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Introduccion

I. Las redes transcripcionales como objeto de estudio

de la gendmica funcional.

Durante décadas, el estudio de la regulacidon de la transcripcion
génica ha supuesto uno de los mayores retos de la Biologia
Molecular. Determinar los factores o elementos que controlan el
patron preciso de expresion génica para cada tipo celular, o lo que
es lo mismo, descifrar aquellos mecanismos de modulacién que
permiten que un determinado gen se exprese en el lugar adecuado,
el momento adecuado y al nivel adecuado, sigue siendo hoy por
hoy un punto clave para entender el comportamiento celular.

Con el desarrollo de la tecnologia de obtencién de datos
masivos, tales como los microarrays de DNA, los RNA-seq,
ChIP/chip o ChlP-seq, se han puesto de manifiesto las limitaciones
gue suponian para el estudio de las complejas redes
transcripcionales el analisis del genoma en una Unica dimensién. En
otras palabras, el estudio del genoma y de los complejos
mecanismos que dirigen las redes transcripcionales, no puede
abordarse asociando un determinado locus génico a un proceso
biolégico concreto, una funcion fisiolégica o un papel en una
determinada patologia. Por el contrario, el genoma deberia verse
como una estructura altamente organizada con una densa
informacién que debe ser transcrita de forma precisa. Cada region
gendmica respondera de forma variada a senales reguladoras vy
estimulos medioambientales a través de una miriada de RNAs y
proteinas. Esta vision mas reciente del genoma cobra especial

importancia cuando se trata de elucidar las complejas bases
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Introduccion

moleculares de las distintas patologias que afectan al ser humano,
en las que mas que los genes individuales, son las redes de genes e
interacciones entre sus productos las que llevaran a la célula a la
adquisicidn de un fenotipo concreto.

Para anadir un nivel adicional de complejidad al estudio de la
regulacién de la expresién génica, con frecuencia, en un mismo
proceso bioldgico se producen simultdneamente varios procesos
moleculares o celulares. Por ejemplo, durante la organogénesis,
procesos como la division celular, la adhesion, la diferenciacién y la
apoptosis se coordinan de forma precisa. Dicha coordinacion
requiere interacciones entre los distintos niveles de regulacién de
expresion génica tales como la modulacion de la estructura de la
cromatina, el acceso de los factores de transcripcion, el inicio y
elongacion de la transcripcién, el splicing, la traduccion y un largo
etcétera de niveles moleculares de regulacion. Cada uno de los
niveles de esta extensa lista han sido estudiados por lo general de
forma individual e independiente y, sin embargo, la informacién
derivada de dichos estudios no resulta en absoluto despreciable. En
efecto, cada pequefio nivel de regulacién molecular puede tener
profundos efectos en el fenotipo de la célula. Dichos efectos
cobrardn mas importancia en tanto en cuanto se produzca una
mayor interaccién entre vias de sefalizacion o entre redes

transcripcionales.
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Il. Coordinacion de seiiales en un mismo tejido.

Los estudios de los sistemas de transducciéon de sefales y de
los mecanismos de comunicacién intercelular han experimentado
un extraordinario desarrollo en los ultimos afios. Estos llevan a la
incorporacion de nuevos conceptos criticos para poder entender
como las células reciben y coordinan senales del entorno y de otras
células del mismo organismo.

Los sistemas de comunicacion y sefializaciéon celular son
fundamentales en la coordinacién de las funciones de los distintos
tipos celulares a través de la regulacidn de la expresién génica y de
la funcién de las proteinas. Estos sistemas serdn los que controlen
en qué momento, donde y por cuanto tiempo se expresen los
diferentes genes. En el caso de las proteinas, los mecanismos de
sefalizacidon celular controlan, ademas, los cambios de localizacion,
el trafico de proteinas dentro de una célula, el momento en el que
se van a degradar, asi como las interacciones funcionales que
establecen. De este modo, una misma proteina puede presentar
funciones biolégicas completamente distintas. De ahi que la
alteracion de estos sistemas sea la base de multiples patologias,
como el cancer, la diabetes, enfermedades cardiovasculares,
inflamatorias o neuro-degenerativas.

Ademas, en los ultimos afos se ha observado que, a diferencia
de lo que se pensaba anteriormente, una misma via de sefnalizacion
puede modular diferentes procesos bioldgicos, como Ia
proliferacién celular o la muerte celular por apoptosis. En la

literatura cientifica existen una multitud de referencias que
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constatan la existencia de seales pleiotrépicas que aparecen con

frecuencia desreguladas en distintas patologias:

- Los receptores de muerte celular CD95 (Fas, APO-1) o los
receptores de factores de crecimiento como el factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) pueden participar tanto en
procesos de muerte celular como en proliferaciéon (Budd, 2002;

Reinehr et al. 2008; Reinehr & Haussinger, 2007).

- Otro claro ejemplo de ello es la amplia variedad de efectos que
desempefia el factor de crecimiento transformante B (TGF-B), en
funcidon del contexto y del ambiente celular. Entre ellos se incluye
el control del crecimiento y la diferenciacién, apoptosis, la
remodelacién de la matriz extracelular y la modulaciéon de la
respuesta inmune (Massagué, 1998; Wrana, 2000; Koniaris et al.

2003).

Sin embargo, el eje central de las redes transcripcionales esta
constituido por genes que codifican factores de transcripcion y
elementos reguladores en cis que controlan la expresién de dichos
genes. Tal como se representa en la figura 1, cada uno de dichos
elementos en cis recibe multiples inputs de otros genes en la red.
Los inputs serian los factores de transcripcién para los cuales los
elementos en cis contienen una secuencia de unidn. Se podria decir
por tanto, que los enlaces funcionales que componen las redes
transcripcionales son aquellos entre los outputs de genes
reguladores (output primario) y las dianas de dichos genes en la

célula (output secundario) que, en ultima instancia, se manifestaran
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como la serie de cambios de comportamiento o de las estructuras

celulares que caracterizan un proceso bioldgico.

Output
final:

Cambios

Input: Output
Componentes > prl mario:
RNA y proteinas

reguladores comportamiento y de

estructuras celulares

Figura 1: Circuitos o flujo de redes transcripcionales

Desde este punto de vista, para entender por qué un
determinado proceso tiene lugar en la forma en que lo hace,
requiere el conocimiento de los inputs y los outputs a través de
todo el sistema de regulacion gendmico que controla el proceso.
Dado que cada gen recibe multitud de inputs, el estudio de cada
input o combinacidn de ellos resultaria una tarea inabordable. Sin
embargo, no todos los inputs tienen la misma relevancia,
habiéndose descrito componentes criticos de las redes
transcripcionales, tanto por sus efectos pleitropicos como por su
destacado papel en la progresion tumoral o en diversas patologias
que hace de ellos importantes candidatos como dianas

terapéuticas.
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IIl. NF-kB como nodo de regulacion transcripcional.

El factor de transcripcién NF-kB, ha sido descrito como un
mediador clave en muchos procesos bioldgicos, no sdlo de las
respuestas inflamatorias, sino también de otras actividades
celulares como la proliferacion celular, la muerte celular por
apoptosis, diferenciacion, etc (Skaug et al. 2009). Ademas, existen
numerosos trabajos que implican la desregulacién de NF-kB en
diversas situaciones patolégicas como el cédncer, la arteriosclerosis
o la diabetes (Courtois & Gilmore, 2006; Baldwin, 2001). Por este
motivo, la comprensién de los mecanismos de regulacion de NF-kB
y la transcripcion de sus genes diana es un tema de intensa

investigacion en numerosos laboratorios.

Familia NF-kB/Rel Familia kB
NLS Repeticiones de Anquirina
S pe q
P65/RelA NH,- RHD TAD [KBo CEEEEEEY W Y W EN
NLS ss Repeticiones de Anquirina
RelB  NH,- RHD TAD I &8 8 S 88 |
NLS
CRel NH, =g RHD - Familia IKK
NLS GRR Repeticiones de Anquirina IKKat Dominio Kinasa Lz HLH
P100/P52 NHZ-_EM//A rrxir T
(NF-k8.2) Lys855 GG Dominio Kinasa [V HLH

N Lo
(NEMO)

Figura 2. Representacion esquemadtica de la familia de proteinas NF-kB, IKB e
IKK. El nombre de cada proteina aparece a la izquierda. (NLS) Sefiales de
localizacién nuclear; (Lys885) sitio de poliubiquitinacion de P100; (Circulo
amarillo) dominios de anquirina; (RHD) dominio de homologia Rel; (TAD)
dominio de transactivacion; (LZ) dominio de cremallera de leucina en IKKa/8 y C-
Rel; (GRR) regidn rica en glicina; (HLH) dominio hélice-loop-hélice; (CC1 / 2)
espiral-bobina dominios; (&) dominio a-helicoidal.
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La familia del factor de transcripcién NF-kB en los mamiferos
consta de cinco proteinas: RelA (p65), RelB, c-Rel, p105/p50 (NF-
kB1), y p100/52 (NF-kB2) que se asocian entre si para formar
homodimeros o heterodimeros transcripcionalmente activos
(Figura 2). Todos ellos comparten unos 300 aminacidos en el
extremo amino terminal, el llamado domino homologo Rel (RHD)
(Baldwin, 1996; Ghosh et al. 1998). Estas secuencias se requieren
para la dimerizacién, la unién al DNA, la interaccién con sus
inhibidores naturales IkBs, asi como para la translocacion nuclear.
El analisis de la estructura tras la obtencién de los cristales de
p50/p65 unido al DNA, revelo que la parte amino-terminal del
dominio RHD media la unidn a la secuencia consenso de sus genes
diana (5'-GGGPuNNPyPyCC-3'), mientras que la parte carboxi-
terminal de RHD es principalmente responsable de la dimerizacidn
y la interaccidn con IkBs (Ghosh et al. 1995; Miiller et al. 1995; Chen
et al. 1998). Cada una de estas interacciones es susceptible de ser
regulada y condiciona la actividad transactivadora de NF-kB. Se han
descrito hasta 15 dimeros diferentes de NF-kB, cada uno de ellos se
forma en un determinado tipo de células y tras un determinado
estimulo en concreto. Sin embargo, aun no ha sido demostrada la
existencia y relevancia fisioldgica para todos los posibles dimeros. El
heterodimero p50/65 es el mas abundante de los dimeros Rel, que
se encuentra en casi todos los tipos de células. Ademads, se han
descritos otros complejos como: p65/p65, p65/c-Rel, p65/p52, c-
Rel/c-Rel, p52/c-Rel, p50/c-Rel, p50/p50, RelB/p50 y RelB/p52, sin
embargo algunos de ellos sélo se han encontrado en un
subconjunto limitado de células (Hayden & Ghosh, 2004).
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1.1. Mecanismos de regulacion de NF-kB por

translocacion nuclear.

Se han descrito dos vias generales de activacion de NF-kB por
translocacién al nucleo, que son distintas no sélo en cuanto al tipo
de estimulo que las inducen, sino a la composicion de los dimeros y
las proteinas que modulan su translocacion al nucleo (Figura 3). La
via candnica que media la respuesta inflamatoria rapida y
reversible, y la via no candnica que esta implicada en una respuesta
mas lenta e irreversible, propia de la diferenciacion y maduracion

de las células del sistema inmune (Shih et al. 2011).

Via candnica

En la ruta candnica de activacion, NF-kB es inducido
principalmente por citoquinas pro-inflamatorias, moléculas
asociadas a patdgenos y receptores de antigenos. En las células en
estado basal, las proteinas inhibidoras IkB (IkBa, IkBB o IkBg)
mantienen los dimeros de NF-kB secuestrados en el citoplasma de
forma inactiva. Todas las proteinas IkB se caracterizan por la
presencia de multiples dominios de anquirina que, a través de su
union a los dimeros de NF-kB, enmascaran su sefial de localizacion
nuclear (NLS) impidiendo de esta forma su transporte al nucleo.

En esta via de activaciéon de NF-kB, la fosforilacion de IkBa por
el complejo quinasa de IkB (IKK) lleva a su ubiquitinacién por las E
ligasas y posterior degradacion por el proteasoma. La rdpida
degradacion de IkBa conduce a la liberacion de NF-kB que es

transportado al nucleo. Aunque la localizacién basal de NF-kB
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parece mayoritariamente citosdlica (Ghosh & Karin, 2002), la
cristalizacién de IkBa unido al heterodimero p65/p50 reveld que las
proteinas IkBa cubren sdlo la secuencia NLS de p65, mientras que la
secuencia NLS de p50 permanece expuesta. El NLS expuesto de
p50, acoplado a secuencias nucleares de exportacion (NES) en IkBa
y p65, conduce a un constante transporte de los complejos de
IkBa/NF-kB entre el nucleo y el citoplasma. La degradacién de IkBa
altera drasticamente el equilibrio dindmico entre las sefiales de
localizacion citosdlica y nuclear para favorecer la localizacidon

nuclear.

Via no candnica

A diferencia de la via canénica, la via no candnica es inducida por
miembros especificos de citoquinas de la familia de TNF (tales
como CD40L, BAFF y la linfotoxina-B (LT—f)). En contraste con los
otros miembros de la familia, NF-kB1 y NF-kB2 se sintetizan como
pro-formas (p105 y p100). Estas proteinas precursoras tienen la
capacidad de funcionar como inhibidores de la proteina Rel, ya que
pueden dimerizar a través de sus dominios RHD (Rice et al. 1992;

Solan et al. 2002).

En esta via, la activacién de la quinasa inductora de NF-kB (NIK)
induce la fosforilacion del complejo IKK y, por lo tanto, el posterior
procesamiento proteosomal de la proteina precursora p100 hasta
la region rica en glicina (GRR) para generar la subunidad p52
madura (Xiao et al. 2004; Caamafio & Hunter, 2002) (Figura 3). A

diferencia de p100, p105 se procesa de forma constitutiva (Lin &
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Ghosh, 1996). Ademas, p1l05 puede someterse a una completa
degradacion a través de la fosforilacion de residuos de serina del
extremo carboxi-terminal mediada por IKK (Cohen et al. 2004;

Perkins, 2006).

Via candnica Via no candnica

Figura 3: Vias de activacion de NF-kB. Via candnica (Izquierda): En condiciones
de basales, los dimeros de NF -kB se unen a IkB, quedando retenidas de forma
inactiva en el citoplasma. La degradacion de las proteinas IkB se inicia a través
de la fosforilacion por IKK, que consta de quinasas cataliticamente activas (IKK)
y la subunidad reguladora IKKy (NEMO). Las proteinas IkB fosforilados son
objeto de ubiquitinacién (por SCF6™F) y degradacién proteasomal. De esta
manera se liberan los dimeros de NF -kB para que puedan trasladarse al nucleo.
Via no candnica (Derecha): La activacion de IKK y la fosforilacion de p100
depende de NIK, IKK fosforilado media la fosforilacion de p100 (asociado con
RelB), esto conduce a la degradacion parcial de p100 y a la generacion de los
complejos p52-RelB. Estos se translocan al nucleo donde son

transcripcionalmente activos.
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Los dimeros formados por p50 y p52, puesto que no contienen
un dominio de transactivacion (Marienfeld et al. 2003), actuan
como represores transcripcionales (Hayden & Ghosh, 2012). Sin
embargo, cuando p50 o p52 se unen a un miembro que contiene un
dominio de transactivacion, tal como p65 o RelB, actian como un

activador transcripcional (Hoesel & Schmid, 2013).

11.2. Mecanismos de regulacion de NF-kB por

modificaciones post-traduccionales y regulacion de su

actividad transactivadora.

La translocacidénacion de NF-kB al nucleo, asi como su union a
los promotores de sus genes diana, no significa necesariamente que
NF-kB esté participando de forma activa en la regulacidn
transcripcional de dicho gen. En este sentido, se han descrito varias
modificaciones post-traduccionales tales como la fosforilacién, la
acetilacién o la metilacién. Estas estan implicadas en la regulacion
de la actividad transactivadora de este factor, lo que produce el
reclutamiento del coactivador CBP/p300, que induce acetilacion de
histonas, lo que en ultima instancia conduce a la transcripcién de

los genes (Calao et al. 2008).
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Fosforilaciones en la modulacion de la actividad de NF-kB.

Para que tenga lugar el reclutamiento de CBP/p300, p65 (RelA)
tiene que haber sido fosforilado previamente. De hecho, se ha
descrito que p65 esta sujeto a fosforilaciones en distintos residuos
mediados por varias quinasas (Chen & Greene, 2004) que
condicionan su actividad. Por ejemplo, se ha descrito que los
lipopolisacdridos de pared bacteriana y TNFa activan la proteina
quinasa A (PKAc) y la quinasa activada por estrés 1 (MSK-1)
respectivamente (Vermeulen L et al. 2003; Zhong et al. 1998). Estos
a su vez, participan en la fosforilacién de la serina 276 en el
dominio RHD (Vermeulen L et al. 2003; Zhong et al. 1997; Zhong et
al. 1998). Ademas, también se ha observado que durante el proceso
de apoptosis, p53 estimula la quinasa ribosomal S6 (RSK1), lo que
produce la fosforilacién de la Serina 536 del dominio de
transactivacion de p65 (Bohuslav et al. 2004). Sin embargo, estas
fosforilaciones no son suficientes para promover la union de
CBP/p300. En este sentido, se ha descrito que TNFa produce la
activacidon de PKC-, y este, a su vez, produce la fosforilacién de la
Ser311 de p65 (Duran et al. 2003). Se ha demostrado, a través de
manipulaciones genéticas, que PKC-{ es requerido para que NF-kB
realice su actividad transcripcional en cultivos celulares (Leitges et
al. 2001). Por lo tanto, para que NF-kB realice su funcién como
factor transcripcional, previamente tiene que haber sido fosforilado
en los residuos de serina 276, 311 y 536. Esto conlleva al
reclutamiento de los coactivadores CBP/p300 al promotor.

Posteriormente se produce un aumento de la acetilacién de p65 y
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de las histonas que rodean los genes diana para NF-kB, y por

consiguiente, la activacidn de la transcripcion (Chen et al. 2005).

Acetilaciones en la modulacion de la actividad de NF-kB.

Otro mecanismo importante para la regulacion de la actividad
de NF-kB es la acetilacion reversible de p65 (RelA) (Chen et al.
2001). Tras la activacién de la via de NF-kB por TNFa, acetato de
forbol miristato (PMA) o por otros estimulos, p65 se acetila en
multiples sitios, incluyendo las lisinas 122, 123, 218, 221 y 310
(Chen et al. 2001; Kiernan et al. 2003). Las acetiltransferasa p300 y
CBP parecen jugar un papel importante en la acetilacién in vivo de
p65 (Chen et al. 2002, Kiernan et al. 2003). La acetilacién en
residuos especificos de p65 regula las diferentes acciones biolégicas
del complejo de NF-kB (Chen et al. 2004; Chen et al. 2002). Por
ejemplo, la acetilacion de la lisina 221 por p300/CBP aumenta la
afinidad de union de p65 al DNA. Por otro lado, la acetilacion de la
lisina 310 no modula la unién al DNA, pero potencia la actividad
transcripcional de NF-kB. De hecho, la desacetilacion de la lisina
310 por histona desacetilasa 3 (HDAC3) o por Sirtuina 1 (SIRT1)
inhibe la actividad transcripcional de NF-kB y aumenta la apoptosis
celular en respuesta a TNFa (Chen et al. 2005; Chen et al. 2002;
Yeung et al. 2004).
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Metilaciones en la modulacion de la actividad de NF-kB.

Por otro lado, Levy y colaboradores (2011) mostraron que NF-
kB también puede ser metilado en la Lys 310, teniendo un efecto
sobre la actividad transcripcional de NF-kB. SETD6, una metil-
transferasa de lisinas, puede afiadir un grupo metilo en la Lys310 de
p65 asociado a la cromatina. Se ha sugerido que la metilacién de
p65 podria tener un papel represivo en el control de la expresién
génica en condiciones basales. De hecho, se ha observado un
aumento de la transcripcion de los genes dependientes de NF-kB,
en condiciones basales y estimuladas, en ratones KO de SETD6. Se
ha sugerido que esta metilacién en la Lys 310 permite la unién de la
histona metiltransferasa GLP que, a su vez, introduce metilaciones
represivas en H3K9. La activacién de TNFa se correlaciona con la
menor abundancia de Lys310 metilada, lo que indica que la
desmetilaciéon de este residuo es un requisito previo para la
expresion de los genes diana de NF-kB, bajo condiciones de
activacion (Levy et al. 2011). Ademas, al igual que ocurre con las
acetilaciones, se ha descrito que las metilaciones de NF-kB estan
directamente relacionadas con el tipo y numero de residuos
fosforilados de p65. En este sentido, se ha demostrado que la
fosforilacién de la S311 por PKCT (Duran et al. 2003), impide el
reconocimiento y la uniéon de GLP, promoviendo la expresién de los

genes diana de p65 (Levy et al. 2011).
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V. Papel de NF-kB en la coordinacion de distintos

procesos bioldgicos.

Se ha demostrado que NF-kB presenta un papel esencial en la
regulacion de multiples funciones como la inflamacién,
proliferacién, supervivencia o la apoptosis en diferentes tipos de
células o incluso dentro de un mismo tejido o tipo celular
dependiendo del contexto microambiental en el que se encuentre

(Vermeulen K et al. 2003; Yokota & Mori, 2002).

Iv.1. NF-kB y apoptosis.

La apoptosis es un proceso fisiolégico muy importante para la
organogénesis, la homeostasis de tejido o para la eliminacion de
células defectuosas o potencialmente peligrosas para el organismo.
El papel de NF-kB en este proceso resulta algo controvertido, ya
gue aunque se le ha descrito como un factor que generalmente
promueve la supervivencia, en determinadas circunstancias parece
ser que también puede actuar como factor pro-apoptético.

Los cinco miembros de la familia de Rel/NF-kB, y varios
componentes de sus vias de sefializacidon, se han inactivado en
ratones homozigotos para caracterizar sus funciones. Los fenotipos
de dichos animales (revisado en Li & Verma, 2002) revelaron el
papel de las diferentes subunidades de NF-kB en la respuesta
inmune innata y adaptativa. Sin embargo, estos estudios también

pusieron de manifiesto el importante papel de NF-kB como factor
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de supervivencia en los sistemas nervioso e inmune, en el higado, el
foliculo piloso y los anejos epidérmicos (Kucharczak et al. 2003). En
cuanto al mecanismo por el cual NF-kB actia como factor de
supervivencia, se ha sugerido que este modula la transactivacion de
genes que bloquean la muerte celular programada, tales como la
proteina inhibidora de FLICE (FLIP), Bcl-XL, A1/Bfl-1, el inhibidor de
la apoptosis celular (c-IAP), el inhibidor de la apoptosis ligado al
cromosoma X (XIAP), el receptor de TNFa (TNFR) y los factores
asociados a TNFR-1y -2, entre otros (Dutta et al. 2006).

Como se mencionod anteriormente, aunque por lo general se ha
considerado que NF-kB promueve la supervivencia, a lo largo de los
ultimos afos se han obtenido numerosas evidencias del destacado
papel de NF-kB como factor pro-apoptético (Gutiérrez et al. 2008).
Un claro ejemplo de ello es la activacion de NF-kB en respuesta al
dafio del DNA en linfocitos T. La activacién de NF-kB en dichas
células inducia la expresién del ligando de FAS (FASL), promoviendo
con ello la activacién de la via extrinseca de apoptosis (Kasibhatla et
al. 1998). Es mads, posteriormente se observé que las células T
deficientes en NF-kB eran mas resistentes a la apoptosis (Teixeiro et
al. 1999).

Paraddjicamente, en lineas celulares de hibridoma de células T,
se observd que NF-kB podia tener efectos tanto pro-apoptdticos
como anti-apoptdticos en funcién del tipo de estimulo. Mientras
que los glucocorticoides inducian la apoptosis por inhibicion de NF-
kB, la activacidn del receptor de las células T produce apoptosis por
activacion de NF-kB y un aumento de la expresion de FasL (Lin et al.
1999). Por lo tanto, dependiendo de la sefal que induce la
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apoptosis, por una parte los glucocorticoides y por otra la
activacion del receptor de las células T, NF-kB puede tener efectos
opuestos sobre la apoptosis en un mismo tipo de células. En este
mismo sentido, aunque NF-kB previene la apoptosis en el higado
(Vainer et al. 2008), se ha demostrado que NF-kB puede tener
también un papel pro-apoptdtico en lineas celulares de hepatoma.
NF-kB induce apoptosis en células de hepatoma HepG2 infectadas
por el virus del Dengue (Marianneau et al. 1997). Por otro lado, la
proteina core de la hepatitis C (VHC) produce un aumento de la
actividad de NF-kB e inhibe la apoptosis mediada por TNFa en la
misma linea celular (Marusawa et al. 1999).

Al igual que en los otros sistemas, NF-kB presenta un doble
papel en el control de la apoptosis del sistema nervioso.
Concretamente hay varios estudios que han demostrado que NF-kB
promueve la apoptosis en células neuronales in vitro (Clemens et al.
1998; Grilli et al. 1996). El tratamiento con glutamato en cultivos
neuronales primarios de rata y cultivos de hipocampo ex vivo,
induce un aumento de la actividad de NF-kB y la apoptosis (Grilli et
al. 1996). En modelos animales, también se ha demostrado que NF-
kB tiene un efecto pro-apoptadtico. La activacion del receptor NMDA
de neuronas en ratas induce la translocacién del complejo NF-kB al
nucleo, estimulando la apoptosis mediada por c-myc y p53 (Qin et
al. 1999). Por otra parte, la inhibicion de NF-kB inducida por el
tratamiento con el péptido SN50, un péptido que contiene la
secuencia de localizacién nuclear de p50, bloquea la induccién de

p53 y c-myc y por lo tanto se produce una disminuciéon de la
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apoptosis, proporcionando proteccién contra la muerte celular
neuronal (Lin et al. 1995).

Otro modelo en el que se ha descrito este doble papel de NF-kB,
es en la glandula mamaria durante el ciclo de embarazo/lactancia.
Este factor transcripcional se expresa y esta activo a lo largo de las
diferentes etapas del desarrollo de la glandula mamaria. Durante la
involucion de la glandula tras el destete de las crias, la actividad de
NF-kB aumenta significativamente (Clarkson et al. 2000; Zaragoza
et al. 2010). Este aumento de la actividad de NF-kB coincide con el
periodo en el que las células epiteliales luminales mueren por
apoptosis.  Segun  algunos autores, NF-kB desempefa
principalmente un papel pro-supervivencia a través de la regulacién
transcripcional de un numero de proteinas anti-apoptodticas,
incluyendo IAP y Bcl-2 (Karin & Ben-Neriah, 2000) lo que sugiere
que NF-kB tiene un papel protector en la involucién de la mama.
Por el contrario, otros hallazgos han descrito que un aumento de la
actividad de NF-kB en ratones condicionales que expresan de forma
constitutiva IKKb, se correlaciona con un incremento de la caspasa
3 activa durante la involucién, favoreciendo la apoptosis y el
remodelado de la glandula mamaria (Connelly et al. 2010).
Ademas, se ha demostrado que NF-kB y la quinasa IKK2,
promueven la activacion de la via extrinseca de apoptosis durante
la involucién. NF-kB se requiere al principio de la involucion para la
expresiéon de diferentes ligandos como el factor de necrosis tumoral
(TNF), TWEAK y el receptor de muerte TNFR1 (Baxter et al. 2006).
La interaccion de estos ligandos con TNFR1 da como resultado la
activacion de la cascada de caspasas, y por lo tanto la apoptosis.
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Todos estos datos ponen de manifiesto la necesidad de una
investigacion exhaustiva que ayude a comprender los complejos
mecanismos que subyacen, no sélo a la via de activacion de NF-kB
sino, mas importante aun, al output final que determinara en
ultima instancia la supervivencia o la muerte celular. Aunque hasta
la fecha se desconocen por completo los mecanismos mediante los
cuales NF-kB puede presentar una funcion dual durante Ia
apoptosis, la identificacion de los genes regulados por NF-kB in vivo,
asi como el conocimiento de las senales adicionales que regulan
estos genes, ayudaria a la comprension de aquellos procesos

dirigidos por NF-kB.

IV.2. NF-kB y proliferacion.

El papel del factor transcripcional NF-kB en la proliferacién y el
control del ciclo celular también resulta muy controvertido. NF-kB
esta implicado en la regulacién de la expresidn de las ciclinas D1,
D2, D3 y de laciclina E y, por tanto, en la progresion del ciclo celular
(Guttridge et al. 1999; Hinz et al. 1999 & 2001; Hsia et al. 2002). En
apoyo de su destacado papel durante la proliferacion, se ha
observado que las células B de ratones c-Rel -/- o doble KO para NF-
kB1 y c-rel presentan una respuesta proliferativa defectuosa tras la
estimulacion mitogénica, resultando en una parada del ciclo celular
en la fase G1 (Kontgen et al. 1995; Hsia et al. 2002; Pohl et al.
2002). Hsia y colaboradores (2002) observaron que las células B

deficientes en c-Rel presentaban un defecto en la proliferacion
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debido a la falta de la expresidn de las ciclinas D3 y E. Ademas, el
mismo grupo sugirio que c-Rel posiblemente participe en la
transactivacion de la ciclina E a través de la expresion del factor de
transcripcién E2F3a (Cheng et al. 2003). Por otra parte, se ha
descrito que NF-kB puede interaccionar con el complejo ciclina
E/Cdk2 o con el inhibidor de quinasa dependiente de ciclina
p16INK4 a través de los coactivadores p300 y CBP, esto ofrece un
mecanismo para la coordinacién de la activacion de la transcripciéon
con la progresion del ciclo celular (Perkins et al. 1997, Wolff &
Naumann, 1999).

Por el contrario, se ha observado que NF-kB es capaz de inhibir
la proliferacion celular. NF-kB media la induccion del inhibidor del
ciclo celular p21/Wafl en queratinocitos (van Hogerlinden et al.
1999; Seitz et al. 2000; Hinata et al. 2003). Esto estd en
concordancia con estudios previos que muestran que la
sobreexpresion de c-Rel detiene la proliferacion en la linea celular
Hela, coincidiendo con la estabilizacién de p53 y la induccién de

p21/WAF1 (Bash et al. 1997).

Al igual que en el caso anterior, aunque en los ultimos afios se
ha hecho un gran esfuerzo por dilucidar los mecanismos
moleculares que gobiernan las acciones antiproliferativas o
proliferativas de NF-kB, la informacién disponible deja todavia

muchas preguntas sin respuesta.
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1Iv.3. NF-kB e inflamacion.

El factor de transcripcion NF-kB participa en la regulacion de la
expresion de genes implicados en la inflamacion. Citoquinas
proinflamatorias como la interleuquina 1 (IL-1), TNFa, etc, son
capaces de estimular diferentes receptores de superficie celular
para iniciar una cascada de sefnalizacidon que resulta en la activacién
de NF-kB. Este, a su vez, favorece la expresidon de genes diana que
median la proliferacion celular y la liberacién de citoquinas vy
moléculas antimicrobianas para activar la respuesta inmune
(Hayden & Ghosh, 2008). Aunque NF-kB se caracterizd por primera
vez en las células del sistema hematopoyético, la investigacidon
posterior ha demostrado que la activacion de NF-kB puede ocurrir
en la mayoria de tipos celulares. De hecho, cada vez hay mas
trabajos que demuestran un papel clave de la via de sefializacion de
NF-kB en la inflamacién del higado, del tejido adiposo, del sistema
nervioso central, en el desarrollo de la inflamacidon asociada a
enfermedades metabdlicas, etc. Ademds desempefia un papel
fundamental durante la involucion de la glandula mamaria
(Zaragoza et al. 2010).

NF-kB juega un papel esencial en la regulacién de las vias de
sefializacion implicadas en la inflamacién del higado. Por un lado,
NF-kB se activa en practicamente todas las enfermedades hepaticas
cronicas, como la esteatosis hepatica alcohdlica y no alcohdlica, la
hepatitis viral y colestasis (Reddy & Rao, 2006; Mandrekar & Szabo,
2009; Videla et al. 2009; Hosel et al. 2009; Boya et al. 2001; Tai et
al. 2000; Kosters & Karpen, 2010). Por otro lado, este factor
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transcripcional regula varias funciones esenciales en los
hepatocitos, en las células de Kupffer y en las células estelares
hepdticas (HSC). Ademds, su inactivacion da como resultado
fenotipos que incluyen lesiones hepaticas, fibrosis y carcinogénesis.
Esto sugiere que NF-kB tiene un papel esencial en la homeostasis
del higado (Luedde et al. 2007; Luedde et al. 2008; Bettermann et
al. 2010; Inokuchi et al. 2010).

Ademds NF-kB desempefia un importante papel en Ia
inflamacién que tiene lugar durante la involucién de la glandula
mamaria. Ademads de regular la expresién del gen de la iNOS, se ha
descrito que NF-kB actla como factor transcripcional para
diferentes citoquinas pro-inflamatorias, tales como IL-1, IL-6 e IL-8
(Karin & Ben-Neriah, 2000). Ademas, NF-kB puede tener un papel
importante en la infiltracién de neutréfilos, fagocitos y células
Natural killer (NK) en la glandula mamaria durante la involucidn,
necesaria para la eliminacion de las células epiteliales luminales

apoptéticas.
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V. 1d2 como nodo de regulacion transcripcional.

La proteina Id2, al igual que se ha descrito para NF-kB, es otro
componente con funciones pleiotrépicas que podria ser un nodo
critico de regulacién de las redes transcripcionales y de
coordinacidn de los distintos procesos bioldgicos en los que se ha
visto involucrado. Aunque en un principio se pensé que ld2 estaba
implicado en funciones relacionadas con la diferenciacién celular y
el desarrollo, en los ultimos afios, se ha descrito su importante
papel en la regulacién de otros procesos biolégicos (Benezra et al.
1990). En este sentido, se ha visto que Id2 participa en la
regulacion y coordinacién de la proliferacion celular, el control del
ciclo celular, la senescencia, la apoptosis y la angiogénesis.
Ademads, id2 estd implicado en diversas situaciones patoldgicas
como el cdncer y la metdstasis. (Norton, 2000; Lasorella et al.
2001; Zebedee & hara, 2001; Lasorella et al. 2014).

Id2 pertenece a la familia de proteinas Helice-lazo-Hélice (HLH)
identificadas hace mas de tres décadas por su doble papel como
inhibidores de la diferenciacion e inhibidores de la unién al DNA.
Las proteinas Id se descubrieron inicialmente en un intento de
identificacidon de los factores de transcripcidon que pertenecen a la
familia de factores HLH con una regidon adyacente rica en
aminodcidos basicos (bHLH). Paraddjicamente, las proteinas Id
carecen de dicha regién que es esencial para la unidn especifica al
DNA (Benezra et al. 1990). Este dominio basico se une a la
secuencia de 6 nucleétidos “CANNTG” de la caja E del promotor de

los genes diana (Murre et al. 1989) (Figura 4b).
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Las proteinas HLH se clasifican en siete grupos de acuerdo a su
motivo de uniéon al DNA. Las siete clases de proteinas HLH
comparten dos hélices anfipdticas altamente conservadas, que
guedan conectadas por un bucle de secuencia y longitud variable.
La Clase | (o clase A) de proteinas bHLH también se conocen como
las proteinas E, ya que proceden del splicing alternativo del gen
EAZ2. Este grupo incluye proteinas que se expresan de forma ubicua.
La Clase Il (o clase B) de proteinas bHLH incluye miembros tales
como MyoD, NeuroD, o Hes con un patron de expresién especifico
de tejido. Las proteinas de Clase | y Il pueden formar homodimeros
o heterodimeros que regulan gran cantidad de procesos durante el
desarrollo (Massari & Murre, 2000). Las proteinas Id pertenecen a
la Clase V de factores HLH que incluye cuatro miembros que van de
Id1 a Id4 (Benezra et al. 1990; Murre et al. 1989; Massari & Murre,
2000). Las proteinas Id pueden dimerizar con cualquiera de las
proteinas de Clase | o Il pero, ya que no contienen el motivo de
union al DNA, la unién de estas con los factores de transcripcién
bloquea su actividad de una manera dominante negativa (Benezra
et al. 1990). Por lo tanto, aquellos procesos del desarrollo
modulados por factores de Clase | y Il podrian quedar bloqueados
por las proteinas Id (Kim et al. 2012; Yokota et al. 1999; Chen et al.
2012; lavarone et al. 2004) (Figura 4).
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Figura 4. Representacion esquemdtica de algunos miembros de la familia de
proteinas bHLH. A) Se representan diferentes miembros de la clase I, Il y V' y sus
dominios estructurales mas importantes. (H/C) region rica en histidina y cisteinas;
(bHLH) dominio bdsico hélice-bucle-hélice; (HLH) dominio hélice-bucle-hélice; (AD)
dominio de activacion de la transcripcion; (NES) sefial de exportacion nuclear. B)
Dimerizacion de factores de transcripcion de la familia bHLH por interaccion entre
dominios HLH. Los dimeros bHLH reconocen la caja E en promotores génicos a
través de su dominio de unién al DNA rico en aminodcidos bdsicos (parte superior).
Las proteinas Id, sin dominio bdsico de union al DNA, actuan como dominantes
negativos de los factores bHLH mediante heterodimerizacion con estos (parte
inferior).
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V.1. Mecanismos de regulacion de la actividad y de la

funcion de 1d2.

En la literatura se describe a Id2 como una proteina reguladora,
cuya funcion es altamente dependiente del microambiente celular
y su mecanismo de accién molecular es mucho mas complejo de lo
gue se pensaba en un primer momento. Se conoce que |d2 puede
ser regulado a varios niveles: a nivel transcripcional y a nivel
postraduccional, variando la estabilidad de la proteina o su

localizacidon subcelular.

V.1.1. Modulacidn de los niveles de expresién de Id2.

Los niveles de expresiéon de Id2 se han descrito clasicamente
como un punto clave para determinar su funcién. Por lo general, la
expresion de Id2 es alta durante la proliferacion celular y baja, o
casi ausente, en las células quiescentes, tales como las células
diferenciadas. Sin embargo, Id2 es una proteina pleiotrdpica
involucrada en muchas otras funciones distintas de la proliferacién
celular. El agotamiento de glutation (GSH) por L-butionina
sulfoximina (BSO) induce la expresion 1d2 a través de c-Myc (Torres
et al. 2009). Por el contrario, TGF-B (una citoquina citostdtica cuya
funcidon es altamente dependiente del microambiente), la cual
también  disminuye la concentracion de GSH en una amplia
variedad de tipos celulares (Liu & Gaston Pravia, 2010), reprime la

expresion de Id2 en células epiteliales a través de la modulacion de
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c-Myc en células epiteliales (Siegel et al. 2003). Sin embargo, TGF-
induce un aumento de la expresion de Id2 en las células dendriticas
(Hacker et al. 2003). Los glucocorticoides, el ayuno, los agentes
antidiabéticos, los receptores activados por los proliferadores de
peroxisomas (PPAR), los agonistas gamma, o los miembros de la
familia HDAC, incluyendo HDAC1-8 (Zilberfarb et al. 2001; Gonzalez
Mdel et al. 2012; Chen et al. 2012) son algunos de los muchos
ejemplos que inhiben la expresién de Id2 en diferentes lineas
celulares. Ademads, estas senales pueden estar conectadas y
coordinadas. Por otro lado, se han descrito diferentes factores,
tales como la glucosa, el factor de crecimiento similar a la insulina
(IGF-1), los estrégenos, la progesterona, la hormona de la tiroides o
el factor inducible por hipoxia 1a (HIF-1a), que puede activar la

expresion de 1d2 (Grgnning et al. 2006; Chen et al. 2012).

V.1.2. Modulacidn de la estabilidad proteica.

Los niveles de Id2 no sélo estan sometidos a un control
transcripcional, sino que también pueden modularse a nivel
postraduccional, afectando a la estabilidad proteica. En este
sentido, 1d2 estd sometida a un rapido recambio proteico, con una
vida media de 20 a 60 minutos dependiendo del tipo celular (Deed
et al. 1996; Bounpheng et al. 1999).

En tejidos diferenciados, las proteinas Id se ubiquitinan y se

degradan via proteasoma. Se ha descrito que el complejo APC/Cdh1
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anade grupos ubiquitina en la lisina 48 de Idl, Id2 e Id3,
posteriormente, estas proteinas son degradadas en el proteasoma
26S. Las enzimas deubiquitinasas (DUBs) se encargan de eliminar
los grupos ubiquitina, aumentando la vida media de las proteinas
sobre las que actuan, evitando su degradacién (Wilkinson, 1997;
Eletr & Wilkinson, 2014). Recientemente, se han identificado hasta
10 DUBs distintas capaces de aumentar la estabilidad proteica de
Id2 enddgeno en células T293. Sin embargo, solo se ha demostrado
gue la deubiquitinasa USP1 es capaz de hacerlo de forma directa.
En estos experimentos, Williams y colaboradores demuestran el
destacado papel de USP1 sobre la estabilidad de Id2 y las
consecuencias que ello desencadena sobre la proliferacién o la
diferenciacién celular. La expresion ectépica de USP1 en células
madre mesenquimales estabiliza a las proteinas Id, inhibe la
diferenciacién osteobldstica y aumenta la proliferacion celular. En
células de osteosarcoma KO de USP1, se produce una
desestabilizacion de las proteinas Id, la induccion de CDKN1A
(precursor de p21) y la parada del ciclo celular. La vida media de Id2
en las células de osteosarcoma es de alrededor de dos minutos, sin
embargo cuando USP1 se sobre-expresa aumenta su vida media
hasta los 80 minutos (Williams et al. 2011) (Figura 5).

La estabilizacién de Id2 por USP1 parece estar sometida
ademads, a un nivel adicional de regulacidon. Recientemente se ha
descrito que la subunidad reguladora de la proteasa calpaina
(CAPNS1 o calpaina 4) estabiliza a USP1 en células de osteosarcoma
U20S. La eliminacion de CAPNS1 con siRNA provoca la
desestabilizacion y degradacién de Id2 (Cataldo et al. 2013). En
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cualquier caso, el papel de USP1 sobre la estabilidad de 1d2 solo se
ha demostrado en cultivos celulares y en un modelo patolégico in

vivo, en osteosarcoma (Williams et al. 2011).

— a
APC/Cdh1 ‘

"y,

Figura 5: Modulacion de la estabilidad de Id2. La proteina Id2 se ubiquitina
por el complejo APC/Cdhl y se degrada via proteasoma. La desubiquitinasa
USP1, mediante la eliminacion de estos grupos de ubiquitina, aumenta la vida
media de Id2.

V.1.3. Fosforilacidn de Id2 y distribucién subcelular.

A pesar de la indudable importancia de los niveles de Id2 sobre
la funcion de esta proteina, los mecanismos de regulacion de la
transcripcidon o de la estabilidad de Id2 no explican el control de Ia
actividad de Id2. De hecho, podemos encontrar publicaciones en las
gue se describe el papel de 1d2 en el control de la diferenciacién de
oligodendrocitos sin que sus niveles de proteina cambien

sustancialmente (Wang et al. 2001).
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Un importante mecanismo propuesto para explicar la
regulacién de la actividad de 1d2 es la fosforilacion de algunos
residuos especificos. En las proteinas Id2, cerca del dominio amino-
terminal existe un sitio de fosforilacion para quinasas de tipo CDK
(acronimo del inglés cyclin dependent kinases). Este sitio, que se
encuentra conservado entre los diferentes miembros de la familia
de proteinas Id, contiene la secuencia consenso para los substratos
de las CDKs (S/T-P-X-K/R) (Nagata et al. 1995). De hecho, se ha
demostrado que los complejos ciclina A/E/CDK2 fosforilan 1d2 en la
Ser5 que estd incluida en dicha secuencia. Esta fosforilacion
previene la unién de Id2 a algunos factores bHLH y bloquea su
actividad en fibroblastos humanos estimulados con suero (Butler et
al. 2009). Por lo tanto, seria razonable pensar que las diferentes
funciones de Id2 podrian ser dependientes del tipo o nimero de
residuos fosforilados por quinasas especificas que podrian
condicionar su interaccién con otras proteinas. En este sentido, se
ha sugerido una posible relacidn entre la proliferacion celular y el
estado de fosforilacion de Id2 e interaccion con bHLH. La
sustitucion de la Ser5 de 1d2 por Ala (Id2-S5A) en células de
musculo liso previene la fosforilacion de Id2 permitiendo su
interaccion con MyoD, un factor de la familia bHLH. En estos
experimentos con Id2-S5A se observa una reduccion del 50% en la
formacion de colonias (Butler et al. 2009).

Pero las funciones de 1d2 no estdan necesariamente
condicionadas por su unién a factores bHLH. Un trabajo reciente
sugiere que la fosforilacion de la Ser5 de Id2 por CDK2 es necesaria
para que Id2 interaccione con factores que permitan su
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translocacidnacion al nucleo, tales como E47 (Hara et al. 1997). En
células de musculo liso con la forma mutada Id2-S5A, se comprobd
que la distribucidn subcelular de 1d2 sin fosforilar difiere de la de
Id2 fosforilado. Los resultados mostraron que Id2 tiene una
localizacion predominantemente nuclear, mientras que Id2-S5A se
restringe al citosol (Butler et al. 2009).

La distribucién subcelular es uno de los puntos mas
importantes para la regulaciéon de la actividad y funcién de Id2.
Durante la diferenciacion de las células precursoras de
oligodendrocitos (OPC) a oligodendrocitos, los niveles de proteina
de Id2 son similares. Sin embargo, la distribucién subcelular de 1d2
varia significativamente. Mientras que en células OPC
desdiferenciadas, 1d2 se localiza en el nucleo, en los
oligodendrocitos completamente diferenciados, Id2 se localiza en el
citosol (Wang et al. 2001). Los autores muestran que para que
tenga lugar la diferenciaciéon de los oligodendrocitos, 1d2 necesita

ser translocado desde el nucleo al citosol.

Id2 contiene dos seiales de exportacién nuclear, NES1 y NES2,
en el dominio HLH y en el dominio C-terminal, respectivamente. La
NES1 estd conservada en todos los miembros de la familia Id, y la
NES2 se ha visto que es especifica de Id2 (Makita et al. 2006).
Aungue el transporte entre el nlcleo y el citosol se habia propuesto
que podia ser por difusién pasiva (Kurooka & Yokota, 2005), los
datos recientes senalan que también hay un transporte activo de
Id2. La exportacién desde el nucleo estd mediada por la NES2. Sin

embargo, Id2 no contiene una seflal NLS, por lo que su
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translocacién desde el citosol al nucleo debe estar mediado por su
interaccion con una proteina que contenga secuencias NLS. Por otra
parte, este mecanismo de importacién de Id2 al ndcleo no se
conoce del todo bien. Aunque ya se ha descrito para 1d2/E47
(Matsumura et al. 2002), puesto que |d2 es una proteina
pleiotrépica que puede unirse a un amplio espectro de proteinas
distintas, otros factores inducidos durante la proliferacion o la
diferenciacién celular podrian unirse a Id2 para facilitar o prevenir

su transporte al nucleo.
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VI. Papel de ld2 en la coordinacion de distintos procesos
bioldgicos.

Al igual que NF-kB, Id2 también se ha visto implicado en
numerosas funciones biolédgicas. En este sentido, se ha visto que
Id2 participa en la regulacidon y coordinacién de la proliferacion
celular, la diferenciacién celular y el desarrollo, el control del ciclo
celular o la apoptosis (Benezra et al. 1990; Norton, 2000; Lasorella

et al. 2001; Zebedee & Hara, 2001; Lasorella et al. 2014).

VI.1. Id2 y apoptosis.

Como se ha mencionado anteriormente, los niveles de
proteinas Id son altos durante la proliferacién y disminuyen antes
del inicio de la diferenciacién terminal en muchos tipos de células
(Benezra et al. 1999; Liu et al. 2000; Hua & Sarvetnick, 2007). Sin
embargo, la sobreexpresion de Id2 también se ha visto relacionada
con apoptosis en diferentes lineas celulares (Yokota & Mori, 2002).
Un claro ejemplo de ello es lo que ocurre en las células
progenitoras mieloides 32D.3, donde la sobreexpresién de Id2 es
capaz de inducir apoptosis mediante el aumento de los niveles de
BAX. Ademas, en células transfectadas con plasmidos de expresién
de 1d2 con deleciones en diferentes regiones, se observd que la
apoptosis mediada por Id2 es independiente de la dimerizacién con
factores bHLH (Florio et al. 1998). El mismo mecanismo se ha
propuesto para la muerte por apoptosis de células neuronales in

vivo e in vitro, donde también se ha descrito un aumento de los
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niveles de Id2 y de BAX (Guo et al. 2013). Por otra parte, se ha
observado un aumento de los niveles de 1d2 en el musculo
esquelético de roedores con edad avanzada, que se correlaciona
positivamente con un incremento de los niveles de proteinas pro-
apoptoticas como BAX y caspasa 9 (Alway et al. 2002).

Si la apoptosis mediada por Id2 no depende de su interaccién
con factores bHLH, la interaccion con otras proteinas y su
localizaciéon subcelular podria ser determinante para su funcién en
los procesos de muerte celular. Esta hipdtesis se ha sugerido como
mecanismo de la apoptosis mediada por Id2 en el musculo
esquelético (Siu & Alway, 2005; Siu et al. 2006). De hecho los
niveles de 1d2 citoplasmaticos son elevados durante las condiciones
de atrofia en el musculo esquelético, y se correlacionan
positivamente con proteinas asociadas con la via intrinseca de
muerte celular (Siu & Alway, 2005; Siu et al. 2006). Es mas, se ha
demostrado que un aumento de la expresion de Id2 con una
mutacidon en la serina 5 se restringe al citoplasma de mioblastos,
puesto que no pude ser fosforilado. Esta retencién de Id2 en el
citoplasma da lugar a un aumento en varios marcadores de
apoptosis, incluyendo Anexina V, TUNEL, caspasa 3 y caspasa 8
(Butler et al. 2009). En este mismo sentido, se ha descrito que la
fosforilacién de I1d2 en la Serina 5 produce la retencién de 1d2 en los
nucleos mediante la prevencidon de la exportacién, inhibiendo la
apoptosis en células epiteliales de glandula mamaria durante el
embarazo (Kim et al. 2011).

En condiciones patoldgicas, el efecto de agotamiento de GSH
sobre la regulacion de Id2 es bastante diferente. Anteriormente se
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ha comentado que una deplecion de GSH por BSO induce la
expresion Id2 a través de c-Myc. Sin embargo, se ha descrito que
tras el agotamiento de GSH que tiene lugar en respuesta a la
toxicidad por exceso de acetaminofeno (APAP), hay una
disminucién transcripcional de 1d2 en el higado, lo que en ultima
instancia conduce a la muerte celular (Penella et al. 2010). Todo
esto indica que Id2 podria tener un importante papel en la
regulacion de las vias de supervivencia activadas en modelos
experimentales con importantes fluctuaciones del contenido de

GSH.

VI.2. Id2 y proliferacion.

Hay un nudmero creciente de evidencias derivadas de
experimentos in vitro e in vivo que apoyan la importancia de 1d2
durante la proliferacion celular. En este sentido, se ha observado
gue la sobreexpresidon ectdpica de |d2 aumenta la proliferacién en
diferentes tipos de células (lavarone et al. 1994; Trabosh et al.
2009; Wang et al. 2012). Ademas, Id2 estd sobreexpresado en
diferentes tipos de canceres como el de pancreas, neuroblastoma o
en carcinoma de colon. El silenciamiento parcial de Id2 con
oligonucleétidos antisentido en estos tumores disminuye Ila
proliferaciéon celular (Lasorella et al. 2000). Como consecuencia, 1d2
se ha propuesto como un factor de prondstico y un objetivo
terapéutico potencial para el tratamiento del cancer (Lasorella et al.

2000; Fong et al. 2004).
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Desde el punto de vista clasico, se pensd que el papel de Id2
como factor proliferativo dependia sélo de su capacidad para
dimerizar con proteinas bHLH actuando como un factor dominante
negativo (Figura 6). En este modelo, Id2 podria controlar la
proliferacién celular reprimiendo la expresion de inhibidores del
ciclo celular como p21°°P! o0 p57XiP2, De hecho, la sobreexpresion de
Id2 es capaz de revertir la parada del ciclo celular inducida por
p57€iP2 y p21°P1 (Matsumura et al. 2002; Rothschild et al. 2006). La
expresion de estos inhibidores de CDKs (CDKI) estd regulada por
factores de transcripcién bHLH y la formaciéon de heterodimeros

bHLH/Id2 reprime la expresion de CDKI, activando las CDKs.

bHLH bHLH
Transcripcion de

Gf :) genes. Ej: CDK1 \Ciclina/CDK ﬁ_
CDK1

Ty

bHLH _Id2 Ciclo a1

G2
cﬁ“' ‘I'. celular
=34 —
S
No transcripcion
(Ciclina/CDK 41

Figura 6: Modelo de Id2 como factor dominante negativo para el control del
ciclo celular. (Arriba) Las proteinas de la familia bHLH dimerizan y se unen al
promotor de genes cdki, activando su transcripcion. CDKI se une al complejo
ciclina/CDK y bloqueando su actividad, induce la parada del ciclo celular. (Abajo)
Dimerizacion de las proteinas bHLH con Id2. Id2 secuestra factores bHLH
impidiendo la union de estos al promotor de cdki. La transcripcion de los genes
CDKI se inhibe. El complejo ciclina/CDK permanece activo y el ciclo celular puede
progresar.
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Mas tarde se demostrd que Id2 podia unirse a otras proteinas
diferentes de los factores bHLH, como el supresor tumoral pRb y las
proteinas de la familia de pRb, las pocket proteins p130 y p107 (RB:
familia de pRb y las pocket proteins) (Lasorella et al. 2000). Se sabe
gue las proteinas RB se unen directamente a E2F en los promotores
regulados por este factor para restringir la expresion de genes
relacionados con el ciclo celular (Chen et al. 2009). Por lo tanto, Id2
podria estar relacionado con los genes diana de E2F.

A pesar de que todas las proteinas RB se unen a E2F y estan
moduladas por un mecanismo dependiente del ciclo celular, su
patron de expresién es diferente. Mientras que p130 se une
preferentemente a E2F4/5 y es mas abundante en las células
quiescentes, pl07 se expresa principalmente durante Ia
proliferacién celular. La proteina pl130 inhibe la actividad
transcripcional de E2F4/5 mediante dos mecanismos diferentes;
por un lado se une al dominio de transactivacion de E2F, inhibiendo
su funcion y, por otro lado, recluta correpresores como la DNA
metiltransferasa 1 (DNMT1) o los complejos HDAC. Esto conduce a
la compactacion de la cromatina y la inhibicion de la transcripcidon
de los genes necesarios para la entrada en la fase S del ciclo celular.
Sin embargo, la fosforilacion de las proteinas RB por complejos
especificos ciclina/CDK hace que se puedan expresar los genes
dependientes de E2F garantizando la progresion de las células a
través del ciclo celular (Figura 7).

En este contexto es donde Id2 puede tener un papel mas
relevante en el control de la proliferacion celular. Esto es porque,
de manera regulada por el ciclo celular, 1d2 puede unirse a las
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pocket proteins de la familia RB (Lasorella et al. 2000). Es
importante destacar que Id2 es el Unico miembro de la familia de
proteinas Id que puede unirse a las proteinas RB hipofosforiladas.
Ademas, se ha demostrado que Id2 altera la actividad supresora del
crecimiento de RB hipofosforilado (lavarone et al. 1994; Lasorella et

al. 2000).

GO

G2

Ac Ac
| > Transcripcion de

genes de la fase S.

Figura 7. Control del ciclo celular por los genes diana de E2F. En la fase GO,
E2F4/5 se asocia a proteinas RB (pRB y pocket proteins) y co-represores (HDAC y
DNMT1). Los genes diana de E2F se reprimen. Tras un estimulo mitogénico, en la
fase G1, los complejos cilina D/CDK4-6 y ciclina E-A/CDK2 fosforilan proteinas de
union a Rb y RB. La fosforilacion de estas proteinas provoca la liberacion de los
co-represores del resto del complejo. Al mismo tiempo, la hiperfosforilacion de
RB provoca la pérdida de su funcion y con ello, su liberacion del promotor. Esto
permite el acceso de las HAT a los promotores de estos genes. Al final de la fase
G1, las proteinas E2F1, 2 y 3 recién sintetizadas, sustituyen a E2F4/5 en los
promotores. Estos procesos permiten la activacion de la transcripcion en los
genes regulados por E2F y conducen a la célula a la fase S.
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El estudio del patrén de expresidon de Id2 después de un
estimulo mitogénico sugiere diferentes funciones para esta
proteina durante la progresion del ciclo celular. El primer pico de
expresion de 1d2 tiene lugar durante la transicion GO-G1 (Zebedee
& Hara, 2001). Id2 podria tener un papel en la modulacién de la
actividad del complejo p130-E2F4/5 y en el “priming” que se
produce durante esta fase del ciclo celular. El segundo pico de
expresion de Id2 tiene lugar en la fase G1 tardia, donde podria
alterar la actividad represora de p107 y/o pRb facilitando la entrada

en la fase S.

VI.3. Id2, desarrollo y diferenciacion.

Como se ha descrito anteriormente, las proteinas Id se han
considerado como factores de inhibicion de la diferenciacién celular
y al mismo tiempo activadores de la proliferacion celular. De hecho,
la expresidn de las proteinas Id es mas alta en poblaciones celulares
gue todavia no se han diferenciado, disminuyendo sus niveles en
células que salen del ciclo celular y entran en la etapa de
diferenciacién terminal (Norton et al. 1998). Sin embargo, ahora
estd claro que, dependiendo de la linea celular y de la etapa de
desarrollo, algunas proteinas Id pueden actuar ya sea como
reguladores negativos o positivos de la diferenciacién y la
proliferacion.

Por ejemplo, se sabe que las proteinas de la familia Id

participan en la especificacidn del destino celular de las células de
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la cresta neural. Se ha sugerido que los heterodimeros |d2 pueden
mantener el equilibrio entre la diferenciacion y la proliferacién en la
cresta ectodérmica y en los precursores neuronales. Mediante el
uso de retrovirus recombinantes, se ha demostrado que la
expresion ectopica de ld2 produce la especificacion de células
ectodérmicas a células que forman la cresta neural. Ademas, la
sobreexpresién de Id2 resulta en un crecimiento excesivo y la
neurogénesis prematura del tubo neural (Yokota, 2001; Martinsen
& Bronner-Fraser, 1998). Por otro lado se ha descrito que la
proteina 1d2 inhibe la maduracién de las células precursoras
oligodendrogliales, bloqueando directamente la actividad del factor
de transcripcién bHLH, Olig2 (Havrda et al. 2014).

Otro claro ejemplo del papel de Id2 en la diferenciacion es el
que ocurre con las células NK. En ratones KO de Id2 se ha
observado una clara disminucion de las poblaciones de células NK
en el bazo, el timo, el higado y en la médula ésea, lo que demuestra
gue Id2 tiene un papel esencial en la generacién de los érganos
linfoides periféricos (Yokota et al. 1999; lkawa et al. 2001).

El papel de Id2 en el desarrollo y diferenciacion ha sido
ampliamente estudiado en glandula mamaria de ratones KO y wild
type de 1d2. Incluso en ausencia de Id2, la gldndula mamaria se
forma durante la embriogénesis y se desarrolla normalmente en el
periodo de la adolescencia (Mori et al. 2000). Sin embargo, durante
el periodo de gestacién, en los ratones KO de Id2 no se produce la
expansion del tejido secretor. Dado que generalmente, los niveles
de expresidon de Id2 alcanzan su nivel maximo en el periodo
gestacional, se ha sugerido que Id2 es imprescindible para la
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proliferaciéon de las células del tejido secretor al final de la
gestacion (Mori et al. 2000). Ademas, los ratones KO de Id2
presentan un defecto en la glandula mamaria durante la lactancia.
Las crias nacidas de madres KO para Id2 nunca sobreviven y mueren
a los dos dias con una deshidratacion severa y sin haber ingerido
ningun tipo de alimento (Mori et al. 2000). Parece ser que una
funcion importante de 1d2 en el desarrollo de la glandula mamaria
es la estimulacién del ciclo celular. De hecho, se ha descrito que las
células epiteliales KO de Id2 de glandula mamaria muestran unos
niveles elevados de inhibidores de la quinasas dependientes de
ciclina p27¥Pt y p21WAFL (Mori et al. 2000). Estas observaciones
sugieren que el aumento de la expresion de los CDKIs disminuye la
proliferaciéon celular en ratones KO de Id2 durante el periodo
gestacional.

Puesto que parece ser que Id2 favorece la proliferaciéon de las
células epiteliales de la glandula mamaria y no su diferenciacion, el
tejido deberia mostrar una diferenciacién prematura. Sin embargo,
en los ratones KO de Id2, las células epiteliales mamarias no
muestran signos de diferenciacion prematura, sino que
permanecen en un estado inmaduro. Un indicativo de ello es que
estas células no expresan genes caracteristicos de las células
epiteliales completamente diferenciadas como los genes que

codifican proteinas de la leche, como B-caseina (Mori et al. 2000).
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VIl. Modelos fisiologicos de confluencia y coordinacion

de senales.

Como se ha mencionado con anterioridad, el estudio de la
regulacion de la expresion génica y las redes transcripcionales se
complica cuando en un mismo tejido o modelo fisioldgico tienen
lugar diferentes procesos biolégicos de forma simultdnea. Con
frecuencia, los estudios sobre el papel de inputs especificos, como
son NF-kB o Id2, sobre la regulacion de las redes transcripcionales
se lleva a cabo en modelos experimentales in vitro. En dichos
modelos, dificilmente confluyen la serie de sefiales que deberan
coordinarse para dar lugar al output final que se observa in vivo.
Ademas, se suelen utilizar lineas celulares transformadas que
posiblemente reflejen mds las necesidades del cultivo celular que
las necesidades celulares in vivo. Por otra parte, los estudios
realizados in vivo se abordan sobre-expresando la proteina que sera
objeto de estudio, utilizando modelos animales knockout para la
proteina o algin componente de su via de sefializacién o incluso en
tumores en los que los posibles nodos de regulacién transcripcional
se encuentran desregulados. Estos aspectos son especialmente
relevantes cuando se estudian nodos de regulacién transcripcional
que estan constituidos por proteinas de funciones pleiotrépicas
como NF-kB e Id2. La modulacién de la abundancia, localizacion
subcelular y actividad de estas proteinas estd sometida a un
estrecho control, restringida a un tiempo muy preciso y coordinada
con la expresion de otras proteinas con las que pueden

interaccionar. En otras palabras, dependerd del microambiente
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celular y por tanto, la eleccién del modelo en el que se estudiaran
los distintos nodos de regulacion no constituye una cuestién baladi.

Entre los distintos modelos fisiologicos en los que confluyen

varios procesos biolégicos de forma simultdnea y en los que NF-kB

o Id2 parecen jugar un papel destacado, estan la glandula mamaria
en involucion tras el destete forzado de las crias y la regeneracién

hepdtica tras la hepatectomia parcial (PHx):

La involucidén post-lactancia es un modelo complejo en el que
cooperan diferentes senales, no sdlo al inicio de la muerte celular
con el fin de eliminar las células epiteliales productoras de leche,
sino también estimulan la afluencia controlada de los macrdéfagos
y otros tipos de células inmunes para eliminar las células muertas
y la leche residual. Ademds, estos eventos coinciden con la
ruptura controlada de la matriz extracelular, la remodelacién de
los vasos sanguineos, asi como una re-diferenciacion de los

adipocitos (Watson, 2011).

La regeneracidn hepdtica tras la PHx por reseccién quirdrgica de
dos tercios del higado, es un modelo ampliamente utilizado para
el estudio de la proliferacién celular (Fausto, 2000) en el que
confluyen multiples procesos de forma secuencial y coordinada.
Las células remanentes proliferan para restaurar la masa del
tejido extirpado, pero ademas, también se dan otros procesos
biolégicos como la inflamacidon, la apoptosis y la angiogénesis.

Ademads, aunque la regeneracidn hepatica no es exactamente una
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reversién hacia el desarrollo embrionario, comparte con este
proceso algunas caracteristicas. El desarrollo embrionario del
higado es un proceso complejo estrechamente regulado, donde
también confluyen diferentes vias de sefializacidon que coordinan
los mecanismos de proliferacién, diferenciacion e incluso

apoptosis.

VIl.1. La glandula mamaria como modelo de redes de

coordinacion de seinales.

La glandula mamaria es un tejido complejo y altamente
especializado, que sufre una extensa remodelacion en cada ciclo de
embarazo/lactancia. Durante el embarazo, se produce una
proliferacién y diferenciacion del epitelio ductal y alveolar. Después
del parto, las células epiteliales adquieren un fenotipo secretor que
permite la sintesis de los diferentes componentes de la leche
(Vorbach et al. 2006). Cuando cesa la succion, al final de Ia
lactancia, se produce la muerte de las células epiteliales secretoras,
una extensa remodelacién del tejido mamario y se induce la
diferenciacién de los adipocitos circundantes, de modo que la
glandula adquiere una estructura similar a la que presentaba antes
de la gestacién (Stein et al. 2004) (Figura 8). Estos eventos que
tienen lugar durante el ciclo de embarazo/lactancia son altamente
reproducibles y estrictamente controlados a nivel transcripcional

(Visvader & Lindeman, 2003).
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Figura 8: Estadios de desarrollo de la glandula mamaria. La gldndula incrementa

su volumen durante el embarazo, llega a su mdximo tamano y actividad durante
la lactancia, y regresa a un estadio inicial (previo al embarazo) tras la involucion.
Figura adaptada de Pepper Schedin et al. 2007.

VII.1.1. La involucién de la glandula mamaria como

modelo de apoptosis, inflamacion y proliferaciéon.

En la ultima década, la comprension de los mecanismos
moleculares y celulares del proceso de involucion de la glandula
mamaria murina ha aumentado considerablemente. Esto es debido
principalmente a las investigaciones con ratones modificados
genéticamente y a los estudios sobre perfiles transcripcionales que
han proporcionado un andlisis detallado de las primeros 6 dias de

involucidon (Clarkson & Watson, 2003). En la mayoria de estos

55



Introduccion

estudios se observa diferentes eventos moleculares que acontecen
de forma paralela y controlada, inducidos por un destete forzado
tras la retirada de las crias en el pico de lactancia, o por la
acumulacién de la leche mediante el sellado del pezén.

Los estudios en los que se inducia una involuciéon mediante el
destete forzado y la administracién de glucocorticoides revelaron
dos fases claramente diferenciadas durante la involucion: la
primera fase reversible tiene lugar durante las primeras 48 horas, y
posteriormente hay una segunda fase de remodelacion que
devuelve a la glandula al estado inicial previo al embarazo (Watson,
2006a). En ambas fases se produce la confluencia de distintos
procesos bioldgicos mediante una estrecha coordinacion de sefiales

de supervivencia/apoptosis, inflamacion y proliferacién celular.

=  Confluencia de senales pro-apoptoticas y proliferativas durante

la primera fase de involucidn. La primera fase de involucién, se

caracteriza por la apariciéon de células muertas que se han
desprendido dentro del lumen de los alvéolos, asi como por un
aumento de la infiltracidn de neutrdfilos. Se han descrito varias
vias de sefializacion que intervienen en la primera fase de la
involucion. El uso de ratones modificados genéticamente ha
revelado importantes cambios de expresidn de varios genes que
promueven o retrasan el proceso de la involucidn. Estos
incluyen a los miembros de |la familia Bcl-2: donde la supresién

del gen anti-apoptdtico Bcl-x acelera la apoptosis (Walton et al.
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2001), mientras que la pérdida de la proteina pro-apoptética
BAX retrasa la involucién (Schorr et al. 1999).

Una de las principales vias de sefalizacién que participan en
la regulacion de este proceso es la via de Jak/STAT. El factor
activador de la transcripcion 3 (STAT3) es critico para el inicio de
la apoptosis que caracteriza esta fase de involucién. En ausencia
de STAT3, la apoptosis se reprime drasticamente y la primera
fase queda abolida (Chapman et al. 1999; Humphreys et al.
2002). Se ha descrito que el factor inhibidor de la leucemia (LIF)
se activa en diferentes etapas del desarrollo de la glandula
mamaria. Durante el embarazo, LIF tiene un papel proliferativo
y de supervivencia a través de la activacion de la via de
sefializacion de ERK. Se ha sugerido que una posible funcidn de
STAT3 en la involucion es la de reprimir la via de supervivencia
de ERK1/2, potenciando de este modo los posteriores efectos
pro-apoptoticos (Kritikou et al. 2003; Schere-Levy et al. 2003).
Por otro lado, recientemente se ha descrito un retraso del
proceso de la involucién de la gldndula mamaria en ratones KO
de las subunidades reguladoras negativas de PI(3)K (p50a y
p55a). Se ha observado que STAT3 induce la expresién de las
subunidades p50a y p55a tras el destete. Esta regulacion
negativa conduce a la disminucidn en los niveles de fosforilacion
de AKT, una de las sefiales de supervivencia mds importantes
(Abell et al. 2005; Pensa et al. 2014) y, adema3s, la via de AKT
activa la via de NF-kB mediante la degradacién de IkBa (Kane et

al. 1999).
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Otra via de sefializaciéon importante durante la involucién de
la glandula mamaria es la via de NF-kB. Aunque, se ha descrito
qgue NF-kB favorece la proliferacion celular y morfogénesis que
tiene lugar durante el desarrollo postnatal de la glandula
mamaria, no se conoce muy bien su papel durante la involucién
de este tejido tras la lactancia. De hecho, se ha sugerido que
podria participar en procesos pro-apoptéticos, probablemente a
través de la regulacién transcripcional de ligandos de los
receptores de muerte (RD): el factor de necrosis tumoral o
(TNFa) y el inductor débil de apoptosis similar al factor de

necrosis tumoral (TWEAK) (Baxter et al. 2006).

Confluencia de sefiales de apoptosis, remodelacién vy

proliferacion celular durante la segunda fase de involucion. La

arquitectura de la glandula mamaria practicamente no cambia
durante la primera fase de la involucion. Sin embargo, tras las 48
horas, cuando se produce la transiciéon a la segunda fase, se
produce un colapso de los alvéolos y un aumento de la
proliferacion de los adipocitos. Se han descrito varios
reguladores importantes de estos procesos. Entre ellos, las
MMPs degradan la matriz extracelular dando lugar a la
remodelacién del tejido (Green & Lund, 2005; Zaragoza et al.
2007).

Ademas, la degradacion de la matriz induce la apoptosis de
las células epiteliales. Las células que no han respondido a las
sefiales pro-apoptodticas de la primera fase, tras la accion de las
MMPs, se desprenden hacia el lumen alveolar y mueren por
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apoptosis (Pullan et al. 1996). Por lo tanto las MMP tienen un
doble papel como iniciadores de la apoptosis y como
remodeladores de la arquitectura de la glandula mamaria. Un
punto critico importante para mantener la reversibilidad de la
primera fase, es que las MMP no se activen hasta las 48 o 72
horas tras el destete. Esto se logra mediante la expresién de
inhibidores tisulares de las metaloproteinasas, TIMPs (Green &
Lund, 2005, Zaragoza et al. 2007).

Concomitante con la pérdida del epitelio mamario por
apoptosis, se ha descrito que se requiere la proteasa MMP-3
para la diferenciacion/proliferacion de los adipocitos que
rodean este tejido (Lund et al. 1996; Alexander et al. 2001). Sin
embargo, el proceso de adipogénesis, asi como su regulacion
durante la remodelacidn de la gldndula mamaria, no se conoce
por completo, y aun queda mucho por aprender acerca de este

proceso.

Sefales pro-inflamatorias durante ambas fases de involucién.

Los fagocitos también son un constituyente importante del
proceso de remodelacién, participando en la autofagia y la
fagocitosis de las células que han muerto por apoptosis (Monks
et al. 2005). En la segunda fase de la involucidn, principalmente
al 4 dia tras el destete, se activan mediadores pro-inflamatorios
que participan en la sefalizacién para la atracciéon de
macrofagos al tejido (Stein et al. 2004).

Las sefiales pro-inflamatorias no se producen uUnicamente
durante la segunda fase de involucién, sino que se ha
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demostrado que tienen un destacado papel a lo largo de toda la
involucion. El proceso de inflamacidn estda ampliamente
controlado y equilibrado por los mediadores anti-inflamatorios,
de modo que se previene una inflamacién excesiva (Clarkson et
al. 2004; Stein et al. 2004). Este equilibrio parece estar
desregulado en ausencia de STAT3 o NF-kB (Chapman et al.
1999; Baxter et al. 2006) provocando importantes anomalias en
la involucién de la glandula. Se ha sugerido que estas dos vias
de senalizacion, STAT3 y NF-kB, no sélo modulan el equilibrio
muerte/supervivencia de las células epiteliales de la glandula
mamaria durante la involucién, sino también la respuesta
inflamatoria. En este sentido, nuestro grupo ha demostrado que
NF-kB se une al promotor de la éxido nitrico sintasa inducible
(iINOS) a las pocas horas tras el destete forzado de las crias
(Zaragoza et al. 2005). El posterior aumento de expresion de
esta enzima y de los niveles de NO en la glandula mamaria
sugieren que NF-kB estd implicado en la modulacién de la
expresiéon de iNOS. Por otro lado, la importancia de Ia
interrelacién entre las vias de NF-kB, STAT3 y el NO en la
involucion de la glandula mamaria se pone de manifiesto en los
estudios llevados a cabo en modelos murinos de iNOS -/-. La
involucidon retrasada que se observa en ratones iNOS -/-
respecto a los ratones wild type, va acompafiada de un retraso
en la activacion de las vias de sefalizacion de STAT3 y NF-kB
(Zaragoza et al. 2010).

Finalmente, el NO podria ser en parte responsable de la
propagacion de la respuesta inflamatoria que modula fases mas
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tardias de la involucién. Un claro ejemplo de este efecto es la
nitracion de la catepsina D que se observa en la glandula
mamaria a las 72h tras el destete. La nitracion en la tirosina 168
de la catepsina D produce un aumento de la actividad de este
enzima de crucial importancia para la remodelaciéon de la

glandula (Zaragoza et al. 2009).

En los uUltimos aios, se ha sugerido que el proceso de regresion
post-lactancia proporciona un entorno inflamatorio idéneo para la
progresion tumoral (McDaniel et al. 2006). Por lo tanto, es
fundamental profundizar en las vias de sefializacion implicadas en
este proceso, asi como conocer los mecanismos que regulan la

expresion génica durante la involucién de la glandula mamaria.

VII.1.2. Descoordinacion de sefiales en la glandula

mamaria: la transformacion neoplasica.

El cdncer puede ser considerado como una enfermedad en el
gue los procesos de senalizacion que regulan el crecimiento y la
morfogénesis del tejido normal se desregulan para facilitar la
proliferacién descontrolada de las células tumorales, asi como su
capacidad de invasién. Dada la plasticidad funcional de la glandula
mamaria, los tumores de mama estdn expuestos a distintos
microambientes que pueden alterar la progresién y el resultado de

la enfermedad. En este sentido, existen una gran cantidad de
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investigaciones sobre la relacion de las vias de sefalizacion que
tienen lugar durante el desarrollo de la glandula mamaria, asi como
el proceso pro-inflamatorio tras el destete, y el cdncer de mama.

La involucién post-lactancia representa un proceso importante
para la eliminacion controlada de las células epiteliales
innecesarias, por lo que, este proceso parece totalmente opuesto a
la proliferacién desregulada que ocurre en el cdancer. En
consecuencia, ha habido mucho interés en la definicion de cémo los
procesos de sefializacion presentes en la involucion post-lactancia
se desregulan en el cancer, donde los mecanismos de apoptosis de
las células epiteliales se han suprimido. Las investigaciones
utilizando modelos animales han revelado que durante Ia
involucion muchos de los mediadores de apoptosis, remodelacién e
inflamacidn, asi como la modulacidn selectiva de estos mediadores,
también participan en el desarrollo del cancer (Watson, 2006b).

Como se ha mencionado, la involucién de la glandula mamaria
tras el destete es un proceso complejo en el que estan implicadas
diferentes vias de sefalizacidon. En este sentido, no es de extranar
que una misma proteina reguladora participe en diferentes
procesos biolégicos. (Reuter et al. 2010; Shaulian, 2010). De hecho,
muchas de las proteinas que estdn implicadas en la involucion de la
glandula mamaria, se han identificado como oncogenes o factores
de transcripcidon activados durante la transformacién neoplasica.
Un claro ejemplo de ellos son STAT3 y NF-kB, ya que no sdlo
modulan la muerte celular y la proliferacién, sino que también
estan involucrados en el desarrollo y la progresion tumoral
mediante la induccion de un ambiente pro-inflamatorio, como
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ocurre durante la involucion de la glandula mamaria (Chariot,
2009).

Por lo que se refiere a la familia NF-kB, p100/p52 y p50/p65 se
han visto sobre-expresados o activados en lineas celulares de
cancer de mama, tumores de mama humanos primarios y otros
tumores malignos (Dejardin et al. 1995; Sovak et al. 1997; Zubair &
Frieri, 2013). Ademads, se ha demostrado que la inhibicidon de la
sefializacion de NF-kB en ratones transgénicos conlleva a una
reduccion de la carga tumoral (Connelly et al. 2011). Estos datos
indican que, ademas de la funcién de NF-kB como un inductor de la
respuesta inflamatoria, la activacién de este factor transcripcional
en las células epiteliales contribuye activamente a la progresion del

tumor y podria ser una diana terapéutica potencialmente eficaz.

VIl.2. El higado como modelo de redes de coordinacion de

sefales.

Durante la segunda mitad del siglo 20, tras la explosion de la
biologia molecular, se ha profundizado mucho en la comprension
del control de la expresion génica en los hepatocitos, llegdndose a
conocer mas que en cualquier otro tipo celular. De hecho, muchas

de las tecnologias que se convirtieron en clave para la investigacion
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de la funcién celular en general, tales como la producciéon de
bibliotecas de cDNA, los ensayos de desplazamiento de
electromovilidad para identificar proteinas de unién a DNA, la
huella de DNA (DNA footprinting) in vivo para identificar la
ocupacion de los factores de transcripcion dentro de los
promotores, se establecieron por primera vez en el higado.
Ademads de facilitar los rapidos avances en el estudio de la
expresion génica, la capacidad del higado para regenerarse en
respuesta a un dafio, también permitid la identificacion de los
mecanismos que regulan la proliferacion de células de mamiferos,
el ciclo celular, y la reparacién del DNA in vivo. La mayoria de estos
avances, ya sea en la comprensién de control de la expresion génica
o la proliferacién celular, describen mecanismos fundamentales
gue son aplicables a todos los aspectos de la biologia.

La regeneracion hepdtica y el desarrollo del higado
embrionario son dos de los modelos fisiolégicos mds estudiados. En
ellos confluyen diferentes procesos bioldgicos estrechamente
regulados por diferentes vias de sefializaciéon y factores de

transcripcién.

Vil.2.1. Regeneracion hepatica.

Como ya se ha descrito en la involucidon de la gldandula mamaria,
en la regeneracion hepatica también confluyen diferentes procesos
bioldgicos, tales como proliferacién, diferenciacién, inflamacién,

apoptosis y angiogénesis.
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Desde hace siglos se conoce que el higado tiene la capacidad de
auto-regenerarse. Historicamente, la hepatectomia parcial (PHx) en
roedores ha sido uno de los modelos experimentales mas
estudiados, revelando los mecanismos moleculares y celulares que
tienen lugar durante la regeneracién hepatica (Michalopoulos,
2010). El uso de ratones modificados genéticamente también ha
facilitado el estudio de las moléculas y vias de sefializacion que
participan en la regeneracién del higado (Riehle et al. 2011). En los
ultimos afios, se ha utilizado perfiles de expresién génica globales
para elucidar la compleja cascada de eventos moleculares que
regulan la regeneracién del higado. Aunque, muchos de estos
aspectos estan todavia en investigacion.

Tras la PHx existe una respuesta regenerativa rdpida y
sincronizada en el tejido remanente, con el fin de aumentar el
numero de células y restablecer las funciones del higado. La PHx
desencadena una secuencia de eventos que proceden de una
manera ordenada. En un modelo propuesto por Fausto (2000), se
describié que hay al menos dos fases distintas durante la
regeneracion del higado que son regulados a través de diferentes

mecanismos:

Fase de sensibilizacidon o priming

En esta primera fase, los hepatocitos quiescentes o en fase GO
pasan a fase G1 del ciclo celular y se preparan para responder de
forma potente ante diferentes estimulos mitogénicos. Muchos de
los genes, que participan en la fase de priming de la regeneracién
del higado, han sido identificados usando modelos transgénicos de
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ratdén, y a través del uso de arrays de oligonucleétidos de alta
densidad (Su et al. 2002). Sin embargo, la informacién sobre el
patron de la expresién génica, asi como su regulacidn, en este
periodo de priming y las etapas posteriores, es todavia limitada.

Durante esta primera fase de la regeneracion, tras la PHx, existe
un incremento sérico y hepatico de citoquinas pro-inflamatorias
como TNF-a y la interleuquina-6 (IL-6) (Trautwein et al. 1996; Iwai
et al. 2001). Ademas hay un aumento de la actividad de diferentes
factores transcripcionales, como NF-kB o STAT3 (FitzGerald et al.
1995; Cressman et al. 1995). En esta fase de priming,
correspondiente a las primeras 4 horas tras la HPx, se activan los
genes de respuesta rapida (Su et al. 2002). De esta forma, la célula
se sensibiliza para la posterior replicacién, aunque esta fase puede
ser facilmente revertida y su progresion hacia la divisién celular
dependerd de la presencia de otras sefiales de regulacién. De
hecho, si estas senales estan ausentes, la célula simplemente
retorna a la fase quiescente (Friedman et al. 1984).

Otro de los factores transcripcionales clave en este proceso de
priming en la regeneracion del higado, es la proteina c-Myc, puesto
gue modula la expresién de proteinas importantes para la
progresion del ciclo celular. Se ha demostrado que Id2 se une a un
complejo represor en el promotor de c-myc que afecta a la
estructura de la cromatina (Figura 9) (Rodriguez et al. 2006). En
hepatocitos quiescentes Id2, junto con mSin3A (un co-represor que
constituye el nucleo del complejo HDAC1 y HDAC2), E2F4 y p130, se
unen al promotor de c-myc reprimiendo su expresién. Tras la
estimulacion después de la PHx, 1d2 y mSin3A (HDAC) se liberan del
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promotor de c-myc y posteriormente se produce un aumento
transcripcional de c-myc. Por otro lado, este aumento de la
expresion de c-myc, viene acompafiado por un aumento de los
niveles de mRNA de |d2. Dado que c-myc modula la expresién de
Id2. Estas observaciones proponen que Id2 forma parte de los

procesos de priming (Rodriguez et al. 2006).

Estructura cerrada de Ia Estructura abierta de Ila
cromatina: Transcripcion de c- cromatina: Transcripcion de c-
myc reprimida durante la fase myc tras la PHx
. N
AR
O N

l Promotor de c-myc Promotor de c-myc

Figura 9. Modelo propuesto como mecanismo de regulacién de la expresion de
c-myc por Id2 en higado tras PHx. En la fase GO, E2F4, p130, Id2 y el complejo
HDAC estdn unidos al promotor de c-myc. Pol Il se encuentra pausada en el
promotor del gen. La configuracion cerrada que adquiere la cromatina impide la
progresion de Pol Il. Tras la PHx, Id2 y el complejo HDAC se liberan. La estructura
abierta de la cromatina permite a Pol Il progresar. La expresion de c-myc se activa
de forma transitoria. (Figura adaptada de Garcia-Trevijano et al. 2013).

Por lo tanto, al igual que ocurre con el gen de c-myc, se ha visto
que hay cientos de genes diana de E2F que, aunque su
transcripcion depende de las proteinas RB, no muestran el mismo
perfil de expresidn génica. Por eso se propone que varios genes con
secuencias  diana comunes podrian estar  activados
simultdaneamente por un mecanismo comun, pero solo los factores
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adicionales y especificos determinarian el patrdn final de expresién
génica. En este sentido, Id2 podria desempefiar un papel como
parte de un mecanismo comun para la regulacion de Ia
transcripciéon de los genes modulados por E2F.

Al igual que en la involuciéon de la glandula mamaria, iNOS tiene
un papel fundamental durante la regeneracidon hepdtica. En las
primeras fases de la regeneracion del higado, hay un aumento de la
produccién de NO como consecuencia de la sobreexpresion vy
activacion de iNOS (Hortelano et al. 1995). Este aumento de los
niveles de NO parece ser necesario para producir un aumento de la
proteina antiapoptdtica Bcl-XL, que se traduce en una disminucién
de la muerte celular por apoptosis (Carnovale & Ronco, 2012).
Ademas, la respuesta proliferativa de los hepatocitos tras la HPx
estd retrasada en ratones KO de iNOS. En lugar de ello, la HPx es
seguida por un aumento de la actividad de la caspasa 3, la muerte
de hepatocitos, y la insuficiencia hepatica (Rai et al. 1998). De
acuerdo con estos datos, se ha demostrado que el NO ejerce
efectos hepatoprotectores y anti-apoptdticos en varias situaciones
patoldgicas. Por ejemplo, la lesién hepatica inducida por
tetracloruro de carbono es mayor en los animales que carecen del
gen iNOS (Morio et al. 2001). Ademas, este nivel de NO participa en
el aumento de los niveles de VEGF a las 72 horas tras la
hepatectomia, necesario para inducir la neovascularizaciéon (Ronco

et al. 2007).
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Fase de proliferacion

En esta segunda fase, los hepatocitos responden a factores de
crecimiento y progresan a través de la fase G1 del ciclo celular
(Fausto, 2000). Este periodo se asocia con la induccidon de genes
implicados en el control del ciclo celular, incluyendo la ciclina D1,
fox M1b, las quinasas dependientes de ciclinas, y el inhibidor de
quinasas dependientes de ciclina p21 (también conocida como
CDKN1A) (Albrecht et al. 1997, Wang et al. 2002; Abrecht &
Hansen, 1999).

Dada la activacion simultdnea de las diversas vias que se
produce después de la HPx, se producen cambios significativos en
la expresidn génica global durante este proceso. En la evaluacion de
perfiles de expresiéon génica durante la fase G1 temprana, G1
tardia, y la fase S del ciclo celular tras la PHx, White y colaboradores
(2004) describen una disminucidn inicial en la expresiéon de genes
implicados en el metabolismo de los esteroides y de los lipidos y en
la biosintesis de hormonas, es decir, de las actividades normales
desempeiiadas por el higado quiescente. Como era de esperar, mas
adelante hay un aumento de la expresion de los genes implicados
en la sintesis de proteinas y en la organizacién del citoesqueleto. En
los primeros minutos después de la hepatectomia parcial, se
produce un cambio en el perfil transcripcional. Este cambio
transcripcional consiste en un aumento de los niveles de expresion
de genes implicados en la regulacion de la transcripcion: Foxd3,
foxil, CUX1, ER y E2F-1, posteriormente se activan c -jun, Myb, Ets-
1, Elk-1 y USF, que estan asociados con la replicacion del DNA
(White et al. 2005). Estos datos demuestran que el higado responde
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inicialmente a la PHx con grandes cambios en la expresidon génica, y
sugieren que existen mecanismos genémicos y epigendmicos que
actuarian para preparar a los hepatocitos quiescentes para la
replicacion del DNA, que se produce aproximadamente 12 horas

tras la HPx de ratén.

VIl.2.2. El Higado en desarrollo.

Al igual que ocurre en la involucion de la glandula mamaria,
diferentes procesos bioldégicos como la organogénesis, la
proliferacién o la diferenciacién celular, asi como la apoptosis,
confluyen de manera coordinada a lo largo del desarrollo hepatico.
Ademads, aunque el desarrollo embrionario del higado no es una
recapitulacién exacta de la regeneracién hepatica, ambos procesos
comparten factores clave para promover la proliferacién celular
(Otu et al. 2007).

Los analisis por microarrays han demostrado que el higado
fetal sufre grandes cambios a nivel transcripcional de forma
secuencial durante el desarrollo (Lee et al. 2012a). En embriones de
8 dias de desarrollo, antes del proceso de organogénesis, tiene
lugar la especificacion, donde células del endodermo se diferencian
ligeramente para adquirir un destino celular especifico. En este
sentido, se han identificado diferentes factores de transcripcién
que controlan las etapas iniciales del desarrollo hepatico (Cirillo et
al. 1998; Cirillo et al. 2002; Cirillo & Zaret, 1999). Posteriormente,

cuando las células del endodermo ya se han especificado, en
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embriones de ratén de 9 dias de desarrollo, empieza el proceso de
organogénesis propiamente dicho. En este punto del desarrollo se
coordinan diferentes procesos de proliferacién, migracion,
adhesidn y diferenciacidon para formar el diverticulo hepatico. Este,
recubierto por células del endodermo o hepatoblastos, se
reorganiza para generar un epitelio pseudoestratificado. Esta
transicién se caracteriza por la migracién del nicleo a la parte

apical de la célula durante la mitosis.

Sefales de proliferacion/diferenciacion

Tras la invasion del tabique transverso por parte de los
hepatoblastos, estos contindan proliferando y, por lo tanto, se
produce una expansion del tejido hepatico. En este punto del
desarrollo hepatico se han descrito numerosas vias de sefializacién
qgue promueven dicha proliferacién. Se ha observado que una
disminucién de los niveles de expresion de los genes involucrados
en esta via produce una disminucién de la tasa de proliferacion de
los hepatoblastos (Hilberg et al. 1993; Nishina et al. 1999).

La via de senalizacion del TGF-B, a través de las proteinas
efectoras Smad2/Smad3, también estimula la proliferacion.
Ratones con mutaciones en los genes Smad2 y Smad3 presentan
una hipoplasia del higado (Weinstein et al. 2001). Ademads,
confluyen otras vias de sefalizacién como la de Wnt y factores de
transcripciéon que regulan la proliferacién de los hepatoblastos.
Estos incluyen Prox-1 (Kamiya et al. 2008) y FoxM1B, que activan la

expresion de reguladores de la fase G2/M del ciclo celular
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(Krupczak-Hollis et al. 2004). El inhibidor de la diferenciacion 3
(Id3), se expresa transitoriamente durante las primeras etapas del
desarrollo de higado de pollo, y se ha descrito que una deplecién de
Id3 inhibe la proliferacién de los hepatoblastos (Nakayama et al.
2006). Por ultimo, el factor de transcripcion N-Myc y el factor de
transcripcién homeobox (HLX) estan, a diferencia de los factores de
transcripciéon previamente descritos, expresados en las células
mesenquimales (Hentsch et al. 1996; Giroux & Charron, 1998).

Tras la etapa de adquisicion de un linaje determinado, las
células que van a diferenciarse en hepatocitos sufren un proceso de
maduracién que consiste en la adquisicidn progresiva de la
morfologia y funciones fisioldgicas. Hay numerosos factores de
transcripcién que controlan esta etapa de maduracién de los
hepatocitos, entre ellos cabe destacar: HNF-1a, HNF-1B, FoxAz2,
HNF-4al1, HNF-6, y LRH-1 (Kyrmizi et al. 2006; Beaudry et al. 2006).

La regulacion transcripcional en esta fase de maduracion de los
hepatocitos, no se conoce del todo bien. El papel funcional de los
diferentes factores transcripcionales parece ser paraddjico y
depende del contexto en el que actlien. En este sentido, se ha
descrito que la oncostatina M (OSM), una citoquina de la familia IL-
6, produce una disminucidn de la expresidn de la ciclina D1y D2 en
cultivo primario de hepatocitos fetales, induciendo la diferenciacion
hepatica. La expresidon ectdpica de receptores defectuosos en la
activacion de STAT3 indicd que la disminucion de la expresidon de
ciclinas D1 y D2 por OSM estaba mediada por STAT3. Ademas, la
forma constitutivamente activada de STAT3 suprime la expresion
de la ciclina D1 en hepatocitos fetales, al contrario de lo que ocurre
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en regeneracion hepatica o en lineas de hepatoma donde se
observa un aumento transcripcional de ciclina D1 (Yaginuma &
koike, 1989; Cressman et al. 1996). Todo ello, indica que la
disminucién de la expresion de ciclina D1 mediada por STAT3 es
bastante especifica de los hepatocitos fetales que estan en esta
ultima fase de maduracion, donde se produce una reduccidn de su
potencial de proliferacion (Matsui et al. 2002).

Para finalizar, aunque se conoce bien el papel de Id3 durante
las primeras etapas del desarrollo embrionario del higado
(Nakayama et al. 2006) y, aunque se ha descrito el importante
papel de 1d2 en el desarrollo de otros drganos (Mori et al. 2000;
Yokota, 2001) se desconoce su posible papel en este modelo de

desarrollo hepatico.

Sefiales de apoptosis/supervivencia

Por otro lado, se ha descrito que tanto la proliferacién celular,
como el proceso de apoptosis, tienen lugar durante el desarrollo
normal de la placa ductal. En este sentido, mientras algunas células
biliares precursoras estan en proliferacion, otras entran en
apoptosis, y se piensa que el resultado de una correcta
coordinacion entre estos procesos da lugar a un desarrollo normal
de los conductos biliares intrahepaticos (Bai & Odin, 2003). La
alteracion de la regulacién de la apoptosis en el desarrollo fetal
puede conducir a malformaciones de la placa ductal. Terada y
Nakanuma (1995) observaron mayores niveles de Bcl-2 en las

etapas posteriores del desarrollo de la placa ductal, donde el
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numero de células apoptdticas disminuye, en comparacion con las
primeras etapas (Terada & Nakanuma, 1995). Ademas, Sergi vy
colaboradores (2000) también demostraron la importancia de la
apoptosis durante el desarrollo hepdtico, mostrando que en los
fetos con sindrome de Meckel, un sindrome recesivo autosémico
en el que la placa ductal presenta malformaciones, aumentan los
niveles de Bcl-2 y disminuyen el nimero de células apoptéticas en
comparacion con fetos control de la misma edad (Sergi et al. 2000).

Ademas de las sefiales pro-apoptodticas, también hay un
aumento de la expresion de moléculas que participan en la
supervivencia celular. En este sentido, se ha observado que el TNF-
o induce apoptosis en las células hepaticas al mismo tiempo que
estimula una cascada de sefializacion que activa NF-kB, que
realizaria una funcién pro-supervivencia en este tejido. De hecho,
ratones KO de la IKK o de NF-kB (p65), mostraron un aumento de
los niveles de apoptosis en el higado. Curiosamente, este aumento
de la apoptosis se contrarrestaba por la inactivacidon del receptor de
TNF-a, lo que indica que NF-kB protege contra la apoptosis inducida
por TNF en hepatoblastos (Doi et al. 1999). Por otro lado, otra via
de supervivencia muy importante en este tejido es Ila
desencadenada por c-Raf-1. Se ha observado que este protege a los
hepatoblastos de la apoptosis inducida por la unién de FasL a su

receptor (Piazzolla et al. 2005).

En resumen, los andlisis con embriones de ratéon con
mutaciones en varios genes que codifican para diferentes factores

de transcripcidn o proteinas reguladoras, sugieren que existe una
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red de proteinas que participan de forma secuencial en la
regulaciéon de la expresion génica durante el desarrollo y la
morfogénesis del higado, y que estos procesos estdn
estrechamente entrelazados. Por ultimo, aunque se conoce mucho
sobre este proceso, aun queda mucho por indagar acerca de acerca
de los mecanismos moleculares que controlan el desarrollo del

higado como d6rgano.

VII.2.3. El higado en la transformacion neoplasica.

La hepatocarcinogénesis es un proceso complejo que resulta
de una combinacién de alteraciones epigenéticas y genéticas. En las
Ultimas décadas, se ha hecho un gran esfuerzo por identificar
moléculas clave que participan en el desarrollo y la progresién del
carcinoma hepatocelular o hepatocarcinoma (HCC). La patogénesis
del HCC se asocia frecuentemente con una muerte inicial de los
hepatocitos, infiltracion de células inflamatorias y una
regeneracion/proliferacion compensatoria del higado. Las
etiologias mas importantes relacionados con el desarrollo de HCC
incluyen la infeccién viral por hepatitis B (VHB) y C (VHC), y el
consumo excesivo de alcohol, esteatosis, inflamacion y cirrosis
(Farazi & DePinho, 2006). Por lo tanto, la comprension de las vias
de sefializacion moleculares que median estos procesos durante la
tumorigénesis del higado es importante para la identificacién de

nuevas dianas terapéuticas.
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Se han descrito numerosas rutas de sefializacién desreguladas
en HCC, entre ella se incluyen la via Wnt/B-catenina, donde se ha
observado una inactivacién del gen APC o una mutacién del proto-
oncogén [B-Catenina, impidiendo de ese modo su degradacion
(Herbst & Kolligs, 2007; Huang et al. 1999; Colnot et al. 2004). Otras
vias como la de las MAPK, PI3K/AKT, TGF-B, entre otras, estan
involucradas en la desregulacién del crecimiento celular y tienen un
papel fundamental en la determinacién de la progresiéon del
hepatocarcinoma y su agresividad (Satoh & Kaziro, 1992; Hu et al.
2003; Kawate et al. 1999). Como hemos visto anteriormente, la via
de sefalizacion de NF-kB promueve la supervivencia de los
hepatocitos en el higado en desarrollo. Ademas, también juega un
papel crucial en las respuestas inflamatorias del higado mediante el
control de la expresiéon de varios factores de crecimiento y
citoquinas. Una de estas citoquinas es IL -6, esta ejerce muchas de
sus funciones a través de la activaciéon de STAT3, un importante
factor transcripcional en el desarrollo del HCC (Maeda et al. 2005;
He et al. 2010).

NF-kB aparentemente desempefia funciones opuestas en
diferentes modelos de HCC de ratdon. Mientras en algunos modelos
desempeiia un papel pro-oncogénico, en otros impide el avance
tumoral. En este sentido la supresion especifica del gen IKKB en
hepatocitos, y por lo tanto la inactivacién de NF-kB, conduce a una
mayor incidencia de tumores en el higado tras el tratamiento con el
carcinégeno dietilnitrosamina (DEN) (Maeda et al. 2005). Del
mismo modo, la ablacién de la subunidad reguladora IKKy/NEMO
del complejo IKK en hepatocitos, produce una disminucién de la
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actividad de NF-kB, desarrollando una hepatitis crénica y HCC
(Luedde et al. 2007). Sin embargo, un articulo anterior demostrd
que la inhibicion de la actividad de NF-kB en las células del
parénquima hepatico en fases posteriores del desarrollo del cancer
producia una reduccién del tumor (Pikarsky et al. 2004). Esto podria
ser explicado porque varios genes diana de NF-kB tienen actividad
citoprotectora, por lo que la inactivacion de NF-kB podria
sensibilizar a los hepatocitos a la apoptosis, y la pérdida de la masa
de células de parénquima desencadenaria una respuesta
regenerativa potente. Esta proliferacion compensatoria de los
hepatocitos en condiciones inflamatorias aumenta el riesgo de
transformacién neopldsica. Sin embargo, la disminucién de la
progresion tumoral observado por la inhibicidon de la actividad de
NF-kB en las etapas posteriores puede reflejar el papel clave
desempefiado por este factor de transcripcion en la supervivencia
de las células ya transformadas. Por lo tanto, la preservacion de la
supervivencia de los hepatocitos puede reducir indirectamente la
tumorigénesis mediante la atenuacion de la respuesta proliferativa
compensatoria, ya que los hepatocitos con mutaciones oncogénicas
no entrarian en el ciclo celular (Sakurai et al. 2006).

Para finalizar, todavia se desconoce la implicacion exacta de las
Id en el carcinoma hepatocelular (HCC). A diferencia de la expresion
continua de las proteinas Id durante el cancer de mama, de
prostata y de la carcinogénesis de colon, se han observado
diferencias en los niveles de expresidon de Id1, Id2 e Id3 en las
diferentes etapas del HCC. Se ha sugerido que las proteinas Id
podrian desempefar un papel en las primeras etapas de la
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hepatocarcinogénesis, pero no en el desarrollo del carcinoma
avanzado (Damdinsuren et al. 2005). Por lo tanto, es fundamental
profundizar en el papel que ejercen la diferentes proteinas Id en el
higado para poder entender mejor su implicacion en este proceso

neoplasico.
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Objetivos

El objetivo general del presente trabajo de tesis consiste en
analizar el papel de NF-kB e Id2 como nodos de regulacidn
transcripcional en un contexto fisiolégico en el que tienen lugar
varios procesos biolégicos, moleculares y celulares de forma

simultdnea y coordinada.

Con el fin de comprender mejor los complejos mecanismos por
los que NF-kB regula la transcripciéon de los genes diana, se
estudiara el papel de este factor transcripcional como un nodo de la
regulacion durante la involucion de la glandula mamaria. Para ello

se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Identificar, mediante experimentos ChIP/chip, los genes
diana para el factor NF-kB transcripcionalmente activos

durante la involucidn de la glandula mamaria.

1.1. Determinacién y andlisis del sitio de union de NF-kB a los

promotores, junto con su coactivador p300.

1.2. Validacion de los resultados obtenidos en el ChIP/chip.

1.3. Andlisis bioinformatico de las funciones moleculares vy
biolégicas de aquellos genes que presenten unido el

complejo formado por NF-«kB y p300.
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2. Estudiar el papel de los genes diana de NF-kB y p300

durante la involucidn de la glandula mamaria.

2.1. Estudio de la funcién de los genes seleccionados durante
la muerte celular programada que tiene lugar tras el

destete.

Anteriormente hemos observado a nivel fisioldgico que 1d2,
junto con E2F4, forma parte de un complejo represor en el
promotor de c-myc, afectando a la estructura de la cromatina
(Rodriguez et al. 2006). Por lo tanto, con el fin de determinar si la
proteina Id2 tiene un papel general sobre la regulacién de la
expresion de genes modulados por E2F4 en higado adulto

guiescente, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Determinar la unién de Id2 a un grupo concreto de genes
modulados por E2F4, mediante experimentos de ChIP/chip

en higado de raton adulto.

1.1. Determinacion y analisis del sitio de unién de Id2 a los

promotores.

1.2. Andlisis bioinformatico de las funciones moleculares y

bioldgicas de aquellos genes unidos por E2F4/1d2.
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2. Papel de Id2 en el proceso biolégico que se haya
seleccionado a partir de los resultados derivados del

apartado 1.3.

2.1. Validacion de los resultados obtenidos en el ChIP/chip, en
modelos experimentales in vivo. Unién de Id2 a una
seleccion de genes y correlacién con la expresidon de

dichos genes.

2.2. Dado que los niveles de expresion de 1d2 son claves para
la funcion de esta proteina, se estudiara la regulacién de

la expresion de |d2 en este modelo.
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I.  Animales de experimentacion.

Los ratones C57BL/6 (taconic) utilizados en todos los estudios
se mantuvieron en jaulas individuales en un ambiente controlado,
a una temperatura ambiental de 20-229C y ciclos de 12 horas
luz/oscuridad. En todos los casos los animales tuvieron acceso a
alimentos y agua ad libitum.

En todos los estudios se siguieron estrictamente las normas
basicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en
experimentacion y otros fines cientificos segun se establece en la
ley 2010/63/UE y el Real Decreto 53/2013. Los protocolos
experimentales fueron, ademads, aprobados por la Comisién de
Investigacién Experimental Etica de la Universidad de Valencia.

Segun el propdsito del estudio, los modelos animales se

clasifican en dos grupos:

A) Los estudios de NF-kB como nodo de regulacion de redes
transcripcionales se llevaron a cabo en la glandula mamaria
murina durante la fase de involucidn tras el destete forzado de
las crias. En todos los casos se utilizaron al menos cinco

animales para cada condicién:
e Grupo control en fase de lactancia: Ratones hembra que

tienen entre siete y diez crias y se encuentran en el pico de

la lactancia (9-11 dias después del parto).
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Grupo en fase de involucion tras el destete forzado:
Formado por ratones de las mismas caracteristicas que las
del grupo control, alimentados y mantenidos en idénticas
condiciones. Sin embargo a este grupo, se les retiraran las
crias a las 6, 24, 48, y 72 horas antes de la realizacion de los

experimentos.

B) Los estudios de Id2 como nodo de regulacién de redes

transcripcionales se llevaron a cabo en higado de ratones

macho de 13 semanas. En todos los casos los grupos

experimentales estaban formados por al menos 5 animales,

estableciéndose los grupos que se indican a continuacion:

Grupo control: Se utilizaron higados de ratones adultos
(higado quiescente) como control para los estudios de

desarrollo.

Grupo de desarrollo fetal: Se sacrificaron ratones a los 14
dias de gestaciéon (el dia que se observa la aparicion del
tapon vaginal se considera el dia 0). Los higados de todos
los fetos procedentes de la misma hembra se unificaron y

fueron considerados como una Unica muestra.

Grupo de regeneracion hepatica: Se realizaron
hepatectomias parciales de 2/3 del higado en ratones

adultos para estudios de regeneracién hepatica. Los
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higados fueron recogidos 3 horas después de la operacidn,

para su posterior estudio.

= Grupo “SHAM” u operacion simulada: Se realizd6 un
procedimiento quirdrgico de hepatectomia simulada en el
gue se somete al ratdon a una laparotomia en la cavidad
peritoneal sin la consiguiente hepatectomia y su posterior

sutura.

Il. Cultivos celulares.

Se utilizaron células epiteliales de mama de ratén NMuMG,
obtenidas de la ATCC (Manassas, VA, EE.UU.). Estas células se
cultivaron de forma rutinaria en medio Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) suplementado con suero bovino fetal al 10%, 10
ug/ml de insulina, 100 unidades/ml de penicilina y 100 pg/ml de
estreptomicina. Las condiciones de cultivo en todos los casos
fueron las mismas. Las células se mantuvieron en incubadores con

una temperatura constante de 372Cy un porcentaje de CO; del 5 %.

IIl. Extraccion de tejido.

Para la obtencion de tejido, los animales fueron anestesiados
con pentobarbital sédico (Abbott Laboratories, S.A) por inyeccién
intraperitoneal (60 mg/Kg de peso corporal, en NaCl 0.9%). El

higado o la glandula mamaria inguinal se extrajeron rdpidamente,
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IV.

se lavaron con suero fisiolégico y se secaron sobre papel de filtro.
Posteriormente el drgano fue pesado e inmediatamente congelado
por la técnica del freeze-clamped con dos bloques de aluminio
previamente enfriados por inmersién en nitrégeno liquido
(Wollemberger et al. 1960). Finalmente, las muestras se
almacenaron a -802C hasta su procesado. En el caso en el que las
muestras se utilizaran posteriormente en estudios histoldgicos,
fraccionamientos subcelulares, experimentos de
inmunoprecipitacion de cromatina o en actividades enzimaticas, los
6rganos se pre-procesaron de forma distinta segun el experimento

(Ver en posteriores apartados).

Extraccion y cuantificacion de proteinas.

La extraccidon de proteinas totales se realizé a partir de 0.2 -
0.3 g de tejido congelado. El tejido correspondiente fue
homogenizado utilizando el homogenizador Ultra-Turrax® basis
(IKA®-Werke GmbH & Co.), con tampén RIPA (1.8 mM NaH,PO,,
8.4 mM NazHPO4, SDS 0.1 % (p/v), Tritdon-X100 1.0 % (v/v), 0.1 M
NaCl, Deoxicolato sddico 0.5% (p/v)). A excepcion de aquellos
experimentos de medida de actividad de calpaina enddgena o
con calpaina recombinante, el tampdén RIPA fue suplementado
con 1ImM PMSF, 2uL/mL de inhibidores de proteasas y 5uL/mL de
inhibidores de fosfatasas (Calbiochem) a 49C. Tras la
homogenizacién, las muestras se incubaron a 42C durante 30
minutos, agitando en vortex cada 10 min. Posteriormente, se
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centrifugaron a maxima velocidad (14000g) durante 30 min a 42C.
El sobrenadante de dicha centrifugacion, que contiene el extracto
proteico, se recogid y se congelé a -802C hasta el momento de su
uso.

Las muestras de proteinas, se cuantificaron mediante el
reactivo comercial BCA (Bicinchoninic acid; Pierce Chemical Co),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para el andlisis de los
extractos nucleares y citosdlicos, las proteinas se cuantificaron

utilizando el método de Bradford (Bio-Rad).

V. Aislamiento y cuantificacion de RNA.

El RNA total de los diferentes tejidos se extrajo usando el
reactivo comercial TRIzol (Invitrogen Life Technologies), seguido
de una purificacion adicional en columna (RNeasy; Qiagen). La
concentracion y la pureza del RNA se evaluaron utilizando un
espectrofotémetro NanoDrop ND-2000 (NanoDrop Technologies).
Por otro lado, la integridad del RNA se comprobd mediante
electroforesis en un gel MOPS, observandose un doblete de

bandas correspondiente al RNA ribosédmico 28S y 18S.

VI. Fraccionamiento subcelular.

Para el fraccionamiento subcelular se utilizaron diferentes
muestras de tejido fresco de higado, ya sea procedente de ratones

adultos o fetales. Las fracciones nucleares y citosdlicas se
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extrajeron con el kit comercial "Nuclear extract kit” siguiendo el
protocolo recomendado por el fabricante (Active Motif, Carlsbad).
Brevemente, los diferentes tejidos fueron troceados en pequefios
fragmentos de 2-3 mm? y homogenizados en un homogenizador de
vidrio tipo Dounce con tampdn hipotdnico. Posteriormente, tras
una centrifugacion a 850g de 10 min, se recogieron las células
intactas. A continuacion, estas células fueron lisadas mediante una
incubacion de 15 min en hielo con tampdn hipotdnico
suplementado con detergentes. Después de esta incubacion, los
nucleos se recogieron por centrifugacién (10 min, 14000g a 49C) y
el sobrenadante se recuperd como fraccidn citosdlica. El
precipitado, formado fundamentalmente por nucleos intactos, se
lis6 mediante una incubacion de 30 min con un tampén de
solubilizacidn nuclear y con agitacién suave. Finalmente, se separé
el sobrenadante mediante una centrifugaciéon de 10 min a 14000g y
a 429C. Este sobrenadante, con el extracto enriquecido en proteinas

nucleares, se congeld a -802C hasta el momento de su uso.

VIl. Andlisis de expresion génica por gPCR.

La retrotranscripcién (RT) se llevé a cabo a partir de 0,5ug de
RNA total con el High-capacity RNA-to-cDNA kit (Applied
Biosystems) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
condiciones de PCR para la obtenciéon del cDNA fueron de una

incubacién inicial de 372C durante 60 min seguidos de 5 minutos a
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959C en un termociclador Gene Amp PCR system 2700 (Applied
Biosystems).

La amplificacion mediante qPCR del cDNA, se realizé
empleando el kit GeneAmp Fast PCR Master Mix (Applied
Biosystems) que contiene todos los componentes necesarios para
llevar a cabo la reaccién de la Taq polimerasa. Las reacciones para
la gPCR se llevaron a cabo con 1L de cDNA en un volumen final de
10uL, usando el sistema 7900HT Fast Real-Time PCR (Applied
Biosystems). Las condiciones de amplificacion fueron las
preestablecidas por Applied Biosystem. Los primers especificos
(primers pre-disefiados por Tagman) que se emplearon en el
presente trabajo fueron: Capnl (MmO00482964_m1), Capn2
(Mm00486669_m1), Capnsl (MmO00501568 m1), Atp2b2
(MmO00437640_m1), ld2 (Mm00711781_m1), c-myc
(MmO00487803_m1), ep400 (Mm00551485_m1), [sm1l
(MmO00659493_m1), Jmjd6 (MmO00466679_m1) vy Suv39h2
(Mm00469689_m1).

Para determinar los niveles de expresion génica de los
diferentes genes a analizar, se utilizé el método comparativo de Ct,
conocido como método 22 T (Livak & Schmittgen, 2001). La
expresion de los diferentes genes se normalizd relativizando los
valores de expresidn obtenidos por triplicado con respecto a un gen
de expresidn constitutiva (control enddégeno), que en nuestro caso

fue el 18S.
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VIIl. Cuantificacion de calcio intracelular.

Para la cuantificacidn del contenido de calcio intracelular a lo
largo de la involucién de la glandula mamaria se utilizé un kit de
ensayo colorimétrico (Biovision, CA, EE.UU.). Brevemente, el
tejido mamario fue troceado, lavado con PBS y lisado con un
homogeneizador Dounce. Posteriormente, por cada muestra a
analizar, se utilizaron 25 pL de lisado junto con 90 pL del reactivo
cromogénico (o-cresolftaleina) y 60uL del tampdn proporcionado
por el kit (calcium assay buffer) en una placa de 96 pocillos. A
continuacion, la placa se incubd durante 10 minutos a
temperatura ambiente. En la misma placa se realizé una curva
estandar utilizando diluciones seriadas de CaCOs (0-1,5 mg/dl).
Finalmente se midid la absorbancia a 575 nm utilizando un lector

de placas (Multiskan EX, Thermo).

IX. Medida de actividad calpaina.

La actividad Capn se midié mediante un kit comercial, Calpain
activity assay kit (QIA-120, Calbiochem, Billerica, MA, EEUU). En
este kit se mide la capacidad de las calpainas de romper Suc-LLVY-
AMC, un substrato fluorogénico sintético especifico de estas
enzimas, segun las instrucciones del fabricante. Brevemente, se
incubaron alicuotas de 50 pg de extractos de proteinas de cada
condicién con una solucién activadora (con Ca®* y un agente

reductor, TCEP) o con BAPTA (un quelante de calcio que bloquea
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completamente la actividad calpaina). Posteriormente se midid la
fluorescencia con un lector de microplacas a una longitud de onda
de excitacién de 360 nm y de emisién de 460 nm. De este modo,
la actividad calpaina se determind restando la actividad obtenida
utilizando el tampdn de inhibicidn a la actividad detectada con el

tampodn de activacién.

X. Técnicas inmunoldgicas.

X.1. Anticuerpos.

Los anticuerpos que se han utilizado a lo largo de esta tesis se
detallan en la tabla | adjunta. En ella se indica la dilucién empleada,
la casa comercial, asi como la referencia y la técnica en la que se ha

empleado el anticuerpo.

X.2. Western blotting.

Los extractos de proteinas, en cantidades idénticas para cada
muestra (entre 10 y 25 pg) se diluyeron con tampdn de carga (SDS-
Laemmli Buffer: 50% glicerol v/v, 10% SDS, 25% B-mercaptoetanol y
0.05% azul de bromofenol en tampdn 0.3 M Tris-HCl pH 6.8) y se
desnaturalizaron por incubacién a 95°C durante 5 min. Las
muestras se cargaron en geles de acrilamida SDS-PAGE a diferentes
porcentajes, segln el peso molecular de la proteina a analizar. Las
proteinas se separaron por electroforesis segin el método descrito
por Laemmli (Laemmli et al. 1970), en cubetas con tampdn de
electroforesis (0.25 M pH 8.6 Tris-HCI; 1.92 M glicina, 1 % SDS (p/v))
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a voltaje constante de 100 V a lo largo del gel de concentracién y de
120V a lo largo del gel de resolucién. Posteriormente, las proteinas
separadas por SDS-PAGE, se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa (Protran®, Whatman) siguiendo la técnica de Burnette
(Burnette, 1981). Las condiciones de transferencia fueron de 60V
durante 90 minutos en tampdn de transferencia (0.25 M pH 8.6
Tris- HCI, 1.92 M glicina y 20% metanol (v/v)). Como control de la
transferencia se tifieron la totalidad de las proteinas de manera
inespecifica con rojo ponceau.

Con el fin de evitar la unién inespecifica de anticuerpos a la
membrana, evitando de ese modo un elevado fondo o falsos
positivos, las membranas de nitrocelulosa se bloquearon con una
solucién de BSA al 5% (p/v) disuelto en TTBS (0.05 M Tris, 0.15 M
NaCl y 0.05% de Tween 20) durante 1 hora en agitacion y a
temperatura ambiente. Las membranas, una vez bloqueadas, se
incubaron durante 18-20 horas a 42C con los anticuerpos primarios
correspondientes, diluidos en una solucidon de BSA al 1% en TTBS.
Posteriormente, tras 3 -5 lavados con la solucién de BSA/TTBS, las
membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios
conjugados con peroxidasa (DAKO) a una diluciéon 1/5000 durante 1
hora. Finalmente, tras 3 o 4 lavados con TTBS, las membranas se
incubaron 1 minuto con un reactivo quimioluminiscente (ECL
Detection Kit, GE Healthcare). La seial luminosa resultante queda
impresionada sobre una pelicula de autorradiografia (Amersham
Hyperfilm MP), la cual se revela con la maquina Curix60 (AGFA). La
intensidad de las bandas se midid por densitometria usando el
software de andlisis de imagen Image J.
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Tabla |
e T e e el

p65 (NF-kB) ChiP Santa Cruz (sc-372) 1/100

P300 ChlP Cell Signaling (1387) 1/25

RNApol Il ChiP Santa Cruz (sc-899) 2 g
RNApol Il WB Santa Cruz (sc-899) 1/1000
Capnl -COOH WB Abcam (ab39170) 1/4000
Capn2-COOH WB Biovision (3372) 1/1000

Capn2-COOH IF Cell signaling (2539) 1/50
Capnl -NH2 WB Abcam (ab28257) 1/1000

Capnl -NH2 IF Abcam (ab28257) 1/100
Capn2-NH2 WB Abcam (ab39165) 1/1000
GADPH WB Abcam (ab8245) 1/5000
Histone H3 —COOH WB Millipore (07-690) 1/40000

Histone H3 —COOH ChiP Millipore (07-690) 2 ug
B - Actina WwB Abcam (ab8227) 1/2500
36/E-Caderina WB BD Biosciences (610182) 1/3500

36/E-Caderina IF BD Biosciences (610182) 1/100
B - Catenina WB Abcam (ab6301) 1/1000
Catenina p120 WB Abcam (ab11508) 1/10000

Talina 1 WB SIGMA (T3287) 1/400

1d2 WB Santa Cruz (sc-489) 1/500

1d2 ChiP Santa Cruz (sc-489) 2 ug

1d2 P Santa Cruz (sc-489) 2 ug

E2F4 ChiP Santa Cruz (sc-866) 2 ug
UsP1 WB Cell signaling (8033) 1/1000

USP1 P Cell signaling (8033) 1/50

Tabla I. Listado de anticuerpos utilizados a lo largo de este proyecto de tesis. En
la tabla se especifica la proteina que reconocen los distintos anticuerpos, la
referencia comercial, la dilucion o cantidad en ug empleada, asi como la técnica
en la que han sido utilizados. WB: Western blot. IP: Inmunoprecipitacion. IF:

Inmunofluorescencia. ChIP: Inmunoprecipitacion de cromatina.
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X.3. Inmunofluorescencia.

Los tejidos de glandula mamaria en el pico de la lactancia
(control) y a diferentes tiempos tras el destete (6, 24, 48 y 72
horas) se fijaron con formaldehido al 4%, y posteriormente se
incluyeron en bloques de parafina. A continuacién se realizaron
cortes de 5um de grosor, y se montaron en un portaobjetos.

Para la inmunofluorescencia, los cortes fueron desparafinados
sumergiéndolos con xileno, rehidratados con diferentes soluciones
de alcohol a concentraciones decrecientes (100, 90, 70, 50 y 30%
EtOH) y lavados con PBS (Sigma). La exposicion de los antigenos, se
llevé a cabo hirviendo las muestras a altas presiones durante 10
min con una solucién de citrato sdédico 10 mM pH 6.
Posteriormente, se bloqueron las secciones con suero de cabra
(normal goat serum 5%; Dako) en una camara humeda durante 1h a
temperatura ambiente (TA). Después del bloqueo, las muestras se
dejaron incubando durante toda la noche con los anticuerpos
primarios correspondientes diluidos en PBS y 0.3% Triton-X100
(Anticuerpos IF tabla 1). Al dia siguiente, los cortes se incubaron con
sus respectivos anticuerpos secundarios a TA y en oscuridad
durante 1 hora. Los anticuerpos secundarios utilizados fueron:
Alexa Fluor 488 anti-rabbit IgG (Invitrogen) y Cy3 anti-mouse 1gG
(Sigma Aldrich) diluidos 1:400 en PBS con 0.3% Triton X-100. Los
nucleos se tiferon con Hoechst 33342 (Invitrogen) diluido 1:1000
en agua destilada durante 10 minutos. Las imdagenes fueron
visualizadas y adquiridas mediante el servicio de microscopia

confocal (Leica TCS-SP 2) ubicado en la Unidad Central de
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Investigacion de la Facultat de Medicina (UCIM) de la Universidad
de Valencia. Los controles negativos se realizaron siguiendo el
protocolo descrito, pero incubando los cortes tan solo con el

anticuerpo secundario.

X.4. Inmunoprecipitacion.

La inmunoprecipitacion se realizé a partir de alicuotas de 200
pg de proteinas de tejido hepatico. La reaccion de
inmunoprecipitacién se realizé durante toda la noche en rotacion y
a 49C con anticuerpos que reconocen Id2 o USP1 (Tabla I). Como
anticuerpo no relacionado se utilizé 1gG de suero normal. Al dia
siguiente, los complejos de proteina-anticuerpo (inmunocomplejos)
se retuvieron afiadiendo 50 pl de esferas de proteina A/G-
sepharosa (50:50 (v/v)). Posteriormente, tras descartar los
sobrenadantes, se realizaron varios lavados con PBS y Tris-HCI 0.05
M pH 8, para retirar las impurezas y las uniones no especificas.
Finalmente, se recuperaron los inmunocomplejos, hirviendo las
muestras a 952C con tampodn de carga de electroforesis. Los
inmunocomplejos se analizaron por Western blot como se ha
descrito previamente. Como Input se utilizé una fracciéon de los

extractos de proteinas empleados para lainmunoprecipitacién.
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X.5. Inmunoprecipitaciéon de cromatina (ChIP assay).

Los diferentes tejidos se trataron con formaldehido (1%)
diluido en PBS durante 10 min, para entrecruzar el DNA con las
proteinas que estuvieran unidas a él. Pasado este tiempo, la
reaccién se detuvo afiadiendo glicina a una concentracién final de
0.125 M. Posteriormente, la cromatina se extrajo siguiendo el
protocolo descrito previamente (Sandoval et al. 2004).

A continuacién, las muestras se sonicaron con un sonicador
Vibra-Cell VCX500 (14 pulsos de 10 segundos de sonicacién al 38%
de amplitud y 50 segundos de descanso) obteniéndose fragmentos
de cromatina en torno a un tamafio medio de ~500pb. La
concentracion de la cromatina en muestras diluidas 1:200 (v/v) en
SDS 1% se determind por espectrofotometria a una longitud de
onda de 260 nm. El tamano de los fragmentos obtenidos se
comprobd mediante electroforesis en gel de agarosa. Para ello, una
alicuota de la cromatina sonicada y cuantificada, se incubo 30 min a
TA con 1 pg de RNasa seguido de una incubacién con 2 pl de
proteinasa k durante toda la noche. Al dia siguiente se purificd
mediante el kit comercial PCR purification kit QIAquick® DNA
(QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Una vez comprobada la efectividad del sonicado y el tamafio
correcto de los fragmentos, las muestras se sometieron a un pre-
aclarado con esferas de proteina A/G-sefarosa previamente
bloqueadas con ADNA (50 pg/ml), tRNA (500 ug/ml), y BSA (10 mg/
ml). Las alicuotas de 4.5 U de cromatina en tampdn de dilucién (165

mM NaCl, 0.01 % SDS, 1.1 % Triton X-100, 1.2 mM EDTA, 16.7 mM
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Tris-HCI, pH 8.0) se incubaron con las esferas de proteina A/G-
sefarosa (GE Healthcare). Este prelavado se realizé durante 1 hora a
4°C en rotacion.

Tras el pre-aclarado, las muestras de cromatina se incubaron
con 2 ug del correspondiente anticuerpo (Tabla 1) a 4°C en rotacién
durante toda la noche. Otra alicuota de este sobrenadante, se tratd
del mismo modo, pero afiadiendo un anticuerpo no relacionado
(normal serum IgG, DAKO). Ademas, se guardé como input una
alicuota del extracto total de cromatina.

Al dia siguiente, las diferentes muestras se incubaron durante 4
horas a 42C en rotacion con las esferas previamente bloqueadas.
Posteriormente los inmunocomplejos se lavaron con diferentes
tampones: dos lavados con el tampdn de baja salinidad (150 mM
NaCl, 0.5% Deoxicolato Sédico, 0.1 % SDS, 1% Nonidet P-40, 1 mM
EDTA, 50 mM Tris—HCl), dos con el de alta salinidad (500 mM NacCl,
0.5% Deoxicolato Sadico, 0.1 % SDS, 1% Nonidet P-40, 1 mM EDTA,
50 mM Tris—HCl), dos con el tampdn LiCl (250mM LiCl, 0.5%
Deoxicolato Sédico, 0.1% SDS, 1% Nonidet P-40, 1 mM EDTA y
50mM Tris—HClI) y finalmente se hicieron dos lavados con el tampdn
TE (0.25 mM EDTA, 10 mM Tris—HClI).

La recuperacion de los inmunocomplejos se realizé afadiendo
100 pl de buffer de elucién (1% SDS, 100 mM NaHCO3) y con una
agitacion fuerte durante 10 minutos. Después se centrifugaron las
muestras y se recogieron los sobrenadante. Tras la elucion, los
inmunoprecipitados y los inputs se desentrecruzaron mediante
incubacién a 659C durante toda la noche. Al dia siguiente se
afadieron 50 ug de proteinasa k y se incubaron 1 hora a 379C.
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Finalmente, el DNA de los input y de los inmunprecipitados se
purific6 con un kit de purificacion de PCR (Qiagen, Hilden,
Alemania) y se analizé por qPCR con cebadores especificos y SYBER
Green. Ademas, los productos de la amplificacion se separaron
segln su peso molecular mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2% y se tifleron con bromuro de etidio. Se calculé el
incremento relativo como porcentaje respecto al input. Las

secuencias de los primers se muestran en la tabla Il.

Xl. Ensayo de proteccion frente a nucleasa de

micrococo.

Para los ensayos de proteccion frente a nucleasa de micrococo
(MNasa), se obtuvieron nucleos de higado entrecruzado con
formaldehido de forma similar a lo descrito anteriormente. Para la
digestidn con la MNasa las fracciones nucleares se resuspendieron
en tampdn RSB (10 mM de NaCl, 3 mM de MgCl2, 1 mM de CaCl2,
10 mM B-mercaptoetanol, 0,15 mM de espermina, 0,5 mM de
espermidina, 2 pl/ml de coctel de inhibidores de proteasas (Sigma),
50 mM de Tris-HCl y a pH 7,5). Los nucleos (7 x 10%) se
centrifugaron a 2000g durante 3 min a 42Cy se lavaron con 1 ml de
buffer RSB frio. Después de recoger los nucleos por centrifugacion,
los sedimentos se resuspendieron en 0,5 ml de tampdn RSB sin
inhibidores, y se incubaron con 150 unidades de nucleasa
microcdcica (Roche Applied Science) durante 30 min. La reaccion se
detuvo poniendo las muestras en hielo y afladiendo 100 mM EDTA

en una proporcion 1/10 respecto al volumen final. Con el fin de
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revertir el efecto del formaldehido, los nucleos se incubaron a 652C
durante 2 horas con proteinasa K (50 pug/ml). Finalmente, se extrajo
y se purificd el DNA por el método fenol-cloroformo y se precipitd
con etanol. El sedimento de DNA se resuspendié en 100 ul de
tampdn TE y se incubd con 5 mg/ml de RNasa A durante 1 hora a
3729C. El DNA mononucleosomal se extrajo mediante separacion de
los sedimentos de DNA en gel de agarosa, excision de la banda y
purificacion del DNA con el kit GenClean de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

El DNA mononucleosomal, se analizd mediante qPCR usando
primers (tabla Il) que amplifican pequefos fragmentos que cubren
una region comprendida entre 0 y +600pb desde el sitio de inicio de
la transcripcion (TSS) de los genes. Asi pues, las secuencias
amplificadas corresponderian a aquellas regiones en las que haya
un nucleosoma protegiendo al DNA de la degradacién por la
nucleasa. Para normalizar cada amplicon, en la reaccién de qPCR se
incluyé la muestra procedente del input (un alicuota de muestras
fragmentadas aleatoriamente hasta obtener el tamaiio
mononucleosomal por sonicacidn). Los experimentos se repitieron

al menos tres veces.

XI.1. Nuc-ChlP assay.

Los mononucleosomas obtenidos mediante digestiéon con
MNasa se inmunoprecipitaron con anticuerpos frente a histona H3

o Pol Il siguiendo el protocolo descrito anteriormente para el ChlIP
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assay. La deteccidén del DNA inmunoprecipitado se llevd a cabo por

gPCR (las secuencias de cebadores se muestran en la tabla Il).

Tabla Il

qChIP/C-myc
qChIP/Ep400
qChIP/imjd6
qChIP/Lsm1l
gChlIP/Suv39h2
Jmjd6 +103
Jmjd6 +153
Jmjd6 +240
Jmjdé +290
Jmjd6 +365
Jmjd6 +384
Jmjd6 +494
Suv39h2 +97
Suv39h2 +172
Suv39h2 +262
Suv39h2 +294
Suv39h2 +340
Suv39h2 +417
qChlIP/arntl
qChlIP/canx
qChlP/capnl
qChlP/capn2
qChlIP/ccnd3
qChlIP/crebl
qChlIP/ctsl
qChlP/e2f3

qChlIP/e2f5

GATTCTCTGGCTAATCCCCG

CTGCTTAAGAAGCCGCTTCG

CCCAATTGGCGTGCATGAAG

AGTACGAGAGCTTCCTGAAG

AGGGTGAGCAGGAAAGCACA

TGTTCGCCCAACCCAAAGCTC

TGGCGGCTGAGGAGTGAATCT

GTTTGGTGGCAGGAAACGCGA

AGCGGCTCACGATGAACCA

ACCACAAGAGCAAGAAGCGCAT

TCGACTGGACCCGGCACAA

AGCCCGGCTGTCAAAACTCG

CCAAGGCACGGGGCAGTGA

AGGCCCAAGGCCAGGCGAA

AGCGAGCGTGGTCCGGAGCT

CGAGTGTGCACGAGGTGCCTTA

AGGGTGAGCAGGAAAGCACA

TGCGGTGCTGGAGAAAGGGAAT

AGAAATCCACAGAGCGTGCC
AAATCAGGAAACAGCACGGG
TACCGTTTGTCTAGCGTCCG
AGATGGACACACCAGTAGCC
TGTGCCTCAGTATCATGGTC
TAAAACTCCAGCGAGATCCG
GTTATGCAACTCTCCACCCT
AGGAGAGACTTGGAAACTCC

AAAGAGCTGGGGGTCTACTT
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TCCAGAGCTGCCTTCTTAGG

AGAAAGAACGGCGCACTCGA

CTCGTAGTAGTAGTTGTGCCGGG

GCATCCGCGTAAGCACATT

AGGCACCAGGGGATTCCCTTT

GCGCCTTTAAAGTCGCCTTCCA

TCGCGTTTCCTGCCACCAA

GCGGATGCGCTTCTTGCTCTTG

TCCAGTCGAGCGAGTCCTTGA

TTCAGCGGGTAGCTCTCGTAGT

GACCAGCGGCCCTCGGAA

CGGAGCCACCCCTTCACG

TCGCCGTTCGCCTGGCCTT

CTCCGGACCACGCTCGCT

GCCGCAGCGCGTGTGCTTTC

TCGGAGGTGGCGACCGCTA

AGGCACCAGGGGATTCCCTTT

CCCAAAGTTTCCCGGAGCTCA

CTACTTTCCGACCAATCCGC

TTCCGACCCATTGAGTTAGG

GGGGTATTTTTAACTAGGGCC

ACGAACAATCGCAAGTTGGG

TGGAATGCTCCTACGTCACA

CCGCCATTATTCTTTGTTCGC

CTCAGGCTTTAAAGCCTCTC

TGAGATCTGGATGTACGTG

CCGAGTTTAAATGGCAGGAAG
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qChIP/flna
gChlIP/foxo3
qChlP/htra2
qChIP/mbp
qChIP/mpo
qChlP/piasl
gChlIP/rarg
qChlIP/ripkl
qChlIP/runx3
gChlIP/stat5a
qChiIP/tlel
qChlIP/trp73
qChlIP/uchl1l
qChIP/cmyc
Pol Il ChIP/capn1
Pol Il ChIP/capn2
Pol Il ChIP/ctsl
Pol Il ChIP/flna
Pol Il ChIP/mbp
Pol Il ChIP/mpo
Pol Il ChIP/rarg
Pol Il ChIP/runx3
Pol Il ChIP/trp73

Pol Il ChIP/uchl1

GCTGAGTTGCTTTTGGCGGA

AAAAGACGGGAGTTGCCCGCG

TTACCGGTGCGAGTCAAAGAG

TTGTGTCCAAAGAAGCAGCG

CAGCGAATGACAAGTATCGC

AAATAGTGCGTGTGGGTCTC

ATCCTTGGAAACCCACTGGA

AGTAGTCCTTAGAGGAGGAC

ACTTCTTTCTGCCACAGACCC

GGCTACTATGGACTTCTGCC

CGCGTGTTAATGTAAGCGG

AACACTCTGCAGTGCCACTAA

GGTGCCCATTATTTGTCTGG

GGGTACATGGCGTATTGTGT

TAGTGTTGAGAGTCACACCC

CTAGGACAGAACTCAAAGGG

TGACTCCTGTGAAGAACCAG

GCACTATTCCATCTCAATGCC

ATCCAGAACAATGGGACCTC

TGATAGTGCCAAAAGGAGGG

ATCCTTGGAAACCCACTGGA

CCTCAGCAGTAAACAGAGAG

GCTCCTGTAACAAGACACC

AAGGATCCCACTTCTTAGGG

GAGAGCTCATTTTGAGGC

GGAGACGCGAGCGAATCGAC

ATGCCGGGAAACGTAGTCCC

AGAGGTCTAAATGGCATCGC

CATCTTCATACTCTGCAGGC

CTACAACTCCAGACTCGGGT

TCAGCATCTCAAATGGTGGC

AGCTTCTGAGGAAACTAGCG

TAATTTCAGGATCGCGCAGG

CGCTTCCTGGTTCCTGCC

TTAGCAAAGGGCTGACCAG

GACTCTTCAAAGTCCAGCCA

CACAACACTGCGTATCCACT

AGACCCCCGGAATATAAAGG

ACTGAAGGATTTGGGAAGCG

CGTTTCATAGTCAGACCTCC

GAGATCCTGTCTCATTCAGG

CTTCACTTTAACCAAGCACCC

TCCATGGTACTTGCTGTGGC

CTTGAAGCAGTTTTGCCCAG

TCAGCATCTCAAATGGTGGC

TGCAGATCTGGAGTGAGCGGA

TAGTCGGTATTGGAAGGGA

TTGACTTAAGCAAGCCAGGC

Tabla Il. Listado de primers utilizados en los andlisis de ChIP assays y

posicionamiento nucelosomal. Se proporciona la secuencia de cada pareja de

primers para cada amplicon. En los primers utilizados para el andlisis de

posicionamiento nucleosomal, el numero indica la posicion central del amplicn

respecto al TSS.
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XIl.  ChIP/chip.

Se realizd la técnica ChIP/chip para identificar todos los sitios
donde interaccionan las proteinas p65, p300, Id2 o E2F4 en los

promotores de todo el genoma in vivo.

Xll.1. Amplificacion y etiquetado del cDNA.

Se realizaron tres ensayos de Chip assay (explicado en
apartado X.5) independientes por cada condicién, glandula
mamaria de 48 horas de involucidn tras la lactancia o tejido
hepatico murino adulto. Tras la realizacién de los Chip assay, se
realizd una PCR ligada de los fragmentos de DNA
inmunoprecipitado. Brevemente, mediante la accién de la DNA
polimerasa del fago T4, se generaron fragmentos de cromatina con
extremos romos. A continuacién, se anadieron adaptadores de
secuencia conocida o linkers a todos los extremos de los
fragmentos de DNA inmunoprecipitado. Este DNA se amplificé
mediante PCR, utilizando cebadores complementarios a los
adaptadores. Posteriormente, se realizé una purificacion del cDNA
por columna (GeneChip Sample Cleanup Module, Affymetrix).
Finalmente, se utilizé 1 ug del DNA amplificado para la reaccidn de
fragmentacidon y marcaje mediante el kit comercial de Affymetrix

(GeneChip WT Double-Stranded DNA Terminal Labeling Kit).
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XIl.2. Microarray.

Se utilizaron arrays de promotores (Affymetrix Mouse
Promoter 1.0R Array) que contienen alrededor de 28.000 genes
conocidos de todo el genoma de ratdn. Los promotores génicos se
encuentran centrados en la regién que cubre de -6 a +2.5 kb con
respecto al TSS (sitio de inicio de la transcripcién) con una
resolucion media de 35pb. La hibridacion de los arrays de
promotores se realizé segun el protocolo recomendado por
Affymetrix. Brevemente, después de unas 16 horas de hibridacién a
45°C, se elimind el céctel de hibridacién, se hicieron varios lavados
y se tifieron los arrays en una estacion de fluidos Affymetrix
GeneChip 450. Posteriormente, se digitalizaron los arrays mediante
un Escanner 3000 7G (Affymetrix, Santa Clara, CA, EE.UU.).
Finalmente, se generaron los archivos CEL. mediante el uso del
programa “GeneChip Operating Software” provisto por Affymetrix.

La calidad de los datos obtenidos de los miroarrays (3 arrays
independientes para cada inmunoprecipitado y 3 arrays para sus
respectivos inputs) se analizé utilizando los programas Affymetrix
Tiling Analysis Software y R/Bioconductor. La intensidad de los
datos crudos se representd graficamente, indicando que el
enriquecimiento de cromatina para cada proteina

inmunoprecipitada era éptimo en todos los casos.
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XI1.3.  Analisis de los datos.

El analisis de los archivos CEL. se realizd6 mediante una
comparacion exhaustiva por parejas de muestras
inmunoprecipitadas frente a inputs con el programa Chiplnspector.
Para analizar la significacién estadistica del algoritmo de los
microarrays se realizd un t test Unico a nivel de una uUnica sonda tal
y como se ha descrito previamente (Tusher et al. 2001).
Basandonos en nuestra experiencia con Affymetrix GeneChip
Mouse Promoter Array, se fij6 como ajuste estandar para los
analisis un minimo de tres sondas consecutivas en una ventana de
300pb.

El algoritmo estadistico de Chiplnspector crea un fondo de
datos artificiales mediante la permutacion al azar de los resultados
del array. A cada sonda se le concede un valor basado en su cambio
relativo respecto a la desviacion estdandar de las medidas tomadas
repetidamente para dicha sonda. Las sondas con valores mas altos
de un cierto umbral o valor Delta, serdan consideradas como
significativas. Las permutaciones del conjunto de datos seran
entonces utilizadas para estimar el porcentaje de sondas
identificadas por casualidad con idéntico valor Delta. Por lo tanto,
para cada umbral Delta existira una relacion de sondas significativas
y sondas falsamente positivas. Esta relacion o False Discovery Rate
(FDR), serd el indicador de astringencia. En nuestros analisis se
selecciond siempre un valor de Delta altamente astringente
(FDR=0) con objeto de disminuir el numero de posibles falsos

positivos. Aunque esta aproximacion disminuyd el numero de
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sondas detectadas, el peligro de obtener falsos positivos entre
dichas sondas también disminuyd drasticamente. Este analisis dio
como resultado 15879 sondas positivas significativas para p65,
61918 para p300, 9307 para E2F4 y 871 para Id2.

Mediante el programa RegionMiner (Genomatix) se realizaron
los analisis de promotores de aquellas regiones que resultaron
enriquecidas en el analisis por Chiplnspector. Para crear subgrupos
por categorias a partir de estos genes, se utilizé el programa GePS.
Este programa combina anotaciones gendmicas con datos
encontrados en la literatura. Las secuencias que flanquean los TSS
se extrajeron utilizando el médulo Gene2promoter del Genomatix

Software Suite.

Xlll. Ensayos in vitro de fragmentacion de proteinas

mediada por calpainas.

Para confirmar si la fragmentacién de proteinas observada
durante la involucion de la glandula mamaria estaba mediada por
calpainas, se realizaron experimentos con calpaina recombinante.
Concretamente se incubaron 100 pg de extracto total de
proteinas de glandula mamaria en el pico de la lactancia con
concentraciones crecientes de calpaina 1 recombinante (C6108,
Sigma) y 0.5 mM de Ca?', durante 30 min a 372C. El mismo
experimento se realizdé para el ensayo con calpaina 2 (208718,
Calbiochem), pero en este caso, suplementando con 5 mM de

Ca?*. Finalizada la incubacidn, mediante Western blot se

109



Materiales y métodos

XIV.

analizaron los niveles de las posibles proteinas diana, asi como la
de los fragmentos generados.

La especificidad de la fragmentacién de proteinas mediada
por calpainas se analizé mediante el mismo tipo de ensayo en
presencia o ausencia de diferentes inhibidores de calpainas: 50
UM de calpeptina, un inhibidor especifico de calpainas, con 100
UM de calpain inhibitor VI o con 100 uM de ALLN (Calbiochem),

ambos inhibidores tanto de calpainas como de catepsinas.

Ensayos de silenciamiento génico con siRNA.

Las células NMuMG se sembraron a una densidad de 5200
células/cm?. Tras 24h de cultivo, a una confluencia aproximada del
60%, se realizaron las tansfecciones utilizando el reactivo
lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Una dilucion de lipofectamina 1:50 en Opti-MEM
(Invitrogen) se incubo durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se afiadieron 50 nM de siRNA de calpaina 1
(EMUO057001-50UG, SIGMA) o de calpaina 2 (EMU080871-50UG,
SIGMA), o siRNA no relacionado (EHUEGFP-50UG, SIGMA), en 250
ul de vehiculo (Opti-MEM). Tras 20 minutos de incubacidn, las
células se transfectaron con dicho coctel (dilucién 1:4) y a las 24
horas de transfeccidon, se reemplazé el medio Opti-MEM que
llevaba la lipofectamina, por medio nuevo DMEM. Tras 48 horas, se
realizaron varios lavados con PBS1X y se recogieron las células con

ayuda de un scraper. Finalmente se extrajeron proteinas como se
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ha explicado anteriormente. La efectividad de la transfeccién, se
analizé mediante un Western blot de Calpaina 1 o 2, observandose
una disminucién de aproximadamente el 80% de la proteina

respecto al control.

XV. Analisis estadistico.

Los resultados presentados en las gréaficas corresponden a la
media aritmética de los valores obtenidos en cada experimento * el
error estandar de la media (SEM), de al menos tres experimentos
independientes.

En los experimentos en los que sdlo se compararon las medias
de dos poblaciones distribuidas de forma normal, se utilizé la
prueba t-Student. Aquellos grupos de datos en los que existian
diferencias significativas se indicaron mediante asteriscos (*: P <
0.05; **: P < 0.01; ***: P <0.001).

Para el analisis de expresién génica in silico, donde se
compararon dos poblaciones con una distribucidon no normal, se
utilizd la prueba de Mann-Whitney. Los resultados se presentaron
con un diagrama de cajas y bigotes.

Por otro lado, para el estudio de los resultados obtenidos de
los diferentes ChIP/chip realizados en este proyecto de tesis, se
realizd un analisis estadistico mdas exhaustivo. Dicho analisis esta

explicado en el apartado XIl. 3 de materiales y métodos.
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I. NF-kB como nodo de regulacion de redes

transcripcionales durante la involucion de la glandula

mamaria.

Se ha descrito que, tanto la expresion como la actividad del
factor transcripcional NF-kB, aumenta en la glandula mamaria
durante el embarazo, cae en la lactancia, y aumenta de nuevo en la
involucion del tejido mamario (Brantley et al. 2000). Nuestro
laboratorio habia demostrado previamente un aumento de la
expresion de la iNOs modulada por NF-kB en glandula mamaria tras
el destete con el consiguiente aumento en los niveles de NO
(Zaragoza et al. 2005). Nuestros estudios protedmicos identificaron
a la catepsina D como diana del NO, mostrandose cémo la nitraciéon
de esta proteasa modulaba su actividad enzimatica en la segunda
fase de la involucién, donde esta proteasa participan en la
degradacion de la matriz extracelular y la membrana basal durante
la remodelaciéon de la glandula mamaria (Zaragoza et al. 2007;
Zaragoza et al. 2009). Finalmente, nuestro grupo demostré cémo
las cascadas de sefializacion que desencadenan la involucién, tales
como la via de NF-kB estaban retrasadas en los ratones knockout
para el gen de la iINOS y consecuentemente, la involucion de la
mama aparecia también retrasada (Zaragoza et al. 2010). Este
patron temporal sugiere que NF-kB no sdlo juega un importante
papel durante el embarazo, sino que resulta clave para la involucién
de la gladndula mamaria, constituyendo un posible nodo de
regulacion transcripcional. Este nodo podria coordinar los distintos

procesos bioldgicos que se suceden en un proceso secuencial como

115



Resultados

es la involucién de la mama. Con el fin de profundizar en el papel
gue desempena NF-kB en la involucién tras el destete, nos
propusimos identificar aquellos genes que pudieran estar
modulados por NF-kB, mediante experimentos ChlIP/chip de la

subunidad p65 (RelA) y su coactivador p300.

1.1 Identificacion de los genes diana de NF-kB en la involucion de

la gldndula mamaria de ratdn mediante andlisis de ChIP/chip.

Con el fin de identificar los genes diana de NF-kB durante el
proceso de involucion de la glandula mamaria, se realizd un analisis
ChIP/chip en glandula mamaria de ratén a las 48 horas tras el
destete. Se eligid este tiempo de destete por ser el punto en que se
observa un mayor aumento de la actividad de NF-kB (Zaragoza et
al. 2005).

Con objeto de validar los anticuerpos a usar en el ChIP/chip, se
analizé6 mediante ChIP assay la unién de p65 al promotor del gen c-
myc, un gen diana de NF-kB (Kirillova et al. 1999, Bourgarel-Rey et
al. 2001), en muestras de glandula mamaria murina en el pico de la
lactancia y a las 48 horas tras el destete. Como control positivo se
utilizdé el anticuerpo anti-E2F4, por ser un factor de transcripciéon
cuya union al promotor de c-myc se ha demostrado previamente
(Torres et al. 2009). Como se muestra en la figura 10, p65 sdlo se
unié a la regién promotora de c-myc en las muestras de 48h tras el

destete. Ademds, en ambos casos se observd unién de E2F4 y
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ausencia de amplificacién en las muestras inmunoprecipitadas con
IgG de suero normal, confirmando la validez del anticuerpo para la

inmunoprecipitacion de cromatina.

Figura 10. Validacion del anticuerpo
p65 para experimentos de ChIP/chip.

Lactancia | e .-

Andlisis por ChIP assay de la union de

p65 al promotor de c-myc en muestras
48h Destete | wms s« W de gldndula mamaria en el pico de la

lactancia y a las 48h tras el destete.

Tras la inmunoprecipitacion de cromatina, se realizdé un array
de promotores cubriendo regiones de aproximadamente 28000
promotores conocidos de todo el genoma de ratén. Para identificar
los posibles sitios de unién de p65 a promotores de todo el
genoma, se utilizaron muestras de glandula mamaria de 48 horas
de involucién.

Tras la realizaciéon del Chip/chip, se realizd un analisis
bioinformatico de los archivos CEL. mediante comparacion
exhaustiva por pares de las muestras inmunoprecipitadas frente a
los inputs. Como se ha mencionado en el apartado de Materiales y
Métodos correspondiente, con objeto de disminuir el nimero de
posibles falsos positivos, en nuestros andlisis se seleccioné un valor de
Delta o umbral de significacién estadistica altamente astringente

(FDR=0). La curva resultante de este analisis (Figura 11) muestra la
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cantidad de sondas que se desvian de la sefial de fondo y constituye
un importante control de especificidad para nuestros
experimentos.

En el analisis bioinformatico de los ChIP/chip se obtuvieron
15879 sondas positivas con significacién estadistica, que
corresponden a 4532 genes diana para p65 (los datos crudos se
pueden encontrar en el CD adjunto y en el siguiente vinculo web:

http://www.uv.es/eruizy/ ).

3.0
248
2.0 - - Significativo
1.5

1.0

0.5 A=

0.0 — > No

051 Significativo

Resultado significativo

-1.0
-1.48 /
-2,.0 =

-050 025 0,00 0,245 0,50

Resultado esperado

Figura 11. Curva de significacién estadistica del ChIP/chip de p65. Los grdficos
muestran los valores observados (= reales,) en el eje de las Y, respecto a los
valores esperados (= fondo), en el eje X. Las funciones con valores de desviacion >
A representan el enriquecimiento de p65 en gldndula mamaria de ratones en
comparacion con el DNA gendmico total.
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1.2 Analisis funcional de los genes diana de p65.

Aplicando el Gene Ontology (GO) del programa GePS
(Genomatix) se agruparon funcionalmente el conjunto de genes
diana de p65 (Figura 12). Los porcentajes mostrados en la figura 12
se refieren al numero de genes diana dentro de una categoria
particular en relacién con el numero total de genes diana que
tienen una anotacién GO. Generalmente, los genes unidos por p65
estaban comprendidos dentro de categorias con funciones
moleculares relacionadas con actividad catalitica, unién a acidos
nucleicos, proteinas de unidn a iones y transporte (Figura 12A). Por
otro lado, los genes a los que se unié p65, se distribuyeron en
distintas categorias de acuerdo a sus funciones bioldgicas (Figura
12B). Nuestros resultados mostraron que p65 se unia
preferentemente a genes relacionados con el metabolismo del
nitrégeno, la seializacién celular, el desarrollo y la expresién
génica. Confirmando, de ese modo, el importante papel que
desempeiia NF-kB en la gldndula mamaria. Es de destacar, y
teniendo en cuenta que a veces un gen puede ser asignado a mas
de una categoria, que el 14% de los genes diana de p65 se incluian
dentro de la categoria de proliferacién, muerte celular o procesos

inflamatorios.
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Figura 12. Distribucion de la funcion molecular y biolégica GO de los genes
diana de p65. A) Clasificacion segtn su funcion molecular. B) Distribucion GO de
los procesos bioldgicos de los genes diana de p65. En algunos casos, un gen se

asigna a mds de una categoria. Las agrupaciones se representan como porcentaje

del numero de genes englobados en una categoria particular, en relacion al

numero total de genes a los que se une p65.
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.3 Identificacién de los genes diana de NF-kB

transcripcionalmente activos mediante ChIP/chip de

p65/p300.

La unién de p65 a los promotores de sus genes diana no
significa, necesariamente, que los genes estén
transcripcionalmente activos. Se ha descrito que la actividad
transcripcional de p65 depende de su asociacion a CBP/p300 (Calao
et al. 2008). Como se ha mencionado en la introduccién, después
de la unién de p65 a los promotores, este recluta a su coactivador
CBP/p300 que induce la acetilacién de histonas, facilitando la
descondensacidon de la cromatina y el acceso de la maquinaria
transcripcional a las regiones promotoras de los genes para iniciar
la transcripcion. Por lo tanto, con el fin de seleccionar genes
transcripcionalmente activos regulados por NF-kB, se realizaron
experimentos de ChIP/chip con anticuerpos especificos para p300 y
p65 de raton.

Como en el caso anterior, primero se valido el anticuerpo p300.
Para ello, se realizd un ChIP assay en muestras de glandula
mamaria en el pico de la lactancia y a las 48 horas tras el destete,
con primers del promotor de c-myc. Como se muestra en la
figural3a, p300 se uniod preferentemente a la regidon promotora de
c-myc en las muestras de 48h tras el destete. Ademas, en ambos
casos se observd ausencia de amplificacion en las muestras
inmunoprecipitadas con IgG de suero normal. Por otra parte, para
validar que el gen seleccionado estaba transcripcionalmente activo,

se analizd la expresidon de c-myc por RT-qPCR en glandula mamaria
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de ratén a las 48 horas de destete. Como se muestra en la figura
13b, la expresidn de c-myc se incrementaba a las 48 horas tras el
destete. Estos resultados sugieren que la inmunoprecipitacion de
cromatina con los anticuerpos de p65 y p300 estaba seleccionando

genes transcripcionalmente activos.
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48h destete - s

B)
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Figura 13. Validacion del anticuerpo anti P300 para ChIP/chip y expresion de c-
myc tras el destete. A) Andlisis de la unién de P300 al promotor de c-myc por ChIP
assay en muestras de la glandula mamaria en el pico de lactancia (control) y tras
el destete de 48h. Anticuerpos Anti- p65 o IgG de suero normal se utilizaron como
control positivo y negativo, respectivamente. B) Andlisis mediante RT-qPCR de los
niveles de expresion de c-myc a diferentes tiempos de involucion. Los datos se
normalizaron respecto a la expresion de 18S. Los niveles de expresion se muestran
como un incremento relativo a los controles en el periodo de lactancia. Los
resultados de la RT-qPCR se presentan como el promedio + SEM (n = 4). * P-valor
<0.05.
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Se realizaron, por tanto, experimentos de ChlP/chip con
anticuerpos anti-p300 en muestras de glandula mamaria a las 48h
de involuciéon y se analizaron como en el caso de los ChIP/chip de
p65.

Al igual que en el caso anterior, en el andlisis bioinformatico se
aplicéd un valor de FDR del 0% (Figura 14). A continuacion, tras el
analisis de al menos tres experimentos independientes, se
encontraron 61918 sondas positivas, que correspondian a 10322
genes diana de p300 (los datos en crudo estan disponibles en el

vinculo web: http://www.uv.es/eruizy/ y en el CD adjunto).

Significativo

1.0 f’ﬂ-j’-ﬁ

No
il Significative

Resultado significativo
(=]
(=]

201 s S

075 -050 025 000 025 050 075

Resultado esperado

Figura 14. Curva de significacién estadistica del ChIP/chip de p300. Los grdficos
muestran los valores observados (= reales,) en el eje de las Y, respecto a los
valores esperados (= fondo), en el eje X. Las funciones con valores de desviacion >
A representan el enriquecimiento de p300 en gldndula mamaria de ratones en
comparacion con el DNA gendmico total.
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Para conocer los genes diana de p65 transcripcionalmente
activos, se cruzaron los datos de los experimentos del ChlIP/chip de
p300 con los datos de p65, encontrdndose un solapamiento
limitado de 268 genes diana que unian tanto p65 como p300
(Figura 15) (los datos crudos se encuentran en el CD adjunto y en el
siguiente vinculo web: http://www.uv.es/eruizy/). Estos genes
representan, probablemente, los genes diana de NF-kB
transcripcionalmente activos. Por otro lado, como se esperaba,
p300 se unid a un gran numero de genes no relacionados con NF-
kB. De hecho, se ha descrito que p300 es un coactivador de una
gran variedad de factores transcripcionales, tales como CREB,
STAT3, AP-1, etc (Vo & Goodman, 2001). Finalmente, se encontrd
gue p65 se unia a 4532 genes a los que no se unia p300 (estos
genes seran denominados de ahora en adelante genes diana de

p65-sdlo).

p300
10322
genes

p65/p300

268 genes

Figura 15. Diagrama de Venn de los genes diana de p65 y p300 identificados
mediante ChIP/chip. Los genes diana se obtuvieron como resultado de tres
experimentos independientes de ChlP/chip para cada anticuerpo en muestras de
gldndula mamaria de ratén tras 48h de destete. El solapamiento de diagramas
indica los genes a los que se unen simultaneamente p65 y p300.
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1.4 Posible papel de NF-kB como nhodo de coordinacion de

diferentes procesos bioldgicos durante la involucion de la

glandula mamaria.

Para determinar un posible papel de NF-kB como nodo de
regulacion durante la involucidon de la glandula mamaria, los genes
que unian p65/p300 fueron en primer lugar agrupados vy
clasificados segun su implicacion en diferentes funciones
moleculares y posteriormente segun su relacion con diferentes

procesos bioldgicos.

I.1.1. Funciones moleculares de los genes diana de

p65/p300.

Como se muestra en la figura 16a, los genes diana de
p65/p300, cuando se compararon con los de p65-sélo, estaban
enriquecidos en funciones moleculares relacionadas con la
actividad fosfatasa, peptidasa u oxidorreductasa, en la unién a
iones de calcio, el transporte transmembrana y en la regulacién de
la transcripcion. Este perfil estda de acuerdo con los datos en la
literatura en los que se describe que durante la remodelacion de la
glandula mamaria tras el destete, aumentan el estrés oxidativo, el
metabolismo del Ca?* y la actividad de proteasas (Wiesen & Werb,
2000; Zaragoza et al, 2005; Zaragozd et al. 2009). Estos datos
sugieren que NF-kB podria estar implicado en la regulacién de
genes fundamentales para el output final de la involucién de la

mama. Sin embargo, es aun mas destacable el hecho de que
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p65/p300 ademds se uniera a genes que codifican factores de
transcripciéon. Este resultado apoyaria la idea de NF-kB como nodo
de regulacidon transcripcional, o dicho de otra forma, como
plataforma molecular de amplificaciéon de sefales durante la

involucidon de la mama.

1.1.2. Funciones bioldgicas de los genes diana de p65/p300.

Como ya se ha comentado en la introduccién, las vias de
sefializacion que se desencadenan en respuesta a estimulos pro-
inflamatorios, apoptdticos o proliferativos, comparten con
frecuencia proteinas clave. La confluencia y la sinergia entre sefiales
comunes y aquellas que son especificas, favoreceria en ultima
instancia que se desencadene preferentemente un determinado
proceso biolégico u otro. NF-kB podria tener un papel clave como
factor de coordinacién de senales confluentes que se
desencadenan en la involucion de la mama.

Si esta hipotesis fuera cierta, cabria esperar que p65/p300 se
uniera preferentemente a genes incluidos dentro de una categoria
biolégica concreta. Como se representa en la figura 16b dicho
anadlisis revelé que los grupos mas representativos serian los
relacionados con la transduccion de sefiales, la regulaciéon de
procesos metabdlicos, y la respuesta a estimulos. Procesos, todos
ellos, demasiado generales como para poder extraer ninguna
informacidn concluyente. Este hecho no es sorprendente dado que,
en este tipo de andlisis, un mismo gen puede incluirse dentro de

varias categorias bioldgicas distintas.
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Figura 16. Clasificacion molecular y biolégica de los genes diana de p65/p300. A)
El histograma muestra la distribucion de las funciones moleculares de los genes
que unen p65/p300 (negro) o solo p65 (gris), frente al total de genes unidos por
p65. B) Numero de genes diana de p65/p300 englobados dentro de los procesos
bioldgicos mds importantes en los que se han descrito.
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Previamente se habia observado que la totalidad de p65 se
unia a un mayor numero de genes relacionados con la proliferacion
celular que a genes relacionados con la muerte celular o Ia
inflamacién (Figura 12b). Se abordd, por tanto, el andlisis de
funciones bioldgicas siguiendo una aproximacion distinta, limitada a
estas tres categorias. Se estudio si los genes diana de p65/p300
quedaban sobre-representados en alguna de estas tres categorias
bioldgicas (proliferacién, muerte celular o inflamacién) comparados
con la totalidad de genes que unian p65. Ademads, los genes se
agruparon de forma exhaustiva y Unica para cada categoria.

Como se muestra en la figura 17, los resultados de este analisis
mostraron que los genes diana de p65/p300 estaban mas
enriquecidos en funciones biolégicas relacionadas con la respuesta
inflamatoria y la muerte celular (La lista de genes diana de
p65/p300 y p65 relacionados con inflamacidn se pueden encontrar
en el CD adjunto y en el siguiente vinculo web:
http://www.uv.es/eruizy/). Por lo tanto, durante la involucidon de la
gldndula mamaria, NF-kB transcripcionalmente activo parece estar
participando preferentemente en la regulacion de genes

relacionada principalmente con la inflamacion y la apoptosis.

1.5 Cooperacion de elementos en los promotores a los que se une

p65/p300.

Los estudios sobre la regulacién transcripcional de genes pro-

inflamatorios se han centrado principalmente en el analisis de los
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promotores proximales. Se ha demostrado que en las regiones mas
proximas al TSS se encuentran elementos clave para la regulacién
transcripcional de estos genes (Smale, 2010). Ademas, la
transcripcion de los genes modulados por NF-kB podria requerir la
proximidad fisica de factores de transcripcion adicionales,
pertenecientes a la misma matriz de familia o a una diferente.
Analizamos por tanto la posible contribucién de cada uno de estos
posibles elementos a la regulacidn transcripcional de los genes

diana de p65/p300:
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Figura 17. Porcentaje de genes unidos por p65 o p65/p300 incluidos en un
proceso bioldgico. A) Muerte celular. B) Proliferacion celular. C) linflamacion. Los
porcentajes de los genes se calcularon como el numero de genes incluidos en un
proceso bioldgico frente al nimero total de genes para esa categoria en el grupo
indicado. Los valores de p para el grupo de p65/P300 fueron 1,57 - 10°% (muerte
celular), 3,60 - 107 (proliferacién) y 3,79 - 10°® (inflamacidn).

129



Resultados

1.5.1. Anadlisis de la localizaciéon genémica de p65/p300.

Dado que entre todos los genes a los que se unia NF-kB, sdlo
un pequeiio grupo de estos estaban siendo transcripcionalmente
activos, se analizo la posible preferencia de unién de p65/p300 a
una regién en particular en comparacién con los genes que unen
p65. El analisis de localizacion de estos factores en todo el genoma,
mediante el programa RegionMiner (Genomatix), reveld que
p65/p300 se unia a los promotores de los genes diana en un mayor
porcentaje (51 %) que la totalidad de p65 (31 %) (Figura 18a). Por el
contrario, la totalidad de p65 se unia a un mayor nimero de
regiones incluidas en secuencias intronicas. No obstante, la
distribucién global en el genoma (analizado como enriquecimiento
de regiones unidas por un factor comparado con todo el genoma)
seguia el mismo patrén para la totalidad de p65 o para p65/p300
(Figura 18b). Por lo tanto, no podemos concluir que NF-kB
transcripcionalmente activo se una preferentemente a una region

en particular en el genoma.

1.5.2. Distancia de unién de p65/p300 respecto al TSS.

Con el fin de definir de una manera mas precisa los
mecanismos por los cuales p65/p300 se une a determinados genes,
se analizo la correlacién entre la unién de p65, p300 o p65/p300 a
los promotores, y la distancia del elemento de unidn respecto al

TSS.
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Figura 18. Clasificacién de regiones que unen p65, p300 y p65/p300 en la
totalidad del genoma de raton. Mediante el programa RegionMiner se determino
la localizacion del sitio de union de p65 (barras blancas), P300 (barras azul claro) y
p65/p300 (barras azul marino) en forma de porcentaje de regiones respecto a
todo el genoma (panel A) y regiones enriquecidas para cada factor en
comparacion con el genoma (panel B). Se han clasificado un total de 20.000 y 947
regiones para P300 y p65/p300 respectivamente.

Como se muestra en la figura 19, p65 presentaba una
distribucién de correlaciones mas dispersa, con multiples sitios de
union a ambos lados del TSS sobre la regién que se extiende de -
1000 a +1000pb. La media de correlaciones para la totalidad de
genes que unian p65 fue de 1075 + 377 con una distancia mas
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frecuente de +93pb desde el TSS. Sin embargo, las correlaciones
para p65/p300 con una media de 328 + 175 se encontraban
concentradas y restringidas a una ventana mucho mas estrecha,

fundamentalmente localizada a +139pb desde el TSS.
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Figura 19: Distribucion y localizacion de los sitios de unién de p65, p300 y
p65/p300. Se representa el nimero de correlaciones entre la regién a la que se
une cada factor y la distancia respecto al TSS (0). El pico indica la regién a la que
se une con mayor frecuencia cada factor para la totalidad de los genes
encontrados.
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Por lo tanto, nuestros resultados podrian sugerir que a pesar
de que p65 pueda unirse a diferentes sitios a lo largo de los
promotores génicos 0 enhancers, muy probablemente la
accesibilidad de p300 esté restringida a algunos complejos p65
localizados cerca del TSS de los genes. Esta circunstancia podria ser
la responsable de la selecciéon especifica del inicio de Ia

transcripcion de una seleccion de genes.

1.5.3. Densidad de elementos de union de NF-kB en los

promotores.

NF-kB podria activar la transcripcion génica de una forma
sinérgica por unién cooperativa a varios sitios VSNF-xB (secuencia
con matriz de la familia de NF-kB de vertebrados) dispuestos en
tandem en los promotores génicos. Para determinar si la
frecuencia de sitios de unién de NF-kB estaba implicada en la
seleccidn especifica de los genes-p65/p300 en la glandula mamaria
tras 48h de involucién, mediante el programa Gene2Promoter se
buscaron posibles motivos de unién para NF-kB. La frecuencia de
los sitios de unidon de NF-kB se calculé como el porcentaje de
secuencias con una prediccion de sitios de unidon VSNF-xB
localizados entre -500pb upstream del primer TSS y 100pb
downstream del ultimo TSS. Se analizaron los genes que unian p65-
sélo o p65/p300 en el grupo de genes que previamente habian sido

identificados como parte del proceso pro-inflamatorio.
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Los genes pro-inflamatorios pertenecientes tanto al grupo p65-
s6lo como al p65/p300 tenian sitios VSNF-kB predichos en al menos
un 86% de las secuencias analizadas (Tabla Ill). Ademas,
especialmente en el grupo de genes p65/p300, la mayoria de los
genes poseian un Unico sitio de unidon VSNF-kB en esta region. Por
lo tanto, no parece ser que la cooperacion de varios sitios VSNF-
kB, asi como la disposicién en tdndem de estos, sea el motivo por el
cual algunos de los genes diana de p65 recluten p300 activando la

transcripcién de dichos genes.

Tabla lll

Genesdiana =, ,0p 50 545 74E02 197 45802 136  2.2E02
de p65/p30

Genes diana

2.4E-90 46,5 2.0E-02 30,6 1.29E-20 13,9 8.2E-02
de P65 solo

Genes diana

de p65/p30 1.29E-20 45 1.1E-02 6,06 1.5E-02 1,5 3.7E-02
Genesdiana . o, 43 3.1E-02 3,32 2.4E-02 13 9.4E-02
de P65 solo

Tabla Ill. Prediccién de la frecuencia de sitios de unién para VSNF-kB en los
promotores de genes relacionados con la inflamacion. Mediante el programa
Gene2Promoter se analizé la presencia de sitios VSNF-kB en genes relacionados
con el proceso inflamatorio que unen solamente p65 o p65/p300. La frecuencia se
expresa como el porcentaje de secuencias que contienen 1, 2 0 3 sitios de union
predichos para VSNF-kB en el promotor proximal. El ratio representa la relacion
entre genes relacionados con la inflamacion y la totalidad de genes con los sitios
de unién de VSNF-kB.
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I.5.4. Elementos de unidon de factores de transcripcion

adicionales comunes a los promotores.

Tal como se ha mencionado, la actividad transcripcional de NF-
kKB podria depender también de su interaccion con factores de
transcripcidon pertenecientes a otras matrices de familia.
Consecuentemente, de esta interaccién podria resultar la activacion
sinérgica de un gen, o por el contrario, tener un efecto antagénico e
inhibirse la expresion de dicho gen. Mediante el programa
Gene2Promoter, se buscaron posibles sitios de unién de otros
factores transcripcionales, comunes en al menos el 86% de las
secuencias de los grupos p65-sélo o p65/p300.

Encontramos multiples sitios de unién para VSETSF y VSKLFS,
ya sea en los promotores génicos enriquecidos en p65-solo o en
p65/p300 (Tabla IV). Curiosamente, cuando se restringié el mismo
analisis a los genes donde se predijo un sitio de unidon VSNF-kB, se
observé que mientras que el 85 % de las secuencias de promotores
enriquecidos en p65/p300 presentaban un motivo VSSP1F, este
estaba ausente de las secuencias del grupo p65-solo. En este
sentido es importante destacar que muchos de los sitios GC de los
promotores génicos, conocidos como sitios de unién de Spl, no
necesariamente tienen por qué unir Spl. Los sitios CG pueden unir
factores de la familia KLF. Aunque fuera del objeto de estudio de
este trabajo, en el futuro seria importante investigar si la relacién
entre KLFS/SP1F y NF-kB estd implicada en la modulacion de la
expresion de un grupo de genes concreto en la glandula mamaria a

48h de involucion.
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Tabla IV
VSKLFS 5.4E-6 VSETSF 0.004
VSRXRF 2.48E-5 VSKLFS 0.013
VSHAND 0.016
VSETSF 0.05

VSKLFS 2.48E-5 VSSP1F 1.67E-5
VSRXRF 2.11E-4 VSKLFS 8.61E-4
VSETSF 0.019 VSETSF 0,06
VSHAND 0.01 VSHAND 0,22

Tabla IV. Prediccion de posibles sitios de union para diferentes factores de
transcripcion, en al menos el 86% de las secuencias. Se utilizo el programa
Gene2Promoter para buscar sitios de union de factores transcripcionales dentro
de 500 pb upstream del primer TSS y 100 pb downstream del ultimo TSS. Se
analizaron los genes que unen solamente p65 o p65/p300, relacionados con el
proceso inflamatorio. Posteriormente se realizé un andlisis mds restrictivo con las
secuencias en las que se predijo un sitio de union para NF-kB.
(http://www.uv.es/eruizy/)

1.6 Relacién entre el input y el output primario: Analisis de la

unién de p65/p300 a los promotores génicos y correlacién con

la expresion génica.

El eje central de las redes transcripcionales esta constituido por
factores de transcripciéon y elementos reguladores en cis en los
genes diana de dichos factores. Los enlaces funcionales en estas

redes vendran determinados por el output primario o serie de
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cambios en la expresion de genes con una funcion reguladora sobre
un determinado proceso biolégico. Con objeto de validar vy
profundizar en el output primario de NF-kB en la glandula mamaria
en involucién, se seleccionaron un grupo de 22 genes derivados de
los estudios de Chlp/chip y se analizé la presencia de p65/p300 en
el promotor de estos genes mediante ChIP assay en muestras de
glandula mamaria en el pico de la lactancia (control) y de 48 horas
de involucién. Como se muestra en la figura 20, p65 y p300 estaban
ausentes de todos los promotores de los genes analizados en
gldndula mamaria control. Sin embargo, la presencia de estos
factores se detecté en todos los promotores de los genes
seleccionados a las 48 horas tras el destete. En todos los casos, se
observé amplificacidon en los inputs y no en los controles negativos
(IgG). Por lo tanto, nuestro analisis de validacion confirma la
especificidad de los datos obtenidos en los experimentos de
ChlP/chip.

A continuacién, se analizé el impacto final de NF-kB sobre la
posible regulacién transcripcional de los genes a los que se unia.
Mediante qPCR se analizaron los niveles estacionarios de mRNA de
los 22 genes seleccionados en muestras control y tras 48h de
destete. Como se muestra en la figura 21a todos los genes
analizados tenian aumentados sus niveles de mRNA a las 48 horas
de destete, en comparacién con muestras de glandula mamaria

control.
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Figura 20. Validacién del ChiP/chip de p65/p300. Verificacion de la union de p65
y P300 en una seleccion de promotores mediante ChIP assay. La cromatina de
gldnndula mamaria control (lactancia) tras 48 horas de destete se
inmunoprecipité con anticuerpos contra p65, p300 o IgG de suero normal. Los
ChiPs se analizaron por PCR semicuantitativa con primers especificos para la
region promotora de los genes seleccionados. Se muestra un experimento
representativo (n = 3).

Todos estos datos sugieren que efectivamente los genes que
unen p65/p300 representan, dentro de todo el conjunto de genes
diana de NF-kB, una seleccién de genes transcripcionalmente
regulados por NF-kB. Sin embargo, la abundancia de mRNA puede
ser debida, tanto al aumento de la tasa de transcripcién génica
como a un aumento de la estabilidad del mRNA. La presencia de Pol
Il en la region codificante de los genes es indicativo de Ia
transcripcién del gen en tiempo real (Sandoval et al. 2004). Por este
motivo, se analizo la presencia de Pol Il en las regiones codificantes
de una seleccién de estos genes, tanto en muestras de glandula

mamaria control, como en muestras de 48 horas de involucion.
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Como se muestra en la figura 21b, la Pol Il se une a las regiones
codificantes de todos los genes analizados a las 48h de involucidén.
Estos resultados sugieren que el aumento de los niveles de mRNA
en la glandula mamaria tras el destete estd causado principalmente

por un aumento de la transcripcion.
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Figura 21. Expresién y transcripcion a tiempo real de genes diana de p65/p300.
A) Niveles de expresion mediante RT-gPCR de genes diana de p65/p300.
Incremento relativo respecto al control (lactancia). Los resultados representan el
promedio + SEM (n = 4). P-valor < 0.05. B) Pol II-ChIP de una seleccion de genes
diana de p65/p300 utilizando anticuerpos que reconocen Pol Il o IgG de suero
normal. Los ChIPs se analizaron por PCR semicuantitativa con primers especificos
para las regiones codificante de los genes seleccionados. Se muestra un
experimento representativo (n = 3).
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Il. Enlace funcional entre NF-kB y sus genes diana:

Implicacion de las calpainas durante la involucion de
la glandula mamaria.

Nuestros resultados derivados de los experimentos de
ChIP/chip sugieren que el factor transcripcional NF-kB esta
relacionado principalmente con funciones proinflamatorias y
proapoptoticas durante la involucién de la glandula mamaria
(Figura 17). Tal y como se indicaba en el apartado de introduccién
de esta tesis, los enlaces funcionales que componen las redes
transcripcionales vendran determinados por la relacién entre los
outputs primarios o genes con funcion reguladora y los outputs
secundarios o dianas de dichos genes reguladores, que se
manifestardn como la serie de cambios que caracterizan un proceso
biolégico. Sera clave, por tanto, estudiar en profundidad dicho
enlace funcional que nos conducird a una mayor comprension de
las complejas redes transcripcionales desencadenadas durante la
involucién de la mama.

Anteriormente observamos que, de entre todo el grupo de
genes a los que se une p65/p300, este factor se unia a los
promotores de los genes que codifican las calpainas 1 y 2 (Figura
20). Las calpainas son unas cistein-proteasas dependientes de Ca?*,
gue estan implicadas en varias funciones fisiolégicas como Ia
migracion, la proliferacién celular, el control del ciclo celular y la
apoptosis; asi como en diferentes patoldgicas: diversos tipos de
cancer, diabetes tipo 2, distrofias musculares y enfermedades

neurodegenerativas (Nemova et al. 2010).
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Dentro de la familia de las calpainas, las mas abundantes y
mejor caracterizadas son la calpaina 1 (Capnl) y la calpaina 2
(Capn2) (p-calpaina y m-calpaina respectivamente). El término de
u-/m-calpaina hace referencia a la concentracién de Ca?* requerida
para su activacion in vitro (WM o mM respectivamente) (Dutt et al.
2002; Dargelos et al. 2008). De hecho, se ha descrito que un
incremento de los niveles de Ca?* provoca la autoprotedlisis de
unos pocos aminodacidos de los dominios NH-terminales de ambas
calpainas. Estas proteasas existen como heterodimeros, cada una
con una subunidad catalitica distinta codificada por el gen Capnly
Capn2 respectivamente; y una subunidad reguladora, comun a

ambas, codificada por el gen Capn4 (Bevers et al. 2008).

I1.1 Analisis de la expresion de los genes gue codifican las

calpainas 1y 2 a lo largo de la involucién.

Mediante gPCR se determinaron los niveles de mRNA de Capnl
y Capn2 a diferentes tiempos de destete (Figura 22a),
observandose un aumento progresivo de su expresion que alcanzé
los niveles mds altos a las 72 horas de involucion. También se
encontrd un incremento en la expresién de Calpaina 4, el gen que
codifica la subunidad reguladora de Capn 1 y 2 (Figura 22a).
Ademads se pudo observar, mediante western blot, un aumento de
los niveles de proteina durante la involucién, tanto en Capnl como
en Capn2 (Figura 22b). Es de destacar que para Capnl, ademas de

la banda de 80 kDa esperada, aparecia una banda de menor peso
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molecular, debido a la perdida de algunos aminodacidos del extremo

amino terminal de esta calpaina.
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Figura 22. Niveles de expresion de las calpainas durante la involucion de la
gldndula mamaria. Andlisis de expresion de calpainas en gldndula mamaria a
diferentes tiempos tras el destete (0, 6, 24, 48 y 72 horas. A) gPCR de la Capn-1, -2
y -4. Los valores se normalizaron frente los niveles del 18S. B) Niveles de Capn-1y -
2 por western blot (izquierda). Los niveles de proteina se cuantificaron y se
normalizaron frente a los niveles de a-tubulina (derecha). Los resultados se
muestran como incremento relativo respecto al control y representan la media +
SEM (n = 3). Se han comparado lo diferentes tiempos de destete respecto a su
tiempo 0. *P-valor < 0.05. **P-valor < 0.001.
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11.2 Activacion de las calpainas durante la involucion.

El hecho de que aumenten los niveles de proteina, no significa
necesariamente, que también lo haga su actividad. Por lo tanto,
tras observar un aumento de la expresidn de las calpainas durante
la involuciéon de la glandula mamaria (Figura 22), se evalud la
actividad Capn a diferentes tiempos tras el destete siguiendo varias

aproximaciones:

I.2.1 Medida de actividad calpaina endégena in vitro.

Se evalud la escision del sustrato artificial Suc-LLVY-AMC por
calpainas procedentes de muestras de glandula mamaria a
diferentes tiempos tras el destete. Se observd un aumento de la
actividad estadisticamente significativo a las 48 horas tras el
destete, llegando a una actividad maxima a las 72 horas de

involucidn (Figura 23).

4,0
3,0
2,0

1.0

Actividad Calpaina
{Incremento relativo)
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0 6 24 48 72
Tiempo tras el destete (h)

Figura 23. Actividad calpaina durante la involucién de la glandula mamaria. La
actividad proteasa de las calpainas se midio en muestras de gldndula mamaria en
el pico de la lactancia (0 h) y en ratones destetados a diferentes tiempos (6, 24, 48
y 72 horas). Los resultados se muestran como incremento relativo respecto al
control y representan la media + SEM (n = 3). T-student vs tiempo 0. *P-valor <
0.05.
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1.2.2. Medida de actividad calpaina in vivo.

Como se ha comentado anteriormente, en presencia de Ca%*,
se produce la autoproteolisis del dominio NH,-terminal de las Capn
1y 2, generando una forma escindida activa (Baki et al. 1996). Se
analizo la activacion de las calpainas, mediante Western blot con
anticuerpos contra el epitopo NH-terminal de estas. En
consonancia con los resultados anteriores, como se muestra en la
Figura 24, la banda de 80 kDa, correspondiente a la Capn inactiva,
disminuia a las 24-48 horas tras el destete hasta niveles casi
indetectables, tanto para Capnl como para la Capn2, lo que indica

gue se produce una posible autolisis.
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Figura 24. Activacion de calpainas a lo largo de la involucion de la glandula
mamaria. Western blot del extremo amino-terminal de la Capn-1y -2 a distintos
tiempos tras el destete. La intensidad de las bandas se cuantificé y se normalizé
frente a a-tubulina. Los resultados se muestran como incremento relativo
respecto al control y representan la media + SEM (n = 3).T-student vs tiempo O.
*P-valor < 0.05. ** P-valor < 0.001.
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11.3 Localizacion celular de las calpainas en la glandula mamaria

durante la involucidn.

Puesto que las calpainas requieren unas concentraciones muy
elevadas de calcio para su activacién, se ha descrito que estas
tienden a localizarse en regiones donde puede existir un flujo
intenso de calcio y/o en zonas donde se puedan alcanzar estas
concentraciones tan elevadas de Ca?* (Hood et al. 2006). Para
determinar el lugar en el que tiene lugar la activacién de las
calpainas  que hemos observado, se realizd una
immunofluorescencia con anticuerpos anti-Capnl o anti-Capn2 en

muestras de glandula mamaria en el pico de lactancia.

Capn1/ Hoechst

Capn2/ Hoechst

Figura 25. Andlisis inmunohistoquimico de Capnl y Capn2 en ratones en el pico
de la lactancia. Capnl y Capn2 (Verde), nucleos en azul (Hoeschst-33342). Se
muestran simultdneamente las imdgenes de campo claro. Escala, 37,5 micras. L:
Lumen.
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La Capnl se localiza principalmente a la cara apical de las
células epiteliales durante la lactancia (Figura 25), donde se localiza
el principal transportador de calcio PMCA2 (VanHouten et al. 2010)
y, por lo tanto, donde el calcio se podria acumular inicialmente
durante el destete. Sin embargo, la Capn2 presenta una
distribucidon periférica, cerca de la membrana plasmatica (Figura
25).

En consonancia con la localizacién de la Capnl en posibles
lugares de acumulacidon de Ca?*, se observd una disminucion de los
niveles de expresion de PMCA?2 tras las 24 horas de destete (Figura

26).
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Figura 26. Niveles de expresion de la bomba de calcio PMICA. qPCR, de PMCAZ2 en
ratones en el pico de lactancia (Oh) y a diferentes tiempos tras del destete (6, 24,
48 y 72 horas). Los resultados se muestran como incremento relativo respecto al
control y representan la media + SEM (n = 4). T-student respecto al tiempo 0. ***
P-valor < 0.0001.

Ademas, como se puede observar en la figura 27, los niveles de
calcio intracelular empiezan a aumentar a las 6 horas tras el destete
forzado, siendo estadisticamente significativo a las 24 horas, punto

en que las calpainas empiezan a estar activas (Figura 23 y 24).
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Figura 27. Contenido de calcio en la glandula mamaria de ratones durante la
involucién. umoles de Ca®** en muestras de gldndula mamaria en el pico de la
lactancia y a 6, 24, 48 y 72h tras el destete forzado. Los resultados se muestran
como la media + SEM (n = 4). T.student vs tiempo 0. *P-valor < 0.05. ** P-valor <
0.001.

Para determinar si la activacion de la Capnl que hemos
observado, tiene lugar en células epiteliales de la glandula
mamaria, se realizd una immunofluorescencia con anticuerpos anti-
Capnl-NH,;. Como se puede observar en la figura 28, la sefial
fluorescente (verde) del domino NH; de la Capnl disminuye
drasticamente a las 24, 48 y 72 horas tras el destete. Estos
resultados confirman que la actividad calpaina empieza a aumentar
a las 24 horas de destete y sugieren la localizacidén principalmente
epitelial de esta proteasa.

Todos estos resultados van en concordancia con estudios
anteriores, en los que la pérdida de PMCA2 producia un aumento
de los niveles de calcio intracelulares y las células epiteliales de la
glandula mamaria quedaban sensibilizadas a la apoptosis

(VanHouten et al. 2010). En nuestro laboratorio hemos descrito el
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papel apoptdtico que desempena la calpaina 1 en la mitocondria,
en los lisosomas y en el nucleo, durante la involucién de la glandula
mamaria, aumentando la permeabilidad de estos compartimentos
subcelulares, y por consiguiente, favoreciendo la apoptosis

(Arnandis et al. 2012; Arnandis et al. 2014).

Capn1-NH,/ Hoechst Capn1-NH,/ Hoechst

Figura 28. Localizacion de la calpaina activa en la glandula mamaria tras el
destete. Inmunofluorescencia del extremo amino-terminal de la calpaina 1 (verde)
a diferentes tiempos tras el destete (0, 6, 24, 48 y 72 horas). Los nucleos celulares
se muestran en azul (Hoeschst-33342). Se muestran simulténeamente las

imdgenes de campo claro con el fin de visualizar la localizacion exacta de la sefial
fluorescente en la estructura de la glandula mamaria. Escala: 30 mm.
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11.4 Papel de la calpaina-2 en la desestabilizacion de las uniones

intercelulares del epitelio luminal durante el destete.

Puesto que parece que la Capn2 presente una localizacién
baso-lateral en las células epiteliales (Figura 25), y debido a que ha
sido descrito un posible papel de las calpainas en la
desestabilizacion de las uniones entre células (Carragher & Frame,
2002; Franco & Huttenlocher, 2005), nos planteamos la posibilidad
de que la Capn2 pudiese tener un papel en la ruptura de estas
uniones y, por lo tanto, en el desprendimiento de las células
epiteliales al lumen de los acinis durante la involucién de la

gldndula mamaria tras el destete.

11.4.1 Niveles de proteinas de adhesion celular durante el destete.

En los ultimos anos se han descrito varias proteinas diana de
las calpainas relacionadas con la adhesion y la migracién celular. En
este sentido, se ha descrito que las calpainas participan en la
desestabilizacion del complejo de adhesion focal mediante Ia
protedlisis de la proteina Talina 1 (Franco et al. 2004). Estas
proteasas también se han visto implicadas en la protedlisis parcial
de diferentes proteinas de las uniones adherentes intercelulares.
Algunas de estas proteinas son E-Caderina (E-Cdh), Catenina p120
(p120) y la B-Catenina (B-Cat) (Rios-Doria et al. 2003; Ohno et al.
2006; Benetti et al. 2005). Ademas, la desestabilizacion de estos
complejos por parte de las calpainas favorece la migracién celular

(Glading et al. 2004; Chan et al. 2010). Con el fin de comprobar si
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existe una reduccién de los niveles de algunas de estas proteinas
tras el destete, nos propusimos, en primer lugar, analizar los niveles
de dichas proteinas a lo largo de la involucién mediante western

blot (Figura 29).
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Figura 29. Niveles de proteinas de adhesion celular durante Ila involucion de la
glandula mamaria. Niveles de expresion E-Cadherina, p120, Talinal y 8-Catenina
mediante WB en extractos totales de proteinas procedentes de gldndula
mamaria en el pico de la lactancia (0), y a diferentes tiempos de destete (6, 24,
48 y 72h). Los niveles de B-tubulina se utilizaron como control del cargado
equitativo de las muestras. Se muestra un experimento representativo (n=3).

En general, se observé que los niveles de Talina 1, p120 y E-Cdh
empezaban a disminuir a partir de las 24 horas tras el destete y
continuaron disminuyendo progresivamente con la involucién. En el
caso de la B-Cat, se empezd a ver dicha reduccidn a partir de las
48h, manteniéndose hasta las 72h de destete. Ademads, se pudo
apreciar un aumento progresivo de fragmentos de Talina 1, B-Cat”
(fragmento de B-Cat de 75 kDa) y E-Cdh®® (fragmento de E-Cdh de
95 kDa), lo que sugiere que, durante el destete, estas proteinas no
reducen su expresién, sino que estan siendo proteolizadas.
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1.4.2. Ensayos in vitro con calpainas recombinantes.

Con el objetivo de comprobar si las calpainas estan implicadas
en la escision de las diferentes proteinas que forman parte de los
complejos de adhesiéon focal y de las uniones adherentes
intercelulares, que disminuyen durante el destete, se realizaron
ensayos de protedlisis in vitro con calpainas recombinantes. Para
ello, se incubaron diferentes muestras de extracto proteico total de
glandula mamaria de ratones en el pico maximo de lactancia, con
concentraciones crecientes de Capnl (Figura 30a), o Capn2

recombinante (Figura 30b), en presencia o ausencia de calcio.
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Figura 30. Papel de las calpainas sobre la fragmentacion de complejos de
adhesion celular in vitro. Extractos proteicos totales de ratones en el pico de la
lactancia fueron incubados con concentraciones crecientes de A) calpaina 1 o B)
calpaina 2 en presencia de calcio. La fragmentacion de las diferentes proteinas de
adhesion se analizaron mediante WB. Los asteriscos (*) hacen referencia a
fragmentos generados por la degradacion de Talina 1y 8-catenina.
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Los resultados de los experimentos de incubaciones con
concentraciones crecientes de calpainas indican que ambas
proteasas son capaces de romper in vitro los complejos de anclaje
intercelular, aumentando la aparicién de fragmentos de Talina 1, B-
Cat y E-Cdh. En ausencia de calpaina, no observamos degradacién
de dichas proteinas. Estos resultados coinciden con lo observado

durante el destete.
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Figura 31. Medida de especificidad de la fragmentacion de complejos de
adhesion celular mediada por calpainas. Extractos totales de proteinas de
gléndula mamaria en el pico de la lactancia se incubaron con Ca®*y A) capnl o B)
capn2 (1 y 10 U respectivamente) en presencia o ausencia de diferentes
inhibidores (calpeptina, inhibidor especifico de calpaina, e inhibidor VI y ALLN1,
inhibidores genéricos de calpainas y catepsinas). Posteriormente se realizé un WB
contra las diferentes proteinas de adhesion.
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Ademas, para comprobar que estas proteinas estaban siendo
degradadas de forma especifica por las calpainas, se incubaron los
extractos de proteinas de glandula mamaria proveniente de
ratones en el pico de la lactancia, en presencia o ausencia de
diferentes inhibidores de calpainas: calpeptina (inhibidor sintético
especifico de calpainas), inhibidor VI y ALLN (inhibidores generales
de calpainas y catepsinas) (Figura 31). Nuevamente, observamos
una degradacion proteolitica de las proteinas de adhesion en
presencia de calpaina 1 y 2. Ademas, los fragmentos E-Cdh®®, B-
Cat’®> y Talina'3® generados por calpaina dejan de verse cuando
afadimos los diferentes inhibidores de calpainas, observandose
nuevamente el tamaifo completo de las diferentes proteinas de
adhesidn intercelular. Por lo tanto, ambas calpainas fragmentan de

forma especifica las diferentes proteinas de adhesién in vitro.

1.4.3. Identificacion de la calpaina responsable de la

escision de las proteinas de adhesion celular.

Para comprobar si la escision de las proteinas de unién
intercelulares estaban causada por la calpaina 1 o por la calpaina 2,
se transfectaron células NMUMG (células epiteliales de glandula
mamaria de ratéon) con siRNA para la calpaina 1 o para la calpaina 2.

La transfeccién de las células con siRNA de la Capn2 mostro
una inhibicién de esta calpaina de aproximadamente el 80% de la
Capn2 (Figura 32). Sin embargo no se observé inhibiciéon de la

calpaina 1, demostrando la especificidad de la transfeccién. Cuando
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se comparan los niveles de proteina de las células transfectadas con
las células control (células transfectadas con siRNA no relacionado),
se observé una mayor cantidad de p120, cuando la expresion de

Capn2 se encontraba inhibida.

Control  Capn 2

SIRNA SIRNA Figura 32. Papel de Capn2 sobre la

protedlisis de la catenina p120. Las

= _—= === |(Cpnl-COOH células NMUMG se transfectaron
con siRNA no relacionado (control)
— -~ | Cpn2 -COOH o con siRNA contra Capn2. Los

niveles de expresion de Capnl, 2 y

—— — | 0120 p120 se analizaron mediante WB.

La igualdad de carga fue

confirmada usando un anticuerpo

—— mmeeew | Actina .
frente B-actina.

Al igual que en el caso anterior, se transfectaron las células
NMUMG con siRNA de calpaina 1, observandose una inhibicién de
aproximadamente el 80% de la Capnl. Sin embargo, en este caso
no se observéd un aumento de los niveles de la proteina p120
(Figura 33). Estos resultados, junto con la colocalizacion de la Capn2
en la membrana plasmatica de las células epiteliales de la glandula
mamaria tras el destete (Figura 34) indican que, probablemente, la
calpaina responsable de la fragmentacién de p120 sea la Capn2 vy

nola 1.
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Control  Capn 1

GIRNA GIRNA Figura 33. Papel de Capnl sobre la

protedlisis de la catenina p120. Las

-— Capn 1-CO0OH  células NMUMG se transfectaron
con siRNA no relacionado (control) o
- | Capn1 —I"ilH2 con siRNA contra Capnl. Los niveles
— de expresion de Capnl y pl120 se
A B | 120 analizaron  mediante  WB. la
igualdad de carga fue confirmada
Actina usando un anticuerpo frente B-

actina.
1.4.4. Localizacién subcelular de la Calpaina 2 a lo largo de

la involucion de la glandula mamaria.

Se ha sugerido que la localizacién subcelular de las calpainas
esta ampliamente regulada y constituye un factor importante en la
modulacion de sus funciones (Franco & Huttenlocher, 2005).
Puesto que se habia observado que la calpaina 2 parecia tener una
localizacion periférica, alrededor de las membranas plasmaticas de
las células epiteliales, realizamos estudios in vivo para comprobar si
existe una colocalizaciéon entre esta calpaina y los complejos de
adhesién celular, concretamente con la proteina E-Cdh. Para ello,
se realizé un estudio de inmunofluorescencia en cortes de tejido de
glandula mamaria murina a diferentes tiempos tras el destete
(Figura 34).

Los resultados muestran que, en el pico de lactancia, la Capn2
se sitla casi completamente en la cara citosdlica de la membrana

plasmadtica, colocalizando perfectamente con E-Cdh, confirmando lo

155



Resultados

observado en la figura 25. No obstante, a medida que transcurre el
destete, podemos ver que Capn?2 difunde progresivamente hacia el
citosol. Concretamente, se observa que la Capn2 comienza a
aparecer en el citosol a las 6 horas, llegando a ocupar
practicamente toda la célula (exceptuando el nucleo) a las 72h.
Cabe destacar que la Capn2 presenta colocalizacién con la E-Cdh a
lo largo de todo el destete, aunque esta no se encuentre activa
hasta las 24 horas de involucién (Figura 23 y 24), momento en el
gue se empieza a observar la aparicidon del fragmento de 95 KDa de

la E-Cdh.

Calpain 2 / E-Caderina/ Hoechst
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Calpain 2 / E-Caderina/ Hoechst

24h tras
el destete

72h tras
el destete

Figura 34. Localizacion de Capn2 en la membrana plasmadtica durante el
destete. Secciones de tejido mamario de ratén procedentes de tejido control (11
dias de lactancia), 6, 24 y 72h de destete fueron fijados y marcados con
anticuerpos contra E-Caderina (rojo) y Capn2 (verde). Los ntcleos fueron tefiidos
con Hoechst-33342 (azul). La escala para todas las imdgenes es de 21 um. Punta
de flecha: Colocalizacion entre calpaina 2 y E-Cdh. Flecha: Células desprendidas al
lumen de los acinis.
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M. 1d2 como nodo de regulacion de redes

transcripcionales en el higado.

Las funciones celulares y la homeostasis tisular dependen de la
regulacidn precisa de multiples y convergentes vias de sefializacion
gue, con frecuencia, comparten uno o varios pasos, dando lugar a
respuestas redundantes. Sin embargo, existen proteinas clave o
nodos de regulacién que pueden ser determinantes de la
especificidad de respuesta frente a un estimulo.

El factor de transcripcidon c-myc, un oncogen cuya expresion
esta modulada por E2F4, es una de esas proteinas clave que
participan en la modulacién de una gran variedad de procesos
bioldgicos. El promotor de c-myc contiene un sitio de unién para
E2F. E2F es esencial para la transcripcién de c-myc, dado que
funciona como plataforma para reclutar proteinas de la familia de
pRB y complejos HDAC. En el promotor de c-myc existe una
secuencia que solapa con el sitio de union de E2F y que resulta
esencial para la remodelacién nucleosomal y para mantener una
estructura "abierta" de la cromatina (Albert et al. 2001; Chen et al.
2002). En estudios previos de nuestro laboratorio se demostro, en
modelos experimentales de cirrosis o de regeneracidén hepatica por
PHx, el importante papel que juega Id2 en la modulacién de la
expresiéon de c-myc. En hepatocitos quiescentes, Id2 permanece
unido, junto con E2F4, al complejo represor Sin3A/HDAC vy la
expresion de cmyc se mantiene baja. Inmediatamente después de
la PHx, durante la fase de transicion G0-G1, se desmonta este

complejo y se inicia la transcripcién de c-myc (Rodriguez et al.
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2006). Sorprendentemente, el inicio de la transcripcion de c-myc se
ve compensado por un blogueo concomitante de la elongacion
(Morello et al. 1990).

El hecho insélito de que en la regeneracién hepatica se
estimulen tanto el pausado como el inicio de la transcripcion, llevd
a sugerir que el inicio de la transcripcién de c-myc en este proceso,
podria estar dirigido por un componente de respuesta mds general:
varios genes con secuencias diana comunes podrian estar activados
simultaneamente por un mecanismo comun, pero solo los factores
adicionales y especificos determinardn el patrén final de expresién
génica. Estos datos nos llevaron a cuestionar el posible papel de Id2
como parte de este mecanismo comun para la transcripcion de los
genes modulados por E2F. Se ha propuesto que Id2 forma parte de
un mecanismo intrinseco de la célula para controlar o limitar
temporalmente procesos que dependen de una cadena secuencial
de senales. Estas deberan sintetizarse transitoriamente para la
correcta coordinacion de la red transcripcional y la resolucion del
output final (Wang et al. 2001).

Id2 es una proteina pleiotrdpica, cuya funcién va a depender
del entorno en el que se encuentre. Ademas, dado que la expresién
de un mismo gen se induce en respuesta a muchos tipos de
estimulos, y que con frecuencia las mismas sefiales participan en
muchos procesos bioldgicos, el estudio de la funciones de Id2 y de
los mecanismos moleculares que subyacen a sus funciones resulta
extremadamente complejo. Por todo ello, abordamos el estudio de

Id2 como nodo de regulacion transcripcional hepatico mediante
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experimentos de ChIP/chip con anticuerpos especificos contra I1d2 y

E2F4 en muestras de higado de ratén.

111.1 Identificacidn de genes diana de E2F4/1d2 en higado de ratén

mediante analisis ChIP/chip.

Para analizar si Id2 juega un papel global en la regulacién
transcripcional o si se limita a los genes diana de E2F4 en higado de
ratén, se realizd una inmunoprecipitacion de cromatina con
anticuerpos anti-ld2 y anti-E2F4, seguida de wun array de
promotores de todo el genoma de ratdn.

Con el fin de disminuir falsos positivos, se aplicé el mismo
analisis restrictivo que se ha descrito para el ChIP/chip de p65 (FDR
= 0). Las curvas resultantes de dicho analisis se muestran en la
figura 35.

En el anadlisis, de al menos tres experimentos independientes
en muestras de higado de ratdn adulto, se identificaron 3875 genes
diana para E2F4 y 666 para ld2 (los datos en bruto se pueden
encontrar en el CD adjunto y en los recursos online 2, 3 y 4 del

articulo Ferrer-Vicens et al. 2014).
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Figura 35. Curva de significacion estadistica del ChiP/chip de A) Id2 y B) E2F4.
Los grdficos muestran los valores observados (= reales,) en el eje de las Y, respecto
a los valores esperados (= fondo), en el eje X. Las funciones con valores de
desviacion > A representan el enriquecimiento de Id2 o E2F4 en el higado de
ratones adultos en comparacion con el DNA gendmico total.

Como se muestra en la Figura 36, un analisis de ambos grupos
de genes diana reveld una superposicién de 442 genes que unian
ambas proteinas, E2F4 e 1d2. Estos datos confirman, que a pesar de
que la gran mayoria de los genes diana de E2F4 (89%) no unen Id2,
existe un importante subconjunto de genes (11%) en los que Id2
podria tener un papel como un regulador transcripcional. Por otro
lado, también encontramos que hay un conjunto de genes a los que
solo se une Id2 (33% del total de los genes que unen 1d2).

161



Resultados

E2F4 E2F4/ID2

3443 442

Figura 36: Diagrama de Venn de los genes diana de E2F4, Id2 identificados
mediante ChIP/chip. Los genes diana se obtuvieron como resultado de tres
experimentos independientes de ChlIP/chip para cada anticuerpo en muestras de
higado de raton adulto. El solapamiento de diagramas indica los genes a los que
se unen simultaneamente E2F4 e 1d2.

111.2 Cooperacion de elementos en los promotores a los que se une

E2F4/1d2.

n.2.1 Anadlisis de la localizacion gendémica de los sitios de

unién de E2F4/1d2 a promotores.

Con el fin de determinar posibles diferencias de localizacidon
genomica de los factores E2F4, Id2 o E2F4/1d2 se realizd un analisis
mediante el programa RegionMiner (Genomatix) que utiliza
anotaciones generales y estadisticas para regiones gendmicas en
todo el genoma de ratén. Este analisis mostrd que las regiones de
union, tanto de las formas libres, como del complejo E2F4/1d2,
tenian una distribucion homogénea sin ninguna diferencia aparente
entre los tres grupos, uniéndose preferentemente a los promotores

de los diferentes genes (Figura 37a).
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111.2.2. Distancia de union de E2F4/1d2 respecto al TSRy TSS.

Sin embargo, un analisis mas exhaustivo de la distribucion de
las regiones que solapaban con los promotores, reveld diferencias
importantes entre los grupos. La mayor parte de las regiones
incluidas en promotores que unian Id2 con o sin E2F4 (87% ld2-sélo
y 90,6% E2F4/1d2) contenian, al menos, una region de inicio de la
transcripcién (TSR, que se define como una regién con mads de un
sitio de inicio de la transcripcidon) a una distancia de menos de
40pb) solapada con el primer intrén o con el primer exdn. Sin
embargo, tan sdlo un 35% de las regiones que unen E2F4

presentaban esta caracteristica (Figura 37b).
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Para establecer con mayor detalle la posicion donde se une

E2F4/1d2, se analizo la frecuencia de correlaciones entre las

regiones de unién de las distintas proteinas y la distancia al TSR o al

TSS. Los tres grupos de regiones diana de E2F4, Id2 y E2F4/1d2, se

encontraban centrados en sus respectivos TSRs (Figura 38a).
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Figura 38: Distribucion y localizacion de los sitios de union de Id2, E2F4 y
E2F4/1d2. Se representa el numero de correlaciones entre la region a la que se une
cada factor y A) la distancia respecto al centro del TSR (0) o B) la distancia
respecto al TSS (0). El pico indica la region a la que se une con mayor frecuencia
cada factor para la totalidad de los genes encontrados.
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Sin embargo, las regiones de unién de E2F4 e Id2 mostraron
una gran diferencia de posicién con respecto al TSS. La unién de
E2F4 se vio principalmente restringida a posiciones
inmediatamente anteriores al TSS en direccion 5' (con una distancia
mas frecuente de -38pb del TSS), mientras que Id2 se encontraba
con mas frecuencia unido a una regién posterior al TSS (distancia
mas frecuente a +125pb). Es destacable mencionar que 1d2, sélo o
con E2F4, mostré la misma posicién respecto al TSS (Figura 38b).

Ademas, Id2 presentaba una distribucion mas dispersa en los
promotores de los genes diana que aquellos que solo unian E2F4.
Id2 mostraba un pico mas amplio de correlaciones (Figura 38). El
analisis de la ubicacién del factor de todo el genoma mostré que,
mientras que la longitud media de las regiones que cubria E2F4 era
de 24pb, los factores 1d2 o E2F4/Id2 cubrian una regiéon mas
grande, con una longitud media de 277pb. Puesto que Id2 carece
de un dominio de unién a DNA, este resultado podria reflejar la
union de un complejo de proteinas al que podria estar uniéndose

ld2.

11.2.3. Caracterizacion del sitio de uniéon del complejo

E2F4/1d2.

Con la finalidad de profundizar mas en el papel que desempeiia
Id2 en el higado quiescente, se caracterizé la region de unidén de
E2F4/1d2 en los promotores de los genes diana. Se piensa que las

secuencias de DNA altamente conservadas entre especies tienen un
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papel regulador fundamental. En este sentido, el analisis estadistico
de 550 sondas positivas para el complejo E2F4/1d2 muestra que el
83,3% tienen una region ortdloga en Homo sapiens y en Rattus
norvegicus. Se encontraron 5 motivos putativos con un umbral de
similitud de la matriz del 0,80 en al menos un 75% de las regiones
ortélogas (Tabla V) y un core putativo, presente en al menos un

95% de secuencias estudiadas (Figura 39).

Tabla V
Motivo de union Re-valor IUPAC consenso
USsl1 E2F4 Id2_ortolo 1.55 NGCAGCCRS
U$s2_E2F4_Id2_ortolo 4.19 NGAGGAGCS
U$s3_E2F4_Id2_ortolo 1.13 NGCNGGAGS
U$s4_E2F4_Id2_ortolo 2.80 NGAGCAGCN
US$s5_E2F4_Id2_ortolo 2.70 NGGAGCTGN

Tabla V. Caracterizacion de la secuencia de unién de E2F4/ld2. Motivos
putativos encontrados en los promotores génicos en al menos 75% de las
regiones ortdélogas. Umbral de similitud de la matriz del 0,80.

Ademads, se encontrd que el sitio de unién para E2FF esta
presente en el 89% de las secuencias. Sin embargo, no pudimos
encontrar un médulo concluyente (combinacién de sitios de unién
para E2FF y otro factor de transcripcién) presente en un nimero

significativo de regiones. No obstante, las regiones analizadas
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siempre contenian sitios de unién para factores relacionados con el

inicio de la transcripcion (resultados no mostrados).

2.0
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Figura 39. Secuencia comtn en los promotores de los genes diana de E2F4/Id2.
Core element presente en al menos el 95% de las secuencias downstream del
TSS en genes diana de E2F4/1d2 analizado mediante GEMS launcher. Umbral de
similitud de la matriz de 0,80.

I11.3 Posible papel de Id2 como nodo de coordinacion en

diferentes procesos bioldgicos en el higado: Funciones

moleculares y bioldgicas de los genes a los que se une

E2F4/1d2.

Con el fin de determinar si E2F4/1d2, ejerce su funcion sobre
una seleccidon especifica de genes, se analizdé funcionalmente el

conjunto de genes diana de E2F4/Id2.

167



Resultados

% de genes en
cada grupo
(=] IS [e) o
@,
% —
o —
%
“o [
¥/
()
“o/ I

o )
& 2 Q *)
< L < . o
F ST EETFESS
R SO S A SR O -
& {\\0 L O & ) & O F R
TIILF ST ESHFES
FL &S & &9
ks N < 2 0O >
S & o
> ) (8) Y A
& 2 N & > -
v ¥ S o & &
S & o ¥
& R
v b"’ )
F &
3 &
N

Figura 40: Funciones moleculares de genes diana de E2F4/Id2. El porcentaje se
refiere al numero de genes que se encuentran dentro de una categoria
particular en relacion con el numero total de genes a los que se une E2F4/1d2. En
algunos casos, los genes pueden estar incluidos en mds de una categoria.

Como se puede observar en la Figura 40, las funciones
moleculares mas representativas para los genes diana de E2F4/1d2
se agrupan en categorias relacionadas con la unién al DNA, la unién
a iones metalicos y factores de transcripcién. Por otra parte, la
mayoria de los genes a los que se une E2F4/Id2 se agrupan en
cuatro funciones bioldgicas principales (Figura 41): seializacién,
transcripciéon de genes, ciclo celular y crecimiento, y procesos de

desarrollo y diferenciacion.
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Figura 41: Distribucion de los genes a los que se une el complejo E2F4/1d2 segtin
sus funciones biolégicas. Porcentaje de los genes diana de E2F4/1d2 englobados
dentro de los procesos bioldgicos mds importantes en los que se han descrito.

Posteriormente, para determinar el posible proceso biolégico
en el que estan implicados los genes diana de Id2, nos propusimos
determinar posibles diferencias, a nivel bioldgico y molecular, entre
los genes que sélo unen E2F4 y los genes que unen el complejo
E2F4/1d2. Para ello, se analizaron las funciones moleculares (Figura
42) y bioldgicas (Figura 43) de los genes que unian el complejo
E2F4/1d2 o E2F4 solo, en términos de enriquecimiento frente al
total de genes que unian E2F4. Como resultado de este andlisis, se

obtuvo una clara diferencia entre los dos grupos de genes.
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Funciones moleculares en términos de enriquecimiento
frente al total de genes que unen E2F4
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Figura 42. Distribucion de las funciones moleculares de genes que unen
E2F4/1d2 o tan sélo E2F4. Las barras azules y grises representan al grupo de
genes unidos por E2F4/ld2 o por E2F4 sélo. Los datos se muestran como las
veces enriquecido en E2F4/ld2 o solo E2F4 en comparacion con el total de genes
diana de E2F4.

En lo que respecta a la funcién bioldgica, se observd que los
genes que unen |d2 estan implicados en funciones relacionadas con
la organizacion de la cromatina, el citoesqueleto y los organulos, asi
como el desarrollo, la diferenciacién y morfogénesis, el transporte

de RNA y de proteinas (Figura 43).
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Figura 43. Distribucion de las funciones bioldgicas en las que se agrupan los
genes que unen E2F4/Ild2 o tan sélo E2F4. Las barras azules y grises representan
al grupo de genes unidos por E2F4/ld2 o por E2F4. Los datos se muestran como
las veces enriquecido en E2F4/1d2 o solo E2F4 en comparacién con el total de
genes diana de E2F4.

La reagrupacion de los genes de forma que fueran anotados
como genes Unicos dentro de una categoria en particular, mostré
gue los genes diana de Id2 se relacionan fundamentalmente con el
desarrollo. Sin embargo, nuestros datos de ChIP/chip no derivan de
un andlisis de higado fetal, sino de muestras de higado procedente
de ratones adultos. Para estudiar el impacto final que E2F4/1d2
podria tener sobre la modulacién de la expresidn génica en higado
de ratén adulto frente al obtenido tan sélo con la unién de E2F4, se

realizd un analisis in silico del patrén de expresion génica para cada
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grupo de genes (Mortazavi et al. 2008). La mayor parte de los genes
unidos por E2F4, en presencia o ausencia de 1d2, estaban
reprimidos o mostraron un nivel de expresion muy bajo en higado

adulto (97 % del total de genes) (Figura 44).
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Baja o Moderada Alta
reprimida

% de genes a los que se ha unido E2F4

Niveles de expresion de los genes unidos por E2F4

Figura 44. Niveles de expresion de los genes diana de E2F4. Andlisis “in silico” de
la expresion de todos los genes diana de E2F4 en el higado de adultos (Mortazavi
A et al 2008). El porcentaje de genes diana para E2F4 se representa grdficamente
en funcion de sus niveles de expresion basales.

Hay un pequefio subconjunto de los genes unidos solo por
E2F4 que presentan una expresidon génica de moderada a alta
(Figura 45a). Las funciones bioldgicas de los genes diana de E2F4,
que muestran una alta expresion, se relacionan principalmente con
funciones metabdlicas y con la regulacion de la homeostasis del
higado (Figura 45b). Por lo tanto, estos datos sugieren que el
complejo E2F4/1d2 podria ser parte de un complejo represor en el

higado adulto.
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Figura 45. Distribucion de las funciones biologicas GO de los genes que solo
unen E2F4 y que se encuentran altamente expresados en higado quiescente de
ratén. A) Andlisis “in silico” de los niveles de mRNA de la totalidad de genes que
unen E2F4, sélo E2F4 o E2F4/Id2. Los niveles de mRNA de los datos obtenidos del
RNAseq (Mortazavi A et al 2008) se representan como lecturas por kilobase por
millén de lecturas (RPKM). B) Se muestra el porcentaje de genes implicados en los
procesos bioldgicos mds significativos en los que han sido descritos.
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111.4 Relacién entre el input y el output primario: Dindmica de

union de Id2 a los promotores en el desarrollo hepatico vy

correlacion con la expresion génica.

Los resultados sugieren que E2F4/1d2 podria formar parte de

un complejo represor sobre un subgrupo de genes que juegan un

papel importante durante el desarrollo hepdtico. De acuerdo con

esta hipotesis, se realizé un analisis in silico comparando los niveles

de expresion de los genes unidos por E2F4/1d2 en higado fetal y

adulto (Otu et al. 2007). De acuerdo con nuestra hipdtesis, se

observé una mayor expresion de los genes diana de E2F4/Id2 en el

higado fetal (Figura 46).
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Figura 46. Andlisis in silico de la
expresion de genes diana de
E2F4/Ild2 en higado adulto y
fetal. Se muestra un diagrama
de cajas y bigotes donde se
representa los niveles de mRNA,
en unidades arbitrarias, en
higado adulto y fetal. *** P-
valor < 0.0001.
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Por lo tanto, nos preguntamos si la presencia o ausencia de 1d2
unido al complejo, se correlacionaba con una mayor o menor
expresion de los genes diana durante el desarrollo del higado. Por
este motivo, se analizd la union del complejo E2F4/1d2 a la regidn
downstream del TSS en una representacion de genes relacionados
con la organizacion de la cromatina y el procesamiento del RNA en

muestras de higado de ratén adulto y fetal.
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Figura 47. Unién de E2F4 e Id2 a los promotores génicos en higado fetal y
adulto. La union de E2F4 e Id2 a la region downstream del TSS se analizo
mediante ChIP assay en muestras de higado adulto (barras azules) y fetal (barras
blancas). Se muestra el resultado del andlisis de los ChIPs por gPCR (superior) y
por PCR semicuantitativa (inferior) en una seleccion de genes. Como control
positivo en el higado quiescente, se analizé la union de E2F4/Id2 al promotor de
c-myc. (n=3) P <0.05.
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Como se puede observar en la figura 47, 1d2 se encontraba
unido a todos los genes analizados en higado adulto quiescente,
validando los datos del ChiIP/chip. Sin embargo, 1d2 no se
encontraba unido a esta regidn en ninguno de los genes analizados
en higado fetal.

Posteriormente, mediante qPCR se analizaron los niveles de
mMRNA de los genes seleccionados. Se comprobd que la ausencia de
Id2 de estas regiones se correlacionaba con una mayor expresién
de los genes diana seleccionados (Figura 48). Este aumento de la
expresién génica observado en higado fetal en comparacidn con los
niveles de expresion en higado adulto, apoyaria la hipdtesis de que
Id2 podria tener un papel represivo en un subgrupo de los genes
diana para E2F4 en células diferenciadas. En efecto, I1d2 no se
encuentra unido a los promotores de los genes diana durante el

desarrollo hepatico, momento en el que dichos genes se estdn
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Figura 48. Niveles de expresion de genes relacionados con el desarrollo a los
que se une E2F4/ld2 en higado adulto y fetal. Niveles de mRNA de genes
incluidos en la categoria de desarrollo mediante RT-gqPCR en muestras de
higado fetal y adulto de ratdn. Los valores de expresion se normalizaron
respecto a la expresion del gen 18S. Incremento relativo respecto a la expresion
del higado adulto. *** corresponde a un P-valor < 0.0001.
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111.5 Modulacién de la abundancia y distribuciéon subcelular de I1d2

durante el desarrollo hepatico.

Los niveles de Id2 y su distribucion subcelular se han
considerado clasicamente como factores determinantes de su
funcién. En general, sus niveles suelen ser elevados en células en
proliferaciéon y bajos en células quiescentes o diferenciadas. En
cualquier caso, Id2 es una proteina pleitotrépica cuyas funciones
dependerdn en gran medida del microambiente en el que se
encuentre (Yokota & Mori, 2002). En este sentido, aunque la
modulacion de los niveles de 1d2 y su correlacidon con su funcién
han sido ampliamente estudiadas en otros tejidos, durante el

desarrollo fetal éstas no han sido analizadas en higado.

111.5.1 Analisis de los niveles de mRNA de 1d2.

Los datos en la literatura indican que el control transcripcional
de 1d2 es uno de los puntos mas importantes de control de su
abundancia (Garcia-Trevijano et al. 2013). Ademads, se han podido
correlacionar los niveles de expresion de Id2 con la tasa de
proliferacién celular (Ruzinova & Benezra, 2003; Coma et al. 2010).
Por lo tanto, durante el desarrollo hepdtico, cuando hay una
elevada tasa de proliferacién celular, cabria esperar que se
produjesen importantes cambios en los niveles de mRNA de Id2.
Sorprendentemente, mediante qPCR se observé que la expresion
de Id2 en higado fetal no era significativamente diferente a la del

higado adulto (Figura 49).
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15
Figura 49. Niveles de mRNA de Id2.

Niveles de expresion de Id2 mediante RT-

—|— gPCR en muestras de higado fetal de 14
1.0

dias de desarrollo e higado adulto de
raton. Los valores se normalizaron
respecto a la expresion del gen 18S.
0.5 Incremento relativo respecto a la
expresion del higado adulto. (n = 5).
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111.5.2. Estudio de la estabilidad proteica de Id2 y posible
papel de USP1.

La proteina USP1 es capaz de estabilizar y aumentar los niveles
de la proteina 1d2 en tumores de osteosarcoma (Williams et al.
2011). Como se muestra en la figura 50a, tanto la proteina 1d2
como los niveles de USP1 estaban incrementados durante el
desarrollo del higado. Puesto que se ha descrito que Ia
estabilizacion de 1d2 por USP1 depende del reconocimiento e
interaccidon entre ambas proteinas (Williams et al. 2011), se realizd
una co-immunoprecipitation de ambas proteinas confirmando

dicha interaccion durante el desarrollo hepatico (Figura 50b).
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Figura 50. Niveles de expresion e interaccion de Id2 y USP1 A) Andlisis por WB
de los niveles de Id2 y USP1 en higado fetal y adulto. Los niveles de proteina se
cuantificaron y se normalizaron respecto a los niveles de GAPDH. Los datos se
presentan como la media + SEM (n=5). ** P <0.001 vs higado adulto. B) Co-
immunoprecipitation de Id2 y USP1. Las muestras de higado fetal y adulto se
inmunoprecipitaron con anticuerpos anti-ld2, anti-USP1 o IgG de suero normal y
posteriormente analizados por WB con el anticuerpo correspondiente. Se
muestra un experimento representativo (n 23).

Recientemente se ha descrito que la calpaina 1 junto con su
subunidad reguladora (Capns1 o calpaina 4), juegan un papel clave
en la modulacidn de la estabilidad de Id2 mediada por USP1. La
Capnl es capaz de estabilizar la deubiquitinasa USP1, aumentando
sus niveles y favoreciendo su interaccion con Id2 (Cataldo et al.
2013). Se analizé por tanto, la posible implicacién de la Capnl y
Capn4 en la estabilizacién de Id2 mediada por USP1.

Se observd un aumento significativo de la expresién de ambas
subunidades durante el desarrollo fetal, tanto a nivel de mRNA
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(Figura 51a), como a nivel de proteina (Figura 51b). Sin embargo,
no se pudo demostrar la interaccion directa de Capn1/USP1

mediante experimentos de co-inmunoprecipitacién (resultados no

mostrados).
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Figura 51. Niveles de expresion de calpainas durante el desarrollo hepdtico. A)
Niveles de expresion de calpaina 1y 4 por RT-gPCR en muestras de higado fetal
y adulto. Los valores se normalizaron con respecto a la expresion del 18S.
Incremento relativo respecto a la expresion en higado adulto. *** corresponde a
un P-valor < 0.0001. (n = 5) B) Expresion de Capn 1 mediante WB en extractos de
higado fetal y adulto. Como marcador de carga se utilizé un anticuerpo
especifico contra GADPH. (n=5) * P <0.05 vs higado en adultos.
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Por otra parte, los niveles de mRNA de USP1 se encontraban
aumentados en higado fetal con respecto al higado adulto. Aunque
no podemos descartar un posible papel de las calpainas sobre la
estabilizacién de la proteina USP1 y su actividad, nuestros
resultados sugieren que el aumento de los niveles de proteina
observado en higado fetal, este causado por un aumento de los
niveles de mRNA, y no de la vida media de la proteina USP1 (Figura

52).

Figura 52. Niveles de mRNA de
USP1. Niveles de expresion de USP1
4 T mediante RT-gPCR en muestras de
higado fetal y adulto. Los valores

se normalizaron con respecto a la
expresion del 18S. Incremento
relativo respecto a la expresion del
higado adulto. * corresponde a un
P-valor < 0.05 (n = 5).
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111.5.3. Distribucion subcelular de I1d2 y USP1.

Segun los datos publicados en la literatura, las funciones de 1d2
y USP1 se relacionan principalmente con procesos nucleares. En
consonancia con esta idea, mediante Western blot, se observé que

tanto 1d2 como USP1 se localizaban principalmente en los nucleos
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de higado fetal (Figura 53). La pequefa cantidad de Id2 que se
detectd en el citosol de higado fetal, probablemente se deba a una
sintesis activa de esta proteina. En el higado adulto, I1d2 presentaba
una localizacién exclusivamente nuclear y con unos niveles casi
indetectables. Curiosamente, en el higado adulto no sélo se
encontrd una reduccion considerable de USP1, sino también una
distribucion subcelular diferente, concretamente citosélica. Como
se observa en la figura 53, la localizacidon nuclear de Pol Il, y la
citosélica de GADPH (utilizados ambos como marcadores de pureza
del fraccionamiento subcelular) muestran la especificidad de los

resultados.

Adulto Fetal
= - |d2
= | . USP1
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i — === | GADPH
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Figura 53. Distribucion subcelular de Id2 y USP1. Western blot de Id2 y USP1 en
las fracciones nucleares y citosdlicas de muestras de higado adulto y fetal. La
pureza de los extractos se evalué mediante anticuerpos especificos de nucleos
(Pol 1) y citosoles (GAPDH). N: Fraccidn nuclear, C: Fraccion citosolica. (n = 5).
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111.6 Papel de 1d2 en la ocupacién nucleosomal y el pausado de Pol

Il en la region downstream del TSS durante el desarrollo

hepatico.

La importancia funcional de las regiones con un contenido
elevado en GC es poco conocido y controvertido. Segun predice el
algoritmo de Kaplan los promotores con un elevado contenido en
GC deberian estar ocupados por un nucleosoma. Este algoritmo
puede predecir con cierta exactitud la probabilidad de que en un
determinado tramo de DNA se encuentre un nucleosoma. Sin
embargo, se ha demostrado que la mayoria de estos promotores
tienen pre-ensamblados Pol Il (Gilchrist et al. 2010; Ramirez-Carrozi
et al. 2009). En este sentido, los genes que requieren un control de
la expresién mas preciso, presentan una Pol Il pausada en sus
promotores (Gilchrist & Adelman, 2012). Por estos motivos, nos
propusimos estudiar el contenido en GC, asi como la ocupacion
nucleosomal o la presencia de una Pol Il pausada en la regién
promotora de algunos de los genes diana de E2F4/Id2.

La histona arginina desmetilasa Jmjdé vy la histona
metiltransferasa Suv39h2, son una buena representacion de los
genes diana del complejo E2F4/1d2 ya que son esenciales para la
diferenciacién de multiples células y tejidos durante Ia
embriogénesis (Lee et al. 2012b; Peters et al. 2001). Por lo tanto, se
han seleccionado estos genes con el fin de estudiar si Id2 podria
favorecer la ocupacion nucleosomal, o por el contrario, favorece el

pausado de la Pol Il en las regiones downstream del TSS de los
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genes diana de E2F4/1d2, que se encuentran enriquecidos en las

categorias funcionales determinadas previamente.

ll.6.1. Analisis del contenido en GC respecto al TSS en los

genes diana de E2F4/1d2.

El inicio de la transcripcidn esta facilitado por la presencia de
islas CpG en los promotores (Ramirez-Carrozzi et al. 2009).
Nuestros datos mostraron un core element que se caracterizaba por
un elevado nimero de GC (Figura 39). Se analizé, por tanto el
contenido en GCs respecto al TSS y a las regiones a las que se unen
preferentemente los distintos complejos analizados. El analisis del
contenido de GC de las secuencias promotoras a las que se unia
E2F4, 1d2 y el complejo E2F4/1d2, mostré una clara diferencia entre
los tres grupos (Figura 54).

En este analisis se pudo observar que Id2 y el complejo
E2F4/1d2 se unian con mayor frecuencia a una regiéon con un mayor
porcentaje de GCs que la regidn a la que se une E2F4-solo,

localizada principalmente upstream del TSS.
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Figura 54. Andlisis del contenido en GC en las regiones a las que se une E2F4,
Id2 o E2F4/ld2. Los datos del microarray, analizados mediante el
Genomelnspector, se representaron como el numero de correlaciones
encontradas respecto a la distancia al TSS en pb (linea azul). La linea purpura
indica el porcentaje de GC (eje de la derecha) en la totalidad de genes a los que
se une cada factor frente a la distancia al TSS.
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Proteccion frente a MNasa

11.6.2 Anadlisis de ocupacion nucleosomal mediante ensayo de

proteccidn frente a MNasa.

Se realizaron ensayos de proteccion frente a MNasa en la
regiones downstream del TSS, donde se une el complejo E2F4/1d2,
en muestras de higado de ratones adultos y fetales. Como se
observa en la figura 55, Jmjd6 presenta una regién protegida
centrada principalmente a +240pb del TSS, mientras que Suv39h2 a
+340pb.  Curiosamente, estds regiones se encuentran
significativamente mas protegidas en higado fetal, cuando ambos

genes estdn transcripcionalmente activos.
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Figura 55. Andlisis de posicionamiento nucleosomal de los genes Jmjd6 y
Suv39h2 en higado fetal y adulto. El posicionamiento nucleosomal en Jmjdé y
Suv39h2 se analizé en muestras de higado fetal y adulto mediante ensayos de
proteccién frente a MNasa en las regiones downstream del TSS. Las regiones
protegidas en Jmjdé6 (izquierda) y Suv39h2 (derecha) se representan segun el
numero de veces enriquecido frente a la distancia al TSS. Cada punto indica el
centro del amplicon. Se representa la media + SEM (n = 3). * P-valor < 0,05 vs
higado adultos.
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1l.6.3.  Anadlisis de la ocupacién nucleosomal o del pausado de
Pol Il en los genes diana de E2F4/1d2 durante el desarrollo

hepatico.

Puesto que el ensayo de proteccion frente a MNasa no
discrimina entre la ocupacion nucleosomal y la unidn de una Pol Il
pausada, se realizd un ensayo de Nuc-ChIP con anticuerpos contra
Pol Il e histona H3 con el fin de determinar la identidad de las

proteinas unidas a la regidn protegida de ambos genes.
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Figura 56. Identificacion de los complejos unidos a las regiones protegidas
frente a MNasa en Jmjdé y Suv39h2 en higado fetal y adulto. Las proteinas
unidas a las regiones protegidas se identificaron mediante Nuc-ChIP de
mononucleosomas procednte de higado fetal y adulto con anticuerpos A) anti-
histona H3 o B) anti-Pol Il. Los amplicones se centran en +240 y +340 pb del TSS
para Jmjd6 y Suv39h2 respectivamente. Se representa la media + SEM (n = 3). *
P-valor < 0,05 vs higado adulto.
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Se encontré Pol Il unida a la regidon protegida de higado adulto
en ambos genes (Figura 56b). Sin embargo, en higado fetal, cuando
ambos genes estan transcripcionalmente activos, la regién
protegida estaba ocupada principalmente por un nucleosoma,
como se puede deducir por la presencia de la histona H3 (Figura
56a).

Por lo tanto, parece ser que durante el desarrollo, cuando los
genes estan transcripcionalmente activos, se posiciona un
nucleosoma en la regién downstream del TSS. Por otro lado, se
produce un pausado de Pol Il cuando Id2 se encuentra unido en

estas regiones downstream del TSS de los genes diana de E2F4/1d2.

1.7 Reversibilidad del pausado de Pol Il y de la union de Id2 a

los promotores génicos al inicio de la regeneracion

hepatica.

Uno de los genes donde se ha descrito una Pol Il pausada en su
promotor, es el oncogén c-myc (Krumm et al. 1992). La liberacién
de Id2 del promotor de c-myc durante la regeneracidn hepatica tras
la PHx produce un aumento de expresion del gen (Rodriguez et al.
2006). Hasta el momento, nuestros resultados sugieren que 1d2
podria formar parte de un programa de diferenciacién favoreciendo
el pausado de Pol Il. Nos preguntamos si este programa de

diferenciacién podria ser reversible tras un determinado estimulo.
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1n.7.1 Dinamica de unién de Id2 a los promotores durante
la regeneracion hepatica y correlacion con la expresion

génica.

La regeneracién del higado no es una recapitulacion exacta del
programa embrionario, sin embargo, ambos procesos comparten
factores clave para promover la proliferacion celular (Otu et al.
2007). Por este motivo nos propusimos evaluar si ocurre el mismo
mecanismo de regulacidén en una seleccién de los genes E2F4/Id2

durante la regeneracién hepatica.
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Figura 57. Andlisis de la dindmica de union de Id2 y E2F4 a los promotores de
Jmjd6 y Suv39h2 durante la regeneracion hepadtica. La cromatina de muestras de
higado a las 3h tras PHx u operacion simulada (sham) se inmunoprecipité con
anticuerpos contra Id2, E2F4 o IgG de suero normal. Los ChlPs se analizaron por
gPCR (superior) y PCR semicuantitativa (inferior) con primers especificos para la
region promotora de Jmjd6 o Suv39h2. Se muestra un experimento representativo
(n=3). P<0.05 para la nién de 1d2 vs. Sham.
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Mediante ChIP assay, demostramos que Id2 se encontraba
unido al promotor de al menos dos de estos genes (Jmjd6 y
Suv39h2) en muestras de higado tras una operacion simulada
(Sham). Sin embargo, tras la PHx, Id2 se libera de los promotores de
ambos genes (Figura 57).

Como se puede observar en la figura 58, la expresién de ambos
genes se correlacionaba con el patrén de uniéon de Id2 a los
promotores de estos. Se observa que hay un aumento de la
expresion cuando Id2 se libera de los promotores de Jmjd6 y de

Suv39h2.

= Jnjd6

3 Suv39%h2 -

Niveles de mRNA
(Incremento relativo PH vs Sham)

L
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Figura 58. Niveles de expresion de Jmjd6 y Suv39h2 durante la regeneracion
hepadtica. Niveles de mRNA de Jmjd6 y Suv39h2 mediante RT-qPCR en muestras
de higado a las 3h tras PHx u operacion simulada (sham). Los valores se
normalizaron con respecto a la expresion del gen 18S. Los resultados de la RT-
gPCR se presentan como el promedio + SEM (n = 5). Incremento relativo vs.
sham.*** P-valor < 0.0001. * P-valor < 0.05.
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Proteccion frente MNasa

Resultados

1.7.2.

Ocupacion nucleosomal y pausado de Pol Il en las

region downstream del TSS durante la regeneracion

hepatica.

Para determinar si Id2, al igual que ocurre durante el desarrollo

hepatico, podria favorecer el pausado de la Pol Il en las regiones

downstream del TSS de los genes diana para E2F4/Id2, se evalud la

presencia de nucleosomas o de Pol Il en estas regiones tras la PHx.
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Figura 59. Andlisis del posicionamiento nucleosomal en la region de union de
E2F4/1d2 durante la regeneracién hepdtica. El posicionamiento nucleosomal en

Jmjd6 y Suv39h2 se analizé en muestras de higado a las 3h tras PHx o sham

mediante ensayos de proteccion frente a MNasa en las regiones downstream

del TSS. Las regiones protegidas en Jmjdé6 (izquierda) y Suv39h2 (derecha) se

representan segtn el numero de veces enriquecido frente a la distancia al TSS.

Cada punto indica el centro del amplicén. Se representa la media + SEM (n = 3).

Al igual que en higado fetal, se observd el mismo perfil de

proteccion frente MNasa en muestras de higado hepatectomizado

(Figura 59). En ambos casos, cuando se induce la expresién de los

genes durante la regeneracién hepatica, Pol Il se sustituye por un

nucleosoma (figura 60). Es decir, tras la PHx se favorece el
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reensamblaje nucleosomal en

la

previamente por una Pol Il pausada.
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Figura 60. Identificacion de los complejos unidos a las regiones protegidas

frente a MNasa en Jmjdé y Suv39h2 durante la regeneracion hepadtica.

Las

proteinas unidas a las regiones protegidas se identificaron mediante Nuc-ChIP
de mononucleosomas procednte de higado a las 3h tras PHx o sham con
anticuerpos anti- histona H3 (barras azules) o anti-Pol Il (barras blancas). Los
amplicones se centran en +240 y +340 pb del TSS para Jmjd6 y Suv39h2
respectivamente. Se representa la media + SEM (n = 3). * P-valor < 0,05 vs sham.

192



Resultados

IV. Desregulacion de los nodos transcripcionales y su

relacion con el cancer.

IV.1 Andlisis de la implicacion de los genes diana NF-kB en cancer.

Se ha descrito que NF-kB estd involucrado en el desarrollo y
progresion de tumores por la induccién de un ambiente
inflamatorio (Chariot, 2009). Durante la involucion de la glandula
mamaria se produce un ambiente pro-inflamatorio. De hecho,
como se ha mencionado en la introduccidn, la incidencia elevada de
cancer de mama asociado con el embarazo podria estar
influenciado por el microambiente desarrollado en la glandula
mamaria tras el destete (Lyons et al. 2011). Por lo tanto, mediante
el programa GePS (Genomatix), se determind que el 81% de los
genes diana p65/p300 estaban relacionados con el cancer. Por todo
ello, es interesante seguir estudiando los mecanismos de regulaciéon
de estos genes, asi como su funcién en este modelo de inflamacién
gue tiene lugar durante la involucion de la glandula mamaria tras la

lactancia.

IV.2 Analisis de la implicacion de los genes diana E2F4/1d2 en

cancer.

Como se ha comentado anteriormente, se ha descrito a 1d2 en

numerosas patologias, principalmente en cancer (Norton, 2000;
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Lasorella et al. 2001; Zebedee & hara, 2001; Yokota & Mori, 2002;
Fong et al. 2004; Coma et al. 2010). Por ese motivo nos propusimos
estudiar si este mecanismo de regulacion de la expresion génica
podria estar relacionado con el cancer o con alglin otro tipo de
enfermedad. De esta forma, se compararon los porcentajes de los
genes que unen solo E2F4 y los que unen el complejo E2F4/1d2,
para cada patologia en particular. Como se puede ver en la figura
61, hay un mayor porcentaje de genes que unen el complejo
E2F4/1d2 que se han descrito en las diferentes patologias, entre las
gue destaca especialmente el cancer, en comparacién con los que

solo unen E2F4.
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Figura 61. Sobrerepresentacién de los geness diana de E2F4 sélo o E2F4/1d2 en
distintas patologias. Los distintos grupos se analizaron mediante el Generanker
diseases. Los resultados se representan como el porcentaje de genes que unen
E2F4 solo (blanco) o E2F4/Id2 (negro) sobrerepresentados en una determinada
patologia respecto al total de los genes diana para cada grupo. Solo se
representan aquellas condiciones patoldgicas con un p <.0001.
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Por lo tanto, los resultados aqui mostrados representan una
herramienta muy importante para la realizacién de nuevos estudios
sobre los mecanismos que modulan los genes diana para E2F4/1d2

en cancer.
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I. Estudio de nodos de regulacion de redes

transcripcionales.

Como se ha mencionado en la introduccion, los diferentes
genes que componen el genoma estdn regulados por la unién de
diferentes factores transcripcionales y otras proteinas reguladoras.
Estos actuarian como inputs que se unen a los diferentes elementos
en cis. Se podria decir por tanto, que las redes transcripcionales
estan constituidas por componentes reguladores o inputs, por los
outputs de genes reguladores (output primario) y las dianas de
dichos genes en la célula (output secundario) que, en ultima
instancia, se manifestardan como un proceso biolégico determinado
(Figura 1).

Aunque cada gen recibe un gran numero de inputs, no todos
los inputs tienen la misma relevancia. De hecho, algunos de ellos
pueden llegar a ser componentes criticos de las redes
transcripcionales, tanto por sus efectos pleiotropicos como por su
destacado papel en el cdncer. Consecuentemente, en el trabajo que
se presenta en esta tesis, se ha abordado el estudio de las redes
transcripcionales valorando el papel de dos inputs diferentes, NF-kB
e Id2, como nodos de la regulacién transcripcional en un contexto
fisioldgico en el que varios procesos bioldgicos y celulares se
coordinan para generar un output final, la involucién de la glandula
mamaria y la diferenciacion del tejido hepatico respectivamente.

Para ello, se han llevado a cabo varias aproximaciones:
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e La identificacién de los sitios de union de cada input en los
promotores de todo el genoma de ratén, asi como los
diferentes outputs, asi como la contextualizacion del nodo de

regulacién en una categoria bioldgica funcional.

e Ademas, con objeto de proporcionar una mayor profundizacién
en la dindmica de aquellos procesos modulados por NF-kB o
Id2, se han combinado los datos bioinformaticos con datos
experimentales. Estos experimentos tratan de elucidar cuales
de los perfiles que derivan de la actividad de los inputs, se
constituyen en un programa de expresion génica funcional. Lo
que daria lugar a importantes factores de control que,
propagando la sefial a través de la red de regulacion,

contribuyen a la activacién de otras vias o al output final.

Il. La glandula mamaria en involucion y el higado como

modelos de estudio de redes transcripcionales.

En el pasado, la Biologia Molecular se ha centrado en la
determinacién de las funciones de tan sélo uno o unos pocos genes
en un contexto bioldgico especifico. Sin embargo, el andlisis de
amplios sistemas de regulacibn organizados en redes
transcripcionales exige otro tipo de aproximaciones. En este
trabajo, mediante aproximaciones experimentales que incluyen la

inmunoprecipitaciéon de un factor unido a la cromatina, seguido de
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un microarray de promotores, se ha abordado el estudio del cédigo
de regulaciéon transcripcional para dos factores, NF-kB e Id2 en un
contexto fisiolégico en el que tienen lugar varios procesos
bioldgicos, moleculares y celulares de forma simultdnea vy
coordinada, la glandula mamaria en involucion y el higado
adulto/fetal.

Las técnicas de gendmica moderna tienen la capacidad de
generar miles de datos sobre genes implicados en mdultiples
procesos bioldgicos, pero la validacién funcional de dichos datos se
realiza todavia alterando gen a gen. Se ha sugerido, que la variacién
que se encuentra en la naturaleza representa ya por si misma un
experimento de alteracién multifactorial. La propia naturaleza
constituye, por tanto, una herramienta potencial para la validaciéon
multigénica, siempre y cuando se sea capaz de conectar
apropiadamente el genotipo y el fenotipo celular (Nuzhdin et al.
2010). Consecuentemente, todos los estudios que se presentan en
esta tesis se han llevado a cabo in vivo en dos modelos fisiolégicos
en los que no se ha alterado de forma ectdpica la expresiéon de
ningun gen.

El patrén de expresién de p65 y p50, como se ha mencionado
anteriormente, cambia a lo largo de la evolucién de la glandula
mamaria durante el ciclo embarazo/lactancia (Brantley et al. 2000;
Geymayer & Doppler, 2000). Efectivamente, no sélo se produce un
cambio de actividad del factor en las distintas fases del ciclo, si no
gue su patron de expresién es crucial para el desarrollo de la
glandula. En concreto, los estudios realizados con knockouts o
knokins en los que se altera la activacion o expresién del propio
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factor o de algin miembro de la via de sefializacién de NF-kB,
tienen como resultado el bloqueo de la proliferaciéon lobulo-
albeolar durante la gestacion, el retraso de la involucién o incluso
el desarrollo tumoral (Cao & Karin, 2003; Romieu-Mourez et al.
2003).

Con respecto a los estudios de 1d2, ya que la funcion de esta
proteina estd condicionada por su abundancia, se ha sugerido que
cualquier alteracion de sus niveles daria como resultado
importantes cambios fenotipicos. Su funcién molecular vendrd
determinada por un umbral de expresién en cada tipo celular.
Incluso se ha postulado que los datos derivados de estudios en
lineas celulares transformadas, podrian estar reflejando, antes que
la verdadera funcién de Id2 objeto de estudio, las necesidades de
unas células tumorales alejadas por completo de las condiciones
fisiolégicas. Para comprender el papel de 1d2 como nodo de
regulacion transcripcional en un contexto fisiolégico, deberiamos
tener en cuenta que las actividades enzimdticas, las vias de
sefializacion o incluso el estado redox de la célula cambian a través
de las diferentes fases de cualquier proceso biolégico. Una imagen
estdtica de Id2 conduciria a confusion. La expresion de Id2 esta
sometida a un estrecho control, restringida a un tiempo concreto y
coordinada con la expresidn de otras proteinas (Garcia-Trevijano et
al. 2013).

Por todo lo expuesto anteriormente, con aproximaciones
experimentales que implicaran la alteracién de la expresion y/o
actividad de 1d2 o NF-kB, no se podria obtener una informacion
precisa de los nodos de regulacién que controlan las redes
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transcripcionales en condiciones fisioldgicas. La informacion
obtenida, aunque no carente de validez, estaria sesgada hacia un
proceso biolégico y se verian alteradas con ello las interacciones

entre redes transcripcionales.

. NF-kxB como nodo de regulacion de redes

transcripcionales durante la involucion de la glandula

mamaria.

I11.1 Analisis gendmico y output inicial o primario.

Nuestros resultados de ChIP/chip muestran que en la glandula
mamaria, durante el proceso de involucion, p65 se une 4532 genes
a las 48h tras el destete forzado de las crias. Los datos en la
literatura referidos a la identificacidn de sitios de unién de factores
de transcripcion mediante el uso de tecnologia ChIP/chip o
ChIP/seq, muestran multitud de secuencias que son tedricamente
funcionales para la unién de factores de transcripcién.
Paraddjicamente, aunque se haya confirmado experimentalmente
la unién de factores a dichas secuencias, se ha demostrado que no
todas ellas participan en la regulacion de sus genes diana en
respuesta a un estimulo. Por ejemplo, el factor CREB es capaz de
unirse aproximadamente a 4000 promotores del genoma humano
in vivo, pero sélo una pequefia proporcidon de estos son capaces de

ser inducidos por cAMP en cualquier tipo celular (Zhang et al.
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2005). En el trabajo que se presenta en esta tesis hemos tratado de
seleccionar solo aquellos genes diana de p65 transcripcionalmente
activos.

Tal y como se comenté en la introduccién, aunque p65 puede
sufrir un variado nimero de modificaciones post-traduccionales,
gue pueden condicionar su unién al DNA o su actividad, es tan sélo
a través de su unién a p300 cuando podra presentar actividad
transactivadora (Calao et al. 2008). En consonancia con los datos
antes mencionados para otros factores de transcripcion, tan soélo
una pequena proporcion de los genes que unian p65 también unian
p300 (268 genes) en la glandula mamaria a las 48h de involucién
(Figura 15).

Se podria argumentar que carecemos de evidencias claras que
demuestren que p300 esta siendo reclutado por NF-kB y no por
otro factor de transcripcién en los genes diana. Aunque no
podemos descartar dicha posibilidad, nuestros analisis de
distribucién gendmica de regiones (Figura 18) y de localizacion
gendmica de cada grupo, p65 total, p300 total y p65/p300 (Figura
19) sugieren que efectivamente se han seleccionado aquellos genes
que unen p65/p300. El patron de distribucién gendmico de
p65/p300 era distinto al de p65 total y ademds, como se observa en
la figura 19, las curvas de localizacion de p65 respecto al TSS son
mas extensas y con los limites menos definidos que las de
p65/p300. Todo ello revela una colocalizacicion de p65 y p300.
Finalmente, nuestros datos de expresién en muestras de glandula

mamaria, Pol II-ChIP y ChIP assays, verifican que efectivamente
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p300 se une a la misma regién que p65 (Figuras 20 y 21b) en genes
transcripcionalmente activos a las 48h tras el destete.

No obstante, no se descarta un posible mecanismo de
inhibicion de la actividad p65/p300 y la represion de algunos genes
diana de NF-kB. Este podria ser el caso del gen que codifica para el
péptido similar a la hormona paratiroidea, uno de los genes
identificados como diana de p65/p300, puesto que se ha descrito
que este gen no se expresa en la glandula mamaria tras el destete
(Thiede & Rodan, 1988). En este sentido, se ha publicado que las
bajas concentraciones de glucocorticoides (evento que se produce
durante la primera etapa de la involucién de la glandula mamaria),
son capaces de reprimir los genes inducibles por NF-kB a través de
la inhibicidn de la actividad HAT (Ito et al. 2000).

En conjunto, nuestros resultados sugieren que mientras que a
las 48h tras el destete NF-kB transcripcionalmente inactivo se une
de forma heterogénea a elementos cis en un gran numero de
genes, NF-kB/p300 se une a unos pocos genes principalmente en
sitios cercanos al TSS. Es mas, dichos genes parecen estar
implicados principalmente en procesos inflamatorios y apoptéticos
(Figura 17). Por el contrario, el andlisis de las funciones bioldgicas
de la totalidad de genes que unen p65 indica que estos estan
preferentemente relacionados con funciones tales como la
proliferaciéon, el metabolismo del nitrégeno (que suele estar sobre-
representado en procesos de sintesis activa de DNA), la
sefializacion y el desarrollo (Figura 12). Por otra parte, dado que
este tipo de analisis bioinformatico permite la inclusion de un
mismo gen en distintas categorias, cabe pensar que la red
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transcripcional mas relevante de este grupo de genes que unen p65
estd relacionada con la proliferacion celular.

Con frecuencia, los factores de transcripcidn permanecen
unidos a distintas regiones de un gen como si se tratara de
"marcadores de lectura" de un libro. Cada tipo de estimulo
especificara el factor o combinacién de estos que debera participar
en la respuesta transcripcional de cada gen. Muy probablemente, el
papel de NF-kB sobre la regulacién de genes relacionados con la
proliferaciéon sea dependiente del control espacio-temporal de
dichas redes transcripcionales. De acuerdo con esta idea, se ha
descrito en la literatura que NF-kB presenta dos importantes picos
de activacion en la glandula mamaria murina durante el ciclo de
lactancia: uno durante el periodo de gestacién en el que tiene lugar
la proliferacién celular y el desarrollo de la glandula y otro durante
la fase de involucién (Brantley et al. 2000; Geymayer & Doppler,
2000). Se ha demostrado que cuando se inhibe de forma especifica
la activacion de NF-kB, los ratones no solo presentan un bloqueo de
la proliferacion lobulo-albeolar durante la gestacidn, sino que
ademds muestran severas deficiencias en la lactancia, aunque
precisamente durante la lactancia la actividad de este factor es
indetectable (Cao & Karin, 2003). Por otra parte, la activacién
constitutiva de NF-kB en la glandula mamaria lleva al desarrollo
tumoral (Romieu-Mourez et al. 2003).

El control espacio-temporal de NF-kB resultard, por tanto, clave
para el output final de las redes transcripcionales. En este sentido,
es importante destacar que el andlisis por categorias patoldgicas de
aquellos genes que unian p65/p300 a las 48h de involucion reveld
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que el 81% de estos genes estaba incluido dentro de la categoria de
neoplasma. De hecho se ha sugerido que la desregulacion de la
involucion post-lactancia puede facilitar la formaciéon de tumores
(Radisky & Hartmann, 2009; Schedin et al. 2007). La elevada
incidencia de cancer de mama asociada al embarazo podria estar
favorecida por el microambiente inflamatorio que se genera en la
mama tras el cese de la lactancia (Lyons et al. 2011). La
disponibilidad del listado, que aqui se presenta, de genes diana de
NF-kB durante la involucion post-lactancia de la glandula mamaria,
supondra una importante herramienta, no sélo para posteriores
estudios experimentales, sino para el desarrollo de nuevas dianas

terapéuticas y marcadores con valor prondstico.

I11.2 Control del input: Elementos cooperadores de NF-kB.

Hasta el momento hemos visto que nuestros resultados
podrian sugerir que, aunque p65 puede unirse a multiples sitios en
los promotores de genes o enhancers, muy probablemente la
accesibilidad de p300 esta restringida a algunos genes que unen
p65 cerca del TSS. Ademas, tras un andlisis bioinformatico
exhaustivo, hemos observado otros factores de transcripciéon en las
proximidades de la zona de unién de p65/p300. ETS y KLF son
algunos de los factores de transcripcion que se unen tanto al grupo
de genes que solo unen p65, como a los que unen p65/p300. De

acuerdo con estos resultados, se ha descrito una corregulacién de
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algunos genes por p65 y ETS (De Siervi et al. 2009). Notablemente,
el 85% de los genes que unen p65/p300 también tienen un sitio de
union para Spl, que no se encuentra en el grupo de genes que
unen solamente p65 (Tabla IV). De acuerdo con este modelo, la
transcripcién de este conjunto de genes podria activarse
sinérgicamente por la unién cooperativa de NF-kB y Sp1 (Figura 62,
modelo 1). En este sentido, se ha demostrado que se requiere una
interaccion funcional entre NF-kB y Sp1 para la expresién completa
de determinados genes (Hirano et al. 1998).

Sin embargo, en otros trabajos se ha descrito que la unidn
conjunta de NF-kB y Spl a los promotores de algunos genes,
produce la inhibicidon de la transcripcidon del gen diana. Mediante
ChlIP assay, Gallic Beauchef y colaboradores observaron la unién de
estos dos factores de transcripcion al promotor del gen del
procolageno al(l) (COL1A1) de fibroblastos humanos. La inhibicién
de Sp1 mediante siRNA, bloqueaba el efecto inhibidor de p65 sobre
la transcripcién de COL1A1 (Beauchef G et al 2012). En el contexto
de la glandula mamaria, aunque Spl presenta unos niveles
elevados a las 24 horas tras el destete, su expresién decae a los 3 y
5 dias de la involucién (Brantley DM et al 2000). Aunque no se
conocen los niveles de Sp1l a las 48 horas tras el destete, punto en
el que hemos realizado nuestro analisis, la liberacidn de Sp1 de la
region promotora de los genes diana de p65/p300, podria activar la

transcripcién de dichos genes (Figura 62, modelo 2).
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Figura 62: Posibles modelos en los que NF-kB, Spl y p300 actuan
sinérgicamente en la transcripcion de los genes diana para p65/p300 a las 48
horas tras el destete transcripcionales. En el modelo 1 se requiere NF-kB /Sp1
en el promotor del gen para que se reclute p300 y se exprese el gen. En el
segundo modelo, la union conjunta de NF-kB y Sp1 a los promotores, produce la
inhibicion de la transcripcion del gen diana. A las 48 horas tres el destete se
produciria la liberacion de Sp1, momento en el cual NF-kB podria reclutar p300.

Por otro lado, se ha descrito que las proteinas KLF, pueden
reclutar complejos HDAC, reprimiendo la transcripcién génica, a
través de la interaccion directa con Sin3A (Lomberk & Yrrutia,
2005). Por lo tanto, cabe la posibilidad de que los genes que unen
solo p65 podrian estar reprimidos por algun factor transcripcional
de la familia KLF, ya que estan sobrerrepresentados en este grupo.

En conjunto estos datos ponen de manifiesto la complejidad
del sistema de regulacién de este grupo de genes modulados por
p65/p300. Ademads, nuestros resultados ponen de relieve la

necesidad de un examen mas exhaustivo para determinar si la
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posible interaccién entre KLF, Spl y NF-kB es responsable de Ila
expresion de un grupo de genes concreto que favorezca un proceso
biolégico en particular en la glandula mamaria a las 48 h de la

involucion.

I11.3 Analisis del programa funcional. Output final o secundario.

Las técnicas gendmicas de obtencién masiva de datos
requieren un analisis bioinformatico que permite agrupar genes en
categorias funcionales o moleculares. La informacién que se
obtiene describe cambios globales o establece perfiles de
expresién, pero no proporciona detalles de los procesos bioldgicos
y las redes de sefalizacion implicadas en la propagacién y
resolucion de la respuesta.

Entre los genes diana de NF-kB transcripcionalmente activos a
las 48h tras el destete forzado, encontramos los genes que
codifican la calpaina 1y 2 (Figura 20). Estas cistein proteasas calcio
dependientes estan implicadas en varios procesos fisiolégicos como
la organizacién del citoesqueleto, la sefalizacién celular, la
apoptosis o la supervivencia celular. Ademads, se ha descrito
alteraciones en la expresion de las calpainas durante Ia
tumorigénesis (Leloup & Wells, 2011; Storr et al. 2011).

Los resultados de este trabajo demuestran que tanto los
niveles de mRNA, como los niveles de proteina de la Capn 1y 2, se

ven incrementados tras el destete (Figuras 21 y 22). También
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hemos observado un incremento de la de la expresiéon de la
subunidad reguladora (Capn4) (Figura 22a).

Para que las calpainas se activen debe haber un aumento de la
concentracion de calcio intracelular. Al final de la lactancia hay un
aumento sustancial de los niveles de calcio, que podria ser debido,
no sélo a la estasis de la leche dentro del lumen alveolar, sino
también a la marcada disminucion de los niveles de uno de los
transportadores de calcio principales, PMCA2 (Reinhardt & Lippolis,
2009; VanHouten et al. 2010) (Figuras 26 y 27). El incremento de
Ca?* observado a las 24 horas tras el destete coincide con el
aumento de la actividad calpaina debido a la autolisis del extremo
amino-terminal de ambas proteasas (Figuras 23 y 24).

Puesto que las calpainas requieren unos niveles de Ca** muy
elevados, el hecho de localizar la Capn 1 cerca de la parte apical de
las células epiteliales podria facilitar la activacién de esta, ya que es
donde se encuentran las bombas de Ca?*, PMCA2 (Figura 25)
(Faddy et al. 2008). Por consiguiente, cuando este transportador
disminuye, se acumularia el calcio intracelular, principalmente en la
zona apical, y las calpainas se activarian. Por otra parte, mediante
inmunofluorescencia, comprobamos que durante la lactancia, la
Capn 2 se localiza preferentemente junto a la membrana
plasmatica, concretamente en la regién baso-lateral de las células
epiteliales (Figura 25). En esta zona se localizan los canales de calcio
Orail que participan en el flujo de calcio al interior de la célula
epitelial, y cuya expresidn se mantiene alta durante la involucién de

la glandula mamaria (Cross et al. 2013).
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Como se ha comentado anteriormente, los genes diana de
p65/p300 parecen estar implicados principalmente en procesos
relacionados con la inflamacién y la apoptosis durante la involucidn
de la gldndula mamaria (Figura 17). En este sentido, las calpainas se
han descrito como unos mediadores clave de la muerte celular
programada en varios modelos experimentales (Tofighi et al. 2011;
Nozaki et al. 2011; Liu et al. 2009). Recientemente en nuestro
laboratorio hemos descrito el importante papel que desempefian
estas proteasas en la desestabilizacion de la membrana lisosomal y
mitocondrial, favoreciendo la muerte celular programada de las
células epiteliales secretoras de la glandula mamaria tras el destete
(Arnandis et al. 2012). Ademas hemos descrito que la calpainas se
traslocan a la membrana nuclear, produciendo una protedlisis
parcial de diferentes nucleoporinas y, por lo tanto, una pérdida de
la selectividad del transporte nuclear en estas células (Arnandis et
al. 2014).

Uno de los primeros eventos que ocurre en la muerte de las
células epiteliales durante la involucién de la glandula mamaria,
incluso antes de la condensacién citoplasmatica y nuclear, es la
pérdida de contactos desmosomales entre las células epiteliales
(Tenniswood et al. 1992, Potter et al. 1996). Se han descrito
diferentes proteinas de adhesion celular como dianas de las
calpainas (Carragher & Frame, 2002; Franco & Huttenlocher, 2005;
Bate et al. 2012), por lo que nos propusimos estudiar si las
calpainas estaban implicadas en el desprendimiento de las células

epiteliales mamarias hacia el interior del lumen acinar.
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En este trabajo hemos demostrado que varias proteinas
relacionadas con la adhesién celular, como la E-Cdh, talina 1, B-cat
y p120 disminuyen sus niveles como consecuencia de una
degradacion proteolitica durante la involucion (Figura 29). Estos
resultados estan de acuerdo con las observaciones de Christopher J.
Vallorosi y colaboradores (2000) en las que se describe que la
proteina de adhesién E-Cdh, se degradaba durante el destete,
produciéndose una escisiéon del dominio de unién a B-Cat y a p120.
Ademas, previo al proceso de apoptosis, los mismos autores
observaron la aparicién de un fragmento de aproximadamente 97

KDa de la E-Cdh (Vallorosi et al. 2000).

Ambas calpainas parecen responsables de la fragmentacién
especifica de E-Cdh, B-Cat, p120 vy talina 1 in vitro (Figuras 30 y 31).
La protedlisis de estas proteinas podria tener diferentes

consecuencias en el contexto de la glandula mamaria:

e [-Caderina. En consonancia con nuestros resultados, en
células de adenocarcinoma de mama humano (MCF-7) se
identifico a las calpainas como responsables de la escisidon
de la E-Cdh in vitro, generando un fragmento de 100 KDa
(Rios-Doria et al. 2003). Probablemente, la E-Cdh se
fragmente por uno de los dominios citosdlicos, es decir, en
el extremo carboxi terminal de la proteina madura de 120
KDa. De hecho se ha propuesto que la calpaina induce la
escision proteolitica dentro del dominio citopldsmico de la

E-Cdh en células de prostata y en células epiteliales
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mamarias (Rios-Doria et al. 2003). El dominio citoplasmatico
de la E-Cdh truncado, incapacitaria a esta proteina
transmembrana para unirse a B-Cat, a y-catenina y a p120,
proteinas esenciales en la estabilizacion del complejo de
adhesion formado por la E-Cdh. Ademads, estas proteinas
participan en la sefalizacién celular (Yap et al. 1997). La
escision de la E-Cdh produciria un cambio en Ia
conformacion de la proteina cerca del dominio
yuxtamembrana y, por lo tanto, la pérdida del sitio de unién

de p120 (Thoreson et al. 2000).

B-catenina y catenina p120. Ambas proteinas también son

proteolizadas in vitro por la calpaina 1 y 2. Anteriormente,
ya se describié que p120 era degradada por las calpainas
después de las 36 horas de isquemia. Por lo que se refiere a
B-Cat, Schneider C. y colaboradores (2005) describieron que
el sistema calpaina parecia estar mediando los niveles de -
Cat, principal mensajero de la via de sefalizacién de Wnt, en
células luminales secretoras (Heuberger & Birchmeier,
2010). Aunque no llegaron a identificar de qué calpaina se
trataba, la disminucién de la subunidad reguladora de la
calpaina con siRNA resultd en un aumento significativo de
los niveles de B-Cat en el nucleo, asi como de su actividad
transcripcional en células de osteosarcoma (U20S) y de
cancer de pulmon (H1299) (Benetti et al 2005). Por lo tanto,
tras la liberacion del complejo de la E-Cdh, las calpainas

podrian proteolizar B-Cat, impidiendo de ese modo su
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entrada al nucleo y su actividad transcripcional sobre genes

de proliferacién celular y supervivencia.

Talina 1. La adhesion de las células a la matriz extracelular
estd mediada por las integrinas, las cuales, a su vez, estan
relacionadas con el citoesqueleto a través de diferentes
proteinas del complejo de adhesiéon focal (Yamada &
Miyamoto, 1995). Aqui, hemos demostrado que Talina 1,
también se proteoliza especificamente por las calpainas in
vitro (Figuras 30 y 31). En este sentido, ya se ha descrito el
importante papel de las calpainas, no solo en la protedlisis
de Talina 1, sino también de otras proteinas importantes en
la adhesién mediada por integrinas como la quinasa de
adhesidon focal (FAK). Mediante el uso de siRNA de las
calpainas, se ha observado una disminucion de la protedlisis
de ambas proteinas en fibroblastos NIH 3T3 (Franco et al.
2004; Chan et al. 2010). Ademads, la fosforilacion de la
calpaina 2 en la Ser50 por ERK estimula la actividad de la
calpaina 2 en ausencia de concentraciones milimolares de
Ca?*. La substitucion de esta serina por una alanina inhibe la
migracion celular en fibroblastos murinos NR6 (Glading et al.
2004; Cuevas et al. 2003). Por lo tanto, la inhibicion
farmacoldgica de ERK o de las calpainas podria disminuir la

migracion celular que tiene lugar en la metdstasis.
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En conjunto, los datos en la literatura y los obtenidos en este
estudio sugieren que las calpainas podrian participar en la
desestabilizacion de las uniones adherentes, actuando sobre
diferentes miembros de este complejo (E-Cdh, B-Cat y p120), y
también estarian involucradas en la desestabilizacion de las uniones
mediadas por integrinas, actuando sobre talina 1. Todo ello
explicaria el hecho de que las células que han entrado en un
proceso de apoptosis, se desprenden desde el epitelio glandular
hacia el lumen alveolar durante la involucion de la glandula

mamaria (Figura 63).
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Figura 63: Esquema representativo del papel de las calpainas en Ila
desestabilizacion de los complejos de adhesion celular durante el destete.
Durante la lactancia, se activan las calpainas (1). Las calpainas activas
fragmentan a las proteinas integrantes de los complejos de adhesion célula-célula
(2) y célula-matriz (3), favoreciendo su desprendimiento al lumen acinar durante
la involucion de la glandula mamaria.
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IV. Id2 como nodo de regulacion de redes

transcripcionales en el higado.

Las técnicas de obtencidon masiva de datos basadas en ChIPs
han mostrado que los factores de transcripcién se pueden unir a
miles de fragmentos gendmicos en distintos modelos
experimentales, sugiriéndose que estos factores podrian estar
interaccionando de forma indirecta con el DNA o que su unién
requiere de la presencia de factores de cooperacién adicionales.
Hasta la fecha, la mayor parte de los estudios descritos en la
literatura han tratado de analizar el papel de un determinado factor
de transcripcion sobre el output de redes transcripcionales en un
contexto concreto, asi como las secuencias de unién de dicho factor
asociadas a genes codificantes a lo largo de todo el genoma de un
organismo. |d2, catalogado inicialmente como factor de
transcripcién, es una de esas proteinas que interacciona con el DNA

de forma indirecta (Rodriguez et al. 2006; Torres et al. 2009).

IV.1 Analisis gendmico y output inicial o primario.

Los experimentos de ChIP/chip realizados en este trabajo
muestran que |d2 se une a un subconjunto de 442 genes
modulados por E2F4. Por otro lado, también se encontré un
conjunto de genes a los que se une sélo Id2 (33% del total de los

genes a los que se une Id2) (Figura 36). Este resultado podria
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sugerir que 1d2, aunque preferentemente se une a un complejo que
contiene E2F4, no requiere necesariamente a E2F4 para unirse a
complejos proteicos en los promotores génicos. Sin embargo,
teniendo en cuenta que, con el fin de evitar falsos positivos, se
realizd un anadlisis muy restrictivo, no podemos descartar la
posibilidad de que este pequefo porcentaje de genes que unen Id2
también podrian asociarse a E2F4. Anteriormente se habia
demostrado que Id2, junto con E2F4, se unia a un complejo
represor en el promotor de c-myc afectando a la estructura de la
cromatina (Rodriguez et al. 2006). Sin embargo, hemos propuesto
por primera vez que Id2 es parte de un mecanismo mas general de
la regulacidon de la transcripcion de lo que se pensaba en un
principio.

Los datos de la comparacidn entre la localizacion mas
frecuente de E2F4 (-35pb del TSS) con la de los genes diana de
Id2/E2F4 (+125pb del TSS), sugieren que existe una estructura
comun en estos genes modulados por E2F4/Id2 diferente de los
genes que sélo unen E2F4 (Figura 38b). Ademas, se observa un
perfil de unién de 1d2 mas amplio, lo que podria reflejar el
posicionamiento de un complejo de proteinas mas grande al que
Id2 podria asociarse, ya que Id2 carece de un dominio de unién a
DNA. Esta idea estd de acuerdo con nuestro analisis de localizacién
de los factores realizado en todo el genoma donde se vié que la
longitud promedio de las regiones cubiertas por |d2 o E2F4/Id2 es
mucho mayor (con una media de 277pb) que la de las regiones
cubiertas solo por E2F4 (24pb). Destacar que, tanto el complejo
E2F4/1d2 como Id2 por si solo, cubren la misma longitud y se
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posicionan a la misma distancia respecto al TSS. Lo mas probable es
gue, debido al andlisis estadistico antes mencionado, se
subestimara el numero real de genes diana para el complejo
E2F4/1d2. Muy probablemente, todos los genes que unen Id2
también unan E2F4.

En el tejido hepatico diferenciado, cuando los niveles de |d2
son bajos, este se une a una seleccién de genes modulados por
E2F4 relacionados principalmente con el desarrollo celular y con la
remodelacién de la cromatina (Figura 43). Aunque no podemos
negar el papel indiscutible de Id2 como un factor de proliferacién,
como hemos mencionado en la introduccidon, ya se ha descrito su
importante papel en la diferenciacién y el desarrollo de varios
tejidos (Yokota, 2001; lkawa et al. 2001; Mori et al. 2000; Klose et
al. 2014). Sin embargo, hasta la fecha no se habia implicado a Id2
en el desarrollo hepatico. Ademas, hemos observado que, mientras
estos genes se encuentran transcripcionalmente inactivos en el
higado adulto, se estdn transcribiendo de forma activa durante el
desarrollo hepatico (Figuras 46 y 48). Por lo tanto, los datos
obtenidos sugieren que en higado adulto, E2F4/1d2 podria ser parte
de un complejo de pausa en un subconjunto de genes que juegan

un papel importante durante el desarrollo del higado.
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IV.2 Control del Input: Regulacidn de los niveles de 1d2 y mddulos

de cooperacion.

Se ha propuesto que el umbral de concentracion de Id2 es
crucial para su funcion como una proteina pleiotrépica (Ruzinova &
Benezra, 2003; Lasorella et al. 2001; Coma et al. 2010; Norton &
Atherton, 1998). El control transcripcional de Id2 es un proceso
clave en la modulacion de su concentracidon en la célula, y por lo
tanto de su funcién. Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre la expresion de Id2 en higado fetal e higado
adulto (Figura 49), pero si a nivel de proteina (Figura 50a). Esto se
podria explicar porque la proteina Id2 se somete a un recambio
rapido mediante poliubiquitinacion y degradacidn proteasomal,
gue hace que su vida media varie en funcion del tipo celular (Deed
et al. 1996; Bounpheng et al. 1999). Recientemente, se ha descrito
el mecanismo molecular implicado en la modulacion de los niveles
de la proteina Id2, en las cuales USP1 participaria en el
reconocimiento, deubiquitinacién y estabilizaciéon de I1d2 (Williams
et al. 2011). Ademas esta deubiquitinasa tiene un papel importante
durante el desarrollo embrionario, donde se ha observado una
mortalidad perinatal elevada en ratones KO para esta proteina (Kim
et al. 2009). A pesar que en nuestros experimentos no se ha
demostrado directamente, los ensayos de co-inmunoprecipitacion
sugieren que USP1 estabiliza Id2 (Figura 50b). La actividad
deubiquitinasa de USP1 no es la Unica funcidn reconocida para esta
proteina. Se conoce que USP1 contiene dos senales de localizacidon

nuclear (NLS1 y NLS2) que median tanto su propio transporte al
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nucleo, como el de las proteinas con las que interacciona (Garcia-
Santisteban et al. 2012). Por lo tanto, podriamos pensar que USP1
podria participar en el transporte de Id2 al interior del
compartimento nuclear, ya que Id2 no posee ninguna NLS y su
translocacion desde el compartimiento citosdlico al nucleo debe
estar mediada por la interaccién con una proteina que contenga
una NLS. A pesar de todas estas evidencias, no se conoce con
exactitud el papel que desempefia USP1 en la estabilidad de 1d2 o
su transporte durante el desarrollo del higado, por lo que aun debe
estudiarse mas a fondo.

Ademas, hemos observado que los niveles Id2 disminuyen en el
tejido diferenciado, y su localizacién esta restringida al nucleo
(Figuras 50 y 53), donde se encuentra unido a un complejo de
proteinas junto con E2F4 y Pol Il en los promotores de unos genes
determinados (Figuras 47, 56, 57 y 60). Aunque no pudimos
encontrar un modulo de unién para un factor de transcripcion que
diferenciase los genes que solamente unen E2F4 de los genes diana
para el complejo E2F4/1d2, se encontraron claras diferencias en el
sitio de unién para E2FF. Concretamente se observd que E2F4
presenta varios sitios de unién en la regién downstream del TSS,
solapando con el primer exdn, en todos los genes E2F4/Id2. Sin
embargo, en aquellos genes en los que no se encontrd Id2 en sus
promotores, E2F4 se localizé en una posicién upstream del TSS. Por
lo tanto, esto podria sugerir que la localizacion del factor
transcripcional E2F4 influye en la presencia o no de Id2 en un

determinado gen.
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Por otro lado, se observd que 1d2 y Pol Il estaban unidos a una
region con un alto contenido de GC en el tejido hepatico
diferenciado (Figura 54). Se ha demostrado que el contenido de
GCs es mayor en los promotores de genes cuya activaciéon es
independiente de remodelacién y por lo tanto estan preparados
para la transcripcion. En células estimuladas de médula 6sea, la
mayoria de promotores presentan una Pol Il pre-ensamblada
(Ramirez-Carrozzi et al. 2009). Por lo tanto, estos datos podrian
sugerir que E2F4/1d2 estan unidos a un conjunto de genes que se
caracterizan por una estructura de la cromatina constitutivamente
activa.

Aunque, por un lado se ha predicho que los promotores con un
elevado contenido en GC no son compatibles con el ensamblaje
nucleosomal (Segal et al. 2006), por otro lado, otros autores
informan de que un alto contenido en GC favorece
termodindmicamente el montaje de un nucleosoma (Ramirez-
Carrozzi et al. 2009). Concretamente, nosotros hemos observado
gue, cuando los genes estan siendo transcripcionalmente activos en
higado fetal y durante la regeneracién hepdatica (Figuras 48 y 58), se
produce un reposicionamiento nucleosomal en la regién
downstream del TSS (Figuras 56 y 60). Este comportamiento es
caracteristico de aquellos genes con una Pol Il pausada en sus
promotores. Tras la estimulacién de los genes diana, la Pol Il
pausada se libera del promotor de los genes y los nucleosomas se
vuelven a ensamblar en esta region (Gilchrist & Adelman, 2012).
Por lo tanto, nuestras observaciones estarian de acuerdo con la
hipotesis de que un alto contenido de GC favorece la ocupacién
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nucleosomal en el lugar previamente ocupado por la Pol Il

(Ramirez-Carrozzi et al. 2009).

IV.3 Analisis del programa funcional. Output final o secundario.

Hasta el momento, se ha sugerido que la competencia entre la
union de Pol Il y un nucleosoma a los promotores génicos podria
ser un mecanismo de modulacién importante en la inducciéon de la
transcripciéon de los genes con Pol Il en sus promotores (Gilchrist &
Adelman, 2012). Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que 1d2
podria estar implicado en el pausado de la Pol Il en genes
especificos. Ademads, puesto que se ha propuesto que los genes que
contienen una Pol Il pausada en su promotor son los primeros en
responder ante un determinado estimulo (Hargreaves et al. 2009),
Id2 podria estar implicado en la sensibilizacidon de los genes diana
frente a estimulos especificos, manteniendo a estos genes en un
estado de pausado. Mencionar que el posicionamiento de un
nucleosoma en la regién que une el complejo E2F4/Id2 no significa
que se reprima la transcripcion de estos genes, sino que dependera
de las modificaciones postraduccionales de los extremos
aminoterminales de las histonas, y por lo tanto, de la fuerza con la
gue este nucleosoma se une al DNA.

Por otro lado, hemos observado que tras la PHx, al inicio de Ia
regeneracion hepatica, 1d2 deja de estar unido a los promotores de

los genes diana y Pol Il se libera, aumentando la expresién de
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dichos genes (Figuras 57, 58 y 60). En general, la unién de 1d2 a los
promotores de un subconjunto de los genes modulados por E2F4,
parece ser parte de un programa reversible relacionado con el
desarrollo. Apoyando esta idea, se ha descrito que los genes que
codifican proteinas que participan en la regulacién de procesos
relacionados con el desarrollo, presentan una Pol Il pausada en sus
promotores. En células diferenciadas estos genes activarian el inicio
de la transcripcidén, pero no serian capaces de continuar con la
elongacion (Guenther et al. 2007).

Algunos de los genes que hemos estudiado como diana del
complejo E2F4/1d2 son Jmjd6, una desmetilasa de histonas, y
Suv39h2, una histona metiltransferasa (Figuras 47 y 57). Se ha
descrito que estos genes participan en la reorganizacion de la
cromatina en procesos de diferenciacidon durante la embriogénesis
(Lee et al. 2012b; Peters et al. 2001). Recientemente se ha descrito
que Jmjd6, junto con la proteina de bromodominio Brd4, interactua
con el complejo P-TEFb para regular la salida del pausado de Pol Il
en un gran numero de genes (Liu W et al 2013). Por lo tanto,
podriamos pensar que tras un determinado estimulo, se produciria
la liberacién de Id2 de los promotores de estos genes de expresion
temprana vy, por lo tanto, el avance de la Pol Il (Figura 63 modelo
1). Esto produciria un aumento de los niveles de estas proteinas
remodeladoras de la cromatina, que en udltima instancia
favorecerian la expresién de otros genes de expresién tardia. Todo
esto iria a favor de la hipdtesis de que Id2 formaria parte del
proceso de priming o sensibilizacion, permitiendo a las células
hepaticas entrar en procesos de proliferacion y diferenciacion.
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J

Figura 63. Modelos hipotéticos para el papel de Id2 sobre la expresion de los
genes diana E2F4/Id2. En condiciones basales los hepatocitos se encuentran en
estado de quiescencia o GO. En el modelo 1, E2F4, Id2 y otras proteinas forman
un complejo que favorece el pausado de la Pol Il en la region promotora. Por lo
tanto no se produce la transcripcion génica. Tras un determinado estimulo
mitogénico, durante el desarrollo hepdtico o tras la PHx, se produce la liberacion
de Id2 de los promotores diana. Esto permite el avance de la Pol Il y un

reposicionamiento nucleosomal, produciéndose la transcripcion de genes de
expresion temprana. En el modelo 2, tras un estimulo mitogénico, cambia la
estequiometria entre factores de pausa y de elongacion. En este modelo Id2
actuaria como un factor de elongacion.

Aun con todas las evidencias observadas hasta el momento,
cabe la posibilidad de que Id2 pudiera actuar como un factor de
elongacién, compitiendo con los factores de pausado por la unién a
Pol Il. Por lo que, la expresion del gen diana vendria determinada
por la concentracidn estequiométrica de Id2 y los factores de pausa

(Figura 63 modelo 2). Sin embargo, no hemos conseguido co-
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inmunoprecipitar 1d2 con la forma fosforilada de elongacién de Pol
Il (datos no mostrados). Por lo tanto, para aclarar el posible papel
de 1d2 en el pausado de Pol Il en los genes modulados por E2F4/1d2,
se podria estudiar la interaccién de otros factores de pausado
conocidos como NELF y DSIF (Yamaguchi et al. 2013).

Por otra parte, muchos de los programas transcripcionales
inducidos durante el desarrollo hepatico, también se han descrito
en carcinoma hepatocelular (Coulouarn et al. 2005, Li et al. 2010).
Por lo tanto, la desregulacion de 1d2 en la modulacién del pausado
de estos genes diana, podria estar implicado en la progresion
tumoral. De hecho, hemos observado que hay un mayor porcentaje
de genes que unen el complejo E2F4/Id2 relacionados con el
cancer, en comparacién con los que sélo unen E2F4 (Figura 61). Por
este motivo, es necesario seguir profundizando en este mecanismo

de regulacién de la expresion génica.
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En el presente proyecto de tesis se ha contribuido a elucidar el

importante papel que ejercen los nodos de regulacién transcripcional

en un contexto fisioldgico en el que tienen lugar diferentes procesos

biolégicos de forma simultdnea y coordinada. Concretamente, se ha

estudiado cdmo dos inputs primarios, NF-kB e Id2, desencadenan un

determinado output o proceso biolégico concreto en la glandula

mamaria y el higado. La alteracién de estos nodos de regulacion

transcripcional podria traducirse en la aparicion de cdncer. Las

conclusiones especificas de este proyecto de tesis son las siguientes:

1.

NF-kB tiene un papel importante como nodo de regulacién
transcripcional durante el proceso de la involucién de la glandula
mamaria tras el ciclo embarazo/lactancia. Se han identificado 268
genes diana implicados principalmente en procesos de
inflamacién y apoptosis. Dos de estos genes son la calpaina 1y la
calpaina 2. Ambas calpainas participan como uno de los output de
este nodo de regulacion transcripcional, desestabilizando las
uniones intercelulares y favoreciendo el desprendimiento de las

células epiteliales al lumen acinar.

Id2 forma parte de un mecanismo general de regulacion de la
expresion génica en el higado. E2F4/Id2 se une a una secuencia
comun en 440 genes, implicados, principalmente en el desarrollo
embrionario y la remodelaciéon de la cromatina, a través de un
posible mecanismo de modulacién del pausado de poll Il. Por lo
tanto, el output final de este nodo de regulacién seria el

desarrollo hepatico y la diferenciacidn del tejido.
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3. El analisis bioinformdtica indica que tanto NF-kB como Id2 tienen
un destacado papel en el cancer. El 81% de todos los genes diana
de NF-kB, estan implicados en el cancer de mama. Por otro lado,
hay un mayor porcentaje de genes diana del complejo E2F4/1d2

relacionados con el cdncer que aquellos que no unen 1d2.
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Abstract

NF-kB and Id2 as nodes of transcriptional regulatory

networks in different biological models.

l. Introduction.

For decades, the study of gene transcription regulation has been
one of the largest challenges in Molecular Biology. Determining the
factors or elements that control the precise pattern of gene expression
for each cell type, or in other words, deciphering the mechanisms of
modulation that allow a given gene to be expressed in the right place,
the right time and at the right level remains today a key point to
understand cell behavior. Nowadays biologists try to combine
information of multiple regulatory levels to gain a new integrated
understanding that incorporates the complexity that characterizes
biological systems.

The application of DNA microarrays to study this issue, has
revealed the existence of groups of genes with similar expression
patterns within a biological process. However, gene cluster analyses
provide little insight into the relationships among groups of co-
regulated genes. In addition, most of times there is no information
about the biological processes and signaling networks involved in
propagation and resolution of a given response to a physiological
stimulus.

Therefore, we should talk about gene networks rather than

master genes when we try to understand a functional gene expression
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program. From this point of view, transcription factors have been
considered as transcriptional regulatory nodes for specific functional
programs. The study of transcription factor-binding to a functionally
related subset of genes will further contribute to understand this
multigenic program.

Overlapping biological processes can be triggered simultaneously.
Although the molecular mechanisms involved in the inclination to a
particular biological process remain elusive, it is not unusual to find
common regulatory proteins for the above mentioned processes. Such
is the case for transcription factors NF-kB or 1d2, which play an
important role in inflammation, cell survival, proliferation,
development and oncogenesis (Baud & Karim, 2009; Norton, 2000).

However, the study of transcriptional regulatory nodes
constituted by pleiotropic transcription factors such as NF-KB or Id2
are extremely complicated. The modulation of the proteins levels,
subcellular localization and activity of these proteins is under tight
control, restricted to a very precise and coordinated with the
expression of other proteins with which they can interact. In other
words, they depend on the cellular microenvironment and therefore,
the selection of the experimental model in which these regulatory
nodes will be studied is not a trivial matter.

Two models where different and overlapping processes are finely
turned by coordinated signals are the mammary gland involution after
lactation and the liver, an organ characterized by its tremendous
plasticity and its versatility of stimulus-induced responses.

Indeed, following lactation and the weaning of the pups, the
mammary gland undergoes a sequential chain of events known as
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involution which ends up with the gland returning to a pre-pregnant
like state. Mammary gland involution goes through two coordinated
stages: while the first stage involves alveolar programmed cell death,
the second one is characterized by lobular-alveolar remodeling of the
gland and adipogenesis (Lund et al. 1996). Each of these stages exhibit
prototypical changes in gene expression and protein activity.
Nonetheless, some of the regulatory signals triggered during the first
onset of mammary gland involution persist throughout the whole
process (Wiesen & Werb, 2000).

On the other hand, the challenges of the liver to maintain
homeostasis are preserved by complex but unfailing responses
involving coordination of signaling pathways, cell growth, apoptosis,
inflammation or differentiation in different hepatic cell types
(Michalopoulos, 2013). These capacity of liver to integrate apparently
opposing signals within a tissue makes this organ a relevant model to
study the regulatory nodes involved in a functional multigenic

program.

NF-kB as a node of transcriptional regulation during mammary

gland involution.

A deeper study into the molecular mechanisms involved in the
regulation of mammary gland involution revealed different biological
processes overlapping at the same time. The transcription factor NF-kB
regulates a diversity of biological processes such as immune response,
inflammation, proliferation, apoptosis or cell differentiation (Skaug et

al. 2009).
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Among this family of transcription factors, two NF-kB sub-units,
RelA (p65) and p50 are expressed at different levels in the mammary
epithelium throughout mammary gland development, with two major
peaks of activation, during pregnancy and involution (Brantley et al.
2000). In fact, overlapping with a deluge of pro-inflammatory signals,
increased NF-kB activity can be detected as soon as 1h after weaning
(Clarkson et al. 2000), and it remains activated at 3 days after removal
of the pups (Brantley et al. 2000). This pattern of NF-kB activity seems
to be critical for mammary gland development and involution. It has
been shown that defective activation of NF-kB in IKKa knockin mice
displays impaired proliferation of the lobuloalveolar tree during
pregnancy (Cao et al. 2001). More importantly, when uncoupled from
its physiological mode of regulation, constitutive activation of NF-kB in
c-Rel transgenic mice leads to tumor development (Romieu-Mourez et
al. 2003). Nevertheless, although most reports associate NF-kB
activation with survival pathways (Clarkson et al. 2000; Fan Y et al.
2008), this transcription factor has also been shown to modulate the
induction of pro-apoptotic genes. Indeed, defective NF-kB signaling in
conditional IKKB knockout mice abrogated caspase-3 activity during
involution and delayed apoptosis and remodeling of the gland

(Connelly et al. 2010).

Consistent with these data, it has been suggested that NF-kB may
play a major role as a checkpoint regulator in the mammary gland
after weaning. Identification of NF-kB-regulated genes in vivo will help

our understanding of the complex interplay between opposite signals.

236



Abstract

Id2 as a node of transcriptional regulation in liver.

The inhibitor of differentiation 1d2 is a HLH protein that lacks the
basic region essential for specific binding to E boxes on DNA (Murre,
1989). It can dimerize with either class-I or -l proteins, inhibiting their
DNA binding activity in a dominant-negative fashion (Benezra et al.
1990). Id2 is a pleiotropic protein involved in the modulation of a
variety of biological processes such as cell differentiation, cell
proliferation, cell cycle control, senescence, apoptosis or angiogenesis
and metastasis (Ruzinova & Benezra, 2003; Lasorella et al. 2001; Coma
et al. 2010).

The role of I1d2 as a proliferative factor is now recognized as one of
the most significant. Indeed, ectopic over-expression of Id2 in different
cell types enhances cell proliferation (Lasorella et al. 2001; Norton &
Atherton, 1998). However, although deregulated expression of 1d2
maintains a highly proliferative state, this is not sufficient for cell
transformation (Ruzinova & Benezra, 2003). Id2 was thought to
control cell proliferation by repressing the expression of cell cycle
inhibitors such as p21%P! or p57¢P?2 that are modulated by bHLH
factors (Lasorella et al. 2001; Matsumura et al. 2002; Rothschild et al.
2006). Nevertheless, Id2 activity and function can also be dependent
on its concentration, dimerization with non-bHLH proteins, or post-
translational modifications and sub-cellular distribution (Lasorella et
al. 2001; Matsumura et al. 2002; Rodriguez et al. 2006; Williams et al.
2011; Wang et al. 2001; Bounpheng et al. 1999). Independently on the
cell type or mitogenic stimulus, increased Id2 levels and nuclear

translocation are key events for Id2 function.
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In general, 1d2 expression is high in undifferentiated proliferating
cells, and low or almost absent in non-proliferating cells such as
terminally differentiated cells (Chen et al. 2012). On the other hand,
Id2 is subjected to polyubiquitination and subsequent protein
degradation by the proteasome (Bounpheng et al. 1999). It has been
recently shown that USP1 de-ubiquitinating enzyme directly binds to
and stabilizes 1d2 in osteosarcoma cells inhibiting cell differentiation
and promoting proliferation (Williams et al. 2011).

Once into the nucleus, the mechanisms by which 1d2 modulates
cell proliferation are poorly understood. We have previously shown in
experimental models of liver regeneration the putative role played by
Id2 as part of a repressor complex on c-myc promoter. On quiescent
hepatocytes a complex containing 1d2/mSin3A (HDAC)/ E2F4 /p130
remains bound to the c-myc promoter while the gene is repressed
(Rodriguez et al. 2006, Torres et al. 2009). It has been postulated that
E2F4 and retinoblastoma-binding protein 2 (RBP2) recruit Sin3 to cell-
cycle genes during cell differentiation (van Oevelen et al. 2008). 1d2
could be part of that differentiation program to establish permanent
silencing of E2F4 target genes.

On the other hand, it has been suggested a model in which
E2F4/pocket proteins periodically and reversibly recruit Sin3 to gene
promoters during cell-cycle progression (Rayman et al. 2002,
Balciunaite et al. 2005). In agreement with this, upon mitogenic
stimulation by partial hepatectomy (PHx), Id2 and mSin3A are released
from the c-myc promoter, inducing a short c-myc up-regulation
(Rodriguez et al. 2006). Interestingly, c-myc transcriptional initiation
increases soon after PHx in mice liver, but it is compensated by a
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concomitant block of transcriptional elongation (Morello et al. 1990).
The puzzling observation that both pausing and transcriptional
initiation of c-myc are enhanced in the regenerating liver lead to
hypothesize that increased transcriptional initiation of c-myc in this
growth process might be driven by a component of a more general
response. Several genes that share target sequences could be
simultaneously activated by a common mechanism, but only
additional and specific factors (i.e. transcription or elongation factors)

will render the final pattern of gene expression (Morello et al. 1990).
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Il. Aims

The global aim of this research is to analyze the role of NF-kB and
Id2 as transcriptional regulatory nodes for a functional program within
a physiological context where several biological, molecular and cellular

processes occur in a simultaneous and coordinated manner.

In order to understand the complex mechanisms whereby NF-kB
regulates the transcription of target genes, the role of this
transcription factor as a node of regulation during involution of the
mammary gland will be studied. For this purpose the following

objectives were set:

1. Identification of NF-kB-target genes during involution of

mammary gland by ChIP/chip experiments.

1.1. Identification and analysis of NF-kB-binding sites on gene
promoters. Selection of target genes for transcriptionaly active

NF-kB by p65/p300 ChIP/chips.

1.2. Validation of ChlIP/chip data.

1.3. Bioinformatic analysis of p300/p65 target genes.

2. p65/p300-target genes in the propagation and resolution of

signals during mammary gland involution.

2.1. Elucidation of the functional program driven by NF-kB on

selected genes during programed cell death after weaning.
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Most of the data about the role of Id2 are in reference to tumors

or culture cell lines, which reflect a situation that is far from the

physiological conditions. We have previously observed that Id2, along

with E2F4, is part of a repressor complex on the c-myc promoter,

affecting chromatin structure (Rodriguez et al. 2006). These data made

us wonder whether Id2 could play a role as part of a common

mechanism for transcription initiation/pausing of E2F-driven genes as

it has been shown for c-myc. Therefore, in order to determine

whether the protein Id2 has a general role in transcriptional regulation

of E2F4-target genes, the following objectives were set in mouse liver:

1. Analysis of Id2 binding to E2F4-target genes by ChIP/chip

experiments in adult mouse liver.

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

Determination of Id2-binding sites on E2F4-target promoters.

Bioinformatic analysis of molecular and biological functions of
E2F4/Id2-target genes. Enriched biological process for
E2F4/1d2-target genes and selection of the experimental

model.

Role of Id2 in the specific biological process found to be

enriched in the previous analysis

Validation of ChIP/chip data in mouse liver. Study of Id2
binding dynamics to selected genes and correlation with the

expression profile of selected targets

Modulation of Id2 levels in the selected experimental model.
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Ill. Results and discussion.

111.1. NF-kB as node of transcriptional regulation during mammary

gland involution.

In order to understand the role of NF-kB in mammary gland
involution, a genome-wide analysis of regions bound by p65 was
performed in mammary gland at 48h after weaning, the time point of
maximal NF-kB activity. 4532 p65-target genes were identified. Among
total p65-enriched genes, only 268 bound the trans-activating complex
p65/p300 (Figure 15). Our results suggest that the latter represents a
major complex preferentially involved in the modulation of the
inflammatory response and cell death at 48h of mammary gland
involution (Figure 17). A genome-wide factor location analysis
revealed that p65-binding had a heterogeneous distribution while the
complex of p65 and its coactivator p300 were mainly bound to
proximal promoters near transcription start sites (Figures 18 & 19).
Moreover, our computational analysis predicts the existence of
cooperating elements on p65/p300-enriched genes that could explain
preferential binding of NFKB to pro-inflammatory and apoptotic genes
during mammary gland involution (Table IV).

Calpain 1 and Calpain 2 were identified among the p65/p300
target genes related to apoptosis (Figure 20). Expression levels of
both calpains were induced at 24h after weaning, reaching the highest
levels at 72h of involution (Figure 22). We also found an increased
expression of capn4, the gene encoding the small regulatory subunit
of both calpains (Figure 22a). Calpain activity was significantly
increased at 48h weaning, reaching a four-fold induction at 72 h
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compared with mice at the peak of lactation (Figure 23).
Concomitantly with a decreased in the plasma membrane Ca?-
transporter Atp2b2 (PMCA?2), (Figure 26), the intracellular calcium
levels, required for Calpain activity, rose within the involuting
mammary gland at 6 h after forced weaning (Figure 27). Interestingly,
Capnl was mainly confined to the apical side of epithelial cells during
lactation (Figure 25), likely where the main transporter PMCA2 is
localized, pumping calcium into milk from the alveolar lumen
(VanHouten et al. 2010). However, Capn2 showed a peripheral
distribution closed to the plasma membrane (Figure 25).

Several cell adhesion and migration-related proteins have been
reported to be targets of calpains. Proteins involved in cell adhesion,
such as E-cadherin, B-Catenin, catenin p120 and Talin-1 were
degraded during mammary gland involution by Capn2 (Figures 30 &
31). Furthermore, Capn2 colocalized with cell adhesion complexes,
specifically with the protein E-Cdh (Figure 34). This mechanism could
facilitate the release of epithelial cells to the acinar lumen of the
mammary gland and consequently, to promote cell death by a process

of anoikis.

11.2. 1d2 as a node of transcriptional regulation in liver.

As mentioned above, 1d2 is a pleiotropic protein involved in the
modulation of a number of biological processes including cell

proliferation and differentiation. Nevertheless, the molecular
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mechanisms explaining 1d2 functions are poorly understood. We
performed an in vivo genome-wide ChIP/chip experiment for 1d2 and
E2F4 in adult mice liver. An lId2-containing complex was bound to a
common sequence downstream from the TSS on a subset of 442 E2F4-
target genes (Figures 36 & 38b). Id2 which lacks a DNA binding
domain, was found to be bound to a protein complex on DNA,
covering a large region with an average length of 277 bp. The
computational analysis of biological functions for E2F4/Id2-targets
suggested a role for this complex in tissue development and chromatin
remodeling (Figure 43).

Id2 levels have been described to be crucial for its pleiotropic
functions. We found a positive correlation between Id2 protein levels
and the expression of E2F4/Id2-targets in fetal and adult liver. 1d2
protein stability increased in fetal liver by interaction with USP1 de-
ubiquitinating enzyme, which was induced during development
(Figures 50 & 52). In adult liver, USP1 and Id2 levels dramatically
decreased. We studied the dynamics of Id2-binding to gene promoters
in 14d fetal liver. In differentiated liver tissue, when Id2 concentration
is low, E2F4/Id2 was bound to the same GC-enriched region as paused
Pol Il and target genes remained transcriptionally inactive (Figures 47,
48, 50, 54 & 56). Conversely, in fetal liver when 1d2 levels were
increased, 1d2 and Pol Il were released from gene promoters and
target genes up-regulated (Figures 47, 48 & 56). We observed that
when genes were transcriptionally active in fetal liver, nucleosome
assembly was favored at the region downstream from TSS (Figures 48
& 56). This behavior has been already observed in genes with paused
Pol II. Our results suggest that I1d2 takes part of a development-related
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program. We wonder whether such a program could be reversible
upon stimulation. Although liver regeneration is not a recapitulation of
the embryonic program, both processes share key factors to promote
cell proliferation (Otu et al. 2007). The same results as in fetal liver
were obtained in a model of liver regeneration after partial
hepatectomy (PHx). 1d2/E2F4-bound genes were repressed in
differentiated adult liver and induced upon 1d2 release after PHx
(Figures 57 & 58). Id2 complex bound to the same region and showed
the same dynamics as paused Pol Il on a selection of two gene
promoters, Suv39h2 and jmjd6 in both animal models (Figures 56 &
60).

To sum up, we show here for the first time that Id2 is not only
binding to unique genes described in the literature, but it seems to be
part of a more general mechanism of gene expression regulation. In
addition, our experiments suggest that Id2 in differentiated cells is
part of a reversible program binding to a protein complex together
with paused Pol Il on a selection of gene promoters that remain

responsive to specific stimuli.

I11.3. Deregulation of transcriptional regulatory nodes:

prospective implications in cancer.

Disruption of these transcriptional regulatory nodes is the basis of
many diseases such as cancer. We have attempted to understand the

selective regulation of Nf-kB-inducible genes included in a particular
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biological process during mammary gland involution. Nevertheless,
NF-kB not only modulates cell death and proliferation, but it is also
involved in tumor development and progression by the induction of an
inflammatory environment (Chariot, 2009) in some way similar to that
one observed in the involuting mammary gland of mice. In fact, it has
been suggested that deregulation of postlactational involution may act
to facilitate tumor formation (Radisky & Hartmann, 2009; Schedin et
al. 2007). Indeed, the elevated incidence of breast cancer associated
with pregnancy has been suggested to be influenced by the tumor
microenvironment developed in mammary gland after weaning (Lyons
et al. 2011). In agreement with the tumor-promoting potential of the
involuting mammary gland, we found that 81% of p65/p300-enriched
genes passing the disease filter (MeSH), fell into the category of
neoplasm. Therefore, the availability of a set of NF-kB-target genes
during mammary gland involution will represent an important
instrument for further studies on both, the role of these genes in
breast cancer, as well as the development of putative prognosis

markers or new therapeutical targets.

On the other hand, the role of Id proteins in cancer has been of
much interest in the last decade. Many of the transcriptional
reprogramming induced in hepatocellular carcinoma mimics that of
the developing liver (Coulouarn et al. 2005, Li et al. 2010) and
therefore the role of 1d2 in tumor progression could also be related to
the deregulation of this program. The disease ranker analysis of
E2F4/1d2 compared to E2F4-alone targets revealed that Id2 was bound

to genes that were mainly related to the pathologic category of

246



Abstract

neoplasm (Figure 61). An upstream deregulation of Id activity, going
from Id gene transcription to Id protein, can result in the downstream
deregulation of diverse genes. Aberrant |d2 expression has been
reported in several cancer types (Norton, 2000; Lasorella et al. 2001;
Yokota & Mori, 2002; Fong et al. 2004; Coma et al. 2010).
Nevertheless, 1d2 over-expression is not sufficient for cell
transformation. Therefore, testing our model in the near future will
require a more detail understanding of the interplay between paused
Pol Il complex and Id2.

Therefore, the results of this thesis represent a very important
tool to further explore the molecular mechanisms involved in the
modulation of these trasncriptional regulatory nodes, as well as their
effect on target genes, during the course of tumor development and

progression.
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IV. Conclusions.

This thesis might helped to elucidate the important role played by
transcriptional regulatory nodes in a physiological context where
overlapping biological processes take place in a coordinated manner.
Specifically, we studied how two primary inputs, NF-kB and Id2, trigger
a particular output or a specific biological process in the mammary
gland and liver. Disruption of these nodes of transcriptional regulation
might result in the development of cancer. The specific findings of this

thesis project are:

1. NF-kB plays an important role as a node of transcriptional
regulation during involution of the mammary gland after
pregnancy/lactation cycle. 268 p65/p300-target genes mainly
related to inflammation and apoptosis are identified. Calpain 1 and
Calpain 2 are primary NF-kB outputs. Both calpains seem to
promote the destabilization of intercellular junctions and the

shedding of epithelial cells into the lumen of the acini.

2. 1d2 is part of a general mechanism of regulation of gene expression
in liver. E2F4/1d2 binds to a common sequence in 440 genes. These
genes are mainly involved in embryonic development and
chromatin remodeling. 1d2 seems to be part of a reversible
development-related program involved in the pausing of Pol Il on
selected genes. Therefore, the final output of this node of
regulation would be the liver development and tissue

differentiation.
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3. The bioinformatics analysis shows that both NF-kB and Id2 have a
prominent role in cancer. 81% of all NF-KB target genes are
involved in breast cancer. On the other hand, there are a higher
percentage of E2F4/Id2 cancer-related target genes than those

which do not bind 1d2.
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