de las condiciones nutricionales del
medio extracelular; en este caso, se ha correlacionado una baja glicosilacion de este factor
con su degradacion proteolitica (45).

* Participar en sefiales de localizacion nuclear. Se ha barajado la posibilidad de que
esta modificacion no tenga nada que ver con la actividad transcripcional de la ARN-
polimerasa 11 o de FTss, sino que constituya una sefial de localizacion nuclear.

* Papel en el ensamblaje de complejos multiproteicos.

* Antagonizar la accién de protein-quinasas al enmascarar o bloquear los lugares de
fosforilacion. Se observé que, practicamente, todas las proteinas que estdn glicosiladas son
también fosfoproteinas. Esto sugiere que la glicosilacion tendria un papel regulador en
eventos celulares al controlar la fosforilacion en los mismos sitios o en lugares cercanos. Asi,
Kelly et al. encontraron que la subunidad grande de la RNApolimerasa Il esta glicosilada en
su dominio carboxi-terminal, de manera que soélo detectaban los residuos glucidicos en la
proteina que no estaba fosforilada, lo que les llevaba a pensar que la glicosilacion y la
fosforilacion del dominio carboxi-terminal eran modificaciones excluyentes (42).

* Participar en el transporte nucleocitoplasmatico (en el caso de las proteinas del poro
nuclear).
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Jackson y Tjian sefialan a la glicosilacion como una modificacion prevalente, que
tendria un papel importante y conservado a lo largo de la evolucion, encontrando que muchos
FTs de la ARNpolimerasa II poseen este tipo de modificacién, mientras que FTs de las
ARNpolimerasas 1 y IlI no parecen estar glicosilados. También observaron que no todos los
FTs de una familia estan glicosilados, sino que esta modificacion se da en determinados
casos; esta situacion podria indicar diferencias funcionales entre FTs dentro de una misma
familia, siendo un punto a favor en el hecho de que esta modificacién constituya una forma
de control de la actividad transcripcional de FTs (29).

Estos autores también encontraron que el factor Spl presenta una capacidad de
activacion de la transcripcion de 3 a 5 veces mayor cuando esta glicosilado que cuando no lo
estd y que la unidn de la lectina de germen de trigo (WGA) a los residuos de GleNAc de este
FT, inhibe la estimulacion transcripcional del Spl de HeLa (29). Esto no quiere decir que los
residuos de azicar estén implicados necesariamente en la actividad transcripcional del FT,
sino que, lo que puede estar ocurriendo es que estén cerca o en la misma region
transactivadora. Estudios posteriores sugirieron que la mayoria de residuos glucidicos en Spi
se encontraban en un dominio con importante actividad transactivadora (46).

Por otro lado, se ha observado que las proteinas glicosiladas reunian una serie de
caracteristicas: forman complejos multiproteicos de manera especifica y reversible en
respuesta a sefiales celulares reguladoras o especificas de ciclo celular, se encuentran tanto en
el citosol como en el nicleo y practicamente, todas las que se conocen son también sustrato
de quinasas. El hecho de que posean estas caracteristicas comunes lleva a pensar que este tipo
de modificacion se produce en respuesta a sefiales celulares y de manera dinamica, como en
el caso de la fosforilacion; un hecho que apoyaria esto es la observacion, por parte de Kelly et
al. (42), de cambios en los patrones de glicosilacion de proteinas nucleares durante las
diferentes fases del ciclo celular, con un pico de glicosilacion nuclear en los limites de las
fases G1/S, que va seguido de una disminucion en la mitosis. En estos casos se requeririan
actividades de tipo N-acetilglucosaminidasa y N-acetilglucosaminil-transferasa.

4.2.3.3 Otras modificaciones

Los FTs, por el simple hecho de ser proteinas, son potenciales sustratos de reacciones
como la ubiquitinacién, la metilacién, etc.. Estas reacciones introducen en la molécula
diferentes grupos quimicos que, como en el caso de la fosforilacion o la glicosilacion, podrian
influir o modular la actividad, vida media, localizacion celular, etc. de la proteina modificada.

Una de las modificaciones recientemente descritas (47) consiste en la acetilacion in
vitro y/o in vivo de FT, como por ejemplo, GATA-1, p53 y EKLF. Se le supone un papel
modulador de la actividad de proteinas que interaccionan con el ADN; dependiendo de la
posicion de los residuos de lisina acetilados especificamente en los dominios funcionales se
ha observado un aumento ¢ una disminucion de la union al ADN de algunos FTs acetilados.
Resulta interesante el hecho de que algunas proteinas reguladoras como el coactivador
CBP/p300 posean actividad acetil-transferasa, ya que da lugar a establecer un modelo de
activacion por el cual el reclutamiento de enzimas histona-acetiltransferasas por activadores
unidos al ADN o la actividad acetil-transferasa de los propios coactivadores, provoque una
cascada de acetilaciones que afecte a las histonas (posiblemente relajando las uniones con el
ADN por neutralizacion de la carga positiva de las colas amino-terminales) y a los FTs (en
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los que se aumentaria o disminuiria su actividad), favoreciendo la expresion génica. Por otro
lado, otros factores nucleares como proteinas puente y represores transcripcionales tienen
actividad desacectilasa (48,49).

4.2.4 Otros niveles de regulacion

Podemos citar ¢l transporte al nicleo (controlado por la presencia de sefiales de
localizacion nuclear, las cuales pueden estar enmascaradas o no), unién de ligandos (como,
por ejemplo, hormonas esteroideas, retinoides u hormonas tiroideas (3)), interacciones con
otras proteinas (ya sea para formar homo o heterodimeros), proteolisis o el estado redox del
medio intracelular, seguramente mediado por la homeostasis del estado redox de las células
(principalmente del balance tiol-disulfito (50)). La presencia de otros FTs represores que se
unen a secuencias que solapan las de FTs activadores constituye otra forma de regular la
actividad de FTs positivos (3).

5. INTERACCIONES ENTRE ELEMENTOS CIS Y TRANS: COMPLEJOS DE
INICIACION DE LA TRANSCRIPCION

Las interacciones entre elementos cis (secuencias de ADN) y trans (factores
nucleares) provocaran la activacion o represion de genes y las modificaciones de ambos tipos
de elementos se traduciran en una modulacion de esta activacion o represion, como
consecuencia de variaciones en las interacciones ADN-proteina y proteina-proteina. La
expresion y represion de diferentes genes de una manera coordinada es la que va a generar
diferentes tipos celulares.

La enzima clave en el inicio de la transcripcion es la ARN-polimerasa. En eucariotas
hay tres tipos de ARN-polimerasa; todas ellas son complejos grandes, de unos 300 kDa,
formados por 8-14 subunidades. La ARN-polimerasa Il es la responsable de sintetizar el
ARN de la practica totalidad de los genes que codifican proteinas; se localiza en el
nucleoplasma y es responsable del 20-40% de la actividad ARN-polimerasa total (4). Esta
ARN-polimerasa II genera una expresion diferencial de los genes que transcribe y depende
completamente de FTs auxiliares. El complejo que forman los factores generales de la
transcripcion junto con la ARN-polimerasa 1, unidos a una region promotora, se le denomina
complejo de iniciacidon de la transcripcidén o maquinaria transcripcional basal (3,4). Algunos
autores también llaman a este complejo “factores generales de la transcripcion™ (4).

La holoenzima ARN-polimerasa II es considerada por Kim et al. (55) como un
complejo entre la polimerasa y el denominado mediador. Este complejo se establece a través
de interacciones con el dominio carboxi-terminal de la enzima. Tanto la polimerasa como el
mediador son complejos multiproteicos compuestos de diversas subunidades: la primera
consta de la propia enzima (la cual se suele denominar “enzima nucleo™), FTs basales (como
TFIIB, TFIIE, TFIIF y TFIIH) y otras proteinas, actualmente conocidas 0 no; a su vez, el
mediador esta constituido por las proteinas SRB (suppressor of RNA polymerase B), ademas
de otras como SIN4, RGR1, GAL11 y ROX3.

En la figura 4 se sefialan las sucesivas etapas que tienen lugar en la formacion del
complejo de iniciacion de la transcripcion.,
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l TFIIB

i Holoenzima ARN polimerasa Il + TFIIE

ARN polimerasa I1

Fosforilacion del dominio C-terminal de la ARN
polimerasa II (TFIIH), “aclaramiento” del promotor y elongacion

ARN polimerasa I

TFIIA

Fig. 4.

Formacion del complejo de iniciacion de la transcripcion. Se indican las sucesivas etapas
iniciales que tienen lugar durante la activacion de la transcripcion en un promotor eucariota
tipico, asi como de los elementos cis y factores nucleares implicados en estas fases. “M”

significa mediador. Tomado y modificado de la referencia (4).
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Para Ogbourne ¢t al., la TBP (TATA-binding protein) es la Tinica proteina capaz de
realizar contactos especificos con el ADN al unirse a la caja TATA; es la que inicia el
ensamblaje del resto de FTs (4).

Otros autores han propuesto que el TFIID (complejo formado por la TBP y los TAFs,
TBP-associated factors) se uniria primero a la caja TATA, pero que se producen otras
interacciones con elementos adyacentes, contribuyendo a la union de TFIID en ausencia de
caja TATA (51); esta idea viene apoyada por la observacién de que los TAFs son necesarios
para la transcripcién basal (aquella que se produce en ausencia de activadores) de los
promotores sin caja TATA (52) y de que la TBP no es necesaria para la iniciacion de la
transcripeion de estos promotores (16,53). Por otro lado, Kingston et al. consideran que la
unién de TFIIA y de la TBP a la caja TATA es un paso limitante durante la activacion de la
transcripcion (54).

Lo que si parece claro es que los FTs unidos a zonas promotoras proximales controlan
la formacién del complejo de iniciacion y la velocidad a la que la ARN-polimerasa comienza
a transcribir; esto se debe a interacciones de determinados TAFs con la TBP o con otros
factores generales presentes en el complejo de iniciacion. También, los FTs unidos a
enhancers interaccionarian con ¢l complejo de iniciacion, mediante la formacion de un bucle
de ADN (3).

Respecto al TFIID, el TAF250 tiene actividad histona-acetil-transferasa por lo que el
reclutamiento del TFIID en el promotor podria ser suficiente para completar la alteracion de
la cromatina en las proximidades del promotor (4).

Por otro lado, no hay que olvidar la presencia de FTs represores que actuan: 1)
uni¢ndose a secuencias que solapan las de FTs activadores, 2) uniéndose a secuencias que se
solapan con los sitios +1, 3) reprimiendo la transcripcién por si mismos, sin interferir la union
de otros FTs activadores especificos o generales (como ejemplo podemos citar la proteina del
tumor de Wilms (3)).

6. METILACION DEL ADN

Una modificacion del ADN que tienc un papel relevante en la regulacion de la
transcripcion es la metilacion del ADN.

En el caso de procariotas, la metilacion del ADN puede ocurrir en adeninas o
citosinas. Sin embargo, el ADN de eucariotas s6lo se metila en la posicién N° de las
citosinas, principalmente de aquéllas situadas en dinucleétidos CG (56).

Se ha demostrado que la metilacion de estos residuos en el entorno de zonas
promotoras v reguladoras se traduce en la modulacion de la actividad transcripcional del gen
situado bajo su control, al producir variaciones en los patrones de union de factores nucleares
al ADN (4). Inicialmente se le asignd un papel represivo de la transcripcién, al
correlacionarse, en la mayoria de casos, la metilacion de zonas reguladoras con la ausencia de
expresion o silenciamiento del gen que controlan; sin embargo, también se observo que una
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disminucioén en la metilacion del ADN llevaba a una represion transcripcional de los genes
Igf2 e Igf2R (57). Por lo tanto, la metilacion genera una expresion diferencial.

Otra funcidn asignada a la metilacién es el constituir una sefial para la maquinaria
ensambladora de cromatina rica en histonas desacetiladas (58). Como veremos mas adelante,
se encontré una relacion entre el estado de metilacion del ADN y la formacion de
determinadas estructuras de cromatina; estudios como el de Kass et al. (57) llevaron a la
conclusion de que la metilacion del ADN puede llevar a la alteracion de la estructura de la
cromatina.

También se ha propuesto un papel de la metilacion en los procesos de diferenciacion y
durante el desarrollo embrionario (58), de manera que la metilacion del ADN es un proceso
dinamico durante el desarrollo, al producirse sucesivas oleadas de metilacion y
desmetilacion. En este sentido, se ha visto que el desarrollo embrionaric normal de
mamiferos depende de la metilacion de citosinas. No se sabe muy bien como los genes
activos son protegidos de la metilacion, aunque se supone que, durante la replicacion,
determinadas proteinas se unen a genes transcripcionalmente activos, previniendo la
metilacién de éstos (3). Durante el desarrollo se producen una serie de eventos de metilacion
y desmetilacion que llevan al establecimiento de unos patrones de metilacion que se
mantienen en las células diferenciadas (59).

También se ha destacado el papel de la metilacién en la impronta genémica (proceso
por el cual los alelos parentales del mismo gen se expresan en niveles o dosis diferentes) (60),
puesto que la expresion anormal de Joci marcados se ha relacionado, desde hace unos afios,
con ciertos desordenes y enfermedades (61-63). Se ha observado que los patrones de
metilacion de células tumorales estan alterados con respecto a los de cétulas normales: hay
una hipometilacion global del genoma junto a una hipermetilacion de determinadas regiones
(64,65). Aunque se ha debatido la implicacion directa de la metilacion en los procesos de
carcinogénesis, algunas evidencias indicarian una relacion causal directa entre metilacion y la
génesis de tumores (66). De hecho, la alteracion del estado de metilacion de promotores de
genes supresores de tumores se ha considerado como una de las vias de inactivacion
epigenética que promoveria el desarrollo de tumores (67).

Otras situaciones en las que la metilacion se supone que estd implicada son el evitar la
expresion de genes ectépicos (68) y la inactivacion de uno de los cromosomas X (58).

6.1 Islas CpG

En vertebrados, el 60-90% de los dinucledtidos CG y el 3-6% de todas las citosinas
del genoma estan metilados (58); la mayoria de CpG no metilados se encuentran en las islas
CpG, generalmente situadas en promotores (69). Estas islas CpG estan normalmente sin
metilar en células somaticas, incluso cuando el gen que controlan no se expresa (70) y poseen
las caracteristicas estructurales de regiones transcripcionalmente activas: deplecion de histona
H1 e hiperacetilacion de las histonas H4 y H3, ademas de ser sensibles a la digestion por
nucleasas (71). Generalmente, suelen asociarse con genes domésticos (housekeeping genes) y
con algunos genes especificos de tejido (72).

El resto de genoma que no forma “islas” (cerca del 98%) contiene CpGs dispersas
(cerca de 1 por cada 100 pb) que estan generalmente metiladas (73).
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La metilacion de dinucledtidos CpG se ha correlacionado con represion
transcripcional, jugando un papel en la inactivacion del cromosoma X y en la impronta
gendmica; también se ha observado un aumento de la metilacion de las islas CpG con la edad
y con el cultivo in vitro (66). Sin embargo, la metilacion diferencial de sitios CpG no es un
mecanismo universal para establecer o mantener patrones de actividad génica, ya que ciertos
invertebrados llevan a cabo su programa de desarrollo sin emplear la metilaciéon de

dinucledtidos CpG (74).
6.2 Proteinas que reconocen ADN metilado

En los dltimos afios se han descrito una serie de proteinas que reconocen ADN
metilado, uniéndose a ¢él, entre las que podemos citar: MeCP1 (73,75), MDBP-1, MDBP-2
(76), MeCP2 (59) y la histona H1 (74).

6.3 La metilacion como un proceso dinamico: desmetilacion del ADN

La incorporacion de grupos metilo al ADN tiene lugar por la transferencia de éstos
desde moléculas donadoras, como el cofactor S-adenosilmetionina (SAM) a las citosinas de
la doble hélice; esta reaccion esta catalizada por metilasas del ADN o ADN-metiltransferasas.

Hasta la fecha se han descrito tres tipos de ADN-metiltransferasas: DNMT1, DNMT2
y DNMT3, aunque no se ha podido demostrar que la DNMT?2 tuviera realmente actividad
metiltransferasa (66). Estas enzimas no s6lo actuarfan durante la replicacion del ADN
(DNMTT1), sino también en los fenémenos de metilacion de nove (66).

Inicialmente se¢ propuso un modelo complejo de desmetilacién que implicaba la

participacion de actividades enzimaticas de tipo glicosilasa, nucleasa, reparadora del ADN y
ligasa (77)

Como indican Cervoni et al. (77), se han descrito dos tipos de desmetilacion del
ADN: una de tipo especifico, que se produce en determinados sitios y que, generalmente, va
ligada a la activacion o expresién de genes concretos; y otra de tipo general, que afectaria al
genoma entero y que se produce durante las primeras etapas del desarrollo, durante la
diferenciacion celular y en células cancerosas. Actualmente, se ha identificado y clonado una
enzima con actividad desmetilasa del ADN que cataliza la eliminacién de grupos metilo
presentes en metil-citosinas (78). Se trata de una enzima que es capaz de actuar tanto sobre
ADN metilado como hemimetilado y desmetila metilCpG en diferentes contextos; se trata de
una enzima progresiva, es decir, una vez iniciada la desmetilacion (siendo este inicio el paso
critico y que viene determinado por las propiedades de la secuencia) la reaccion se desarrolla
progresivamente. Estos autores explican de esta forma la desmetilacion global del ADN, pero
queda sin resolver la desmetilacion especifica de ciertas secuencias. Apuntan la posibilidad
de que la interrelacion entre factores locales, como la presencia de FTs, y la disponibilidad de
las enzimas desmetilasas y metiltransferasas sea la responsable de la generacion de un patrén
de metilacion determinado (79). De esta manera, la metilacion del ADN seria un proceso
dindmico, que se podria modular tras la mitosis (es decir, sin requerir la replicacion del ADN)
en respuesta a sefiales extracelulares.

6.4 Consecuencias de la metilacion en la transcripcion
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Existen dos hipétesis acerca del papel de la metilacion en la transcripcion (80):

1) metilaciéon especifica de sitio: Doerfler et al. consideran que la metilacion
especifica de algunos sitios CpG es el inico requisito para la supresion de la expresion;

2) metilacion especifica de region: Murray et al. consideran que no todos los sitios
CpG en un promotor han de estar necesariamente metilados: se trata de que haya una zona de
ADN metilado de una longitud minima.

La disminucion en la tasa de transcripcion del ADN metilado puede deberse a
mecanismos directos, en los que la metilacion de CpG(s) interfiere con el reconocimiento de
secuencias diana por los correspondientes FTs, o a mecanismos indirectos, en los que
proteinas represoras se asocian a secuencias que tienen CpGs metilados, impidiendo la unién
de los FTs (75). Evidencias que apoyan el mecanismo indirecto son, por ejemplo, el que haya
FTs insensibles a la metilacién como el Spl (72) (aunque otros si sean sensibles a esta
modificacion del ADN) y que no todos los FTs contienen CpGs en sus secuencias diana.

Otro hecho que apoya el mecanismo indirecto es el tiempo que tarda el ADN metilado
transfectado en transcribirse, lo cual sugiere que ha de interaccionar con proteinas nucleares
(57). Ademas, Keshet et al. (81) observaron que tras transfectar moldes metilados y neo
metilados, los primeros presentaban una estructura de la cromatina resistente a nucleasas,
seguramente debido a otros factores nucleares que se han unido.

Kass et al. (57) encontraron evidencias experimentales de que la represion de la
transcripcion de un molde de ADN metilado no se producia de manera directa, sino por un
mecanismo indirecto por el cual se formarian complejos entre el ADN y proteinas, que
reprimirian la transcripcion. Estos autores apuntaban la posibilidad de que estos complejos
contuvieran algo mas que nucleosomas, ya que coactivadores capaces de activar la
transcripcion en presencia de nucleosomas no eran capaces de “contrarrestar” esta inhibicion
de la transcripcion. También observaron que la metilacion de una zona del ADN era
suficiente para reprimir la actividad transcripcional de un promotor no metilado adyacente.
En la figura 5 se muestra el modelo que proponen estos autores para explicar la relacion de la
metilacion con el silenciamiento de genes.

Por otro lado, otros autores han observado que la 5-azacitidina e inhibidores de las
enzimas histona-desacetilasas producen el mismo efecto, en el sentido de que restauran la
actividad transcripcional de moldes metilados (69). De esta manera se proponen varios
mecansimos de activacion de la transcripcion:

1) restaurando la acetilacion de las histonas;

2) por desmetilacién pasiva, debido a la union de FTs que impedirian el
mantenimiento de la metilacion durante la replicacion;

3) por desmetilacion activa, llevada a cabo por enzimas desmetilasas (69).

Sin embargo, parece ser que genes silenciados por la metilacion de islas CpG deben

ser parcialmente desmetilados para ser reactivados por inhibidores de las histona-
desacetilasas (82).
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Fig. 5.

Metilacion y transcripcion. Hipotesis de represion mediada por metilacion del ADN,

1) Un molde de ADN metilado es activo transcripcionalmente al poco de haber sido
transfectado.

2) Al poco tiempo se ensamblan nucleosomas y se pueden generar sitios hipersensibles a la
DNasa I (SHD).

3) A la vez, se han ido desarrollando mecanismos represivos debidos a la metilacion que
acaban con la formacion de una estructura nucleosomal estable: los SHD se pierden, la
maguinaria transcripcional se elimina y se silencia la transcripcion.

La linea azul oscuro representa al ADN y la linea azul claro al ARN.

Tomado y modificado de la referencia (57).
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7. CROMATINA

Hay que tener en cuenta que la interaccion de la maquinaria transcripcional con los
genes se da en un contexto en ¢l cual el ADN no estd libre, sino interaccionando con las
proteinas estructurales (histonas principalmente) que provocan una disposicion plegada y mas
o menos compacta del ADN, cuya unidad estructural basica es el nucleosoma (83).

7.1 Estructura de la cromatina; eucromatina y heterocromatina

Por cromatina se entiende la asociacién del ADN con proteinas histonas y no histonas.
Las unidades basicas son los nucleosomas, que estan constituidos por un octamero de
histonas (dos de cada uno de los tipos siguientes: H2A, H2B, H3 y H4) en torno a los cuales
se enrollan 146 pb (84). Otra unidad estructural frecuentemente citada es el cromatosoma:
unidades de 166 pb que contienen la particula nicleo y el ADN espaciador con las histonas
H1 6 HS. Se denomina nucleofilamento a la secuencia de particulas ntcleo o core unida