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Resumen

El TGFB es una familia de citocinas que a través de sus efectores, las
Smad, regula la expresiéon de una variedad de genes blanco, entre los que
destaca un correpresor de la via denominado sno.

Hasta la fecha no se sabe qué factores regulan la expresion de sno. En
concreto, no existe una caracterizacién detallada del promotor de sno, aunque
se sabe desde los trabajos de Stroschein y colaboradores (1999) que sno es
activado transcripcionalmente por TGFB. De hecho, Zhu et al. (2005)
encontraron un elemento de respuesta al TGF3 en el promotor de sno.

El TGFpB es capaz de ejercer una gran gama de respuestas biologicas,
fundamentalmente a través de la regulacion de genes blanco precisos. La
accion que el TGFp desencadene en determinado tiempo y espacio depende del
contexto celular. En concreto, esta versatilidad se debe, en gran medida, a la
capacidad que poseen las Smad de asociarse con un gran numero de factores
dentro del nucleo celular.

En cuanto a su papel fisioldgico, se ha observado que los niveles de
MRNA del correpresor sno aumentan durante la regeneracién hepatica (Macias-
Silva et al 2002). Ski y SnoN inducen, ademas, la diferenciacion terminal de
musculo esquelético (Wrighton et al. 2007). Durante la carcinogénesis, Sno
juega un papel importante, pero ambiguo. En diversos tipos de cancer, a este
correpresor se le adjudica una actividad de oncogen, mientras que en otros,
parece comportarse como supresor de tumores (Luo, 2004).

Por lo anterior, resulta interesante analizar los Sitios de Unién a Factores
de Transcripcion (TFBS) en el elemento de respuesta al TGFf en el promotor de
sno.

Para tales efectos, es necesario determinar primero la regién promotora;
predecir el o los sitios de inicio de la transcripcién; encontrar las regiones

conservadas en sno, y, finalmente predecir TFBS.



Este andlisis se llevd a cabo con herramientas bioinformaticas,
principalmente con los programas Blast, ClustalX, DBTSS y Alggen.

Se encontré un alto grado de identidad entre las secuencias regulatorias
(71%) y los elementos de respuesta al TGFB (79%) de las especies de estudio,
Homo sapiens y Mus musculus. En la zona nucleo del promotor se detecté un
sitio de inicio de la transcripciéon (2280 pb rio abajo de SBE4 en Mus musculus y
2035 en Homo sapiens) dentro de una isla rica en CpGs; y no se encontraron
cajas regulatorias. En la vecindad de cada SBE (+ 10pb) se predijo la presencia
de sitios de unién para doce factores de transcripcion capaces de interactuar
fisica y funcionalmente con las Smad y que responden a una gran variedad de
estimulos (GR, STAT4, AR, C/EBP, E2F, NFxB, p53, RAR-RXR, MyoD,
Miogenina, Sply YY1). Estos TFBS putativos se encuentran 100% conservadas
entre Homo sapiens y Mus musculus, lo que aumenta la probabilidad de que,
efectivamente, se trate de secuencias regulatorias. Varios de los TF para los que
se detectaron secuencias de union putativas en el TRE de sno de las especies
estudiadas protagonizan procesos fisioldgicos y/o patolégicos en los que se
sabe que el TGFB juega un papel importante y los niveles de expresion de sno
se encuentran alterados (sistema inmune e inflamacion, cancer y ciclo celular, y
miogénesis).

En conclusién, en el presente trabajo se realizé una caracterizacion in
silico del promotor de sno de Homo sapiens y Mus musculus, en particular de su
zona nucleo y el TRE. Debido a que se trata de predicciones, el trabajo invita a

realizar una verificacion experimental de los resultados obtenidos.
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Introduccién

La transduccion de sefales

Las células estan constantemente interactuando con su entorno. Deben ser
capaces de censar cambios en el ambiente y responder a éstos. En los
organismos multicelulares, existe ademas una fina coordinacién e integracion
entre todas las células del organismo.

Gomperts, Kramer y Tatham mencionan en su libro Signal Transduction
que la transduccién de sefiales es la disciplina que se ocupa de responder a la
pregunta de como estimulos o influencias externas —representados por primeros
mensajeros, como las hormonas o los neurotransmisores, pero también nutrientes
e incluso luz ultravioleta- determinan un proceso dentro de su célula blanco.

La membrana celular es impermeable a la mayoria de estas moléculas. Por
ello, los primeros mensajeros deben ser capaces de ejercer su efecto en la célula
desde la parte externa de ésta.

Receptores en la superficie celular unen a estas moléculas —los ligandos- y
transducen la sefial hacia el interior de la célula por medio de activaciones en
cadena de diversas proteinas denominados mensajeros intracelulares o segundos
mensajeros.

Las cadenas de activacion correspondientes a cada ligando/receptor se
denominan via de sefalizacion. Las vias de sefializacién culminan en cambios
protéicos y/o genéticos que tienen como consecuencia modificaciones

estructurales en la célula.

Desde el punto de vista evolutivo, se conoce la existencia de estructuras
guimicas muy relacionadas a hormonas tiroides en algas y esponjas; estradiol en
helechos y coniferas; catecolaminas en protozoarios; efedrinas en la gimnosperma
Ephedra e incluso péptidos relacionadas a la insulina y la endorfina en

protozoarios, hongos y bacterias.



Esto indica que la transduccion de sefiales aparecié muy temprano en la
evolucion. Sin embargo, resulta interesante que no siempre existe una correlacion

entre la existencia de ligandos y sus receptores.

Algunos autores consideran como el antecesor de la endocrinologia y por
tanto de la transduccion de sefiales a Plinio el Viejo. En épocas mas recientes -
finales del Siglo XIX- destacan los trabajos de Brown-Séquard, Claude Bernard,
Bayliss y Starling. No obstante, la transduccion de sefiales se trata como una
disciplina per se solo a partir del trabajo de Gilman y Rodbell, quienes fueron
galardonados en 1994 con el premio Nébel por su descubrimiento de las proteinas
G (Magner, 2002).

En la actualidad se clasifica a los distintos tipos de transduccion de sefiales
en familias segun su tipo de ligandos, de receptores y/o de efectores. A
continuacion se enumeran las principales parejas ligando/receptor que
desencadenan determinados tipos de sefializacion, segun Heldin (2002).
+ Integrinas / Moléculas de la matriz extracelular.
+ Contactos célula-célula directos, por ejemplo, por medio de las
cadherinas.
+ Ligando soluble / Receptor con actividad intrinseca de cinasa de
tirosina.
+ Interleucina (u otra citocina) / receptor a citocinas.
+ Antigeno / receptor para antigenos de células T o B.
+ Factores de Necrosis Tumoral (TNF) / receptor a TNF.
+ Factor de crecimiento / receptor acoplado a proteinas G.
¢+ Miembros de la familia de Wnt / Frizzled.
¢+ Hedgehog / Patched.
+ Ligando (como AMP) / Canales ionicos ligando-dependientes.
¢+ Miembro de la familia de los Factores de Crecimiento Transformante
(TFGPB) / Receptor con actividad intrinseca de cinasa de serinas y

treoninas.



El presente trabajo estudia algunos detalles de este Ultimo tipo de via de

sefializacion; la del TGFp.

El TGFB

El Factor de Crecimiento Transformante B (TGFP) pertenece a una
superfamilia de polipéptidos que comprende a las Proteinas Morfogenéticas de
Hueso (BMP’s); a Nodal, a las Activinas, a la Hormona Antimulleriana (AMH) y a
otros factores estructuralmente relacionados en invertebrados, como Daf en el
nematodo Caenorhabditis elegans y Dpp (Decapentaplegic) en Drosophila
melanogaster (Massaguéy Wotton, 2000).

El genoma humano codifica 28 genes que pertenecen a la superfamilia del
TGFB, y sus ligandos, receptores y efectores intracelulares, estan conservados en
los eucariontes desde C. elegans y Drosophila hasta los mamiferos (Moustakas y
Souchelnytski, 2001).

Papel bioldgico

Este conjunto de proteinas es un importante orquestador del programa
genético de un organismo (Massagué y Wotton, 2000). Es decir, las respuestas
celulares que desencadena el TGFB se deben en gran medida a la diversidad de
las respuestas transcripcionales que esta citocina, como son la regulacién de
genes de matriz extracelular y de ciclo celular (Macias-Silva et al., 2002).

De esta manera, el TGFp afecta a un gran nimero de procesos bhioldgicos
tales como la respuesta inmune, el crecimiento celular, la diferenciacion, el
desarrollo y la apoptosis de diversos tejidos y tipos celulares (Liu et al.,, 2001).
Ademas, controla procesos de migracion, adhesion y, en general, procesos que

involucran la remodelacion de la matriz extracelular. Por lo tanto, esta proteina



esta involucrada de manera importante en el desarrollo, en la regeneracion de

diversos tejidos y en el cancer.

La diversidad de funciones que un miembro de la familia del TGF[ es capaz
de desencadenar depende del contexto celular. Por ejemplo, en una misma
herida, el TGFB puede tanto estimular como inhibir la proliferacion celular,
dependiendo de si la célula blanco es un fibroblasto o un queratinocito. En células
epiteliales de mamifero, el TGFB puede ocasionar arresto celular o un
comportamiento metastatico, dependiendo del nivel de la actividad oncogénica de
Ras presente en la célula (Oft et al., 1996). Asi mismo, las BMPs humanas y su
homologo en Drosophila, Dpp, pueden sefalizar dorsalizacion en la mosca y
formacion de hueso en un vertebrado (Massagué y Wotton, 2000).

En suma, el TGFB puede estimular o inhibir el crecimiento y la
diferenciacion de practicamente todas las células, dependiendo del tipo celular, del
estado de diferenciacion, de la fisiologia y de las condiciones de cultivo (Feng y
Derynck, 2005).

Papel del TGFgBen el cancer

El TGF juega un papel dual en el desarrollo de cancer.

En las primeras fases de la tumorgénesis, la actividad del TGFf inhibe el
crecimiento celular (Luo, 2004). Asi, el TGFp actia como una citocina antimitética
en diversos tipos celulares, y a varios componentes de su ruta se les adjudica el
titulo de supresor de tumores (Miyazono et al., 2003).

De acuerdo con lo anterior, en diversos tipos de cancer se han detectado
frecuentemente mutaciones que ocasionan pérdida de la funcién de varios genes
directamente relacionados con el TGFB. Entre éstas destacan las mutaciones en
el receptor al TGFp tipo Il en el sindrome de Lynch (Hereditary Nonpolyposis
Colon Céncer, HNPCC), asi como en Smad4 en el carcinoma pancreético (de
hecho, las siglas de su sinénimo, DPC, significan Deleted in Pancreatic

Carcinoma) y en cancer de colon avanzado (Miyazono, 2003).



Sin embargo, una vez que las ceélulas han perdido la capacidad de
responder a las sefiales antimitéticas del TGFB -por ejemplo, a través de la
activacion oncogénica de ras, que le confiera independencia del ligando-, esta
molécula induce la transicion epitelio-mesénquima, propiciando asi un aumento
en la tasa de metastasis e invasion de tejidos. Este evento puede suceder de
manera dependiente o independiente de las Smad (Luo, 2004).

Al inducir la produccibn de matriz extracelular, el TGFB estimula la
angiogénesis. Ademas, esta citocina es inmunosupresora. Asi, en fases tardias

del cancer, el TGFp actla como una citocina oncogénica (Miyazono et al., 2003).

Via de sefializacion del TGFB

A continuacion se trazaran los rasgos generales de la via del TGFp,
considerando como referencias principales las resefas realizadas por Rahimi y

Leof (2007) y por Moustakas (2002). Véase la figura 1 al final de la seccion.

Ligandos diméricos de la superfamilia del TGF se unen con alta afinidad a
los Receptores al TGFB (TBRI y TBRII) con actividad de cinasas de serina y
treonina en la superficie de la célula. Esta union induce la formacion de complejos
de receptor heterotetraméricos.

En estos complejos, el TRRIlI constitutivamente activo es capaz de
transfosforilar el dominio rico en Glicina y Serina (GS) del TBRI.

Los acarreadores anclados a la membrana, SARA (Smad Anchor Receptor
Activator) y HRS/HGS (Hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase
substrate), que unen fosfolipidos a través de su dominio de dedos FYVE (Fablp,
YOTB, Vsp27p, EEAL; las primeras proteinas purificadas con este dominio),
contribuyen a la presentacion de los efectores principales del TGFB, las Smad
(palabra que se compone de la fusion de los nombres Sma de C. elegans y MAD
de D. melanogaster), con el dominio con actividad de cinasa del receptor TRRI

activado.



Los TBRI fosforilan a las de Smads activadas por el receptor (R-Smad),
tales como Smad2 y 3 cuando la activacion se debe al TGFB, y Smadl, 5y 8 en el
caso de la sefalizacion de BMP’s. La activacidon de las R-Smads ocurre por medio
de una region denominada horquilla L45 del receptor TBRI. El dominio de las R-
Smads que entra en contacto con la horquilla L45 se conoce como Dominio de
Homologia a Mad (MH2); MH2 se localiza en la zona carboxilo terminal (C-ter) y
es capaz de unir fosfoserinas. Eventualmente, TRRI fosforila a las R-Smad en su
motivo rico en Serinas SXSS. Esta fosforilacion provoca un cambio conformacional
en la R-Smad, lo que le permite disociarse rapidamente del receptor y de SARA.

Las fosfoserinas C-ter de las R-Smad son ahora reconocidas por el MH2 de
otra Smad, lo que permite la formacion de complejos heterotriméricos, formados
por dos R-Smad y una Smad Comun, Co-Smad, esta Ultima representada en
vertebrados exclusivamente, por la Smad4.

Posteriormente, la Smad3 se asocia con la importina B1, lo que le permite a
todo el complejo heterotrimérico translocarse al nucleo.

Una vez en el nucleo, el complejo R-Smad/Co-Smad regula la expresion
genética. Smad3 y 4 se unen a un Sitio de Unién a Factor de Transcripcion (TFBS)
en la region regulatoria de un gen blanco del TGFB denominado SBE (Smad
Binding Element) a través de sus dominios MH1, en concreto por una horquilla
que interactda con el Surco Mayor del DNA. En contraste, la Smad2 se une
dificilmente a este TFBS, ya que carece de la horquilla .

Tanto las R-Smads como las Co-Smad interactian con Factores de
Transcripcion (TF) tejido-especificos via su dominio MH1 o MH2. De hecho, los
SBEs muchas veces estan adyacentes a sitios de unién a otros TF.

El dominio MH2 recluta ademas Coactivadores (CoA) como p300 que
conllevan a la acetilacion de histonas nucleosomales y/o TF asociados, eventos
gue son cruciales para la induccion transcripcional.

Alternativamente, el dominio MH2 de las Smad nucleares reclutan
Correpresores (CoR) que se asocian con Desacetilasas de Histona (HDAC),
reprimiendo la transcripcion del gen blanco.

Este modo de accion de las Smad, caracterizado por una versatilidad de

asociaciones con otros factores, explica muchos efectos fisioldégicos del TGF.
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La regulacién de esta via es un proceso muy complejo que involucra un
gran numero de moléculas activadas por la misma via del TGFB (inhibicion
homologa, asa de retroalimentacion negativa) o por alguna otra via (inhibicién

heteréloga o paraloga, comunicaciéon cruzada).

Algunos de los procesos de regulacion de la via del TGFp son:

e Ubiquitinacion y degradacion proteosomal de R-Smads en estado basal por
las ligasas E3 Roc1/SCF y Smurf (Smad ubiqutin regulatory factors), entre
otras.

e Smads Inhibitorias (I-Smad) Smad7 y 6. Smad7 se une con su dominio
MH2 al receptor, lo que bloquea la union de R-Smad al receptor (inhibicion
competitiva). Cuando Smad 7 une, ademas del receptor, a Smurf, induce la
ubiquitinacion y subsiguiente degradacién lisosomal y protedlisis del
receptor. La proteina adaptadora STRAP-1 aumenta la afinidad de Smad7
por TRRI.

e EIl pseudoreceptor BAMBI juega también un papel de inhibicion competitiva
del receptor (Akiyoshi, 2001).

e FKBP12 se une al motivo GS en el TBRI, lo que impide su fosforilacion
(Massagué y Wotton, 2000).

e La via de las Cinasas de Proteinas Activadas por Mitégenos (MAPK) por
medio de su efector Erk (Extracellular Signal regulated kinase) inhibe la via
del TGFpB al fosforilar a las R-Smad en la region linker, impidiendo su
acumulacion nuclear (Massagué y Wotton, 2000).

e Internalizacion de los receptores TBRI 'y TBRII.
La aparente simplicidad de la via del TGF3 adquiere un carécter altamente

complejo por la capacidad que poseen sus efectores de asociarse con una enorme

variedad de proteinas.
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El presente trabajo centra su atencion en la dinamica de regulacion de la

transcripcion por las Smads de un gen blanco del TGFB particular, del cual se

hablard mas adelante con detalle.

St \
I} Smad7 SARA (:)
Complejo R-Smad Smadd
receptor
( ) Smad \
) CFD activadas
Complajo cofactor
‘ \D..Ubn trascripcional @
. Coactivador/
: Co-Represor
|

/
4/

Figura 1. Esquema de la via de sefializacion del TGFB. El ligando TGFB se une al TRRII.

Posteriormente, se induce la fosforilacion y activacion del TRRI. TBRRI fosforila a las Smad

dependientes de Receptor (R-Smad). Dos R-Smad se asocian con una Smad comun (Smad4 en

vertebrados). Este complejo heterotrimérico se transloca al nucleo. EI complejo heterotrimérico de

Smad frecuentemente se asocia a otros TF y/o cofactores, y en la regién regulatoria de genes

blanco del TGFB se unen a un SBE, regulando la transcripcion de dicho gen. Este proceso esta

finamente regulado por las I-Smad, la degradacién proteosomal, etcétera.

Modificado de Massagué y Wotton, 2000
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Regulacion de la transcripcién mediada por TGFB

La regulacion de la transcripcidén genética -el proceso de sintesis de RNA a
partir de DNA- es el primer medio de control de la expresion génica. Este proceso
culmina con la producciéon de diferentes proteinas en diferentes tipos celulares o

en respuesta a diferentes estimulos (Lachman, 2001).

Como se menciond, el TGFB es un importante modulador de la
transcripcion de un gran numero de genes blanco. A continuacién se profundizara

en la parte de la via del TGF que se lleva a cabo en el nucleo celular.

Los Factores de Transcripcion de la via del TGFA: Las Smad

Los principales efectores del TGFp, las Smad, son codificados por genes
altamente conservados. Se han encontrado en el humano, en la rata, en el ratén,
en Xenopus, en el pez cebra, en el platelminto Schistosoma mansoni, en
Drosophila 'y en C. elegans (Moustakas, A., Souchelnytski, 2001).
Estas proteinas se dividen en R-Smad, Co- Smad e I-Smad (Figura 2):
» Las R-Smad que responden a BMP estan representadas en Drosophila
por Mad (Mothers against dpp); y en vertebrados, por Smadl, 5y 8. Las
R-Smad reguladas por el TGFB o por activina son dSmad2, Smad2 y
Smad3, respectivamente.

» Medea, Smad4 y Smad4p son las Co-Smad en Drosophila, vertebrados
y en Xenopus, respectivamente.

= Las I-Smad son Dad en Drosphilay Smad6 y 7 en vertebrados.

Esta familia de proteinas contiene en su estructura tres regiones altamente
conservadas. En la region amino terminal se encuentra el dominio MH1, que es
responsable de la union al TFBS en la regidn regulatoria del DNA. En especifico,
esta interaccion DNA-Smad se lleva a cabo por medio de una horquilla B (figura 3)
gue esta ausente en Smadz2 (triangulo gris, figura 2), lo que explica la incapacidad
de Smad2 de unirse al DNA aun presentando el MH1. En las |-Smads, este
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dominio se encuentra poco conservado, por lo que dificilmente se asocian a un
SBE.

En medio se encuentra la regién linker, cuya funcion principal es
regulatoria al presentar numerosos sitios de fosforilacion. Este dominio esta
pobremente conservado en comparacion a MH1 y MH2.

Como se muestra en la figura 3, el dominio MH2 en la region carboxilo
terminal se encarga de las interacciones proteina-proteina. En el caso de las R-
Smad, este dominio presenta el motivo SXS que es fosforilado por los receptores
tipo I. Ademas, MH2 contiene dos hélices o, asi como una asa L3 que interactiua
también con el receptor; de hecho se propone que le confiere selectividad (Feng y
Derynck, 2005).

El bajo grado de conservacion del dominio de union a MH1, asi como la
ausencia del motivo SXS en el dominio MH2, explican la actividad de inhibidores

competitivos de los receptores tipo | por las I-Smad.

R-Smads | pag* [ domimio kit [ Linker ssxs
MHI  MH2

mad1
BMP | gm:gs T Unién a ADN Interacciones proteina-proteina
| Smad8 SXS SMAD-receptor
* SMAD-SMAD
dSmad2 SMAD-cofactores
TGFfH Smad2

& Activin Smad3

Co-Smads| Medea"
|—| Smad4 [T
Smad4B

Anti-Smads Dad*

Smade [ [T

Smad7 Complejo MH1-ADN dominio MH2
Figura 2. La familia de las R-Smad. Se Figura 3. Las interacciones de los dominios
muestra el dominio MH1 (N-ter) y el dominio MH de las Smad. MH1 se une a un TFBS en
MH2  (C-ter). La region intermedia el DNA por medio de una hélice B. MH2 es
corresponde al linker. El asterisco* denota las responsable de las uniones protéicas.
Smads caracteristicas de Drosophila, Destaca el motivo de fosforilacion SXS, dos
Smad4f estd presente en Xenopus. Los hélices a. y un giro L3.
demas ejemplares son de vertebrados.

Modificado de Massagué y Wotton, 2002.
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Union de las Smad al DNA

De lo anterior, es importante destacar que las Smad son factores de

transcripcion activados por miembros de la superfamilia del TGF.

Shi et al. (1998) describieron la estructura cristalografica de la asociacion
entre el dominio MH1 de las Smad y el DNA. Detectaron que Smad3 y 4 se unen
al SBE con la secuencia 5"GTCT 3" por medio de una horquilla § que interactia
con el surco mayor del DNA.

Johnson y colaboradores descubrieron en 1999 que la asociacion Smad-
SBE induce un cambio en la tasa de transcripcion. Reportaron ademas la
presencia de uno o mas SBEs en genes de respuesta al TGFp.

Asi, la capacidad de responder a sefales del TGFB de los genes
tempranos requiere de la presencia de uno o mas SBEs (Massagué y Wotton,
2000).

Genes blanco del TGFg

La amplia gama de funciones biologicas reguladas por el TGFpB esta
directamente asociada con la activacion o inhibicion de genes blanco precisos.

Los primeros genes que se asociaron con una regulacion por el TGFp
fueron el gen del Inhibidor del Activador de Plasmindgeno (PAIl), de la
colagenasa 7 (COL7A1), Mix2 (protagoniza la especificacion de mesodermo en
Xenopus), goosecoid (encargado de la induccion del mesodermo anterior en
raton), JunB, Nodal, lefty2, IgA, c-Fos, Vent2, Tinman y Ultrabithorax, los dos
ultimos en Drosophila (Massagué y Wotton, 2000, Akiyoshi et al., 2001).

Akiyoshi y colaboradores realizaron en 2001 un microarreglo de células
HaCaT tratadas con el TGFB (400pM), mediante el que detectaron un gran
namero de genes regulados positiva y negativamente por esta citocina A
continuacion se presenta una tabla en la que se enlistan algunos de los genes

regulados por el TGFB que se consideran mas relevantes (Tabla 1).
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Tabla 1. Genes blanco del TGFp, encontrados por Akiyoshi et al. (2001) por medio de un microarreglo de

células derivadas de queratinocitos humanos (HaCat) estimuladas con 400pM del TGFp

Regulados positivamente

Regulados negativamente

TF

Fra-1, Ets-2, HEF1

NF-IL6-beta, SREBP-2, C2H2-150, HBZ17,
DP-2, IRI1B, NF90, RAR1 y ESE-1b

TF de interaccion
con las Smad
Inhibidores del TGFA

Matriz extracelular

Proteina unida a
membrana
Transportador
ATP-asa
transportadora de

aniones
Cinasas

Cinasas de serinas y
treoninas
Fosfatasa de tirosina
Proteina de
andamiaje
Inhibidor de proteina
Inhibidor de CDK

Inhibidor de proteasa

Enzima biosintética

Proteina mitocondrial

Receptor a citocinas
Receptor a
hormonas

CPGR

c-Jun, JunB, Fral, 2F-2, DIx-2,
E2F-1,2,4*
Nma, Smad7 y LABP.
Proteina A similar a la hormona
paratiroide, PAI-1 y proteina

similar a plasminégeno

Involucrina

Cinasa parecida a CDC, cinasa de

gueratina B
Pim-1
SHP-2
HEF1

TFPI-2, cistaina M
p21

Homodlogo humano de la

isomerasa IPP de levadura y FLAP

hidroxilasa 1,25- dihidroxiviramina
D3 24- mitocondrial

RDC1

ESE, CtBP, ATF,GCN1, 2F-4, Tob, Fra, p53*

IL-1B, receptor a IL-1

SLC6A10, GLVR1, RING4

ATPasa humana estimulada por arsenito

Cinasa relacionada a Cdc-7, cinasas de

residuos de tirosina

Calcineurina Al, fosfatasa de tirosina

ALP
Fosfoetanolamina citidiltransferasa, CAD,
GIcNAc-T1, PIG-C, Subunidad betal de la K-
ATPasa, fosfatasa de la polifosfatasa de

inositidos
MIPEP

TNFR, IL-2 R
receptor membranal a esteroides, proteina
putativa de unién a progesterona

Receptor 3 a B2-bradiquinina
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Glicoproteina BTF2 BTF1

Ligando Jaggedl Hsema-I
Moléculas de .
» Ninjurina 1
adhesion
Citocromo CyP450 citocromo P450 inducido por dioxina

Pirofosfatasa de . .
Diadenosina tetrafosfatasa

nucledtidos
Enzima procesadora
) RPP38
de nucledtidos
Proteina cromosomal RbAp48, NHC
Peptidil propil cis-
P ) prop FKBP-12
trans isomerasa
Antigeno de linfocitos HLA-DNA
Gatekeeper Cdc46
Oxidoreductasa PDIR
Fosfoproteina
. SKAP55
asociada Src
Enzima metabdlica cinasa de fosfomelvanonato
CDC2,6,7,16,25A,25B; PITSLARE;
] CDC25C,42; Ciclina D1,l; CiclinaA,B1,C,D2,D3,F,G1,H; CDK2,4,6;
Reguladores de ciclo . . .
ul p15/Ink4b; p16/Ink4a; p107,130; p19/Ink4d; p27/Kipl; subunidad regulatoria de la
celular
Rby E2F-1,2,4* cinasa cdk5, p35; p57/kip2; p53*; E2F-3,5; DP-

1,2; PCNA, c-Myc; PTEN; Wee

Los genes enlistados en la Tabla 1 codifican para una gran diversidad de
proteinas, tales como receptores, proteinas cromosomales, transportadores,
etcétera. Destaca la presencia de factores de transcripcion, de componentes de
matriz extracelular y de reguladores de ciclo celular.

Como se detallard mas adelante, estas proteinas estan intimamente

relacionadas con el papel que desempeiia el TGFp en los diversos tejidos.

En la Tabla 1 se distinguen dos tipos de genes activados por el TGF:

e Genes tempranos: Aquéllos activados directamente por los factores de

transcripcion de la via del TGFp, las Smad.
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e Genes tardios: Se trata de los genes que son activados por los productos
de los genes tempranos regulados por el TGFp; por ejemplo, por un factor
de transcripcion o por algun integrante de otra via de sefializacién. En

este caso, el TGFp actia por medio de una red genética.

Ademas de los genes enlistados, recientemente se ha encontrado que
Sno, un CoR transcripcional de las Smads, es activado transcripcionalmente por
el TGFB. La regulacién transcripcional de sno es, por lo tanto, un ejemplo de un

asa de retroalimentacion negativa.

La regulacibn genética analizada en este trabajo corresponde
precisamente al gen sno, por lo que se abundara al respecto mas adelante.

Factores de Transcripcién asociados a las Smad

Como mencionan Massagué y Wotton (2000), se ha calculado que la
secuencia del SBE esta presente, en promedio, una vez cada 1024 pares de
bases en el genoma, es decir, una vez en cada region regulatoria de cada gen
de tamafio promedio. Asi, si la union de un SBE fuera suficiente para la
activacion transcripcional dependiente de las Smads, una proteina Smad
activada llevaria a la activacion no selectiva de un gran nimero de genes. Sin
embargo, esto no ocurre. La presencia exclusiva de un SBE no induce la
activaciéon de genes por las siguientes razones:

1. La afinidad del dominio MH1 de las R-Smad y de las Co- Smad por
el SBE es baja (Kgisociacisn= 107'M), por lo que se requieren
contactos adicionales con el DNA (Shi et al., 1998).

2. La unidn de las Smad a los SBE es poco selectiva ya que Smadl,
3y 4 tienen una afinidad semejante por el SBE. Esto se debe a que
la secuencia de horquilla B es idéntica entre todas las R-Smad y

esta altamente conservada en la Smad4.
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Por lo tanto, una union estable con el DNA aunada a una alta
especificidad en la secuencia de unidon se logra por la interaccion con otros
factores de unién a DNA especificos de una secuencia determinada (Akiyoshi et
al., 2001).

Massagué y Wotton (2000) proponen incluso que los factores de
transcripcion determinan la secuencia de DNA a la que el complejo Smad se
une, asi como los cofactores (correpresores y coactivadores) reclutados, los
otros factores de transcripcibn que cooperan y el tiempo de duracion de la
regulacién del gen.

Mientras que el dominio MH1 de las Smad se une al SBE, el dominio
MH2, responsable de las interacciones proteina-proteina, puede unirse a otros
Factores de Transcripcion y/o a Cofactores. La asociacion de las Smad con
otros factores forma complejos de una composicion y geometria determinados.
Los sitios de union a DNA de las Smad y los factores asociados en el mismo
complejo son capaces de actuar sinergicamente si sus secuencias de unién
estan presentes a la distancia exacta entre la una y la otra en un promotor
blanco (Massagué y Wotton, 2000).

Asi, una gran variedad de actividades biolégicas del TGFp resulta de la
capacidad de las Smads de interactuar con varios factores de transcripcion. Se
han reportado mas de 30 factores de transcripcion, como FAST1, TFE3, Mixer,
c-Jun, Spl y el receptor a vitamina D3, que interacttan con las Smad. Por lo
tanto, al asociarse con un factor de transcripcion particular, las Smad pueden
exhibir efectos biolégicos especificos en la célula en cuestién (Miyazono et al.,
2003).

Feng y Derynck realizaron en 2005 una extensa revision de la
complejidad de las interacciones del TGFp en la que incluyeron una lista de los
factores de transcripcion y cofactores potencialmente capaces de asociarse a las
Smad (Tabla 2).
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Tabla 2. Cofactores y Factores de Transcripcidon capaces de asociarse a las Smad. Resefiados

por Feng y Derynck (2005)

Coactivadores Correpresores Factores de transcripcion
ARCI05 |  coMyc | E2F4/5  FoxHLFAST VDR HIF-1o
CBP/p300 | c-Ski,SnoN |  Max FoxO CBFAL/RUnx2/AML  IRF-7
GCNs | EVi1(ZF) | MyoD Dix1 GATA3 Lefl/TCF
: : MEF2
MSG1 SNIPL(FHA) @ TFE3 Hoxc-8 GATA4,5,6 (caja
: : MADS)
PCAF | TGIF(HD) | ATF2 Milk-Mixer GliAC-ter Menin
SKIP Tob . ATF3 AR OAZ NFxB
: ! p52
SMF | YB1 . cFos ER Sp1 NICD
: c-Jun,
Swift . ZEB22/SIP1 ©  JunB, GR YY1 p53
JunD
ZEBL | | CEBPaBS  HNF4 ZNF198 Pax8
| | RXR B-catenina SRF

Moustakas et al. (2001) proponen que las Smad son capaces de unirse a
factores en el nucleo también a través de su dominio MH1. Mencionan en este
sentido al coactivador pXHBC capaz de unirse a Smad4; a los represores HDAC
y Hoxc-8, capaz de unirse a Smad3 y Smadl, respectivamente y que el factor de
transcripcion Sp3 se puede unir a Smad2/4.

Estos investigadores agregan ademas a la lista de Feng y Derynck, los
factores de transcripcion BF-1, E1A y Evi-1 capaces de unirse al dominio MH2

de las Smad1l-4, Smadl-3 y Smad3, respectivamente.

La realizacion de esta interaccion, depende de dos circunstancias:

e Contexto celular, es decir, la disponibilidad de estas proteinas en el
nucleo celular en un determinado momento y espacio.

e Estructura de la region regulatoria del gen blanco del TGFp, es decir, la

disposicion de los sitios de unién a factores de transcripcion

-20-



Esta investigacion se enfoca en el analisis de la estructura de la region
regulatoria del gen blanco del TGFf3, SnoN.

El promotor de un gen

El promotor es la region regulatoria de un gen que controla la
transcripcion en respuesta a estimulos ambientales (Zhang, 2007). En términos
mas concretos, es la regién genética que estd involucrada de manera mas
intima en el proceso de inicio de la transcripcion. En esta regidn se encuentra
una coleccién de secuencias regulatorias, cada una de una longitud de 6 a 10
pares de bases, a las que se unen proteinas de unién a DNA que regulan la
transcripcion (Smale, 2005). Estas proteinas son los factores y cofactores de
transcripcion.

Los factores de transcripcion son proteinas que, en respuesta a un
estimulo fisiologico ya sea intra o extracelular, se unen a su Sitio de Union para
Factor de Transcripciéon (TFBS) en el DNA, lo que promueve o inhibe la
transcripcion del gen blanco.

Ademas de los dominios de unién a DNA, los factores de transcripcion
pueden contener también regiones conocidas como dominio de activacion, que
son capaces de activar la transcripcién. Estas regiones interactian con
componentes del complejo basal de la transcripcion, ya sea de manera directa o
indirecta. Cuando la accién se ejerce de manera indirecta, los factores de
transcripcion se unen a cofactores que funcionan como “puentes” entre el factor
de transcripcion y el aparato basal de la transcripcion.

Los cofactores son moléculas que interactian con el DNA
indirectamente, es decir, a partir de la unién a factores de transcripcion. Estas
moléculas establecen un puente entre el factor de transcripcion y la maquinaria
basal de la transcripcion.

Los coactivadores (como p300, CBP y P/CAF para el TGFp), contienen
dominios de Acetilacion de Histonas (Histone Acetil Transferase, HAT) que
inducen la transcripcion de genes blanco al permitir una estructura mas abierta

de la cromatina (Miyazono et al., 2003). Dicho de otra manera, estas moléculas
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neutralizan por acetilacion la carga positiva de las histonas y las estructuras de
la cromatina sueltas, lo que se traduce en una regulacion positiva de la
transcripcion (Akiyoshi et al., 2001).

Los correpresores reclutan desacetilasas de histona que fortalecen
(“compactan”) la estructura de la cromatina, lo que reprime la transcipcién del
gen blanco (Akiyoshi et al., 2001).

Como apunta Smale, 2005, el promotor puede dividirse en dos zonas
regulatorias: la zona nucleo y la zona distal.

La zona ndcleo se encarga de la tasa de transcripcion basal de un gen.
Se encuentra aproximadamente entre 80 y 100 pares de bases alrededor del
Sitio de Inicio de la Transcripcién (TSS) en los promotores de genes que
codifican para proteinas (Zhang, 2007) y es el sitio al que se une la maquinaria
basal de la transcripcion, es decir, la RNA polimerasa y los Factores de
Transcripcion Basales (IIA, B, D, E, F y H). Estos factores son responsables de
reclutar la RNA polimerasa al promotor, establecer el TSS preciso y facilitar el
proceso de iniciacion de la transcripcion.

La zona nucleo presenta sitios de union a estos factores de transcripcion.
Destaca la caja TATA, que se encuentra de -25 a -30 pb rio arriba del TSS
(Zhang, 2007).

La caja TATA es reconocida por la Proteina de Unién a la caja TATA
(TATA box binding protein, TBP) que se asocia con un determinado nimero de
factores asociados a TBP (TBP associated Factors, TAF) que en conjunto
forman un complejo denominado TFIID.

El TFIID recluta a un gran numero de otros factores de transcripcion, la
RNA polimerasa Il y otras proteinas —que en conjunto forman la holoenzima
transcripcional — al TSS, lo que permite la iniciacion de la transcripcion.

Aproximadamente el 60% de las zonas ndcleo de los promotores de
Homo sapiens y Mus musculus contienen una region rica en islas CpG. Los
genes asociados a este tipo de zonas nucleo comprenden a todos aquellos

genes que se expresan en la totalidad de los tejidos (genes housekeeping) y
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aproximadamente la mitad de los genes tejido-especificos (Antequera, 2003).
Los promotores que presentan islas CpG en su zona nucleo generalmente

carecen de cajas regulatorias, como la caja TATA (Juven-Gershon et al., 2008).

La zona regulatoria distal une a factores de transcripciébn que no son
esenciales para el ensamblaje de la maquinaria trascripcional basica, pero que

afectan de manera importante la tasa de transcripcion basal.

El nivel de transcripcion dictado por los Factores Basales de la
Transcripcibn es muy bajo. Sin embargo, este nivel se aumenta
considerablemente por la unibn de TF que se activan Unicamente en
determinados tipos celulares o en respuesta a un estimulo particular. La
activacion de un factor de transcripcion se da a nivel de su sintesis y/o de su
actividad proteica (Lachmann, 2001).

Los coactivadores y las proteinas que modifican la estructura de la
cromatina actian como puentes entre la region regulatoria distal y la zona
nacleo del promotor.

Las regiones regulatorias en el promotor se encuentran frecuentemente
divididas en sub-regiones conservadas y/o regiones en donde elementos
regulatorios forman modulos (Zhang, 2007).

Los componentes tipicos de un promotor se esquematizan en la figura 4.

Signos fisiolégicos
(“input™)

Transcripcion de
gen blanco
(“output™)

Figura 4. Regulacion de la transcripcion en respuesta a estimulos fisiologicos.
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Contexto celular

La heterogeneidad de respuestas bioldgicas que los miembros de la
familia del TGFB son capaces de desencadenar depende de manera importante
del contexto celular, es decir, de las proteinas y otros factores que se
encuentren en determinado momento del desarrollo y tipo celular y que sean
capaces de unirse al promotor del gen blanco del TGFB (Davidson y Coffman,
2007).

En el caso del TGFp, el contexto celular se puede definir, en términos
moleculares, como la mezcla de “factores acompafantes” en una célula
determinada en el momento de estimulacion con el TGFB. Esta mezcla
determina el resultado o tipo de respuesta genética (Massagué y Wotton, 2000).

Para fines de este trabajo, se resaltara el papel de factores de
transcripcion que se encuentren en el nudcleo celular en un tiempo y tejido

especificos.

Sno

Ski (Sloan- Kettering Institute protooncogene) y Sno (Ski-related novel
gene) pertenecen a la familia de CoR de las Smad (Ruoyun et al., 2007). Estas
dos proteinas se caracterizan por la presencia de un dominio altamente
conservado de diferenciacion y transformacion suficiente y necesario en el que
se encuentra un motivo de interaccion con las Smad denominado SAND (Sp100,
AIRE-1, NucP41/75, DEAF-1), asi como un dominio de homo y heteromerizacion
hacia su extremo carboxilo terminal (Figura 5).

En el genoma humano, sno esté representado por un solo gen, pero por
medio de procesos de splicing alternativo se generan cuatro transcritos distintos
(Takesu et al., 2006).

En el caso de Ski, se conoce el producto de un oncogen retroviral (v-Ski)

y su contraparte celular, identificada originalmente en pollo (c-Ski).
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En cuanto a sno, se han identificado en Homo sapiens cuatro isoformas
para las que este gen codifica: SnoN (Ski-related novel gene Non alu
containing), SnoN2 (carece de 138 nucledtidos en el tercer exoén), Snol

(Insertion) y SnoA (Alu containing) (Figura 5).

v-Ski I sAND | | 435aa
¢-Ski [ I sAND | [ 728aa

c-SroN [ I sAND | [7]] 684aa
SnoN2 [ TN SAND | [1] 638aa
SnoA 415aa
Snol 399aa

N-ter Dominio de transformacion y
diferenciacidn: Suficiente y hecesario

C-ter

. Region conservada (homologia a Ski) +/-270 aa
Dominio SAND: Dominio de homo- y
SAND | |hteraccion con MH1 heterodimerizacion SkifSno

Figura 5. Dominios de las proteinas Skiy Sno. Modificado de Luo, 2004.

Mecanismos de accion de Sno y Ski

Las proteinas Ski y Sno no tienen una actividad catalitica especifica, y
carecen de dominios de unién a DNA. Su efecto represor parece deberse a la

interaccién con moléculas, como las Smad (Luo, 2004).

Las formas de interaccion inhibitoria Ski/'SnoN-Smad son las siguientes (Figura

6):

1. Dominio de union a Ski en Smad4, MH1, es el mismo que se requiere para la
union a las R-Smad Fosforiladas: obstruccién del complejo heterotromérico
Co-Smad (Smad4)- R-Smad

2. Interaccién con correpresores (Nuclear Hormone Co-Repressor, N-CoR;
mSin3A, HIPK2 y MeCP2) y reclutamiento del complejo de desacetilacion de
las histonas (HDAC).
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3. Skiy SnoN impiden la unién del coactivador p300/CPB a las Smad.

. '/N CIJF:\I
—— -~ /-rg.u\. S . mSmﬂn
P T (-Com) Mecrz /] { Hkl 5N MaEF'z
( pooocer e HPKZ \. —=1HiP
s ) 5 g“—b"@ o “ \ ‘~
P aG P r/w*'" [ H@
e | (smao4 \ ] Smw:n /
x\-- __,."l \.‘___F,-"l I—" \\.,_\_ N "2
Complejo Smad activo Complejo Smad inactivo
Figura 6. Inhibicion de Smad por los CoR Ski y Sno. Modificado de Luo, 2004.

Cuando ligandos de la familia del TGFB estan presentes, SnoN es
rapidamente ubiquitinado y degradado, lo que permite a las Smad la activacion
de la expresion de genes blanco, incluyendo la transcripcion del propio SnoN
(Takesu et al., 2004).

Papel biologico de Skiy Sno

Macias-Silva y colaboradores detectaron en 2002 una sobreexpresion de
SnoN y Ski durante la regeneracidén hepatica. En este trabajo se propone que el
aumento en los niveles de estos correpresores durante la fase proliferativa
fomenta la resistencia a la citocina antimitotica TGFp, permitiendo la
restauracion de los niveles de masa hepatica.

También se ha establecido un importante papel de Ski y SnoN Durante la
miogénesis. De hecho, en células de codorniz se ha observado que la
sobreexpresion de Ski y SnoN induce la diferenciacion terminal de musculo
esquelético (Wrighton et al. 2007).

Ademas, la sobreexpresion de estas proteinas es comun en muchas
lineas tumorales humanas derivadas de melanoma, cancer de mama, de
eso6fago, de pulmon, de epidermis y de préstata, que podria conferirles un papel

de oncogen (Luo, 2004).
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Sin embargo, se ha sugerido que Ski y SnoN pueden actuar también
como supresores de tumores en algunas lineas celulares.

Por lo tanto, una regulacion precisa de Ski y SnoN es esencial para el
mantenimiento de la homeostasis tisular.

La funcion de SnoN durante el desarrollo es ambigua, como lo muestran
dos estudios con ratones knockout para sno. Shinagwa y colaboradores
descubrieron en el 2000 una incapacidad de implantacion de ejemplares murinos
sno™; es decir, el homocigoto es letal. Contrariamente, otro estudio sostiene que
el homocigoto no es letal, pero tiene defectos en la activacion de células T
(Takesu et al. 2006).

El papel dual de estos correpresores esta probablemente relacionado con
el papel aparentemente contradictorio del TGFJ (protooncogen y supresor de

tumores).

Regulacion bifasica de Sno por TGFS

La activacion de la via del TGFp induce la degradacion proteosomal de
los correpresores Ski y Sno. Por otro lado, sno, pero no ski, esta regulado
transcripcionalmente por el TGFB (Stroschein et al. 1999). Asi, La regulacion de
Sno por esta citocina constituye un caso paradigmatico de retroalimentacion
negativa. Por ello, este trabajo se centra en la regulacion de la expresion de sno
por TGFp.

Poco tiempo después de un estimulo del TGFB, Smad2 y 3 reclutan las
ligasas de ubiquitina APC (Anaphase Promoting Complex) y Smurf2, entre otras
(Moustakas, 2002). Estas moléculas median la degradacion proteosomal de
SnoN dependiente de ubiquitina al propiciar la ubiquitinacion de este correpresor
en sus tres residuos de lisina (Lys440, Lys446 y Lys449) y su subsiguiente
degradacion.

Desde el punto de vista de la transcripcién, sucede el fenébmeno contrario.

Despues de aproximadamente dos horas de estimulacion con el TGFf, aumenta
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considerablemente la cantidad de mRNA y de proteina de Sno, al activarse la
transcripcion del gen sno. Este efecto positivo del TGFp sobre la expresion de
sno constituye un mecanismo de retroalimentacion negativa, lo que permite una
coordinacion y regulacion adecuada de la duracion en intensidad de la
sefalizacion por TGF (Luo, 2004).

El mecanismo de retroalimentacion negativa radica en que el
reestablecimiento de los niveles basales del correpresor Sno inducido por la
regulacion transcripcional de sno por TGFp inhibe el control de la expresion de

genes blanco de TGFp.
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Antecedentes

Regulacion de sno por TGFp

TGFB induce la transcripcién del gen sno

Stroschein et al. (1999) reportaron por primera vez que a las dos horas de
estimulacién, el TGFB induce un aumento marcado en los niveles de mRNA de
SnoN. El aumento en la expresion de sno inhibe a las Smad, interfiriendo sobre
la regulacion de genes blanco del TGFB. Por lo tanto, la induccion en la
expresion del gen sno por el TGFB constituye un mecanismo de

retroalimentacion negativa.

Zhu el at. encuentran SBEs y un SIE en el promotor de sno de Mus

musculus

Zhu et al. detectaron en 2005 que TGFf induce la expresion de sno a
través de la unién del complejo Smad2/4 al elemento de respuesta al TGF
(TRE) en el promotor de sno murino. Por otro lado, el complejo Smad3/4 inhibe
la transcripcion de sno al unirse a un sitio de inhibicién de las Smad (SIE) en
este mismo promotor.

Por medio de ensayos de retardo (Electrophoretic Mobility Shift Assay,
EMSA) determinaron cuatro SBEs en el TRE y en el SIE. Ensayos de luciferasa
usando genes reporteros con el TRE y el SIE alterados por mutagénesis dirigida
mostraron en cada SBE y el SIE las bases indispensables para la regulacion de
sno por el TGFB. Ademas, determinaron que todos los SBEs tiene el mismo
efecto relativo sobre la regulacion transcripcional, y que sélo la deshabilitacion
simultanea de los cuatro SBE abate la activacion de la transcripcion de sno
mediada por el TGF.
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En el articulo, Unicamente se muestran las secuencias correspondientes a

los SBEs y al SIE (Figura 7), sin reportar la secuencia promotora de sno.

SBE1 atcctGTCTgagccgggcaccgcAGACagegecgt
m1 atcctATTCgagccgggcaccgeTGCAagcgecgt

SBE2 ccagccgeccAGACggeGCGecggg
m2 ccagcegeeceGTTAggecATTecggy

SBES3 ccacaataggcCAGAcggcGCgcgcyg
m3 ccacaataggcTTACcggcATgecgeg

SBE4 cggccggAGACaggegGeggcGTCTgecggga
m4 cggccgg TTGA ggcgAcggcAATCgeggga

SIEwt 5CGGCGACGGCGACGGCGACGRCGS!

SIEm 5 CGGATCTAGATCTAGATCTAGICG3'

Figura 7. SBEs y SIE detectados por Zhu et al. en el promotor de sno de Mus musculus. Se
muestran los fragmentos de DNA regulatorios wild type (SBE1, SBE2, SBE3, SBE4 y SIEwt) y
sus secuencias mutadas correspondientes (m1, m2, m3, m4 y SIEm, respectivamente).

Tomado de Zhu et al. (2005)

Ruoyun y colaboradores detectan un elemento de respuesta a HGF en el

promotor del gen sno de Homo sapiens

Rouyun y colaboradores encontraron en 2007 que el Factor de
Crecimiento de Hepatocitos (HGF) inhibe la accion del TGFB a través de la
induccion de la expresion de sno en las células proximales tubulares epiteliales
HKC-8. La induccion de la transcripcion de sno por HGF se lleva a cabo a través
de la ruta de las MAPK que involucra a Erk1,2. Erk 1,2 activa a CREB (cCAMP
responsive element binding protein), un factor de transcripcidon que se une a un
Elemento de Respuesta a AMPc (CRE) y Unicamente en cooperacion con el TF
Spl -que se une a los sitios de unién a Spl localizados cerca de CRE- induce la

expresion de sno.
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Estos datos moleculares sugieren una explicacion del papel fisiolégico del
HGF con relacion al TGFp. La citocina HGF es un potente antifibrotico -es decir,
inhibe la induccién de componentes de matriz extracelular por el TGFB. Ademas,
bloguea la transicion epitelio-mesénquima, proceso que es también favorecido
por TGFp. Estos efectos fisiolégicos se pueden deber, al menos en parte, al
antagonismo que ejerce HGF sobre TGFf al inducir la expresion del correpresor
de los efectores del TGF, SnoN.

Aungue es importante destacar el papel antagonico que ejerce HGF sobre
TGFp a nivel fisiologico, para el presente trabajo resulta de suma importancia
exclusivamente que Rouyun et al. (2007) hayan reportado sitios de uniéon a
factores de transcripcion determinados en el promotor de sno humano, ya que
es el unico dato experimental que se tiene sobre la secuencia del promotor de
sno de Homo sapiens.

Ruoyun et al. presentan la siguiente secuencia como parte del promotor
de sno humano (los nimeros al inicio y al final de la misma son arbitrarios, ya
gue no se conoce con precision el TSS).

En la figura 8 se muestran los TFBS de respuesta a HGF en el promotor
de sno de Homo sapiens detectados por Ruoyun et al. (2007).

1838----

ggtcggggccagagggggtegctalggegagltgttccacggetgatcacgcettegttggecccaggeggtggggc
cggcagggceagggcgetgtagt MBNUNE ccocggggacceeggagacceggac jEBBuIBaccgeeaccetce

cccagtccagcagcgcetccgecggggatgecctggtctcgacccggtecg — 1639

Sitios deunién aSpl  GRE

Figura 8. Elemento de respuesta a HGF en el promotor de SnoN humano. Ruoyun et al.
2007
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Planteamiento del problema

El TGFB y Sno juegan un papel importante en la homeostasis de un
organismo. Esto se evidencia por su papel dual y aparentemente contradictorio
en el desarrollo de diversos tipos de cancer, padecimiento en el que pueden
jugar un papel tanto de supresores de tumores como de oncogenes.

El TGFB y Sno se regulan mutuamente; es decir, Sno es un correpresor
transcripcional de la via del TGFB mientras que el TGF ejerce sobre Sno una
regulacion bifasica (a tiempos cortos, un estimulo de TGFp disminuye los niveles
de la proteina Sno; aproximadamente a las dos horas, induce la expresion del
gen sno).

Se sabe que el TGFB induce la expresion de sno; de hecho, se conocen
los SBEs en el promotor de este gen. Sin embargo, no existe hasta la fecha una
caracterizacion detallada del promotor de sno. Se desconoce la locacion
genética correspondiente a esta region regulatoria, asi como la existencia de
otros reguladores de la expresion de este gen.

Ademas, aunque es conocido que TGFB induce la expresion de sno, se
sabe también que los efectores del TGFp, las Smad, se necesitan asociar con
otros factores de transcripcion y/o cofactores para unirse a las SBE y regular asi,

conjuntamente, la expresion del gen blanco del TGF.

Por lo anterior, resulta interesante averiguar qué otros factores son
capaces de asociarse al promotor de sno, en concreto a su region regulatoria.

Asi, en el presente trabajo se busca, con herramientas bioinformaticas,
delimitar y ubicar la zona de respuesta a TGF en el promotor de sno de Homo
sapiens y Mus musculus y predecir en ésta Sitios de Unidon a Factores de

Transcripcion.
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Hipotesis

Existen en el elemento de respuesta al TGFB del promotor de sno,
secuencias de union a factores de transcripcién capaces de interactuar con las
Smad. Estas secuencias estan conservadas entre Homo sapiens y Mus

musculus.
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Objetivos

Objetivo general

Caracterizacion in silico del promotor de sno en Homo sapiens y en Mus

musculus.

Objetivos especificos

<Delimitar la secuencia del promotor de sno humano y murino

=Establecer el sitio de inicio de la transcripcion.

eDeterminar el grado de conservacion entre las secuencias regulatorias del
promotor de sno en Homo sapiens y Mus musculus.

ePredecir los sitios de unién a factores de transcripcion en el promotor de sno,
en concreto en la region regulada por TGFp.

eSeleccionar sitios de union para factores de transcripcion capaces de
interactuar con las Smad.

eAnalizar, por medio de una revision bibliografica, mecanismos de accion y la
situacion fisiologica en la que estan presentes estos factores de transcripcion.
<Proponer un modelo de regulaciéon de la expresion de sno.

=Disefiar una estrategia experimental para comprobar el modelo.
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Métodologia

El presente trabajo tiene como objetivo un analisis tedrico de la secuencia
promotora del gen de sno.

La herramienta que se utiliz6 a lo largo de esta investigacién fue la
bioinforméatica. En particular, se utilizaron los programas Blast y ClustalX para los
alineamientos; DBTSS para establecer el TSS; Alggen para la determinacion de
los TFBS putativos; y, finalmente, PubMed para el analisis bibliografico de los

resultados obtenidos (Figura 9).

Debido a que la secuencia del promotor de sno no se habia reportado
anteriormente, fue necesario obtener, por medio de alineamientos, dicha
secuencia.

Posteriormente, se determind el Sitios de Inicio de la Transcripcion (TSS) y
se buscaron las cajas regulatorias que frecuentemente se encuentran asociadas a
éste. Se utilizd el programa de prediccion de TSS DBTSS y se realizaron
alineamientos.

Finalmente, se realiz6 un andlisis de los Sitios de Union a Factores de
Transcripcion (TFBS) putativos en la secuencia del promotor de sno que contiene
al elemento de respuesta al TGFf, es decir, a los SBEs y al SIE. Este analisis se
efectud con el programa Alggen, y se robustecieron los resultados por medio de
comparaciones entre las secuencias.

A lo largo de todo el proceso se compararon las regiones conservadas; el o
los TSS; y la presencia y ubicacion de los TFBS putativos entre Homo sapiens y

Mus musculus.
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Obtencion Alineamientos GenBank, Blast C
secuencia L (NCBI), Zhu et al. 0
promotora Validacion: Encontrar (2005), Ruoyun et al. M
SBEs y HGF-RE's (2007) P
v Alineamiento A
. (mRNA, cDNA) R
I Blsqueda TSS : A
DBTSS C
!
\ 4 DBTSS dbtss.hgc.jp/ (l\)l
Caracterizacion de
cajas regulatorias Alggen D
E
Validacion programas:
Genomatix y Alggen*:
SBEs y HGF-RE Alggen.Isi.upc.es/
v
I Andlisis TFBS Andlisis de secuencia: Blsqueda de
TFBS

Busqueda bibliografica Pubmed.com

S
E
C
U
E
N
C
I
A
S

Figura 9: Esquema de la metodologia seguida en este trabajo. Se muestra a la izquierda el
proceso; al centro, el modo de realizacién y la direccidon en Internet de los programas que se
utilizaron; y el panel de la derecha se refiere a las comparaciones entre las secuencias realizadas

a lo largo de todo el trabajo.

Obtencion de la secuencia promotora

La técnica empleada fue el alineamiento.

Para obtener la secuencia promotora de sno en Mus musculus se alineo la
secuencia de mRNA de SnoN2 con numero de acceso en el GenBank U14655
con la region del cromosoma 3 del ratébn AC117590. La eleccion de la secuencia
AC117590 se debe a reportes anteriores (Luo et al., 2004) que localizan al gen
sno en el cromosoma 3, en particular en la region 3926, correspondiente a esta

secuencia.
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ncbi.nim.nih.gov + All Databases ® BLAST (Basic Local Aligment and Search Tool) + Align two

sequences (bl2seq)

Se seleccionaron 5000 bases en la secuencia del cromosoma 3 rio arriba
del alineamiento con el MRNA de SnoN2.

El mRNA se alinea con la secuencia complementaria del cromosoma 3 a
partir de la base 84,121. Por lo tanto, la region promotora del gen debe
encontrarse 5 000 bases rio arriba, es decir, en el intervalo

(57) 79,121 - 84,121 (3")

de la secuencia complementaria del cromosoma 3 de Mus musculus.

La eleccion de la secuencia de mRNA de SnoN2 fue arbitraria, ya que el
primer exdn, que contiene al TSS, esta presente en todas las isoformas de mRNA

codificadas por el gen (Lewin, 2008).

Para constatar que la secuencia de 5000 bases seleccionada efectivamente
corresponde a la region promotora de sno, se buscaron en ésta los elementos de
respuesta al TGFp -los cuatro SBEs y el SIE- reportados por Zhu y colaboradores
(2005) en el promotor de sno de ratdn, esperando encontrarlos con una similitud
del 100%.

Adicionalmente se buscoé el elemento de respuesta a HGF —los dos CRE y
los dos elementos de union a Spl- reportado por Rouyun et al. (2007) en el

promotor de sno humano.

En el caso de Homo sapiens, se alined la secuencia de respuesta a HGF
del promotor de sno reportada por Ruoyun y colaboradores en 2007 con todo el

genoma humano.

BLAST + BLAST human genome
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El programa BLAST detecta que la secuencia de respuesta a HGF se encuentra
54,811 pb rio abajo del gen de la PKCop y a 2,195 pb rio arriba del gen de Sno
(=SkiL).
Esta regién del genoma humano corresponde al intervalo
(5") 76,570,876 — 76,571,075 (3)

de la secuencia NT_005612 del cromosoma 3 humano.

Por la distancia del alineamiento al gen sno (2,195pb), se calcula que los
5000 pares de bases correspondientes al promotor de sno se encuentran de

76,571,075 + 2,195 =76,573,270 rio abajo (cotaen 3")y
76,573,270 - 5,000 = 76,568,270 rio arriba (cota en 5").

Asi, la region del Cromosoma 3 de Homo sapiens que corresponde a la region
promotora de sno esta conformada por las bases:

(5") 76,568,270 a 76,573,270 (3')

En la figura 10 se esquematiza el proceso de determinacion de la region

promotora de sno en Mus musculus y Homo sapiens.

!:: TGFp RE v/ Hor R mRNA SnoN2
_romosoma 3 (AC117590) |

79121 \_ /84121

2195pb

76573207
A

N J o L

2195 bp GENOMA

54811 bp v
TGFB RE HGF RE NT 005612
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Figura 10. Determinacién de la region promotora de sno en Mus musculus y Homo sapiens.

La fraccion del promotor en la que se encuentran los elementos de
respuesta a HGF y al TGFp comprende 918 pares de bases en Mus musculus y
900 en Homo sapiens. Se consideré un margen de aproximadamente 70 pb antes
de la primera SBE y después del ultimo Sp1l.

Esta secuencia se denominar4 en adelante secuencia regulatoria, y se

muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Secuencias regulatorias de Mus musculus y Homo sapiens.

Fragmento regulatorio en Mus musculus Ubicacion TFBS
Cggcgggggtggggeccgagggaacatcctgtctgagccgggcaccgcagacagceg 81520 Inicio (5)
ccgtgecgecagccgeccagacggcgcgecgggccagcagcgeggggtacgegeg 24-58 Shel
aggggggcgggggagcgggagcacgcgegtgcgcggecgaggcgecaggcegceg 62-87 Sbe2
cgccccggtcggggctggggacgcecgegcgcecagcectgcagtgtgcageccgecggg 219-245 Sbe3
agccacaataggccagacggcgcgcgcgcccgaggggctggctggcgcggggcc 333-365 She4
gcgcggcgcecgcetggcettegttcecctecccteccceccgeccgecgcecctecgetgtececce 477-498

cgggcggccggagacggcggcggcgtctgcgggaagccgtgtctccgcagtgacgt - Sp1A
gggcgggcecgcgggecgggtgacgtcagaggcetgtgtgtagcgatgtgtgt tt 758-766 i
cggagcggcgccggcacagcgaaggcggctggcgw 792-800  [NNCREZN

ggcacaggtgcggccgcaggtcgcgaggggacgcgaggggcgtgcggcctct 801-806 Sp1B
gggggcgctgaggcggeggcggcgggggtgatggggagggcacagageccggg
ggtctgcccgggegecggagggcectgagtggggegtccgggatgegtgggggtceecg
ggcggggtcgcgggcacagggcgecgcecggecgggggtecccacgggtgtacaggcctce
gcggattctgggacgggtcagctgggaggggatggcggtgcacwgccg . .

82420 Final (3")

ccgggacccaggagacctggac cgccgccatcceccggcecgtetgeg
ctcggcggggatgeccccgggcetggecccagcetctaagecgtccggecgacgegggcttc
cgggcttggcgcctaacctgcccgegceccctgtgg

Fragmento regulatorio en Homo sapiens

Ctgggcgactagaggaaggaaggagggagggcggcggtgagggtggggtgggga 76570170 Inicio (5)
gggaacatcctétctgcgccgggtgcaccgca aclagcgccgegegecagcettece
lagacggcigcgicggggccagaagegecgggcgegegectggggggaggggeac 61-96 Sbel
gcgcgegagacgacggggcecaggggggegctetgaggagecacaataggelcagal 101-125 Sbe2
cggeiadgegegtecacgagggggecgggagecgegaagtggeggeggeggega 200227 gggj

cgacgccggegggeccgegegegeggegecgecgetggeteegtteectteececte
ccectececgecgecctegetctececegggeggecgglagacggcalgleggcigtet] ?gg?gg =
gcgggaagctgtgtgtctccgcagtgacgtgggegggecgaggactcggtgacgtca 803_811
gagggctgtgtgta cgatgtgtgt ttc agccgcgccggcacagccgaagg 837-845
gagcgggcgagWacaggtgcggctccggctta ]

846-852 Sp1B
cggcggcgacgcggeggaggeggcgggaggecagaggcegetcaccctecctagga
gcccgacggceggcgacaggggcggtggggaattcacaaagcetcgtcgagettacee

gggcaccgaggcccgagtagggggtttggatgcgegggteccgggtggggtcggg
gccagagggggtcgcttgttccacggctgatcacgcttcgttggccccag 76571090 Final 3°

gcggtgggegecggecagggcagggcegetgtag EBOOoRo ccgcggggacce
cggagacccggacccctcccccagtccagcagcgctccgcg

gggatgccctggtctcgaccc
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Determinacion de los Sitios de Inicio de la Transcripciéon

El Sitio de Inicio de la Transcricpion (TSS) es la region del promotor en la
gue comienza la transcripcion, es decir, la sintesis de RNA a partir de DNA. La
localizacion del TSS es un paso béasico en el analisis bioinformatico de la
regulacion genética (Zhang, 2007). Para el presente trabajo, determinar la
posicion del TSS en el promotor de sno es fundamental para relativizar las
posiciones de los TFBS que se predigan. Para determinar el TSS en el promotor

de sno de Homo sapiens y de Mus musculus se utilizaron tres técnicas.

1. Alineamientos entre una isoforma de mRNAs de Sno y el promotor putativo.
Se eligié la isoforma de mRNA de Sno de manera arbitraria, Unicamente
asegurando la presencia de la Secuencia Codificante Completa (CDS) y de
la Region No Traducible 5° (5"UTR).

Se alined el mMRNA con la secuencia del promotor putativo de sno
con el programa Blast2Sequences; las secuencias se obtuvieron de la base
de datos de GenBank en formato FASTA.

Para Mus musculus, se selecciono la secuencia de mRNA de snoN2
U14655. Como se detalla en su descripcion (GenBank), esta secuencia de
2,018pb, esta dividida en la Region No Traducible 5° (UTR) de las bases 1
a 64; la CDS, que se encuentra entre las bases 65 y 1,951 y que presenta
entre las bases 1,341 y 1,342 un sitio de insercion de 138 nucelotidos para
la isoforma SnoN (ausentes en SnoN2 por la presencia de un donador
criptico); y finalmente la region 3"'UTR, se encuentra entre las bases 1,852
y 2,018.

Debido a que en la seleccién de la zona promotora se consideraron
exactamente 5kb rio arriba del TSS putativo, para realizar el alineamiento

fue necesario aumentar 100pb a estos 5kb.

En el caso de Homo sapiens se seleccion6 el mRNA U70730 de
SnoN2.
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Este mMRNA mide 2702pb; el sito 5"UTR corresponde a las bases 1 a
709; la CDS, a las bases 710 a 2626. Entre las bases 2000 y 2001 se
encuentra un sitio de insercién de 138 nucleétidos adicionales que codifican
para 46 aminoacidos. Cuando esto sucede, la proteina codificada es SnoN.
El sitio 3'UTR corresponde a las bases 2627 a 2702.

. Determinacion del TSS con el programa DBTSS (Data base Transcriptional
Start Sites).

Este programa identifica TSS basandose en una amplia base de
datos de cDNA. La utilidad de este método para detectar zonas nucleo de
promotores ha sido resaltada por Zhang en 2007.

A continuacion se presenta la ruta de acceso al buscador de TSS en
DBTSS.

http://dbtss.hgc.jp/ * Database search ® Species: Homo sapiens (Mus musculus)Solexa:-
- # Category: Product » Keyword: SKI-like*(SKI-like isoform a*)

Para estandarizar los resultados obtenidos, se despliega la
secuencia promotora que se alinea con SBE4 y se comparan las distancias
TSSperss -SBE4 y TSSgLasT mrna-SBEA4.

. Alienamientos “manuales” entre el promotor putativo y las diferentes
isoformas de cDNA que se encuentran en GenBank. Esta técnica ha sido
utilizada previamente por Takaesu et al. en 2006.

Se alinearon los mMRNA correspondientes a las diferentes isoformas
de sno en Homo sapiens y en Mus musculus con los promotores putativos
de estas dos especies (Tabla 4) con el programa Blast2sequences. Como
secuencias de cDNA se consideraron las diferentes isoformas de mRNA,
ya que las isoformas de cDNA de sno no se encuentran representadas en
su totalidad en la base de datos consultada (PubMed) y las secuencias de

cDNA y mRNA son equivalentes.
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Los mRNA se obtuvieron de la base de datos de PubMed como

sigue:

www.ncbi.nim.nih.gov->Nucleotide>sno mRNA-> Core nucleotide records

Tabla 4. Isoformas de mRNA de Sno desplegadas en la pagina de PubMed.

Isoforma Mus musculus Homo sapiens
SnoN U36203 X15219
SnoN2 U14655 U70730
Snol 219588
SnoA X15217

Para alinear el mMRNA de Snol, fue necesario aumentar 100 pb al promotor
putativo de Homo sapiens, porque la secuencia correspondiente a esta isoforma

(Z19588) no esta completa.

Busqueda de cajas regulatorias

Las cajas regulatorias son sitios de unién a factores basales de la
transcripcion. Cuando estan presentes en un promotor, se localizan rodeando el
TSS, es decir, en la zona nucleo del promotor.

La busqueda de TSS con el programa DBTSS muestra que sno en Homo
sapiens y en Mus musculus presenta una zona rica en CpG cerca de la zona
nacleo del promotor; es decir, en aquella zona en la que supuestamente se
encuentran las cajas regulatorias.

La zona rica en CpG esta asociada a los TSS detectados por DBTSS que
no corresponden al TSS que el presente trabajo pondera.

Como comenta Smale (2005), las zonas nucleo ricas en CpGs
frecuentemente estan asociadas a una ausencia de las cajas regulatorias TATA,
Inry DPE.

Para determinar si efectivamente la abundancia de CpGs en la zona ndcleo

de los promotores de sno apunta hacia una ausencia de cajas regulatorias, se
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analizé con el programa Alggen la zona nucleo del promotor con el objetivo de
encontrar TFBS para factores basales de la transcripcion.

Como zona nucleo se consideraron 100 pb rio arriba y 100 pb rio abajo del
TSS, tal como lo plantea Zhang en 2007. Se enfatizo la busqueda de la caja TATA
en la region 25 — 30 pb rio arriba del TSS.

El programa que se utilizé para predecir los TFBS fue Alggen (Algorithmics
Genetics Group).

Como TSS se considerd aquel que se obtuvo a partir del alineamiento con
el mRNA.

Asi, las secuencias que se consideraron como zona nucleo son:

Homo sapiens

4191 -
GGGAGGCGGAGGTTGCAGTATGCCGAGATCGCTGCACTTCAGCC
TGGGCGACAGAGCGAGACTCCGTAAAAAAAAGAAAAAAAAAAAAA
TAAAAGAAACTGGTTTCAAATTGGCCCTTTGGCCTCTGGAGCAAA
TTCAAATGTAACTCTTCCCCAACCCCCCTTCTCTTCTTCCAGATTA
ATTAAAAGAAGAATGAACTAT

- 4392

TSS: 4292
Mus musculus

4900-
AACAGAGTTGTACAATCTATTGAGTAAGAAAATTCATCTTTGGA
AAGTAAACATTTCTAAGTGAGTCATAAGTATTTGTATACATTCC
CCTTTTCTCTTCAGATTAGGAACTGAGAACAACATGCCAGTTG
CAGACTTAATCGTTTAAAGCACCAGTGTGGCCATGGAAAACCT
CCAGTCTAAGTTCTCCTTAGTTCAGG

- 5100
TSS: 5000

El andlisis con el programa Alggen se realiz6 como se detallar4d mas adelante.
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Prediccion de Sitos de Union a Factores de Transcripcion

Validacion del programa

La deteccion de Sitios de Union a Factores de Transcripcion (TFBS)
putativos en las secuencias regulatorias de los promotores de sno de Homo
sapiens y Mus musculus constituye la parte medular de este trabajo.

Por lo tanto, primero se selecciond el programa, exigiéndole que encontrara
los TFBS detectados experimentalmente por Zhu et al. (2005) y por Rouyun et al.
(2007).

En este sentido, se probaron los programas Genomatix y Alggen como

sigue:

www.genmatix.de # Login # Search Transcription Factor Binding Sites/Matlnspector # Secuencia
formato Fasta #Putative Transcription Factor Binding Sites

http://Alggen.lsi.upc.es/ # Research # Promo 3.0 » TRANSFAC Version 8.3 # Stepl: Select
Species # Factors/Sites of: Animals ® Step 2: Search Sites # Maximum Matrix Disimilarity Rate:
25 » Copiar y pegar secuencia a analizar.

El programa que cumplié con los requerimientos del trabajo al detectar los
TFBS de los elementos de respuesta al TGFp y a HGF fue Alggen. Esto se debe a
qgue entre los programas examinados, es el Unico al que se le puede ajustar el
valor de disimilitud maximo. Este valor indica el porcentaje maximo por el que la
subsecuencia a analizar puede diferir en relacion con la secuencia consenso
(establecida en base de datos de TRANSFAC), de tal manera que Alggen

considere a la subsecuencia a analizar como un TFBS putativo.

Por lo tanto, el andlisis de las secuencias se realiz6 con el programa

Alggen.
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Deteccién de TFBS putativos

Esta seccibn se centra en la deteccion de posibles factores

transcripcionales que pueden estar involucrados en la interaccion Smad-DNA.

Se detectaron los TFBS putativos en las secuencias regulatorias con el
programa Alggen (Grado de disimilitud maximo: 25%).

Se enfatiz6 la busqueda de TFBS putativos para factores transcripcionales
capaces de interactuar con los principales efectores de la via del TGFf, las Smad,
en la regién promotora del gen sno que contiene al Elemento de Respuesta al
TGFB (TRE), es decir, aquella que presenta los SBE y el SIE y 20 pb mas rio
arriba del primer SBE y rio abajo del SIE. En Mus musculus, esta region
corresponde a las bases 2641 — 2127 rio arriba del TSS. En Homo sapiens, se
trata de la region que se encuentra entre las bases 2381 y 1882 rio arriba del TSS.
Estas secuencias se presentan a continuacion; se enfatizan las SBEs y el SIE; los
TFBS para las Smad especificos que se detectaron por medio de mutagenesis

dirigida (Zhu et al, 2005) se resaltan con un marco.

El TRE de Mus musculus es la region

2641 rio arriba del TSS (1 del TRE)
gggggtggggccgagggaacatcctgagccgggcaccgcagcgccgtgcgccagcc
geeclagacygelaeglecgggecageagegeggggtacgcgegaggggggegggggagegggag
cacgcgcgtgcgecggecgaggegecaggegegegecceggtcggggcetggggacgegegegea
gcctgcagtgtgcagececgecgggagecacaataggelcagalcggelgcgcgegeccgaggggctg
gctggcgeggggecgegeggegecgetggcettegtteecctececctecccegeccgecgecctegetg
tcccecgggeggecgglgadggeglgleggcptetigcgggaagecgtgtetcegeagtgacgtggge
gggccgegggecgggtgacgtcagaggetgtgtgtagegatgigigtggggticggageggegeeg
gcacagcgaaggcggctggcgajiefacageuacageaaeauiedo o cacaggtgcggccgcagy

2127 rio arriba del TSS (514 del TRE)

En Homo sapiens, se trata de la secuencia
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2381 rio arriba del TSS (1 del TRE)

g99tggggtggggagggaacatcctgtetlgcgeccgggtgcaccgclgaclagegecgegegecage
ticcclagaciggclgcglcggggccagaagegecgggegegcgectggggggaggggeacycgege
gagacgacggggccaggggggcgcetctgaggagecacaataggclcagacggcadgcgegtceac

gagggggccgggagccgcgaagtggcggcggcggecgacgacgccggcgggeccgecgegegceg
gcgccgecgcetggeteegttcecttccectceceectcccecgecgecctecgetctccceccgggeggecy

glgaclggeglgeggclptctgcgggaagetgtgtgtctccgcagtgacgtgggegggecgaggacte
ggtgacgtcagagggctgtgtgtagcgatgtgtgtggggttcggageccgegecggeacagecgaagg

gagcgggcgag FHHEIACH0CHGE00egaeaaIIE-Ccaggtgcggctecggctta

1882 rio arriba del TSS (508 del TRE)

Estas secuencias también se analizaron con el programa Alggen (Grado
maximo de disimilitud: 15%).

Adicionalmente, se efectud un alineamiento entre el TRE de sno de Homo
sapiens y de Mus musculus con el fin de detectar los TFBS putativos conservados.
En este procedimiento se utilizaron los programas Blast (Blast2Sequences) y
ClustalW2, y se determinG qué subsecuencias estan conservadas; es decir, si su
identidad es mayor al 80%, como proponen Loots y Ovcharenko (2004).

El andlisis detallado de las secuencias de unién a los TF capaces de
asociarse a las Smad se limit6 al estudio de aquellos TFBS putativos conservados
entre Homo sapiens y Mus musculus. Como comentan Levy y Hannenhalli (2002),
la manera Optima de predecir TFBS (es decir, que no haya contradiccion entre la
prediccion y los datos experimentales) es a partir de la seleccion de secuencias
conservadas. Este método de filtracion para predecir TFBS por medio de detectar
las secuencias conservadas se basa en la  hipétesis (verificada
experimentalmente) que propone que secuencias no codificantes conservadas
entre Homo sapiens y otras especies probablemente son funcionales, ya que
constituyen huellas filogenéticas que se han retenido a lo largo de la evolucion.

De hecho, algunos programas de prediccién de TFBS, como rVista,
combinan el reconocimiento de patrones con analisis comparativos entre
secuencias para reducir dramaticamente el numero de falsos positivos (Loots y
Ovcharenko, 2004).
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Resultados

Obtencién de la secuencia promotora de sno

La region promotora de sno se encuentra en el intervalo (57) 79,121 -
84,121 (3°) de la secuencia complementaria del cromosoma 3 AC117590 de Mus
musculus.

La region del cromosoma 3 de Homo sapiens (NT_005612) que corresponde a
la region promotora de sno estd comprendida entre las bases (5°) 76,568,270 y
76,573,270 (3").

Validacion de la secuencia

Los unicos reportes de fragmentos del promotor de sno en Homo sapiens y
Mus musculus son el elemento de respuesta a HGF y al TGFf, respectivamente.
Por lo tanto, para corroborar que las secuencias que se obtuvieron efectivamente
corresponden a estos promotores, se busco en éstas los SBEs, el SIE, los CRE y
los elementos de union a Spl.

En la figura 11 se presenta el alineamiento entre las secuencias
regulatorias de sno de Homo sapiens y Mus musculus. Se resaltan los SBEs
reportadas por Zhu y colaboradores en 2005; y los CRE y Sitios de Unién a Sp1,
reportados por Ruoyun et al. (2007). Como se esperaba, se encontr6 una
concordancia del 100% entre los SBEs y el SIE reportados por Zhu et al. (2005) y
la region promotora de sno en Mus musculus, ya que los SBEs y el SIE se
reportaron originalmente en esta especie. De manera analoga, se vislumbro que
hay una identidad del 100% entre el elemento de respuesta a HGF —los CRE vy los
sitios de union a Spl- y la region promotora de sno en Homo sapiens, debido a
que el HGF se detecto en el genoma humano.

Ya que el TRE y el HGFRE son regiones regulatorias, y las regiones
regulatorias estan frecuentemente conservadas, se esper0 encontrar una

identidad muy cercana al 100% entre los SBEs y el SIE reportados por Zhu et al.
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(2005) y la region promotora de sno en Homo sapiens; asi como entre el elemento
de respuesta a HGF y la regiobn promotora de sno en Mus musculus.
Efectivamente, se detectaron los componentes del TRE en Homo sapiens (91%,
88%, 96%, 100% y 82.6% de identidad en relacién con los SBE y el SIE de Mus
musculus) y los TFBS que conforman el HGFRE en Mus musculus (con una
identidad del 100%, 75%, 83% y 75% con relacion al Sp1ABE, CRE1, Sp1BBE y

CREZ2 de Homo sapiens), como se muestra en la Figura 11.

Comparacion entre las secuencias regulatorias

Un alineamiento entre las secuencias regulatorias de sno de Homo sapiens
y Mus musculus con ClustalX muestra un grado de conservacion del 71% entre las
mismas. Los TFBS detectados experimentalmente por Ruoyun et al. (2007) y Zhu
et al. (2005) en Homo sapiens y Mus musculus, respectivamente, se compararon
con el programa Blast (Align two sequences). Este resultado se muestra en la
figura 11. Se enfatizan los TFBS detectados experimentalmente y se sefala el
grado de similitud entre los TFBS de las dos especies analizadas.

CLUSTAL X
CLUSTAL 2.0.1 multiple sequence alignment

Secuencias regulatorias: 71% de i1dentidad

MUS e CGGCGGGGGTGEGECCG-~AGGGAAC 24
HOMO CTGGGCGACTAGAGGAAGGAAGGAGGGAGGGCGGCGETGAGGGTGGGETGGGGAGGGAAC 60
*kh*k Xx *
SBE1, 91% SBE2, 88%
MUS ATCCTGTCTGEGCCGGG--CACCGCAGACAGCGCCGTGCGCCAGCEBCCCAGACGGCGCG 82
HOMO ATCCTGTCTGRGCCGGGIBCACCGCAGACAGCGCCGCGCGCCAGCIICCCAGACGGCGCG 120
MUS CBGGGCCAGCAGCGCGGGGTACGCGCGAGGGGEGCGGGGGAGCGGGAGCACGCGCGTGCG 142
HOMO CBGGGCCAGAAGCGCCGGGCGCGCGCCTGGEGEGAGEGG-—————————— CACGCGCGCG 169
* *xk * KAhkkhk Kkk
MUS CGGCCGAGGCGCCAGGCGCGCGCCCCGGTCEGEGCTGGGGACGCGCGCGCAGCCTGCAGT 202
HOMO AGACGACGGGGCCAGGGGGGCGCTCTGA--GGAGCC---—~ACAATAGGCCAGACGGCHE-C 222
E *h AhkAhkkkkhk Kk Khkkk X K *Kx Kk *x * *khk*k K Khkk
SBE3, 96%
MUS GTGCAGCCCGCCGGGAGCCACAATAGGCCAGACGECGCGCGCGCCCGAGGGGCTGGCTGG 262
HOMO GCGCGTCCACGAGGGGGCCGGGAGCCGCGAAGTGGCGGCGGCGECGACGACGCCGGCGGE 282
MUS CGCGGGGCCGCG-CGGCGCCGCTGGCTTCGTTCCCTCCCCTCCCCCG--CCCGCCGCCCT 319
HOMO CCCGCGCGCGCGGCGCCGCCGCTGGCTCCGTTCCCTTCCCCTCCCCCTCCCCGCCGCCCT 342

SBE4, 100%
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MUS CGCTGTCCCCCGGGCGGCCGGAGACGGCGGCGGCGTCTGCGGGAAGCCGTGT--CTCCGC 377

HOMO CGCTCTCCCCCGGGCGGCCGGAGACGECGGCGECGTCTGCGEGAAGCTGTGTGTCTCCGC 402
MUS AGTGACGTGGGCGGGCCGCGGGCCGGGTGACGTCAGAGG-CTGTGTGTAGCGATGTGTGT 436
HOMO AGTGACGTGGGCGGGCCGAGGACTCGGTGACGTCAGAGGGCTGTGTGTAGCGATGTGTGT 462
SIE, 82.6%
MUS GGGGTTCGGAGCGGCGCCGGCACAGC-GAAGGCGGCTGGCGAG 495
HOMO GGGGTTCGGAGCCGCGCCGGCACAGCCGAAGGGAGCGGGCGAG 522
MUS GGCACAGGTGCGGCCGCAGGTCGCGAGGG-GACGCGA--GGGGCGTGCGGCCTCTGE 552
HOMO GGCACAGGTGCGGCTCCGOCTTACGGCGGCGACGCGGCRGAGGCEGCOERAGECCAG 582
MUS [clclclolclo ¢ N —— GGCGGCGGCGGCGGGEGTGATGGGGAGGGCACAGAG 597
HOMO AGGCGCTCACCCTCCTAGGAGCCCGACGGCGGCGACAGGGGCGETGOGRAATTCACAAAG 642
MUS CCCGG-GGGTCTGCCCGGGCGCGGAGGGCCTGAGTGGGGCGTCCGGGATGCGTGGGGGTC 656
HOMO CTCGTCGAGCTTACCCGGECACCGAGG-CCCGAGTAGBGRGTTTGG-ATGCGCAC6--TC 698
SplA, 100%
MUS CCGGGCGGGGETCGCGGGCACAGGG---CGCGCBBEEEEGGTCCCACGGGTGTACAGGCCT 713
HOMO CCGGGTGEGGTCEGGECCAGAGGEGGTCGCTABBBBBGTGTTCCACGGCTGATCACGCTT 758
CRE1, 75%
MUS CGCGGATTCTGGGACGGGTCAGCTGGGAGGGGATGGCGGTGCAC CCBBGCCGCCG 773
HOMO CGTTGGCCCCAGGCGGTGGGCGCCGGCAGGGCAGGGCGCTGTAG GGBAGCCGCGG 818
SplB, 83% Cre2, 75%

MUS GGACCCAGGAGACCTGGACCCTGGTCATCGEEEEEATCCCCCCENBBBMBIGCGCTCGGC 832
HOMO GGACCCCGGAGACCCGGACHBMBBIIBECGECECCCTCCCCCAGTCCAGCAGCGCTCCGC 878
MUS GGGGATGCCCCGGGCTGGCCCCAGCTCTAAGCGTCCGGCGAC-GCGGGCTTCCGGGCTTG 891
HOMO GGGGATGCCCTGGTCTCGACC === == m—m—— - m - m oo 900
MUS GCGCCTAACCTGCCCGCGCCCCTGTGG 918

HOMO e

Fig 11. TFBS detectados experimentalmente en los promotores de sno de Homo sapiens y de
Mus musculus. Se muestra el porcentaje de identidad entre una secuencia y otra. Como se
esperaba, se encontraron los SBEs y el SIE; y los CRE y los elementos de unién a Spl en los
promotores de sno de Mus musculus y Homo sapiens con un 100% de identidad, respectivamente.
Los SBEs y el SIE se encontraron en el promotor de sno con los porcentajes de identidad con
respecto a estos TFBS en Mus musculus indicados en la figura; los TFBS que integran el HGFRE
se encontraron en el promotor de sno de Mus musculus con los porcentajes de identidad respecto
a Homo sapiens detallados en la figura.

Los programas empleados fueron ClustalX y Blast2seq.
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Determinacion del TSS

A continuacion se detallan los resultados obtenidos con las tres técnicas de
deteccion de TSS empleadas. Al final de la seccion se compararan dichos
resultados.

1. Alineamiento de mRNA con la secuencia promotora.

a. Mus musculus
La secuencia U14655 de mRNA SnoN2 se aline6 con los 5101 pares
de bases (ver método) de la region promotora de la base 5000 a 5101
(Figura 12).

Por tanto, segun este método el TSS corresponde a la base 5000 de

la secuencia promotora.

b. Homo sapiens
La secuencia del promotor de sno y la del mRNA U70730 se alinearon
entre las bases 4292 y 5000 del promotor y las primeras 709 bases del
MRNA. Estas ultimas corresponden justamente a la region 5"UTR (Figura
12).

Por lo anterior, este alineamiento predice que el TSS corresponde a la base

4292 de la secuencia promotora.

Mus muscullus

Score = 194 bits (101), Expect = 2e-45
Identities = 101/101 (100%), Gaps = 0/101 (0%)
Strand=Plus/Plus

Promotor 5001 CAGATTAGGAACTGAGAACAACATGCCAGTTGCAGACTTAATCGTTTAAAGCACCAGTGT 5060

LR e e e e e e e e e e e e el
MRNA SnoN2 1 CAGATTAGGAACTGAGAACAACATGCCAGTTGCAGACTTAATCGTTTAAAGCACCAGTGT 60

(-2
Promotor 5061 GGCCATGGAAAACCTCCAGTCTAAGTTCTCCTTAGTTCAGG 5101

LR e e e el
MRNA SnoN2 61 GGCCATGGAAAACCTCCAGTCTAAGTTCTCCTTAGTTCAGG 101

Homo sapiens

Score = 1358 bits (706), Expect = 0.0
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Identities = 708/709 (99%), Gaps = 0/709 (0%)
Strand=Plus/Plus

Promotor 4292 GGTTTCAAATTGGCCCTTTGGCCTCTGGAGCAAATTCAAATGTAACTCTTCCCCAACCCC 4351

LR e e e e e e e e e e e e i
MRNA SnoN2 1  GGTTTCAAATTGGCCCTTTGGCCTCTGGAGCAAATTCAAATGTAACTCTTCCCCAATCCC 60

G- -
Promotor 4952 AAATAGAAATGCTAATCTCAGACTTAATTATTTAACAGAAGAGTGTACC 5000

FEELREEEE LR e e e e et
MRNA SnoN2 661 AAATAGAAATGCTAATCTCAGACTTAATTATTTAACAGAAGAGTGTACC 709

Figura 12. Resultado de los alineamientos entre las region promotora y los mRNA de

SnoN2 de Homo sapiens y Mus musculus, realizados con el programa Blast2Sequences.

El SBE4 se encuentra en los intervalos 2,720-2,757 y 2,257-2,280 de las
secuencias promotoras de 5kb de Mus musculus y Homo sapiens,
respectivamente.

Por lo tanto, la distancia entre la SBE4 y el TSS es de 2280 pb en Mus
musculus, y de 2035 en Homo sapiens.

Si se agrega a estas distancias la longitud de la regién 5" UTR, la distancia
entre el SBE4 y el coddn de inicio (primer triplete del CDS) es de 2344 en Homo
sapiens, y de 2740 pb en Mus musculus. Este sitio corresponde al sitio de inicio de
la traduccion (MRNA =+ proteina).

En la figura 13 se representan estos alineamientos y las distancias al SBE4
calculadas.

4292-5000 (H)
5001-5004 (M)

5 UTR
2257-2280 (H)
2720-2757 (M) mBRNA de SnoN2
SBE4

promotor putativo de Sno (5000 pb) ‘S"ﬁ" de inicio de la
| | traduccion (codon de inicio)

|2280 (M); 2035 (H)

2344 (M); 2740 (H)

Figura 13. Esquema de los alineamientos entre los mMRNA de SnoN y la secuencia

promotora.

2. Deteccion de TSS con DBTSS
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DBTSS (Data Base of Transcriptional Start Sites) es una base de datos de
TSS que contiene una colecion de mas de 19 millones de secuencias 5'-
terminal de cDNA determinadas experimentalmente (Wakaguri et al., 2007).
DBTSS contiene herramientas analiticas entre las que se encuentra un
buscador de TSS.

Como se muestra en la figura 14, DBTSS detecté un gran niamero de TSS
putativos en los promotores de sno humano (NM_005414) y murino
(NM_011386 y NM_001039090). En particular, detecta un TSS en la regién
correspondiente al final de la region no traducible (UTR) 5° de SnoN2 en
ambas especies.

Se muestra, para cada especie de estudio, la regibn cromosémica en la que
se encuentra sno. Mas abajo, se encuentra un esquema del gen sno. En
amarillo se marca la region traducible (CDS), es decir, los exones. En azul se
marcan las regiones no traducibles (UTR); se trata tanto de los intrones como
de las regiones correspondientes al sitio de poliadenilacion (3° UTR) y de
Capping (5" UTR). La flecha en la primera linea (en la posicion 171560814 del
cromosoma 3 de Homo sapiens, y 31288209 de Mus musculus) indica en sitio
de inicio de la traduccion. Las secuencias ENST00000259119 en Homo
sapiens y ENSMUST000000291 en Mus musculus forman parte del CDS del
gen sno. A continuacién se observa el TSS putativo que DBTSS predice como
principal. En el caso de Homo sapiens, se trata del sitio 17155821 del
cromosoma 3, y en Mus musculus, al 31285939. Las flechas rojas indican TSS
alternativos putativos, que DBTSS detecta por patrones de extremos de cDNA
5.

Ninguno de los TSS que DBTSS predice, corresponde exactamente con el
TSS que se encontré por medio del alineamiento con mMRNA de SnoN2. Sin
embargo, este sitio se localiza entre los TSS y el sitio de inicio de la traduccién
gue DBTSS predice. En verde se marca la region 5’"UTR, y en rojo se sefala
el TSS que se encontr6 mediante el primer método.
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Fig 14. Deteccion de TSS en los promotores de sno de Homo sapiens y Mus musculus con el
programa DBTSS. Las flechas rojas muestran que DBTSS detecta un gran nimero de TSS
putativos en los promotores de sno de ambas especies de estudio. La flecha azul
(ENST00000259119 en Mus musculus y ENSMUST00000029194 en Homo sapiens)

corresponde al final del 5"UTR de mRNA de SnoN2 de ambas especies.

3. Alineamiento “manual” de cDNAs con las secuencias promotoras.

Existen dos isoformas de cDNA para sno en Mus musculus (SnoN2, SnoN)
y cuatro en Homo sapiens (SnoN, SnoN2, Snol y SnoA). Estas isoformas son
producto de splicing alternativo (Macias-Silva y Briones-Orta, 2008). Como
Ultima aproximacion para predecir el TSS, se alinearon estos cDNA con el
promotor de sno de las especies de estudio.

En el caso de Mus musculus, las secuencias de mRNA U36203 (SnoN) y
U14655 (SnoN2) se alinearon con una identidad del 100% con las bases 5001
— 5101. Este resultado era de esperarse, ya que SnoN2 y SnoN se diferencian
sélo por una insercion de 138 nucledtidos entre las bases 1343 y 1344 de
SnoN que no presenta SnoN2 gracias a la presencia de un donador de splice
criptico. Por lo tanto, las primeras 1342 bases son idénticas entre ambas
isoformas, y se alinean asi con la misma region del promotor. En ambos casos,
la secuencia 5"UTR corresponde a las bases 1-64. El TSS corresponde asi a la

base 5000, mientras que el Sitio de Inicio de la Traduccion corresponde a la
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base 5064. Estos resultados son idénticos a los que se obtuvieron con el
primer procedimiento (Figura 13). Asi mismo, el final de la region 5°UTR
corresponde al TSS ENSMUST000000291 31288202 detectado por DBTSS
(Figura 14).

El promotor de Homo sapiens se alinea con las secuencias X15219 (SnoN,
version oncogeénica; presenta dos mutaciones puntuales en los nucleétidos 269
y 302), U70730 (SnoN2) y X15217 (SnoA, versidn oncogénica; el nucledtido
302 exhibe una mutacion puntual de G a A) en sus ultimas 709 bases, es decir,
de la base 4292 a la 5000. En estos casos, la secuencia 5"UTR corresponde a
las bases 1-709 de las secuencias de mRNA. De hecho, las isoformas SnoN,
SnoN2 y SnoA difieren entre si por la presencia o ausencia de determinadas
secuencias. SnoN es en este sentido la secuencia de mRNA minima; SnoN2
presenta una insercion de 138 pb entre las bases 2000 y 2001 de SnoN y
SnoA, una secuencia Alu a partir de la base 1807. Asi, estas diferencias entre
las isoformas no afectan el primer exén y por lo tanto la determinacion del TSS
por medio de alineamientos. El TSS detectado estd a 2035 del SBE4; el final
de la region 5’"UTR, a 2344 pb. Estos datos corresponden al TSS detectado
por medio del primer método (Figura 13). El codon de inicio (final de la region
5'UTR) corresponde al TSS ENTS00000259119 que se encuentra en la base
171560814 del cromosoma 3 de Homo sapiens y que DBTSS detecta (Figura
14). La isoforma Snol no esta representada en la base de datos de GenBank
por una secuencia completa. La secuencia seleccionada, Z19588, no presenta
la region 5"UTR. El alineamiento entre Z19588 con X15219 (SnoN) se da sélo
a partir de la base 747 de SnoN, lo que sugiere que tampoco la regién CDS —a
partir de la base 709- estd completa en Snol. Lo anterior explica que Z19588
se alinea con la secuencia promotora de Homo sapiens Unicamente a partir de
la base 5038 de la ultima. Sin embargo, debido a que la secuencia 219588 de
Snol no presenta la region 5’UTR, no se considera este alineamiento para

determinar un nuevo TSS.
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Comparacion de los resultados obtenidos.

El comun denominador entre los tres métodos es el TSS que se encuentra a 2280
pb en Mus musculus y de 2035 en Homo sapiens del SBE4. Esta ubicacién
corresponde al inicio del alineamiento de la region 5’UTR de mRNA de SnoN y de
las diferentes isoformas de cDNA con los promotores de sno.

El programa DBTSS consider6é como TSS a la posicion que se encuentra al
final de esta region 5"UTR. Sin embargo, ya que esta base forma parte del codén
de inicio, corresponde mas bien al sitio de inicio de la traduccion. Asi, en el
presente trabajo se considera como TSS putativo al nucledtido que se encuentra
2280pb y 2035pb rio abajo del SBE4 en Mus musculus y en Homo sapiens,

respectivamente.

Busqueda de cajas regulatorias en la zona nucleo

La zona nucleo es la region del promotor que se encuentra rodeando el
TSS y a la que se une el aparato basal de la transcripcion (Sandelin et al., 2007).
La union entre el aparato basal de la transcripcion y la zona nucleo del promotor
sucede por medio de motivos de union a factores basales de la transcripcion.
Estos motivos frecuentemente estan representados por cajas regulatorias, que
son TFBS para factores basales de la transcripcion. En este sentido, el TFBS més
comun, conocida como caja TATA, esta constituida preferencialmente por las
bases TATAAAA. Sin embargo, existe un gran niumero de secuencias ricas en AT
de seis a siete pb que pueden fungir como caja TATA siempre y cuando se
encuentren en la posicion 25 — 30 rio arriba del TSS (Smale, 2005). La caja TATA
une al Factor de Transcripcion 11D (TFIID) y a la TBP (Sandelin et al., 2007).

Por otro lado, se ha propuesto que existe una alta correlacién entre una alta
frecuencia de CpGs en la zona nucleo del promotor y la ausencia de las cajas
regulatorias, en particular a la caja TATA (Bajic, et al., 2003).
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En este sentido, el analisis de la zona nucleo del promotor de sno de Homo
sapiens y Mus musculus ha reflejado dos resultados aparentemente
contradictorios.

Por un lado, un examen preliminar de esta secuencia con el programa
DBTSS muestra que la region en la que se encuentran inmersos algunos de los
TSS detectados por este programa, es rica en CpGs tanto en Homo sapiens
como en Mus musculus (Figura 15).

B : Untranzlated Region (UTR) [ = Protein Coding Sequence CCOS) B : 5 end Sequence of Dligo-capped cONA

Ensenbl: == 17160814
ENSTO0000259119 E | i 0-0—m

RefSeq: |:>.17:155=321n:-
hrl_0o5414

& H—

i
171560000 171570000 171560000 171390000

Repeat

a
CpG is Inl‘lﬁ
SNF =

/N NN . N N NN EEIE ORI EEEI 1§ -

[eE777000 rs11321256 reF626016 rs6764242 rs6dd4921  rsd05H721 rsd055722 rs6444022 rs3050712

Homo sapiens

B : Untranzlated Region C(UTRD [ : Protein Coding Sequence (COS) W : 5 end Sequence of Dligo-capped cOMA

Ensenbl: E- J1ZES209
ENSHMUSTOOOR023]

ft 1 [H]—{
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041386 - 10 [
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K _ood 59050 E-: I I
M ] FLERO000 FLI0 F1310000
MS THILS OIS . 1 . .

Rep: gt
cpG islang

Figura 15. Inmersion de los TSS 171558210 (Homo sapiens) y 31285939 (Mus musculus) en una
isla rica en CpGs. Resultados obtenidos con el programa DBTSS.

Por otro lado, la exploracion méas detallada de esta zona con el programa
Alggen muestra que si existen TFBS putativos para TBP y TFIID.

En el promotor de Homo sapiens, las bases 13 y 6 rio arriba del TSS
corresponden a la secuencia AATAAAA, gue es 95.89% idéntica a la secuencia
consenso para TBP (caja TATA) ATATAAAA. Asi mismo, las bases 12 a 5
presentan solo un 2.66% de disimilitud con respecto a la secuencia consenso
TATAAAA que une TFIID (Tabla 5).
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Tabla 5. Busqueda de cajas regulatorias en la zona nucleo del promotor de sno de Homo sapiens

y Mus musculus con el programa Alggen.

Homo sapiens

Mus musculus

TBP

Alta similitud

Locacion cercana
alas bases 25 a
30 rio arriba del

TSS

AAATAAAA (13-6, 4.11%)

CCGTAAA (36- 29, 22.31%)

GTAAAAAA (34-27, 19.02%)
TAAAAAAA (33-74, 23.13%)
AAAAAAAA (32-25, 22.85%)
AAAAAAAG (31-24, 24.17%)
AAAGAAAA (27-20, 22.85%)
AGAAAAAA (25-18, 21.20%)
GAAAAAAA (24-17, 23.13%)
AAAAAAAA (23-16, 22.85%)
AAAAAAAA (22-15, 22.85%)

TCATAAGT (34-27, 24.08%)
ATTTGTAT (26-19, 20.51%)
TTGTATAC (24-17, 19.02%)
GTATACAT (22-15, 20.79%)

TFID

Alta similitud

Locacién cercana
alas bases 25 a
30 rio arriba del

TSS

AATAAAAG (12- 5, 2.66%)

CGTAAAAA (35-28, 20.17%)
TAAAAAAA (33-26, 18.99%)
AAAAAAAA (32-25, 21.36%)
AAAAAAAG (31-24, 21.64%)
AAAAAAGA (30- 23, 23.77%)
AAGAAAAA (26-19, 21.36%)
GAAAAAAA (24-17, 20.17%)

CATAAGTA (33-26, 21.38%)
TATTTGTA (27-20, 20.19%)
TTTGTATA (25-18, 18.99%)
TATACATT (21-14, 20.48%)

AAAAAAAA (23-16, 21.36%)
AAAAAAAA (22-15, 21.36%)
AAAAAAAA (21-14, 21.36%)

En el caso de Mus musculus, no hay una secuencia que Alggen detecte
como caja TATA (TFBP para TBP y o para TFIID) con un indice de disimilitud
menor al 19% (Tabla 5).

Este hecho concuerda con los resultados preliminares obtenidos con el
programa DBTSS, que muestran para esta especie una mayor cantidad de CpGs
en la zona nucleo de su promotor de sno que en la secuencia analoga de Homo
sapiens (Figura 15).

El resto de la zona nucleo no presenta TFBS putativos con una disimilitud
menor al 20% para factores basales de la transcripcion tales como TBP o el TFIID.

Sin embargo, se sabe que es mas importante la ubicacion de la caja TATA (entre
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las bases 25 y 30 rio arriba del TSS) que el grado de conservacion de su
secuencia (ATATAAAA) (Smale, 2005).

Las secuencias que Alggen detecta en esta region estan efectivamente
poco conservadas; la disimilitud oscila entre el 19 — 25%. En la Tabla 5 se muestra
este resultado anotando la secuencia detectada como caja TATA y entre
paréntesis la posicion de la misma con relacion al TSS, asi como el grado de

disimilitud respecto a la secuencia consenso ATATAAAA.

La probabilidad de que un TFBS putativo sea funcional aumenta
considerablemente si esta region se encuentra conservada (Loots y Ovcharenko,
2004). Los TFBS putativos para TBP y para TFIID se detectaron exclusivamente
en Homo sapiens, por lo que no estan conservados entre las dos especies de
estudio. Por lo tanto, es probable que ningun promotor de sno de las especies de
estudio presente cajas regulatorias. Esta vision se apoya ademas en el alto
contenido de CpGs en la zona nudcleo del promotor y en que DBTSS no detecta
cajas regulatorias (Figura 14). Sin embargo, no se puede descartar a priori una
diferencia interespecifica, por lo que la ausencia de cajas regulatorias en los
promotores de sno de Homo sapiens y Mus musculus debe ser comprobada

experimentalmente.

Deteccion de TFBS

Validacién de los programas

Existe un gran nimero de programas de busqueda de TFBS putativos. En
el presente trabajo, se eligié aquel que fue capaz de encontrar todos los TFBS que
previamente se determinaron experimentalmente, es decir, los SBE y el SIE
determinados por Zhu et al. (2005) y el Elemento de Respuesta a HGF que
encontraron Ruoyun et al. (2007). En este sentido, se probaron los programas

Alggen (Alggen.lIsi.upc.es/) y Genomatix (www.genomatix.de/).
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Entre todos los TFBS que los programas debian encontrar, Genomatix
detectd unicamente SBE2 y SBE3 en sno de Mus musculus y SBE3, CRE1, CRE2
y Sp1B en sno de Homo sapiens (Figura 16).

Mus musculus

Opt.. Posttion Str. g?n:e Mg?nlfx (red: Sceiq—u\f)anlcuee > 60
from - to capitals: core sequence)
Sbe2 | 0.99 68 - 76 O) 1.000 0.993 GTCTgggcg
| Sbe3 | 0.99 227 - 235 ) 1.000 0.991 GTCTggcct
Homo sapiens
Opt. oSt o Str. g?nr;e Matrix sim. (red: Sceiq_u\;aanlcuee > 60
From — to capitals: core sequence)
SB88 | 0.99 209 — 217 S) 1.000 0.991 GTCTggcct
CREZN | 0-89 795 — 815 +) 1.000 0.905 cgctgtagtTGACgggagceg
0.90 831 — 851 ) 1.000 0.919 gggcggTGACgggcegteccggg
. 0.89 834 — 854 () 1.000 0.932 g9999gcggTGACgggecgtec
- 0.88 841 — 855 S) 1.000 0.911 agggGGGCggtgacy
SPIBE 0 88 848 — 862 S) 0.807 0.911  |ctggGGGAgggggge
En resumen:
Mus musculus Homo sapiens
Sbel No No
She2 Si GTCTgggcg, 99% No
She3 Si GTCTggcct, 99%  Si GTCTggcct, 99%
She4 No No
SplA | No No
No Si  cgctgtagtTGACgggagccg, 90%
- No Si  gggcggTGACgggcgtccggg, 91%
SplB  No Si  agggGGGCggtgacg, 88%

Figura 16. Busqueda fallida de los TFBS detectados experimentalmente en los promotores de sno

de Mus musculus y Homo sapiens con el programa Genomatix.

Por otro lado, el programa Alggen fue capaz de detectar todos los SBEs, el

SIE, los CRE y los elementos de union a Spl en sno tanto de Mus musculus

como de Homo sapiens (Tabla 5).
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Tabla 6. Deteccion eficaz de los TFBS previamente determinados experimentalmente con el
programa Alggen. Se muestra la secuencia del TFBS determinado experimentalmente, la posicion
del mismo en la secuencia regulatoria, asi como los motivos que Alggen detectd. Los porcentajes

muestran el indice de disimilitud con relacién a la secuencia consenso.

TFBS Posicion*  Secuencia ( TFBS putativo )** Qpr*x
Mus musculus
SBE1 24-58 atcctgtctgagcc gggcaccgcagaca gecgecg 94, 95
SBE2 62-87 ccagccgeccagacg gegegeeggg 79
SBE3  219-245 ccacaataggccagacg gcgegegeg 81
SBE4  333-365 Cggceggagacggeggeggegictgeggg aag 79
758-766  tgacccga 79
- 792-800  cctggtca 88
Sp1B | 801-806 tcgccg 91
Homo sapiens
SBE1 61-96  Atcctgtctgcgece gggtgcaccg cagacagegecg 95, 93
SBE2  101-125 Ccagcttcccagacggceg cgcgggg 79
SBE3  202-227 Ccacaataggccagacg gcacgcgeg 82
SBE4  357-386 Cggccggagacggcggcggegtetgeggg a 84
SpiAY| 729-736 aggcggg 91
- 803-811 Tgacggga 93
837-845 gcccgtca 90
Sp1B 846-852 ccgcecce 100

*Posicion relativa a la secuencia regulatoria.
** Alggen predice la uniéon de Smad3.
***jdentidad entre secuencia y TFBS prototipo (TRANSFAC)

En conclusion, el programa que se empled para el presente trabajo es
Alggen, vya que predijjo satisfactoriamente los TFBS determinados

experimentalmente en sno de Homo sapiens y Mus musculus.

Deteccion de TFBS putativos

La secuencia regulatoria se encuentra en la regibn comprendida entre las
bases 2709 y 1791 rio arriba del TSS en Mus musculus y 3090 a 2190 rio arriba
del TSS en Homo sapiens. Recuérdese que la secuencia regulatoria se refiere a
las 918 y 900 pares de bases que contienen tanto al Elemento de Respuesta al
TGFB (TRE) —es decir, los SBE y el SIE- como al HGF-RE de Mus musculus y

Homo sapiens, respectivamente.
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Los analisis de TFBS putativos en las secuencias regulatorias del promotor
de sno de Homo sapiens y Mus musculus, realizados con el programa Alggen,
muestran que existen TFBS potenciales para practicamente todos los factores de
transcripcion capaces de asociarse a las Smad y resefiados por Feng y Derynck
en 2005.

En la tabla 7 se muestran los TFBS putativos que el programa Alggen
detecté en la secuencia regulatoria del promotor de sno de las dos especies
estudiadas.

En la parte superior (A) de la Tabla 7 se muestran las predicciones de loa
sitios de union para TF capaces de interactuar con las Smad. Se menciona la
Smad y el dominio con el que cada TF interactla, asi como las caracteristicas y el
mecanismo de interaccion, tal como lo resefian Feng y Derynck en 2005. La dltima
columna muestra el nombre y la clave de la base de datos TRANSFAC del TF
para el cual Alggen detecta un TFBS putativo con menos de 25% de disimilitud.

En la parte inferior (B) de la Tabla 7 se presentan los TF para los cuales
Alggen detecté un TFBS putativo con menos de 25% de disimilitud con relacién a
la secuencia consenso. Los TF que ahi se presentan no necesariamente son

capaces de interactuar con las Smad, por lo que no se comentan mayormente.

Tabla 7: TF para los que Alggen detecta un TFBS putativo en la secuencia regulatoria de sno de Homo

sapiens y de Mus musculus con al menos 85% de identidad con relacion a la secuencia consenso.

A) TFBS putativos para TF capaces de interactlar con las SMAD (Feng y Derynck 2005)

TF Smad Caracteristicas/mecanismos de accion Nombre y clave de
/dominio TF (TRANSFAC)
Familia bHLH
E2F4/5 Smad3 (MH2) Recluta p107 a Smad3 para reprimir al gen c-myc E2F [T01547
Smad3 (MH1, Smad3 interfiere en la formacioén del complejo
MyoD linker) MyoD/proteina E/DNA MyoD [T00526]
Familia bzIP
ATF2 Smad3/4 (MH1) Smad3/4 estimula la transactivacion de ATF2 ATF-2 [T00167]
ATF3 Smad3 (MH2) Reprimen transcripcion de 1d1 ATF3 [T01313]
Sinergia en la regulacién de genes blanco del c-Fos [T00122],

c-Fos  Smad3 (MH2) TGFB dependientes de AP-1 [T00123], [T00124],

JunB [T00436],

c-Jun
' Smad3 (MH1), . . JunD [T00437, cJun
:]]lLerlj]% Smadd Regulan positiva y negativamente a las Smad [T00132], [T00133],

[TO0131

Familia de Receptores nucleares
Inhibicién reciproca de la actividad de union a DNA AR [T00042], AR
AR Smad3 (MH2) de Smad3 y de AR [T00040]
ER Smad1/3/4 Represién de genes blanco del TGFB ER-beta [T04651],
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(MH2) ER-alpha [T00261]
GR-beta [T01920],
Inhibicién de la actividad de transactivacion de GR [T00335], GR-

Smad3 alpha [T00337], GR
[T00333]

L . HNFE-4alphal
HNF4 Smad3/4 Activacion Cooperativa [T00372]

RXR-alpha [T01345],
Feng y Derynck (2005) no reportan mecanismos de  RXR-beta [T01349],

GR Smad3 (MH2)

RXR Smad3 (MH2)

interaccion entre estos dos TF RXR:RXR-alpha
[TO5670]
VDR Smad3 (MH1) Smad3 sme_rglzalla transgctlvacmn de VDR VDR [T00885]
inducida por ligando
Familia Runx
CBFAL/ Smad1/2/3/5 Este complejo coopera con BMP en la regulacion
Runx2/A pi€jo coop . 9 AML1 [T01067]
ML (MH2) de la respuesta inmune
Familia de proteinas con dedos de Zinc
GATA3 Smad3 GATA3 relcluta Smgd??,a sitios GATA para activar GATA-3 [TO0311]
a transcripcion conjuntamente
Smad2 (MH1) Sinergia en la induccion de la transcripcion de Spl [TO0754],
Spl Smadd (MH2) genes blanco del TGF-3, como p15Ink4B, p21Cipl, [T00759], [TO0755],
Smad7, PAI-1y colagena [TO0753], [TO0752]
Smadl, Smad4 Y1 [T00865],
YY1l (M,H 1) Forma complejo con Smads y GATA [TO0915], [T00278],
[T04970
Otros
HIE-1a Smad3 (MH1, Cooperacion del T(._%F-@ con via de hipoxia 'y HIF-1 [T01609]
MH2) angiogénesis
i o . IRF-2 [T01491],
B sz AdegindeSmaddemundonde  [ronags e
[TO0423
LEF-1 [T02905],
TCFE-2 [T01110],
Lefl/ Smad1/2/3/4 Smad sineraiza a LEE1 TCF-4E [T02878],
TCF (MH1, MH2) 9 TCF-4 [T02918],
TCF-1(P) [T01109]
NFkB L . NF-kappaB [T00588],
052 Smad3 Coactivacion de sitio kB [T00590]
p53 Smad2/4 Sinergia y antagonismo [TO0671], [TO1806]
SRF Smad3 Media transcripcion de SM22a inducida por TGF-8 SRF [T00763]
c-Myc Smad2/3 Inhibicion del complejo activador Smad-Sp1l c-Myc [T00140]
(MH2)
B) TFBS putativos para TF que no necesariamente son capaces de interactuar con las SMAD
Adf CRE-BP2 HIF-1 Nrf2:MafK T3R-a,b,bl
AhR CREMtaul,2,a HNFlélA%3,3a, Oct-B1 TBP

p53 (supresor

AML Crx HOXA4,5 TCF-1P,2,4,4E
de tumores)
Pax1,2.2,2a,5,6,
AP-1,2,3,4 DBP HOXD8 9a,9b TFIID
(desarrollo)
AR DEC2 HSF1 (long, PEA3 TGGCA-B_lndlng
short) Protein
AREB6 DI INSAF PEBP2 Ti
ARP1 DSXF IPF1 POU(I- TSAP

F1,2F2(Oct-
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2.6),2FB

ATF2,3 DSXM IRF-1,2 PR AB Ttk 69K
Bcd DTF-1 Kr Prd unc-86
BTEB3,4 E2F-1 LEF-1 PTF-1b USF1,2
C/EBPa,b,g.d E47 LF-Al PU.1 VDR
CAG-binding Elk.-1 LyF1 PURa,b WT1,KTS
protein
o CArG-box ENKTF-1 Mad RARal,b,g XBP-1
inding protein
CBF ER-a,b MAZ RelA XPF-1
RXRa,b,SXR:R .
c-Ets-1,2 F(a)-f(e) MF3 XR-a Yi
YY1
c-Fos FOXP3 MyoD SF-1 (Miogénesis)
C'Jlf]r:jn‘]g nB, Fra-1 Myogenin Smad3 (TGFp) Zeste
NF-
c-Myc Ftz 1,1LATL,AT2,E spl
4.X3.Y
COE GAGA factor NFI/CTF Sp3
COUP-TF1  GATAL23  NFKBGIStma  gpepp g6
inmune)
cP2 GCMa,b NHP-1 SRF
STAT1b,4 (via
CREB GR(a,b) Nkx2-1,6-2 JakiSTAT)
CREBb HES-1

Con el fin de inspeccionar mas detalladamente el papel de los factores de
transcripcion que se enlistan en la Tabla 7a sobre la regulacién de sno en el
contexto del TGFp, se analiz6 posteriormente el TRE. El TRE forma parte de la
secuencia regulatoria. Se encuentra entre 2461 y 2127 bases rio arriba del TSS
identificado para el gen de Mus musculus y entre la base 2381 y 1882 rio arriba
del TSS del gen de Homo sapiens y contiene los SBEs y el SIE detectados por
Zhu y colaboradores en 2005. Como este mismo grupo mostréo a través de
mutagénesis dirigida, estos “SBE” presentan mas de un TFBS para las Smad. Los
sitios de unién a las Smad, detectados experimentalmente de manera puntual por
mutagénesis dirigida y que se encuentran inmersos en cada “SBE” se enfatizan
por medio de un marco y se nombran como SBE1A, SBE1B, SBE2A, etcétera.

El TRE se analiz6 nuevamente con el programa Alggen, pero se disminuyo
el grado de similitud maximo de 25% (porcentaje que permitié detectar la totalidad
de TFBS encontrados experimentalmente) a 15%.

Con estas restricciones (tamafio de la secuencia, grado de disimilitud), el

namero de TFBS putativos disminuy6 significativamente con relacion al primer
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andlisis. Como se muestra en la tabla 7, con el analisis de la secuencia regulatoria
entera se detectaron 120 TF para los que Alggen predice TFBS con una dismilitud
menor al 25% con relacion a la secuencia consenso. De estos 120 TF, 25 son
capaces de asociarse con las Smad, como resefian Feng y Derynck (2005).

Los factores de transcripcion que se descartaron con este método fueron
AP1,2 y 3; ARP1; BDC; Cbf; CoupTF1; Crx; dec2; DI; dtfl; Elk-1 (MAPK); ftz;
GCMa y B; HSF1 long y short; IPF1 y 2; Kr, Lyfl, NF1L; NFAT2; NFY; NFIICTF;
PEBP2; POU2F2 y 2F2 (Oct2.6); Prd; Ptf-1b; Pul, SREBP1lc, STAT1b, TFIID,
TGGCA-BP; TII; TSAP; Ttk69K, XBO-1, XBF1 y Zeste. Se descartaron también los
TF que potencialmente son capaces de interactuar con las Smad que a
continuacion se mencionan: ER-a yf; c-EBPy; FoxP3, GATAL,2 y 3; HIF1, HoxA4,
HoxD8, HNF1, 1c, 3y 4a, Factor Regulado por Interferén (IRF)-1y 2; Lef 1; Nkx2-
1,6-2; OctB1, RAR-Al, SRF, TCF-1p, 2, 2y 4E y TBP.

En la Tabla 8 se muestran los 66 TF detectados por Alggen después de
esta depuracién. En un recuadro se resaltan los 17 grupos de TF capaces de
interactuar con las Smad.

En la figura 16 se muestran los TFBS putativos para los factores de
transcripcion capaces de asociarse a las Smad que Alggen detecta en los TRE del
gen de sno de Homo sapiens y Mus musculus con un indice de disimilitud maximo
del 15%.

Tabla 8. Factores de Transcripcion para los cuales se detectaron TFBS putativos en el TRE de
Homo sapiens y Mus musculus, segun el programa Alggen (grado de disimilitud del 15%). En

amarillo se resaltan aquellos que son capaces de interactuar con las Smads.

Adf Coe DSXF HOXA5 RARDb,g USF1,2
Ahr c-Ets-1,2 DSXM NF«B RelA VDR
RXRa,b, .
AML c-Fos E2F-1 NHP-1 SXR-RXR.a Yi
AR c-Jun, Jung, E47 Nrf2:Mafk SF-1 YY1
JunD
AREB6 CP2 ENKTF-1 | p53 Smad3
ATF2,3 CREB f(ar)-f(e) Pax1,2,5,6,9 Sp1
BTEB3,4 CREBb Fra-1 PEA3 Sp3
| C/IEBPabd | CRE-BP2 GAGA factor POU(1F1,2FB) | STAT4 |
CAC-BP CREMtaul,2,a GR(a,b) PR a,b T3R-a,b
CArG-box BP DBP HES-1 PURa,b Unc-85
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Figura 16: TFBS putativos en el TRE de sno de Homo sapiens y Mus musculus detectados con
Alggen (Grado de disimilitud maxima: 15%).
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Con el fin de determinar el grado de conservacién entre los TFBS
predichos, se realizo un alineamiento de los TRE del gen de sno de Homo sapiens
y Mus musculus con los programas Blast (Blast 2 Sequences, Expect: 8.0, Filter:
No) y ClustalW2.

El programa Blast detectd las siguientes tres secuencias conservadas
entre los TRE de ambas especies con una identidad mayor al 85%:
+ 86% de la base 13 de Mus musculus y Homo sapiens a la base 71 de
Mus musculus y 73 de Homo sapiens.
+ 96% de la base 212 de Mus musculus y 158 de Homo sapiens a la base
241 de Mus musculus y 187 de Homo sapiens.
+ 90% de la base 270 de Mus musculus y 255 de Homo sapiens a la base

508 de Mus musculus y 499 de Homo sapiens.

El programa ClustalW2 detectdé una identidad global del 79% entre las
secuencias analizadas (resultado corroborado con el programa LALIGN, datos no
mostrados). Este resultado se muestra a continuacion (Figura 17); en azul se
marcan las secuencias que Blast2Sequences detecta como semejantes.
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SegA Name Len(nt) SeqgB Name Len(nt) Score

1 Mus 514 2 Homo 508 79

CLUSTAL 2.0.5 multiple sequence alignment

SBE1A SBE1B
Mus GGGGGTGGGGCCGAGGGAACATCCT|GTCT|GAGCCGGG--CACCGCAGACAGCGCCGTGCG 58
Homo GGGTGGGGTGGGGAGGGAACATCCT|GTCT|IGCGCCGGGTGCACCGCAGACAGCGCCGCGCG 60
SBE2A SBEZ2B
Mus CCAGCCGCCCAGACIGGCIGCECCGGGCCAGCAGCGCGGGGTACGCGCGAGGGGGGCGGGGG 118
Homo CCAGCTTCCCAGAC|GGCIGCECGGGGCCAGAAGCGCCGGGCGCGCGCCTGGGGGGAGGGG- 119
Mus AGCGGGAGCACGCGCGTGCGCGGCCGAGGCGCCAGGCGCGCGCCCCGGTCGGGGCTGGGG 178
Homo - CACGCGCGCGAGACGACGGGGCCAGGGGGGCGCTCTGA--GGAGCC---- 163 96U+
* K*kkhk Khkkhk KX X *hk KAhkhkhkkikk K Khkkikk X X **k Kk 0
SBE3A  SBE3B
Mus ACGCGCGCGCAGCCTGCAGTGTGCAGCCCGCCGGGAGCCACAATAGGC“CGGC.GC 238
Homo ACAATAGGC“CGGC-GCGCGTCCACGAGGGGGCCGGGAGCCGCGAAGTGGCGGCG 222
* **xKk K Kkk * Kk *khkkhk Khhk * *k K Kkhkk
Mus GCGCCCGAGGGGCTGGCTGGCGCGGGGCCGCG-CGGCGCCGCTGGCTTCGTTCCCTCCCC 297 .\
Homo GCGGCGACGACGCCGGCGGGCCCGCGCGCGCGGCGCCGCCGCTGGCTCCGTTCCCTTCCC 282
*kk K * **x Khkk kkk Kk Kk *kk
SBE4A SBE4B
Mus TCCCCCG--CCCGCCGCCCTCGCTGTCCCCCGGGCGGCCGGAGACIGGCGGCGGCGTCTIGC 355
Homo CTCCCCCTCCCCGCCGCCCTCGCTCTCCCCCGGGCGGCCGGAGACIGGCGGCGGCGTCTIGC 342
Mus GGGAAGCCGTGT--CTCCGCAGTGACGTGGGCGGGCCGCGGGCCGGGTGACGTCAGAGG- 412 90%
Homo GGGAAGCTGTGTGTCTCCGCAGTGACGTGGGCGGGCCGAGGACTCGGTGACGTCAGAGGG 402
Mus CTGTGTGTAGCGATGTGTGTGGGGTTCGGAGCGGCGCCGGCACAGC-GAAGGCGGCTGGC 471
Homo CTGTGTGTAGCGATGTGTGTGGGGTTCGGAGCCGCGCCGGCACAGCCGAAGGGAGCGGGC 462
SIE
Mus GAGCGACGGCGACGGCGACGGICGGGCACAGGTGCGGCCGCAGG--- 514
Homo GAGCGG|ICGACGGCGGCGGCGGCGGGCACAGGTGCGGCTCCGGCTTA 508
**x Kk * * J

Figura 17. Alineamiento de los Elementos de Respuesta al TGFp (TRE) de sno de Homo sapiens
y Mus musculus. La identidad global entre estas dos secuencias (79%) se determiné por medio de
ClustalW2. Blast2Sequences determiné tres subsecuencias conservadas, que se marcan en azul,
con un porcentaje de identidad de 86, 96 y 90. En estas subsecuencias se encuentran los SBE y el

SIE (cuadro) con sus respectivas vecindades (£10pb).

Entre los sitios de union para factores de transcripcidbn capaces de
asociarse a las Smad que se detectaron en el TRE de las especies estudiadas
(Alggen, grado maximo de disimilitud: 15%), se seleccionaron aquellos TFBS
putativos que se encuentran a menos de 10 pares de bases rio arriba o rio abajo
de las SBEs (SBE1A, SBE1B, etcétera) y del SIE -es decir, en la vecindad de
estos TFBS determinados experimentalmente-, y que estan presentes en las dos

especies de estudio (Tabla 9).
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Tabla 9. Presencia (Si) o ausencia (-) de TFBS putativos para Factores de Transcripcién capaces de
asociarse a las Smad y que se encuentran a menos de 10pb de los SBEs y el SIE en el TRE de sno de Homo
sapiens y Mus musulus. En amarillo se marcan las diferencias (presencia/ausencia) entre las especies (Homo

sapiens, H y Mus musculus, M). Se resaltan los TF con los que después de esta depuracion se continda

trabajando.
SBE SBE1A SBE1B SBE2A  SBE2B SBE3A SBE3B SBE4A SBE4B SIE
experimental
Organismo H M H M H M H M H M H M H M H M H M
BGRa.j si  si s si - - - - si si - - - - si - si si
HNF3B si - - - - - - - - - - - - - - - - -
AML1 - -
si si
ATF1,2,3 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
si si sl si - Si - - si si - - si st si si sisi
c-Fos - - - - - - - - - - - - - - - - - -
c-Jun - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Si si Si si si si Si si - - - - si si si si s si
IRF-2 - / - - / - / - / - / - ! - / - /
JunB - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - st - - - - - - - Si
si si - - - - - - - - - - - - - - - -
- si - si si si sisi - si si si si sio- - Si si
si  si o si - - - - - - - - - - - - - -
- - - - Si - si - - - si si st - Si - Si
Si - si - - - - - - - - - - - - - -
sisi si si - - - - - - - - - - - - - -
- - - - si si - - - - - - - - si - - Si
Hoxa5 - - - - - - - - - si - - - - - - - -

STAT4
Miogenina - - SiSi Si Si Si Si

Este procedimiento permitié descartar a los TF HNF3p; AML1; ATF (1,2,3);
c-fos; c-jun; IRF-2; JunB y JunD; LF-Al; VDR y Hoxa5; ya que no presentan un
TFBS putativo en la vecindad (*£10pb) de algin SBE o SIE determinados
experimentalmente y/o no se detectaron en las dos especies de estudio cerca del
mismo SBE o SIE (Tabla 9).

Por lo anterior, el papel que se explorara mas detalladamente en la
regulacion de sno en el contexto del TGFp es la de los doce TF capaces de
interactuar con las Smad GR (GR, GRa y GRB), C/EBPa.,B vy v, p53, RXRa y B,
Spl, AR, NFkB, E2F (-1, -4), YY1, STAT4, Miogenina 'y MyoD.

En la figura 18 se muestran los TFBS putativos que Alggen detecta en las
vecindades de los SBE y el SIE tanto de Homo sapiens como de Mus musculus.
En la columna derecha se muestra el porcentaje de identidad entre las secuencias
de cada SBE o SIE y su vecindad (*+10pb) correspondientes a las dos especies

de estudio. Este porcentaje se obtiene por medio de un alineamiento con el
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programa Blast2Sequences. Bajo cada SBE o SIE y su vecindad se muestra la
ubicacion del TFBS putativo, asi como el porcentaje de identidad con relacion a la
secuencia consenso, que se encuentra en la base de datos de TRANSFAC. Las

posiciones relativas se calcularon en relacion al TSS putativo.

Homo sapiens 2338 GGGAACATCCTGTCTGCGCCGGGTGCACCGCAGACAGCcGccGCaC 220K

SBE1A SBE1B
Mus musculus -2597 GGGAACATCCTGTCTGAGCCGGG caccecaGcacaccceccaTc 2588 AN
Miogenina 94%
ora 100w
GRb
ar ‘100%)
AR
CIEBPb 98% 95% | oe% |
C/EBP 89%
vv1
E2F1 87 (M) 89 (H)%
RAR-beta-RXR-alfa 90% (Mus)/ 85% (H)
p53 97%
STAT4 97%
NFkB 94%
Homo sapiens -2202 CCAGCTTCCCAGACGGCGCGCGGGGCCAGA 2262
SBE2A SBE2B
Mus musculus 2553 CCAGCCGCCCAGACGGCGCGCCGGGCCAGC 2523
Miogenina 94% (H) 96% (M)
p53 96%
MyoD 93 (M) /88 (H)%
Homo sapiens -2192 CACAATAGGCCAGACGGCACGCGCGTCCAC 2160
SBE3A SBE3B
Mus musculus -2397 CACAATAGGCCAGACGGCGCGCGCGCcCcCGA -2368
GRb 93%
GRb 100%
C/EBPb 100%
C/EBPd 100%
C/EBPa 100%
|
Homo sapiens -2039 GGGCGGCCGGAGACGGCGGCGGCGTCTGCGGGAAGCC -2002
SBE4A SBE4B
Mus musculus 2284 GGGCGGCCGGAGACGGCGGCGGCGTCTGCGGGAAGCC 2248 Q)
E2F
E2F1 -
p53 92%
STAT4 96%
Spl 100% 90% 93%
|
Homo sapiens -18947 AGCGGGCGAGCGGCGACGGCGGCGGCGGCGGGCACAGG -1857
SIE
Mus musculus 2147 GGCTGGCGAGCGACGGCGACGGCGACGGCGGGCACAGG -2107
Gr
C/EBPb 95%
C/EBP 89%
£2F1 e e
p53 95%
Spl 90%

Figura 18. TFBS putativos para TF capaces de interactuar con las Smad en las vecindades de los
SBE y el SIE del TRE de sno en Homo sapiens y en Mus musculus. Se muestra el porcentaje de
identidad de los TFBS putativos con relacion a la secuencia consenso de la base de datos de
TRANSFAC, como se despliega en el programa Alggen. En negro se destaca el porcentaje de
identidad entre las secuencias de las dos especies de estudio, determinado por medio de
Blast2Sequences.
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Factores de Transcripcion candidatos

En la seccion anterior se presentaron a los doce TF capaces de interactuar
con las Smad para los que se detectaron TFBS putativos en la vecindad de al
menos un SBE o SIE del TRE del gen de sno tanto de Homo sapiens como de
Mus musculus.

Con el objetivo de esclarecer los posibles estimulos que interfieren positiva
0 negativamente en la regulacion de la transcripcion de sno mediada por el TGFp,
presentes en determinados escenarios fisiopatolégicos, se presentara a
continuacion una breve descripcion de estos TF. Se enfatiza la atencion en los
estimulos o vias de sefializacion que los regula, las condiciones fisiopatoldgicas
en las que juegan un papel protagonico, y finalmente el mecanismo de interaccén
con el TGFp.

Estas breves monografias son producto de una revision bibliogréfica,

efectuada con ayuda de la base de datos de PubMed.

+ Receptor a Glucocorticoides (GR)

Como mencionan Kassel y Herrlich (2007), los glucocorticoides (GC),
representados en humanos por el cortisol, ejercen una amplia gama de efectos
sobre el organismo. Por ejemplo, influyen sobre el metabolismo de glucosa y de
lipidos, la homeostasis Osea, la respuesta al estrés, la diferenciacién
hematopoiética y la respuesta inmune e inflamatoria y otros efectos fisiolégicos e
incluso conductuales.

Los GC ejercen sus efectos al alterar la expresién génica a través del
Receptor a Glucocorticoides (GR). Cuando el GR se encuentra acoplado a su
ligando, se transloca del citosol al nucleo, donde activa la transcripcion de genes
gue presentan un TFBS denominado Elemento de Respuesta a Glucocorticoides
(GRE).

GR puede también modular, positiva o0 negativamente, directa o
indirectamente, la actividad de otros factores de transcripcion a través de la

comunicacién cruzada. En este sentido, GR interfiere ya sea con vias de
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transduccion que se encuentran rio arriba de otros TF, o bien directamente con los

TF, modulando su funcién de transactivacion.

Existen numerosos reportes sobre eventos de comunicacidon cruzada
directa entre el GC y el TGFp. Estos eventos involucran TFBS para Smad3/4 y/o
para GR (Li et al., 2003).

En el TRE del promotor de sno de Homo sapiens y Mus musculus se
detectaron numerosos TFBS putativos para GR, GRa y GRp. En particular, a =10
pb de SBE1A, SBE1B, SBE3A, SBE3B y SIE se encontraron GRE putativos con
un porcentaje de identidad minimo de 91% (Figura 18). En la vecindad de SBE1A,
SBE1B, SBE3A y SIE se encontraron GRE putativos con un porcentaje de
identidad del 100%.

Li et al. (2003) demostraron que el dominio de unién a ligando (LBD) de GR
interactua fisicamente con el MH2 de Smad3 en respuesta a la estimulacion con
TGFpB, y que esta interaccion se traduce en una represion por los GC de la
induccion del gen blanco del TGFpB, PAI-1. Estos mismos autores comentan que
también existen evidencias de efectos de sinergia sobre la regulacién de la

expresion de genes de estos dos ligandos.

¢+ C/EBPa,Byy

C/EBP (CCAAT/Enhancer Binding Protein) es una familia de factores de
transcripcion integrada por seis isoformas (C/EBPa, —B, —y, -0, —¢, - y —y). Las
isoformas mas estudiadas y con el mas amplio espectro de expresion son el
C/EBPa y el C/EBPp. Estos TF presentan un dominio de union a DNA basico con
cierre de leucina (Nerlov, 2007).

Nerlov (2007) comenta que C/EBP controla de manera importante la
diferenciacion de un amplio rango de tipos celulares y que tiene un papel
fundamental en la regulacién de la proliferacion al interactuar con proteinas del
ciclo celular. La posicion estratégica de este TF, entre la proliferaciéon y la
diferenciacion, hace que C/EBP sea un importante regulador de la carcinogénesis.
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Diferentes miembros de la familia de C/EBP se han catalogado tanto como
protooncogenes como supresores de tumores.

Aunque los C/EBP pueden controlar tanto la proliferacion como la
diferenciacion celular, en general se catalogan como importantes antimitoticos en
varios contextos celulares. Esto concuerda con que C/EBP es blanco de
mutaciones en varios tipos de cancer, como la Leucemia Mieloide Aguda. La
decision entre inducir proliferacion o diferenciacion depende de la presencia de
factores de transcripcion colaborantes, tales como las Smad. En cancer de mama,
los C/EBP y el TGF regulan conjuntamente el ciclo celular al reprimir la expresién
de c-myc e inducir la transcripcién de los inhibidores de cinasas dependientes de
ciclinas p21 y p15. Ademas, se sabe que Smad3/4 y C/EBP sinergizan la
inhibicion de la diferenciacion de adipocitos y la transcripcion de HIF (Feng y
Derynck, 2005).

Por otro lado, Chen et al. (2002) determinaron que la subunidad CBF-Cb de
C/EBP es capaz de asociarse con el dominio MH2 de Smad2 y de Smad3 en
ausencia o presencia del TGFp. Esta interaccion se traduce en una inhibicién de la
induccion de la transcripcion mediada por el TGF.

El analisis efectuado en este trabajo revela que existen TFBS putativos con
mas de 89% de identidad con relacion a la secuencia consenso para C/EBP en las
vecindades de SBE1, SBE3y SIE de gen sno (Figura 18).

¢+ p53

El gen que con mas frecuencia se encuentra mutado en el cancer humano
es el de p53; aproximadamente el 50% de los canceres humanos han perdido a
p53 0 expresan una forma mutante inactiva. Asi, se considera a p53 como uno de
los supresores de tumores mas importantes. p53 es un factor de transcripcion
maestro que bajo condiciones normales se encuentra funcionalmente inactivo, ya
que rapidamente es degradado por la ligasa de ubiquitina MDM2. Cuando la célula
se encuentra en condiciones de estrés, se bloquea la degradacion mediada por

MDMZ2. Entonces, p53 se acumula y echa a andar su capacidad de regulacién de
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la transcripcion. En concreto, p53 regula genes caracteristicos del ciclo celular y

genes que codifican para proteinas antiapoptdticas (Efeyan y Serrano, 2007).

Un analisis in silico revel6 que p53 se encuentra en el nodo de una
compleja red de interacciones con otros factores de transcripcion (Rodriguez-Caso
et al., 2005). Entre las interacciones que p53 puede formar, resultan interesantes
para el presente trabajo aquellas que p53 forma con los efectores de la via del
TGFB.

Wilkinson et al. estudiaron en 2008 la interaccién entre p53 y Smad2/3 en el
promotor de la alfafetoproteina (APF). El gen de la APF se mantiene reprimido
durante practicamente toda la vida postparto de un organismo. Sin embargo, su
nivel de expresion aumenta durante la regeneracion hepatica y en numerosos
tipos de cancer. De hecho, el nivel de expresion del APF es usado como un
marcador de hepatomas. La expresibn de este marcador es regulada
negativamente por la accién conjunta entre el TGFf y p53. Presenta en su
promotor un elemento de respuesta a p53 y a las Smad (SBE/p53RE) al que se
une el complejo Smad4/p-Smad2/p53. Es muy interesante que en esta represion
participan también SnoN y el correpresor mSin3A. De hecho, los autores incluso
proponen que SnoN es indispensable para la represion de APF debido a que
influye sobre mSin3A, probablemente mantieniendo su estabilidad.

En el promotor de sno se detectaron TFBS putativos para p53 en las
vecindades de SBE1A, SBE1B, SBE2A, SBE2B, SBE4A y SIE. La identidad de
estos TFBS putativos con relacion a la secuencia consenso para p53RE oscila
entre el 92% y el 98%. En ningun caso, p53RE sobrelapa al SBE (Figura 18).

¢+ Receptor a acido retinoico (RXRa y B)

El &cido retinoico (RA) es una hormona importante en la regulacién de la

proliferacion y diferenciacion de una gran variedad de células humanas y murinas.

RA ejerce sus efectos bioldgicos a través de dos receptores diferentes, RAR y
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RXR. Ambos receptores se unen a su TFBS en el DNA, regulando la transcripcién
de los genes blanco de RA. La expresion de RXRa, es regulada por el TGFB
(Chen et al. 1996).

Pedaries et al. (2003) demostraron por medio de un promotor artificial que
responde exclusivamente al TGFB ([CAGA]s) que el TGFB y el RA cooperan
positivamente en la expresion de genes blanco por medio de la interaccion del
dominio MH2 de Smad3 con RAR-RXR.

+ Proteina especifica (Spl)

Spl es un TF con dedos de Zinc, involucrado en una gran variedad de
procesos fisioldgicos. Por ejemplo, Spl regula la progresion del ciclo celular, la
activacion hormonal, la apoptosis, la angiogénesis, entre otros. Se han encontrado
una gran variedad de sefiales de naturaleza divergente que inducen la
fosforilacion (regulacion) de Spl. Entre estas sefiales se encuentran infecciones
virales, factores de crecimiento, algunos farmacos, citocinas, estrés mecanico,
etcétera (Chu y Ferro, 2005).

Sp1 induce la transcripcién de los genes blanco del TGFp p15™“°, p21“Pt,
colagena «2(l), integrina 5, smad7 y PAI-1 (Traylor et al. 2007). Spl se asocia
con el heterotrimero Smad2/3/4 a través de un dominio rico en glutamina (Feng y
Derynck, 2005).

Traylor y colaboradores detectaron en 2007 un elemento de respuesta al
TGFpB en el promotor de la Hemooxigenasa Humana (HO-1) que contiene un SBE
putativo a 13 pares de bases de un TFBS para Spl. El TGFJ sinergiza la
induccion de la expresion de HO-1 mediada por Spl. A través de las Smad, el
TGFp induce la expresion de HO-1. Este proceso sucede exclusivamente cuando
Spl se encuentra anclado a su sitio de union, como lo demuestra la falta de
induccion de HO-1 en presencia de mitramicina A, un antibiético que une
especificamente secuencias ricas en CpGs impidiendo asi la uniéon de Spl a su
TFBS; y el uso de un siRNA dirigido contra Spl. Ademas, los autores
demostraron, por mutagénesis dirigida, que para la expresion de HO-1 mediada
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por el TGFB y la Spl es indispensable la presencia del SBE y de un sitio de unién
a Spl.

En el TRE de sno de Homo sapiens y Mus musculus se detectaron TFBS
putativos en las vecindades del SBE3 y del SIE. El porcentaje de identidad entre
estos TFBS putativos y las seuencias consenso se encuentra entre el 90% vy el
100% (Figura 18).

¢+ Receptor a Androgenos (AR)

Los androgenos controlan el desarrollo y la funcién correcta del sistema
reproductor masculino, incluyendo la prostata y el epididimo, y de varios sistemas
somaticos, tales como los musculos, la piel, los foliculos pilosos y el cerebro.
Ademas, la sefalizacion por androgenos media la progresion del cancer de
préstata (Kang et al. 2002).

El Receptor a Androgenos (AR) es un regulador transcripcional
dependiente de androgeno. Después de la unién con su ligando, por ejemplo, 5a-
dihidrotestosterona (DHT), el AR activado reconoce secuencias palindrémicas en
el promotor blanco, denominadas elementos de respuesta a andrégenos (ARE).
En este TFBS, AR interactla con proteinas asociadas a AR e induce la expresion
de genes blanco de AR (Kang et al., 2001).

Es ampliamente conocido que el AR es un efector critico del desarrollo y la
progresion del cancer prostatico. De hecho, se ha sugerido que el cancer de

prostata depende de la sefalizacion de los andrégenos (Balk y Knudsen, 2007).

Se ha propuesto la participacion del TGFp en el desarrollo del cancer
prostatico. De hecho, los niveles del TGFp plasméticos se encuentran
significativamente elevados en pacientes con metastasis y se correlacionan con
un aumento en los niveles séricos del Antigeno Especifico de Prostata (PSA)
(Kang et al., 2001).
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La correlacion entre el TGFB y los andrégenos no soélo es funcional. Kang et
al. (2002) demostraron que Smad3 y Smad4 son capaces de interactuar con AR a
través de su dominio de union a DNA y el dominio de unién al ligando. Esta
interaccion, comentan, se traduce en una regulacion diferencial de la expresion de
genes blanco tanto del TGFB como de la DHT. Que la comunicacion cruzada entre
el TGFB y la DHT genere una inhibicibn o una activacion de la transcripcion
depende del contexto celular (es decir, de la presencia de determinados
correguladores) y de la secuencia.

Asi, el AR y el TGFB sinergizan la induccion de la expresion del virus
tumoral mamario murino, a través de la unién del dominio MH2 de Smad3 al AR y
del AR a un ARE. Ademés, el TGFB coopera con el AR en la induccién de la
expresion del Antigeno Especifico de Prostata (PSA) (Kang et al., 2001). Por otro
lado, Hayes et al establecieron en 2001 que el TGFp antagoniza la induccion de la
expresion de genes blanco del AR por medio de la interaccion fisica entre el MH2
de Smad3 y el N-ter del AR. Esta interaccion previene la union del AR al ARE.
Entonces, los efectores del TGFB y el AR actian en sinergia o antagonismo en la
regulacion de genes blanco del uno o del otro, dependiendo del contexto celular y
del TFBS en el promotor del gen blanco.

En el TRE del gen sno se detectdé un ARE putativo (97% de similitud) 2pb
rio arriba de SBE1A (Figura 18).

+ NFxB

El factor nuclear kB (NFxB) es un factor de transcripcion que responde a
estimulos del sistema inmune innato. NFkB es activado, por ejemplo, por la union
del acido lisofosfatidico (LPS) al receptor tipo Toll (TLR4), o en respuesta a
citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNFa) y la
interleucina B (ILP) (Akira 'y Takeda, 2004).

Smad3 y NFkB interactian directamente; ademas, tanto NFkB como las C-
Smad son capaces de asociarse con CBP/p300, lo que puede llevar a una

cooperacion en el reclutamiento de este cofactor (Feng y Derynck, 2005).
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Kon et al. describieron en 1999 un efecto aditivo entre el TGFB y las
citocinas proinflamatorias TNFa e ILB sobre la induccion de la transcripcion del
gen de la colagenasa humana tipo VII (col7). La sinergia entre estas citocinas
sucede por una interaccion funcional, pero no fisica, entre Smads y NFxB. Los
autores comentan que los efectos aditivos del TNFa y el TGFB dependen de la
presencia de un SBE y un sitio de union a NFkB en el promotor de col7. Sin
embargo, estos TFBS estan separados por 200pb, lo que hace poco probable su
interaccion fisica.

Lépez-Rovira et al. (2000) describieron un efecto sinérgico entre los
efectores del TGFB y de NFkB sobre la induccion de la transcripcion de junB. En
este trabajo, los autores demuestran que Smad3 interactia directamente con el
componente de NFkB p52 in vivo en respuesta a la union del TGFf a su receptor.
Ademas, demuestran que en el promotor de junB existe un TRE que contiene un
SBE y un elemento de respuesta a NFkB (NFxB RE). Por medio de mutaciones
puntuales, establecen que el NFkB RE, pero no el SBE, es indispensable para la
induccién de la transcripcion de junB por Smad3 y NFkB.

Kon y colaboradores (1999) mencionan que, a diferencia del gen col7, la
transcripcion del gen de la colagenasa tipo | es inducida por TGF y reprimida por
TNFa. Es decir, que los efectores de estas dos citocinas no siempre tienen un
efecto aditivo sobre la regulacién de un gen, sino que en muchos casos, actuan de
manera antagonica.

El andlisis bioinformatio realizado en el presente trabajo, muestra que
existe un TFBS putativo para NFkB en la vecindad rio arriba de SBE1A. Esta
secuencia comparte un 97% de identidad con relacién a la secuencia consenso

para NFkB (Figura 18).
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+ STAT4

La Interleucina 12 (IL12) es una citocina proinflamatoria que activa a STAT4
(Signal Transducer and Activator of Transcription), por medio de la activacion de
cinasas de la familia de Janus (JAK). IL12 es interferida negativamente por TGFf3
(Bright y Sriram, 1998).

Pardoux et al. (1999) demostraron que el TGF disminuye la capacidad de

union al DNA de STAT4 en linfocitos humanos y murinos.

En la figura 18 se muestra que se detectaron TFBS putativos para STAT4
en las vecindades de SBE1A y de SBE4B con un 97% y 96% de identidad con

relacion a la secuencia consenso de unién a STAT4, respectivamente.

¢+ E2F

E2F es una familia de factores de transcripcion tipo bHLH que interfieren
sobre la progresion del ciclo celular. Hasta la fecha se han detectado siete
miembros de la familia de E2F. En particular, E2F1 funge como activador,
mientras que a E2F4 se le ha adjudicado un papel de represor transcripcional
(Tang-Hu, 2008).

E2F ejerce sus acciones sobre la progresion del ciclo celular al formar parte
de una red de sefalizacion que incluye Ciclinas (cic), Cinasas dependientes de
ciclinas (Cdk), inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas (Ink) y al
Retinoblastoma (Rb). En células quiescentes, E2F forma complejos con Rb. Estos
complejos inhiben la transcripcion de genes necesarios para la replicacion del
DNA. La estimulacion mitogénica induce la fosforilacion de Rb por CiclinaD-
Cdk4/6. pRb se disocia de E2F. Entonces, E2F funge como un activador
transcripcional de factores relacionados a la progresion del ciclo celular y la
replicacion del DNA. La importancia biologica de esta via se evidencia por el

hecho de que la mayoria de los tumores humanos exhiben alteraciones que
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alteran la capacidad de pRb de inhibir E2F, lo que conlleva a una activacion

permanente del ultimo (lvanova et al., 2005).

La generacion de modelos murinos mutantes para E2F ha hecho evidente
la relacion entre E2F y el TGFp. La inactivacion de E2F1, por ejemplo, resulta en
una alteracion de la proliferacion, la tasa de adhesion, la migracion y la quimiotaxis
en respuesta al TGFB en queratinocitos (lvanova et al.,, 2005). Ademas de la
interaccién funcional entre TGFB y E2F, Lacerete y colaboradores descubrieron en
2008 que Smad3 (y Smad2/3) y E2F acttan en sinergia en la inhibicién del gen del
componente protéico de la Telomerasa Humana (hTERT). De hecho, el TGF
depende de la presencia de E2F1, como lo muestra la falta de inhibicion de
hTERT por TGFB en un modelo de knockdown para E2F. Proponen que este
efecto regulatorio depende ademas de MAPK, lo que demuestran por medio del
uso de inhibidores de Erkl/2 y p38. Ademas, la inhibiciébn de la expresion de
hTERT mediada por el TGFp depende de HDAC, como lo demuestra el uso de
Tricostatina (TSA), un inhibidor de esta enzima. La sinergia entre E2F1 y Smad2/3
en la inhibicién de hTERT depende de la presencia de TFBS para E2F1 en una
region de 250pb. Aunque un analisis de la secuencia regulada por el TGFp y E2F
en hTERT revela que contiene un SBE, los autores no caracterizaron su papel en
la cooperacién E2F1-TGF(.

Por otro lado, Chen et al. demostraron en 2002 que E2F4/5 y el TGFf
reprimen conjuntamente la expresion del protooncogen c-myc. El promotor de c-
myc presenta un elemento inhibitorio por el TGFp (TIE) que contiene un sitio de
union a E2F flanqueado por un SBE imperfecto (GGCT) pero capaz de unir
Smad3/4, asi como un sitio de unién a E2F. Mostraron por ensayos de pull down
que E2F4/5 y Smad3 interactian directamente por el dominio de unién a DNA y el

dominio MH2, respectivamente.

En el promotor del gen sno se predicen TFBS para E2F en las vecindades
de SBE1, de SBE4 y de SIE. El grado de identidad con relacion a una secuencia

consenso de unién a E2F oscila entre el 85% y el 96% (Figura 18).
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¢ YY1l

Ying Yang 1 (YY1) es un factor de transcripcién con dedos de Zinc expresado
ubicuamente y cuyos niveles protéicos se modifican durante la diferenciacion de
mioblastos y durante el envejecimiento (Yao et al., 1998). YY1 juega un papel
importante en la embriogénesis, la diferenciacion, la replicacién y la proliferacion
(Gordon et al., 2006). YY1 activa y reprime la transcripcion al unirse a su TFBS
5'-[C/A]CAT-3" por medio de su dominio de dedos de Zinc (Kurisaki et al. 2003).
La naturaleza multifuncional de YY1 se debe en parte a la gran diversidad de
factores celulares que interactian fisicamente con YY1 (Yao et al., 1998).

Kurisaki y colaboradores determinaron en 2003 que YY1 reprime la
expresion de genes blanco del TGFf tales como PAIL. Los autores establecieron
que la inhibicién de las Smad por YY1 se debe a la interaccion fisica entre YY1y
el dominio MH1 de Smad4 y en menor medida con Smad3. Esta interaccion
impide la union de Smad3,4 al SBE en el promotor del gen blanco del TGFp.
Concluyen que la inhibicion del TGFB por YY1 depende, al menos en parte, de la
presencia de multiples SBEs en el promotor del gen blanco del TGF.

La regulacion transcripcional mediada por YY1 se lleva a cabo por multiples
mecanismos. Gordon et al. (2006) mencionan que de manera frecuente, YY1
compite con factores de transcripcion que presenten un TFBS sobrelapado con el
TFBS de YY1.

El promotor de sno de las especies estudiadas presenta TFBS putativos en
las vecindades de SBE1A y SBE1B. Estas secuencias son 93% y 89% idénticas a

la secuencia consenso, respectivamente (Figura 18).
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+ MyoD/Miogenina

MyoD y Miogenina pertenecen a la famila de factores de transcripciéon
bHLH. Protagonizan la miogénesis al regular la expresion de genes caracteristicos
de masculo, como el gen de la Cadena Pesada de la Miosina (MHC). Esta
regulacion sucede a través de la heterodimerizacion de MyoD o Miogenina con un
integrante de la famila de las proteinas E, E12 0 E47 seguida de la unién de este
heterodimero a un TFBS en el promotor del gen blanco denominada caja E (Liu et
al., 2001).

Liu y colaboradores encontraron en 2001 los mecanismos moleculares a
través de los que sucede la inhibicion de la miogénesis por el TGFB. Encontraron
que Smad3/4, pero no Smad2, inhiben el aumento en la expresion de genes
caracteristicos de musculo (como MHC) mediados por los genes maestros de la
diferenciacion MyoD y Miogenina. Esta inhibicion, proponen, se debe a que
Smad3 se une al dominio bHLH de MyoD y Miogenina, interfiriendo asi con la
formacion del complejo heterodimérico MyoD/Miogenina-E12/E47. Al ocupar el
dominio bHLH e impedir la formacion del complejo heterotrimérico, Smad3 impide
la union de MyoD/Miogenina a su TFBS en el promotor blanco, la caja E, y, con
ello, la expresion del gen.

Se detectaron TFBS putativos para MyoD y Miogenina en el TRE de sno de
Homo sapiens y Mus musculus. Los TFBS putativos para Miogenina se
encuentran en las vecindades de SBE1B (94% de identidad con relacion a la
secuencia consenso) y SBE2A (94% en Homo sapiens, 96% en Mus musculus). El
sitio de union a MyoD putativo traslapa al segundo TFBS putativo para Miogenina.
El porcentaje de identidad de esta secuencia con relacion a la secuencia
consenso de union a MyoD es de 93% en el caso de Mus musculus, y 88% en el
caso de Homo sapiens.
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Discusion

En el presente trabajo se realizé un andlisis bioinformatico del promotor de
sno de Homo sapiens y Mus musculus. Se enfatizd en la busqueda de TFBS
putativos en la region responsiva al TGFB. Ademas, se predijo un TSS, se
realizaron comparaciones entre las secuencias analizadas correspondientes a las
dos especies de estudio, y se efectué una busqueda bibliogréfica en torno a los
resultados de la predicciéon de TFBS.

En la presente seccion se discute cada punto mencionado. Posteriormente,
se propone una estrategia de validacion experimental de las predicciones
efectuadas vy, finalmente, se analiza brevemente el alcance de la investigacion in

silico, en particular de las predicciones.
Obtencién de la secuencia promotora del gen sno

No existe hasta la fecha en las bases de datos una secuencia catalogada
como promotor de sno. En particular, no se ha reportado una secuencia promotora
de sno de ni de Mus musculus ni de Homo sapiens. Por lo tanto, el primer paso en
este trabajo fue obtener dicha secuencia.

Para ello, se consider6 como secuencia promotora a las 5000 bases rio
arriba del sitio de inicio de la transcripcion del gen de estudio. Este sitio se
determind en el caso del gen de sno de Mus musculus alineando el mRNA de
SnoN2 U14655 con el fragmento del cromosoma 3 AC117590; vy, en el caso de
Homo sapiens, rastreando el elemento de respuesta a HGF del gen de sno en
todo el genoma humano y sumando la distancia en pares de bases que restaban
de este alineamiento al inicio del gen de sno (SkiL) determinado por el programa
utiizado (Blast the Human Genome). Es decir, se sumaron 2195pb
correspondientes a la distancia entre el sitio de inicio del alineamiento de HGFRE
con el genoma humano y la region codificante de sno para obtener el extremo 3’
del promotor. A este sitio se restaron 5kb para obtener la cota 5" de la regién
regulatoria. Se validaron estas secuencias como promotores de sno de Homo

sapiens y Mus musculus, respectivamente, al encontrar satisfactoriamente los
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SBEs, el SIE y el HGFRE determinados de manera experimental en las
secuencias. Un esquema de este procedimiento se encuentra en la figura 10, y la
deteccidn satisfactoria de los TFBS determinados experimentalmente se muestra
en la tabla 3.

La eleccion del tamafio del promotor putativo -5kb- fue arbitraria. Existen
numerosos reportes que proponen diferentes longitudes de partida de promotores
putativos para su inspeccién in silico. Por ejemplo, segin Smale (2005), un
promotor eucarionte tipico contiene el TSS y entre 100 y 400 pb alrededor de éste.
Por otro lado, Zhang (2007) considera que el promotor se encuentra entre ~250 a
1000 pb rio arriba del promotor ndcleo, y Rico et al. (2007) sugieren realizar el
andlisis considerando 10kb rio arriba y 1kb rio abajo del TSS.

De cualquier manera, las 5kb elegidas definitivamente contienen la
secuencia regulatoria de sno, como lo muestra la validacion de la secuencia
(Figura 10), y no interfieren con el gen que se encuentra rio arriba de sno. En el
caso de Homo sapiens, el alineamiento a nivel genémico del HGFRE mostr6é que
PKCq¢ se encuentra a 54811 + 200ncrre + 2195pist. al TsS de sno = 57206pb rio
arriba del TSS de sno. Analogamente, el TSS de sno de Mus musculus se
encuentra a 46137 pares de bases de la PKCq. Este dato se obtiene alineando la
secuencia regulatoria con el genoma murino. El programa PubMed detecta que el
alineamiento se encuentra flanqueado por el gen de la PKCo a 44376 pares de
bases rio arriba (57) y por SkiLb a 1761 pares de bases rio abajo (3).

En conclusién, las 5kb consideradas en el presente trabajo como
promotor putativo de sno son suficientes, porque presentan al TRE y al HGFRE, y
no demasiado abundantes, ya que no transgreden la regidn genética que se

encuentra rio arriba de sno.
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Determinacion del TSS

Un paso clave en el analisis in silico de un promotor es la determinacion del
TSS putativo. En el presente trabajo, se emplearon tres estrategias diferentes para
una prediccién acertada de este TSS:

1. Alineamiento de mRNA de SnoN.
2. Deteccion de TSS con DBTSS.

3. Alineamiento “manual” de cDNAs con las secuencias promotoras.

Las estrategias 1 y 3 produjeron resultados idénticos; tanto el comienzo de
la region 5’UTR del mRNA de SnoN (U14655, en Mus musculus, U70730 en
Homo sapiens) como los cDNA de las diferentes isoformas de sno (SnoN y SnoN2
en Mus musculus, adicionalmente Snol y SnoA en Homo sapiens; para detalles
consultar la tabla 4) se alinean a 2280 pb de 2035 del SBE4 en Mus musculus y
Homo sapiens, respectivamente (Figura 12).

El programa DBTSS detecté un gran nimero de TSS putativos (Figura 14).
Uno de estos sitios concuerda con aquel que se detectdé con las otras dos
estrategias.

Por lo tanto, en el presente trabajo se consideré como TSS a la base que
se encuentra a 2280 pb en Mus musculus y de 2035 en Homo sapiens del SBE4,
posicion que concuerda con los resultados obtenidos con las tres aproximaciones
mencionadas.

Sin embargo, no se descarta la presencia de multiples TSS, como predice
DBTSS. Andlisis in silico de los extremos 5°de cDNAs revelaron que en muchos
genes humanos y murinos, los TSS se encuentran distribuidos a lo largo de una
region relativamente amplia y no corresponden a un sitio discreto, como se
sugeria anteriormente (Tsuritani et al., 2007). Experimentos in vitro han mostrado
gue este fendbmeno ocurre especialmente en promotores que carecen de la caja
TATA. Esto sugiere que el TSS es una regién, en vez de una posicion estatica, y
que, de hecho, la distribucion de los TSS debe reflejar la naturaleza dinamica de

los eventos de inicio de la transcripcion in vivo. No obstante esta posibilidad,
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debido a que el presente trabajo se enfoca en la prediccion de TFBS, mas que en
la determinacion del nimero preciso de TSS, no se abunda mas en la exploracion
de los posibles TSS alternativos en sno de Homo sapiens y Mus musculus. Asi, se
considera al TSS que se encuentra a una distancia de 2344 pb en el promotor de
Mus musculus y a 2740 pb en Homo sapiens.

Finalmente, como una perspectiva del presente trabajo, se sugiere realizar
una corroboracién experimental del TSS determinado. Hay numerosas técnicas
para corroborar un TSS, tales como la expansion de primer o la determinaciéon de
TSS por la endonucleasa S1 (Clark, 2005).

Busqueda de cajas regulatorias en la zona nucleo del promotor del gen de

sno

Para determinar la presencia 0 ausencia de cajas regulatorias en el
promotor del gen de sno, particularmente de la caja TATA, se considerd primero el
resultado desplegado por DBTSS. El programa DBTSS no sélo detecta TSS, sino
que también exhibe la presencia de TFBS putativos. Como se observa en la figura
14, DBTSS no encontré ningun TFBS. Por otro lado, DBTSS apunta sobre una
zona rica en CpGs en la region nucleo del promotor (Figura 15). La presencia de
una isla rica en CpGs esta correlacionada estadisticamente con la ausencia de
cajas regulatorias tales como la caja TATA (Bajic et al., 2004). Asi, los resultados
obtenidos con DBTSS sugieren que el promotor de sno de Homo sapiens y Mus
musculus no presenta cajas regulatorias, particularmente caja TATA.

Para corroborar este resultado, se analizé la zona nucleo del promotor de
sno de las especies estudiadas con el programa Alggen (25% de disimilitud
méaxima). Como zona nucleo se consideraron 100pb rio arriba y 100pb rio abajo
del TSS, tal como lo plantea Zhang (2007). Se enfatiz6 el andlisis entre la base 25
y la 30 rio arriba del TSS, ya que, como comenta Smale (2005), es ahi donde,
preferentemente, se encuentran las cajas TATA.

La tabla 5 muestra los resultados obtenidos con Alggen. Es importante
resaltar que se dectaron TFBS putativos para TBP y para TFIID entre 25 y 30 pb

con un alto grado de identidad con relacién a la caja TATA consenso en Homo
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sapiens, pero no en Mus musculus. Aunque esta falta de conservacion entre los
TFBS putativos se puede deber a una divergencia interespecifica, es probable que
ninguna de las dos especies de estudio presente caja TATA, ya que, como
mencionan Levy y Hannenhalli (2002), una prediccion de TFBS es mucho mas
acertada cuando los TFBS putativos se encuentran conservados entre especies.
Asi, en el presente analisis se concluye provisionalmente que los
promotores de sno de Homo sapiens y Mus musculus no presentan cajas
regulatorias, por lo que sno forma parte del 50% de los genes que carecen de caja
TATA (Zhang, 2007). Esta afirmacion se debe comprobar experimentalmente, por
ejemplo por medio de un ensayo de retardo (EMSA) en el que se trate a la zona

nacleo del promotor de sno de las especies de estudio con la TBP.

Prediccion de TFBS

El tema central del presente trabajo es la prediccién de TFBS. A partir de
los TFBS putativos en el TRE de sno de Homo sapiens y Mus musculus, se
infieren los TF que pueden estar involucados en la regulacién de sno mediada por
el TGFB. Estos TF son, en algunos casos, caracteristicos de determinadas
condiciones fisiolégicas y/o patoldgicas, por lo que su prediccion permite inferir el
escenario en el que la posible interaccion TFX-Smad se lleva a cabo.

Por la importancia de esta seccion, en primer lugar fue necesario validar el
programa de prediccion de TFBS. Una vez que se encontré el programa que
satisface los requerimentos, se analizaron las secuencias regulatorias —es decir, el
TRE y el HGFRE- de las especies de estudio. EI nimero de TFBS putativos
detectados en las secuencias regulatorias (n=70) se restringié por cuatro vias. En
primer lugar, se considerd en un segundo analisis solo el TRE, es decir, los SBEs
y el SIE +£10pb, equivalentes a las vecindades. En este segundo andlisis, el
porcentaje de disimilitud maximo de Alggen se disminuyé de 25% a 15%.
Finalmente, se consideraron sélo aquellos TFBS putativos capaces de interactuar
con las Smad (revisado por Feng y Derynck, 2005) y que estan conservados en
Homo sapiens y Mus musculus. Después de estos filtros, el nUmero de TF para

los que se detectd al menos un TFBS putativo en las vecindades de los SBE y/o el
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SIE se redujo de 70 a doce: GR, AR, RXR, C/EBP, E2F, p53, MyoD, Miogenina,
YY1, Spl, NFkBy STAT4.

Finamente, se rastre0 el expediente de estos TF, poniendo particular
énfasis en su relacion con el TGFB. Con esta informacién se elaboraron modelos
de regulacion de sno en el contexto del TGFB, y se propuso un disefio

experimental para la validacion del modelo.

El programa Genomatix no fue capaz de detectar los TFBS determinados
experimentalmente; por su parte, Alggen, si (Figura 16, Tabla 5). Esta diferencia
entre los programas se debe a la posibilidad de modificar el porcentaje de
disimilitud maxima en Alggen, lo que no es posible en el programa Genomatix
(15% de fault). Por lo tanto, la prediccién de TFBS se realizé con Alggen.

En primer lugar, se analizé la secuencia regulatoria —el HGFRE y el TRE,
que se muestran en la tabla 3 y en la figura 11- con Alggen. Se considerd un
porcentaje de disimilitud maximo del 25%, ya que sélo con este porcentaje se
detectaron todos los TFBS determinados experimentalmente de forma
satisfactoria. Se detectaron asi TFBS putativos para 120 TF; de éstos TF, 25 son
capaces de interactuar con las Smad (Tabla 7).

Con el objetivo de disminuir el nimero de falsos positivos, y para restringir
el analisis de TFBS putativos, se analizé a continuacion exclusivamente el TRE, y
se redujo el porcentaje de disimilitud maximo al 15%. Se detectaron ahora TFBS
putativos para 70 TF, de los cuales 19 son capaces de interactuar con las Smad
(Tabla 6). La posicion de los sitios de union para estos 19 TF se presenta en la
figura 16.

La identidad entre los TRE en el gen de sno de las dos especies es mayor
(79%, Figura 17) que entre las secuencias regulatorias (71%, Figura 11). Esto
sugiere que la probabilidad de que en el TRE se encuentren falsos positivos es
menor a esta probabilidad en las secuencias regulatorias, ya que, como
mencionan Loots y Ovcharenko (2004), la conservacién entre secuencias no
codificantes es indicio de que estas secuencias presentan una funcién regulatoria.

Como siguiente paso, se consideraron exclusivamente aquellos TF para los

qgue se detectaron TFBS putativos en ambas especies y que se encuentran a una
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distancia no mayor a 10pb de algin SBE y/o SIE (Tabla 9). Estos criterios
obedecen, por un lado, a la importancia de la conservacion entre TFBS putativos
en regiones no codificantes mencionada anteriormente; y por el otro, a que si los
probables sitios de union para los TF capaces de interactuar con las Smad se
ecuentran cerca (x10pb) de los SBE y/o el SIE, la posibilidad de que estos TF
interactien fisicamente con los efectores del TGFB aumenta considerablemente
(Massagué y Wotton, 2000).

Después de esta depuracion, el niumero de TF capaces de interactuar con
las Smad, presentes en las vecindades de ambas especies de estudio, es de
doce; se trata de los siguientes TF candidatos: Receptor a Glucocorticoides (GR),
Receptor a Andrégenos (AR), Receptor a Vitamina D (RXR), Miogenina, Factor
Maestro de la Diferenciacion Muscular (MyoD), Ying Yang 1 (YY1), Proteina
Especifica 1 (Spl), E2F, p53, Factor Nuclear kB (NFxB), Transductor de Sefales
y Regulador de la Transcripcion 4 (STAT4) y Proteina de Union al Acrecentador
CAAT (C/EBP). El grado de conservaciéon entre las vecindades es de 92%, 89%,
96%, 100% y 88% para SBE1, SBE2, SBE3, SBE4 y SIE, respectivamente (Figura
18).

La selecciéon de los TFBS putativos consideré asi varios aspectos. El
aspecto evolutivo, en el sentido de que un alto grado de conservacion entre dos
secuencias no codificantes es indicio de una huella filogenética (Levy y
Hannenhali, 2002); el aspecto funcional, representado por la distancia entre un
SBE y/o SIE y el TFBS para el TF capaz de interactuar con las Smad influye sobre
la posible geometria de la interaccion entre este TF y los efectores de la via del
TGFB (Massagué y Wotton, 2000; y Hua et al. 1999) vy, finalmente, el aspecto
fenoldgico; el programa Alggen detecta patrones en las secuencias por medio de
un algoritmo que le asigna a cada subsecuencia un valor o puntaje determinado
(Long et al., 2004).

Estos tres criterios permiten reducir el numero de falsos positivos de
manera considerable, lo que hace que las afirmaciones realizadas en el presente

andlisis sean plausibles.
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Como apuntan Massagué y Wotton en 2000, la regulacion genética por la
via del TGFB en una determinada célula depende en gran medida de los factores
que se encuentren en el nacleo celular al momento de estimulacion con el TGFp.
Para la union de estos factores al promotor y su asociacién con las Smad se
requieren TFBS.

En el presente analisis se parte de TFBS putativos para inferir los TF que
pueden colaborar con las Smad en determinados escenarios. Combinaciones
especificas entre TF permiten una especificidad espacio-temporal de la expresion
por medio de un reducido numero de factores de transcripcion bajo una gran
variedad de condiciones fisiologicas y patolégicas (Chu y Ferro, 2005).

A continuacion se presentan los modelos de regulacion de sno en el
contexto del TGFpB que se dedujeron a partir de la basqueda de TFBS putativos y

el analisis bibliografico de los TF candidatos resultantes de la busqueda.

El primer TF que se analiz6 fue GR. Como se muestra en la figura 18, se
detectaron TFBS putativos para GR con una identidad del 100% (94% en la
vecindad de SBE3A) en las vecindades de SBE1A, SBE1B, SBE3A Yy SIE.

No obstante, Liu et al. (2003) comentan que los GCs y el TGFf cooperan o
se reprimen mutuamente a nivel de sus efectores, GR y Smads. Que la relacion
entre GR y las Smads sea sinérgica o antagonica, comentan, depende del
contexto celular, es decir, de la presencia de cofactores. Por otro lado, tanto los
GC como el TGFB son dos ligandos que protagonizan una amplia gama de
procesos fisiologicos diferentes (Kassel y Herrlich, 2007; Moustakas et al., 2002).

La ambigiedad del efecto de los GC sobre el TGFB, aunada al
pleiotropismo de estas dos moléculas, dificulta conjeturar sobre un modelo de
regulacion de sno por GC en el contexto del TGFB. Asi, aunque se detecté una
gran cantidad de GRE putativos con una identidad muy alta con relacién al GRE
prototipo en las vecindades de los SBE y el SIE en sno de Homo sapiens y Mus
musculus (Figura 18), el presente trabajo no se aventura a predecir un escenario
fisiopatolégico en el que sno se enuentre sub- o sobreexpresado por la accion
conjunta del TGFB y los GC.
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El siguiente grupo de TF a analizar es MyoD, Miogenina y YY1. Estos TF
estan profundamente involucrados con el proceso de la diferenciacion muscular.
Se detectaron TFBS putativos para éstos en las vecindades de SBE1 y SBE2
(Figura 19).

Homo sapiens -2338 GGGAACATCCTGTCTGCGCCGGGTGCACCGCAGACAGCGCCGCGC 2293
SBE1A SBELB
Mus musculus -2597 GGGAACATCCTGTCTGAGCCGGG CACCGCAGACAGCGCCGTGC -2588
Miogenina 94%
YY1 89%
Homo sapiens -2292 CCAGCTTCCCAGACGGCGCGCGGGGCCAGA -2262
SBE2A SBE2B
Mus musculus -2553 CCAGCCGCCCAGACGGCGCGCCGGGCCAGC -2523
Miogenina 94% (H) 96% (M)
MyoD 93 (M) /88 (H)%

Figura 19. TFBS putativos para los TF tipicos de la miogénesis en las vecindades de SBE1B y
SBE2A.

Smad3, pero no Smad2, es capaz de mediar la inhibicién de la miogénesis
inducida por el TGFB (Liu et al. 2001). Aunque Smad3 y Smad2 son muy
similares, desde el punto de vista funcional difieren en la capacidad de unién al
DNA de Smad3, pero no (0o con mucho menor medida) de Smad2. Fisicamente
hablando, esta incapacidad parcial de Smad2 de unirse al DNA se debe a una
insercion en el exdn 2 en la regién que codifica para una horquilla B, la estructura
responsable de union a DNA del dominio MH1 (Massagué y Wotton, 2002, Figuras
2y 3).

Liu y colaborades detectaron en su trabajo de 2001 que una mutante de
Smad3 que carece de su dominio MH2 es capaz de reprimir la expresion de MHC,
mientras que la mutante de Smad3 carente de MH1 y la de regién linker reprime la
expresion de MHC mediada por TGFB en un porcentaje significativamente menor.
Aunqgue estos autores no analizaron si la represion de la miogénesis mediada por
Smad3 depende de la presencia de un SBE en la vecindad de la caja E, los
resultados obtenidos con las mutantes de MH1, asi, como la incapacidad de
Smad?2 de ejercer este efecto inhibitorio, sugieren que la cercania entre un SBE y
un TFBS para MyoD/Miogenina pueda jugar un papel determinante en la inhibicién

de la miogénesis mediada por TGFp.
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Altos niveles de sno inducen la diferenciacion muscular en fibroblastos
embrionarios de codorniz (Shinagawa et al., 2000). Wrighton et al. comentan en su
articulo de 2007 sobre el incremento en la expresiéon de sno durante la
miogénesis. MyoD y Miogenina protagonizan este proceso de diferenciacion,
mientras que TGFp, lo inhibe (Liu et al., 2001). De esta manera, la presencia de
TFBS putativos para MyoD en la vecindad de SBE2 y para Miogenina cerca de
SBE1 y SBE2 (Figura 19) sugiere que MyoD y Miogenina son capaces de inducir
la expresion de sno en Homo sapiens y Mus musculus, y que esta induccion es
reprimida en la presencia del TGFp.

Por otro lado, YY1 juega también un papel importante durante la
diferenciacion muscular. Kurisaki y colaboradores determinaron en 2003 que este
factor de transcripcién inhibe la regulacion de genes blanco del TGFf al asociarse
con el dominio MH1 de Smad3 y Smad4 e impedir asi la unién de estos factores a
su TFBS.

En el promotor de sno se encuentran secuencias de unién a Miogenina,
MyoD y YY1 en las vecindades de los SBE1 y 2 (Figura 19). Asi, es posible que
TGFB antagonice los efectos de MyoD y Miogenina (Liu et al.,, 2001) sobre la
expresion de sno durante la miogénesis al inducir una interaccion directa entre el
dominio MH1 de Smad3 y el dominio bHLH de MyoD/Miogenina, mecanismo que
ha sido reportado anteriormente por Liu et al. (2001) en otro contexto gendmico.
Por otro lado, Kurisaki y colaboradores mencionan en 2003 que YY1 inhibe la
regulacion genética mediada por TGFp justamente por la asociacion directa entre
el dominio de dedos de Zinc de este factor de transcripcion con el dominio MH1 de
Smad3 y 4. De esta manera, es posible que YY1 inhiba la represion de la
expresion de sno durante la miogénesis por el TGFp al asociarse con Smad3,4 e
impedir asi que estos efectores se asocien de manera represiva con MyoD y

Miogenina. Este modelo de accion se esquematiza en la figura 20.

El efecto global del TGF 3 sobre la expresion de sno es positivo (Zhu et al.,

2005). Asi, el antagonismo entre el TGFB, MyoD y Miogenina; asi como entre el
TGFB y YY1, se puede reflejar sobre la expresion de sno inducida por el TGF de

alguna manera no contemplada en el modelo propuesto. Evidentemente, este
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modelo es sélo una propuesta y debe someterse a una verificacion o refutacién
experimental. El disefio experimental para probar este modelo se menciona en

otra seccion.

Dominio bHLH Dominio bHLH sno
TRE de sno |
Respuesta al TGFp SBEIA SBE1B SBE2A SBE2B
“yy1 Tyyr w

Respuesta a MRF/Eprot

Miogenina ‘Miogenina

TRE de sno

Respuesta al TGFB SBE1A SBE1B SBE2A SBE2B
Foyyr yyr © MyoD

Miogenina ‘Miogenina

‘ +YY1

Respuesta a MRF/Eprot

Sno

TRE de sno

Miogenina

SBE1A SBE1B
A I

Figura 20. Modelo de regulacion de la expresiéon de sno durante la miogénesis. En ausencia del
TGFpB, MyoD y Miogenina (MEF:E) inducen la expresion de sno. La estimulacién con TGFp inhibe
esta induccion, ya que Smad3, por medio de su dominio MH1, se une al dominio bHLH de MEF,
impidiendo su heterodomerizacion con la proteina E y por lo tanto su union al DNA. Finalmente, la
presencia de YY1 contraresta la inhibicidn de la expresién de sno durante la miogénesis mediada
por TGFp al asociarse con el dominio MH1 de Smad3 y 4, impidiendo asi que estos factores se

asocien de manera inhibitoria al dominio bHLH de MEF.

Los siguientes escenarios examinados son el ciclo celular y el cancer.
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El protagonismo del TGFB y Sno en la oncogénesis de diversos tipos de
cancer ha sido ampliamente reportado (Macias-Silva y Briones-Orta, 2008). La
regulacion del TGFB y Sno esta frecuentemente alterada en un gran namero de
tipos de cancer. La malignidad estd ademas asociada a una incapacidad de las
células de responder a los efectos antiproliferativos del TGFp, en parte por una
sobreexpresion de sno (Liu et al., 2001). El alto indice de expresion de sno en
células malignas se debe en gran medida al aumento en la tasa de transcripciéon
(Krakowski et al., 2005).

El TGFB inhibe la progresion del ciclo celular por diversas vias. Por
ejemplo, el TGFB inhibe la expresion de c-myc, y por el otro, induce la
transcripcion de p21 (Liu et al., 2001). En el desarrollo de cancer se le ha
adjudicado al TGFB un papel dual. En las primeras fases de la carcinogénesis, el
TGFB actia como supresor de tumores, ya que es un potente antimitotico.
Empero, en fases avanzadas del cancer, el TGFp induce la metastasis y suprime
el sistema inmune, por lo que se califica como protooncogen (Miyazono et al.,
2003).

Desde 1995, Pearson-White et al. observaron que los niveles de expresion
de sno flucttan con relacion al ciclo celular. Estas observaciones fueron
corroboradas por Wan et al. (2001), quienes establecieron que SnoN se acumula
durante la fase G2, probablemente inhibiendo las sefales antiproliferativas del
TGFpB. Después de la mitosis, cuando la célula entra a G1, SnoN es degradada
proteoliticamente, evento mediado por el complejo promotor de la anafase (APC).

En el TRE del gen sno de Homo sapiens y Mus musculus se encontraron
TFBS putativos para TF intimamente ligados a estos procesos fisiopatologicos. Se
trata de E2F, p53 y C/EBP (Figura 21). Aunque RXR y AR son también
importantes mediadores de la progresion del ciclo celular y frecuentemente estan
alterados en cancer, por el papel univoco de AR en el cancer prostatico, asi como
de RXR en el control de la proliferacion y la diferenciacion, estos TF se analizan

separadamente.
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Homo sapiens -2338 GGGAACATCCTGTCTGCGCCGGGTGCACCGCAGACAGCGCCGCGC -2293

SBE1A SBELB
Mus musculus -2597 GGGAACATCCTGTCTGAGCCGGG CACCGCAGACAGCGCCGT GC -2588
C/EBPb 98% 95% [ o
C/IEBP 89%
E2F1
p53 97%
... |
Homo sapiens -2292 CCAGCTTCCCAGACGGCGCGCGGGGCCAGA -2262
SBE2A SBE2B
Mus musculus -2553 CCAGCCGCCCAGACGGCGCGCCGGGCCAGC -2523
p53 96%
|
Homo sapiens -2192 CACAATAGGCCAGACGGCACGCGCGTCCAC -2160
SBE3A SBE3B
Mus musculus -2397 CACAATAGGCCAGACGGCGCGCGCGCccCcCcGA -2368
C/EBPb 100%
C/EBPd 100%
C/EBPa 100%
... |
Homo sapiens -2192 GGGCGGCCGGAGACGGCGGCGGCGTCTGCGGGAAGCC -2002
SBE4A SBE4B
Mus musculus -2397 GGGCGGCCGGAGACGGCGGCGGCGTCTGCGGGAAGCC -2248
E2F
p53 92%
.|
Homo sapiens -1897 AGCGGGCGAGCGGCGACGGCGGCGGCGGCGGGCACAGG -1857
SIE
Mus musculus -2147 GGCTGGCGAGCGACGGCGACGGCGACGGCGGGCACAGG -2107
C/EBPb 95%
C/EBP 89%
p53 95%

Figura 21. TFBS putativos para TF que juegan un importante papel en el cancer y la progresion
del ciclo celular en las vecindades de SBE1-4 y del SIE de sno de Homo sapiens y Mus

musuculus.

La desregulacion de la funcion de E2F1 sucede en una gran cantidad de
tipos de cancer humano. De manera interesante, tanto E2F1, como el TGFp, juega
un papel dual en el cancer, actuando como supresor de tumores y como oncogen
(Lacerte et al., 2008).

El “guardian del genoma” p53 es un supresor de tumores que previene el
desarrollo de cancer. Ademas de inducir la apoptosis y la reparacion de DNA
dafiado, ejerce su accion al inhibir la expresion de protooncogenes (Macleod,
2000).

El TGFB actia en los primeros estadios de la carcinogénesis como
supresor de tumores (Miyazono et al.,, 2003). De hecho, se ha reportado que
interactba con p53, E2F1 y E2F4/5 en la inhibicion de los protooncogenes APF,
hTERT y c-myc, respectivamente (Wilkinson et al., 2008; Lacerete et al., 2008 y

Chen et al., 2002). Los niveles de SnoN se encuentran aumentados en diversos
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tipos de céncer (Luo, 2004). Asi mismo, la condicion oncolégica esta
frecuentementre asociada con una pérdida en la funciéon del TGFp (Gold, 1999),
p53 (Weisz et al. 2007) y E2F (Chen et al., 2002).

El TRE del gen sno presenta dos zonas. Como demostraron Zhu et al.
(2005), cuando Smad2/4 se asocia a los SBEs, el TGFB induce la expresion de
sno. Por otro lado, la unién de Smad3/4 al SIE inhibe la expresion de sno. SBEL,
SBE2 y SBE4, pertenecientes a la region activadora de la transcripcién de sno,
presentan en sus vecindades sitios de unién para E2F y p53 (Figura 21). También
la vecindad del SIE presenta elementos de unién a estos dos factores de
transcipcion. Asi, se pueden distinguir dos secciones regulatorias propensas a un
cambio en el contexto celular (presencia/actividad de determinados factores
transcripcionales) durante el desarrollo del cancer; SBE1,2y 3y SIE.

Debido a la evidencia de la accion sinérgica entre p5S3/E2F y el TGFp en la
represion de protooncogenes, se propone que p53/E2F y las Smad se encuentran
reprimiendo la transcripcion de sno. La aparicion de mutaciones en los genes de
estos factores transcripcionales, que en este caso estdn actuando como
supresores de tumores, disminuye la capacidad represiva de sno, lo que
contribuye a explicar el aumento en los indices protéicos y de mRNA de SnoN en

el cancer (Figura 22).

Interaccién directa entre el dominio MH2 de
Smad3 y de union a DNA de E2F  _ Sno
p53 E2F
TRE de sno

SIE 53RE
EZFBE&

DESARROLLO DE CANCER
(MUTACIONES EN TF)

E2F4/5 sno

TRE de sno

SIE 53RE
EzFBE;

Figura 22: Modelo de regulacién de la expresién de sno por supresores de tumores.
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Hay varias analogias entre el SIE del gen sno y el TIE del gen c-myc. Por
ejemplo, Chen y colaboradores (2008) reportan que al TIE del gen c-myc se une
preferentemente el complejo Smad3/4, de la misma manera que Luo et al. (2005)
demostraron que el efecto inhibitorio del TGFp sobre la expresion de sno se da
por medio de la union de Smad3/4 al SIE. Ademas, el TIE del gen c-myc y el SIE
de sno no presentan un elemento de unién a Smad perfecto; mientras que en c-
myc se trata de un GGTC, el SIE estd conformado por la secuencia
5 CGACGGCGACGGCGACGG 3.

Aunque el SIE de sno se asemeje al TIE de c-myc, el TRE de sno presentra
ademas, ocho SBEs que bajo influencia del TGFp inducen la expresion de sno,
como lo reportan Zhu et al. (2005). Ademas, el efecto global del TGFJ sobre la
expresion de sno es de inductor (Macias-Silva et al., 2002).

Asi, es indispensable considerar también la presencia de TFBS putativos
para p53 y E2F en la vecindad de SBE1,2 y 4. Aunque numerosas observaciones
sustentan el hecho de que p53 y E2F sinergizan la accion del TGFB (Wilkinson et
al., 2008; Lacerete et al., 2008; Chen et al., 2002), no es posible descartar a priori
un efecto antagonico entre p53/E2F y los efectores del TGFB en el contexto
gendmico de sno. De hecho, el TGF induce una transformacién oncogénica en
algunas lineas celulares, como AKR-2B y NRK, a través de la induccion de la
expresion de sno (Zhu et al. 2005). De esta manera, es posible que el TGFj se
encuentre desempefiando su papel de protooncogen, mas que de supresor de
tumores. Este papel se ha reportado ampliamente, por ejemplo en Miyazono et al.
(2003).

En conclusién, la presencia de TFBS putativos para p53 y E2F en la
vecindad de practicamente todos los SBE y el SIE de sno con un grado de
identidad muy alto con relacion a los elementos de union de estos TF prototipo
(figura 21), los multiples reportes de interacciones fisicas y funcionales entre estos
TF y las Smad (Wilkinson et al., 2008; Lacerete et al., 2008; Chen et al., 2002), el
papel del TGFB en el cancer, asi como la alteracion en los niveles de expresion de
sno en el cancer y la progresion del ciclo celular, sugieren ampliamente que E2F y
p53 son capaces de interferir en la regulacion de sno mediada por el TGFp. El tipo

de interferencia —positiva 0 negativa- debe ser comprobado experimentalmente.
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En cuanto a C/EBP, se ha demostrado que este TF y el TGFB actian en
sinergia sobre la regulacion de la expresién de c-myc y p21 en cancer de mama
(Nerlov, 2007). Como resefian Macias-Silva y Briones-Orta en 2008, SnoN tiene
un efecto imporante en este padecimiento. Lineas celulares de cancer de mama
con niveles altos de expresion de sno son capaces de promover el crecimiento de
tumores in vivo; sin embargo, el silenciamiento de sno promueve la metastasis. De
hecho, segun comentan Macias-Silva y Briones-Orta, recientemente se ha
propuesto a SnoN como un marcador prognostico para cancer de mama positivo a
receptores de estrégeno.

Coyle-Rink y colaboradores (2002) demostraron que Smad3 y Smad4 son

capaces de interactuar fisicamente con C/EBPf. En ese mismo afo, Chen et al.
detectaron que C/EBP se une particularmente al dominio MH2 de Smad2 y
Smad3. Estos autores proponen que esta unién tiene un efecto inhibitorio sobre la
regulacion de genes blanco del TGFf, ya que —segun comentan- C/EBP impide la
uniodn de coactivadores como p300 a las Smad e incluso la union al SBE.
Nerlov (2007) y Feng y Derynck (2005) mencionan que C/EBP y el TGFf actlian
en sinergia en la regulacion de genes blanco, tales como c-myc, p21, p1l5 y HIF.
Ademas, estas dos moléculas juegan un importante papel en la proliferacién y la
diferenciacion celular (Nerlov, 2007; Liu et al., 2001).

Por lo tanto, se puede predecir que el TGFpB, a través de las Smad, y
C/EBP colaboran en la regulacién de la transcripcion de sno. Esta cooperacién se
da, probablemente, en situaciones fisiolégicas en las que la proliferacion y la
diferenciacion juegan un papel importante, como en el cancer y la regeneracion.
En estos escenarios, los niveles de sno se encuentran frecuentemente alterados.
Luo (2004) sostiene que los niveles de SnoN se encuentran elevados en diversas
lineas celulares humanas derivadas de melanoma, de cancer de mama, de
carcinoma del esofago, del pulmon, del estbmago, de la epidermis y de la
préstata. En particular, en cancer de mama, padecimiento en el que se ha
comprobado que hay sinergia entre el TGFB y los C/EBP (Nerlov, 2007), sno se
encuentra tan sobrexpresado que funciona incluso como marcador (Macias-Silva y
Briones-Orta, 2008).
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En conclusion, la presencia de TFBS putativos para C/EBP en el gen sno
de Homo sapiens y Mus musculus, en particular en las vecindades de los SBE1,
SBE3 y SIE, asi como reportes previos de cooperacion entre las Smads y los
C/EBP, sugieren que en determinados escenarios fisiopatologicos, los C/EBP
podrian sinergizar con el TGFf en la regulacion de la transcripcion de sno.

Por lo anterior, es probable que los C/EBP y el TGFp colaboren o
antagonicen la regulacion transcripcional de sno. El tipo de interaccién funcional
que estas dos moléculas tengan sobre la expresién de sno debe se corroborada

experimentalmente.

El siguiente escenario fisioldgico a analizar es la respuesta inmune, en el
que el TGFp juega un papel importante. Como citocina inmunosupresora, el TGF3
inhibe el crecimiento y la diferenciacion de muchas lineas celulares, incluyendo
células By T. Ademas, el TGFp regula la expresion de moléculas de adhesion y
de matriz extracelular, y es un importante quimioatrayente de monocitos y
macrofagos e inhibe la activacion de células del sistema inmune por presentacion
de antigeno o interleucina (Moustakas et al., 2002). De hecho, Pardoux et al.
(1999) comentan que ratones knockout para el TGFB nacen con inflamacion
cronica, asi como con alteraciones en la hematopoyesis. Lin et al. (2005)
mencionan ademas que el TGF-B1 suprime el desarrollo y la intensidad de
enfermedades autoinmunes.

Pearson-White y McDuffie (2003) demostraron que sno se encuentra
constitutivamente expresado en las células del timo y del bazo. Ademas,
mostraron que células T carentes de sno son incapaces de proliferar. Este efecto
se debe a que sno regula negativamente los efectos antiproliferativos del TGFp.

En el TRE del promotor del gen sno se detectaron TFBS putativos para dos
factores de transcripcidn caracteristicos del sistema inmune, NFkB y STATA4.
Estos dos TFBS putativos estan en las vecindades de SBE1A y SBE4B (Figura
18).

NFxB y Smad3 son capaces de interactiar fisica y funcionalmente en la
regulacion transcripicional de genes blanco de citocinas proinflamatorias y/o del
TGFB (Feng y Derynck, 2005; Kon et al., 1999). Sin embargo, el TGFB y las
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citocinas proinflamatorias pueden tener un efecto antagénico o sinérgico (Kon et
al., 1999, Lopez-Rovira et al, 2000). 10pb rio arriba de SBE1A hay un sitio de
union a NFxB putativo (Figura 18). Por lo tanto, es posible que el TGFB y las
citocinas proinflamatorias como IL6 o TNFa actien de manera sinérgica o
antagonica en la regulacion transcripcional de sno.

Asi mismo, se detectd una secuencia consenso de union a STAT4 en la
vecindad tanto de SBE1A (97% de identidad con relacion a la secuencia
consenso) como de SBE4B (95%). Reportes como los de Pardoux et al. (1999)
sugieren que el TGFB antagoniza a STAT4 al impedir la unién de este factor de
transcripcion a su TFBS. Lin et al. (2005) confirmaron este resultado al demostrar

que el TGFB1 inhibe la induccion de la expresion de IFN-y mediada por IL-12.

Resulta dificil realizar una prediccion sobre la influencia de NFkB y STAT4
sobre la transcripcién de sno mediada por el TGFf. Por un lado, el TGFB es un
potente inmunosupresor (Pardoux et al., 1999; Moustakas et al., 2002; Lin et al.,
2005), mientras que los estimulos que activan a los factores de transcripcion
NF«xB y STAT4 son frecuentemente proinflamatorios (LPS, IL, TNFa, etcétera; e
IL12, respectivamente).

Este hecho fisiolégico sugiere un antagonismo entre NFkB/STAT4 y
Smad2/3/4 en la induccién de la transcripcion de sno. Ademas, el trabajo de
Pearson-White y McDuffie (2003) muestra que los niveles de mRNA de sno se
encuentran constitutivamente elevados en células del bazo y del timo, y que SnoN
es un importante regulador negativo del TGFp en el sistema inmune, como lo
muestra la incapacidad de proliferacion de células T en ausencia de sno y en
presencia del TGFp.

Sin embargo, la regulacén genética mediada por el TGFp pocas veces es
tan lineal. La induccién de la transcripcion de sno por el TGFS es un ejemplo de
que esta citocina inmunosupresora induce a sus propios antagonistas.

Por lo tanto, bajo esta perspectiva, es posible que NFkB se encuentre
cooperando con el TGFB en la induccion de la expresién de sno. Se ha observado

que NFkB y Smad3 son capaces de cooperar fisica y funcionalmente en la
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induccion de la transcripcion de genes blanco del TGFp (Lépez-Rovira, et al.,
2000). Por lo tanto, es posible que estos dos factores de transcripcién se
encuentren sinergizando la regulacion de la transcripcion del gen blanco del TGF

sSno.

Existen pocos reportes en torno a la interaccion directa entre STAT4 y los
efectores del TGFp. Por lo tanto, realizar una prediccion en torno a la forma de
cooperacion (si es que se da) entre STAT4 y Smad2/3/4 en el gen de sno humano
y murino es aventurada, por lo que entre las perspectivas del presente trabajo se

encuentra la realizacion de una inspeccion experimental.

Las predicciones in silico de TFBS necesariamente contienen un gran
namero de falsos positivos (Lassig, 2007). En el presente trabajo se intentd
disminuir drasticamente el numero de falsos positivos considerando Unicamente
aquellos TFBS putativos conservados entre las dos especies de estudio y que
correspondan a TF tipicos de algun escenario fisiolégico o patoldgico en el que se
sepa que el TGFB juega un papel importante y que los niveles de expresion de
sno se encuentren alterados.

Se encontro en el TRE del gen sno en Homo sapiens y Mus musculus una
gran cantidad de TFBS putativos que incluso se sobrelapan frecuentemente
(Figura 18). Desde el punto de vista fisioldgico, el hecho de que los TFBS se
sobrelapen sugiere que la regulacion de la transcripciobn es compleja. Es decir,
que bajo determinadas circunstancias o estimulos, y en la presencia simultanea
de factores de transcripcion capaces de asociarse a un TFBS que se sobrelapa,
probablemente suceda un proceso de competencia o cooperacion entre estos
factores.

Por ejemplo, se ha reportado que YY1 ejerce su efecto inhibitorio sobre la
regulacion transcripcional de un gen al desplazar por competencia a un factor de
trancripcion activador cuya secuencia de union en el DNA esté traslapada con la
de YY1 (Gordon et al.,, 2006). En el presente trabajo se propone que este

mecanismo subyace la regulacion de la transcripcion del gen sno durante la
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diferenciacion muscular (figura 20). No obstante, no se efectuaran mas conjeturas
con relacion al traslape de algunos TFBS putativos hasta no comprobar

experimentalmente la funcionalidad de estas secuencias.

Antes de realizar un disefio experimental para la comprobaciéon de las
predicciones efectuadas en el presente trabajo, se centrara brevemente la
atencion sobre el gran numero de secuencias de unién a las Smads en el
promotor del gen sno con relacion a otros genes blanco del TGFB. Como contraste
se considera a smad7, ya que, como sno, es un regulador negativo del TGFp que
es activado transcripcionalmente por esta citocina.

El promotor de sno de las especies estudiadas presenta ocho SBEs y un
SIE, es decir, en total nueve elementos de union a Smads (Zhu et al., 2005). Por
otro lado, el promotor blanco del TGFB, smad7, presenta Unicamente un SBE.
Este SBE es indispensable para la respuesta transcripcional ejercida por el TGFp
sobre smad7 (Stopa et al., 2000). Estudios de mutagénesis dirigida sobre los sitios
de unidon a Smad en el gen sno muestran que la eliminacién de un SBE no es
suficiente para inhibidor la respuesta transcripcional al TGF3 sobre este gen (Zhu
et al., 2005).

El TRE en el gen smad7 detectado por Stopa et al. (2000) es mucho mas
pequefio (141pb) que en sno (514pb en Mus musculus y 508pb en Homo
sapiens). Desde un punto de vista estadistico, un mayor nimero de pares de
bases en el TRE de sno permite la presencia de un mayor numero de TFBS

aledafios y capaces de interactuar con las Smad.

En suma, la regulacién de genes blanco del TGFp, en particular de sno,
sucede por la uniébn de Smads a un SBE. Sin embargo, la union de Smad al DNA
no siempre es suficiente para inducir la expresion o represion de un gen blanco
del TGFB. Hay ahora un creciente nimero de ejemplos en los que Smad coopera
con otros factores de transcripcion para regular la transcripcion (Subramaniam et
al., 2001).
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Se han demostrado este tipo de interacciones entre las Smad y otros
factores de transcripién —tales como GR, AR, C/EBP, YY1, etcétera- en una gran
cantidad de genes blanco del TGF (Feng y Derynck, 2005).

Desde el articulo de Stroschein et al. (1999) se sabe que sno es un gen
blanco del TGFB. Sin embargo, fue soOlo hasta el trabajo de Ruoyun y
colaboradores en 2005 que se demostrd que la induccion de la expresion de sno
depende de la presencia de TFBS para Smads en el promotor de sno.

En el presente trabajo, se detectaron sitios de union putativos para factores
de transcripcion capaces de asociarse a las Smad (revisado en Feng y Derynck,
2005). Para ello, se utilizé el programa de prediccion de TFBS, Alggen. Se eligio
este programa porque fue el Unico capaz de detectar los SBE determinados
experimentalmente por Ruoyun y colaboradores en 2005. Ademas, se
seleccionaron solo aquellos TFBS putativos que se encuentran conservados entre
ambas especies de estudio (Homo sapiens y Mus musculus), ya que estudios,
como el de Levy y Hannenhalli (2002) que proponen que las zonas no codificantes
que se encuentran conservadas (similitud mayor o igual a 80%) muy
probablemente constituyen elementos regulatorios.

Se detectaron TFBS putativos para GR, AR, C/EBP, YY1, E2F, RXR, p53,
STAT4, MyoD, Miogenina, NFkB, STATy Sp1l en la vecindad (*£10pb) de los SBE
del gen sno determinados por Ruoyun y colaboradores en 2005 (Figura 18).

Los factores de transcripibn mencionados responden a una gran diversidad
de estimulos, presentes en distintas condiciones fisiologicas e incluso patoldgicas.
Por ejemplo, MyoD, Miogenina y YY1 son proteinas caracteristicas de la
miogénesis; E2F, RXR, C/EBP y p53 juegan un papel importante en la progresion
del ciclo celular; los receptores intercelulares GR y AR responden a cambios en la
concentracion hormonal, y NFkB y STAT4 son importantes moduladores de la
respuesta inmune innata.

Esto concuerda con los datos experimentales sobre las condiciones
fisiologicas y patoldgicas en las que se encuentra sobreexpresado sno. Wrighton y
colaboradores mostraron que sno esta sobreexpresado durante la miogéneis, Luo
revisé en 2004 su papel dual en el desarrollo de cancer, y Marina-Macias et al.

determinaron en 2002 que la expresién de sno aumenta durante la regeneracion
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hepatica, evento en el que el indice de proliferacion aumenta, y por tanto hay una
progresion del ciclo celular mas acelerada que en condiciones normales.

Paralelamente, se sabe que el TGFB protagoniza estos procesos de
miogénesis, cancer y regeneracion hepatica a través de sus efectores, las Smad.
Durante la miogénesis, el TGFp juega un papel inhibitorio (Liu et al., 2001). En la
regeneracion hepatica, el TGFB orquesta la sintesis de matriz extracelular
(Macias-Silva et al., 2002). Ademas, se sabe que el TGFS juega un papel
importante en la respuesta inmune (Liu et al., 2001). De manera analoga a SnoN,
se le ha adjudicado al TGFB un papel bifasico en el desarrollo de céancer
(Miyazono, 2003 y Luo, 2004).

De esta manera, es probable que bajo las circunstancias fisioldgicas en las
gue aumenta la expresion de sno, estén interactuando sobre el promotor de este
gen los efectores de la via del TGFp, las Smad, y otros factores de transcripcion
que responden a determinados estimulos presentes en las mencionadas
circunstancias fisiolégicas y/o patoldgicas. Esta interaccion tiene como
consecuencia un cambio en la expresion del gen sno, cambio que previamente se
habia detectado experimentalmente.

En el presente trabajo, se dedujeron estos TF a partir de un analisis in silito

del TRE de sno de Homo sapiens y Mus musculus.
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Propuestas para la validacion in vitro de las predicciones in silico

Esta seccidn se centra en proponer una estrategia experimental para la
validacion de las predicciones en torno a los TFBS. También el TSS putativo se
debe comprobar experimentalmente; sin embargo, no se abunda sobre técnicas
que permitan corroborar la posicion precisa del TSS en el gen sno de Mus
musculus y Homo sapiens porque se menciond anteriormente.

La presencia de TFBS putativos para TF capaces de asociarse con las
Smad en un promotor determinado no implica que estos factores modulen la
regulacion de la expresion del gen. Por ejemplo, la secuencia de respuesta a
E2F1 y al TGFB de hTERT presenta dos sitios de unién para la caja E, cinco cajas
CpGs de unién a Spl, cuatro sitios de unién a E2F1 y sélo un SBE. Sin embargo,
Lacerete et al. (2008) demostraron por medio de mutaciones puntuales de los
elementos de union a Sply a la proteina E, que interferir sobre la unién de los TF
no siempre modifican el efecto del TGF[ sobre la expresion de este gen blanco,
ya que solo la abolicion de todos los sitios de unidon a E2F1 suprimi6 el efecto del
TGFp sobre la expresion de hTERT. Cabe destacar que los TFBS mencionados
no se encuentran en la vecindad del SBE de hTERT.

De esta manera, es necesario realizar un andlisis exprerimental para
determinar la importancia relativa de cada uno de los TFBS putativos que se
detectaron en la vecindad de cada SBE de sno.

Hay una amplia gama de técnicas para la determinacion experimental de
TFBS y de su efecto sobre la expresion del gen blanco. La caracterizacion de TRE
de smad7, por ejemplo (Stopa et al., 2005), se realizé6 por medio de EMSA
(Electrophoretic Mobility Shift Assay) utilizando oligonucleétidos con TFBS
alterados, de tal suerte que es posible establecer la especificidad de unién a DNA
de los complejos TF-Smad con relacion a la presencia de TFBS. La influencia de
la asociacion de TF a sus sitios de unidn sobre la tasa de expresion del gen
blanco se establecié en este mismo trabajo por medio de ensayos de luciferasa
con TFBS mutados.

Para la comprobacion de las predicciones realizadas en el presente trabajo

se prone una estrategia similar.
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En primer lugar, es necesario determinar si el TF se une al TFBS que se
predijo en el presente trabajo. Para tales efectos se propone utilizar la técnica
EMSA. Para cada TF para el cual se detecté un TFBS putativo en las vecindades
de los SBE y/o el SIE en sno (TFX) se sugiere realizar el experimento con el TRE
de sno, afiadiendo las proteinas en la combinacion que en la Tabla 10 se sefialan.
Por el alto grado de identidad entre los TRE (79%, figura 17), y porque los TFBS
putativos a probar estan presentes en ambas especies de estudio, debe ser

indistinto si se utiliza el TRE de Homo sapiens o de Mus musculus.

Tabla 9. Propuesta para comprobar la funcionalidad de los TFBS putativos por medio de un EMSA.
El oligonucleétido que se debe someter al ensayo es el TRE de Homo sapiens o de Mus musculus.

TFX: TF para el cual se detectdé un TFBS putativo en las vecindades de los SBE y/o el SIE en sno.

Control Se espera unién, Mide uniéon  Unién

por Zhu et al. independiente del dependiente del

2005 TGFB TGFpB
Smad - + - +
TEX - - + +

Una vez que se ha detectado cuales son los TF que efectivamente se unen
a su TFBS en el TRE, se analiza el efecto de la eliminacion de los TFBS sobre la
expresion del gen blanco.

Para ello es necesario, en primer lugar, seleccionar una linea celular que
exprese los factores de transcripcién que se someteran a prueba.

Los efectos sobre la expresion de sno al alterar (“eliminar”) los TFBS se
pueden analizar por medio de un ensayo de luciferasa. Para ello, se propone
utilizar una poblacion de células sensibles al TGFf transfectadas con un plasmido
de expresion con el TRE de sno intacto y otra poblacion con los SBEs y el SIE
mutados, siguiendo las modificaciones a estos TFBS realizadas por Zhu et al.
(2005).

La “eliminacién” de los sitios de unién para los factores de transcripciéon
que se desean probar se puede realizar por medio de la introduccién de
oligonucledtidos decoy, que unen a los TF, impidiendo que se unan a su TFBS.

Los oligonucleétodos decoy son fragmentos de aproximadamente 20 pb

gue contienen secuencias de unidn para el factor de transcripcion en estudio. En
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los ultimos afios, los oligonucle6todos (ODN) han recibido mucha atencion, ya que
constituyen una manera de regular de manera selectiva la expresion genética.
Una vez dentro de la célula, los oligonucledtidos sintéticos que contienen el TFBS
son reconocidos especificamente por el TF que se desea inhibir. Asi, el factor de
transcripcion unido al oligonucle6tido, no es capaz de unirse a su TFBS en el
promotor del gen blanco (Crinelli et al. 2002).

Asi, la introduccién de oligonucleétodos decoy para un factor de
transcripcion determinado al nudcleo celular inhibe la unién del factor de
transcripcion a su TFBS. Por ejemplo, la transcripcién de p21 mediada por p53 se
bloquea completamente en respuesta a la introduccion del oligonucleétido decoy
(gancho/seductor) para p53 (Sakaguchi et al., 2005).

Para verificar que las mutaciones en el TRE y el uso de oligonucleétidos
decoy efectivamente previenen la unién de las Smad y los TFX a su TFBS, se
debe realizar un EMSA (Morishita et al., 1998).

Para determinar si los TF se unen a su TFBS putativo, se puede realizar,
ademas o en vez del EMSA, una inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP). Un Re-
ChIP permitiria visualizar ademas los TF que se unen al TRE y a alguna Smad.
Ademas, esta técnica permite evaluar la regulacion de la expresion del gen de sno

de manera endbgena.
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Predicciones con base en analisis in silico

En los ultimos afios se ha generado un gran numero de datos en las
ciencias de la vida. Con esta inmensa cantidad de informacién, se antoja
necesario realizar una sintesis de la misma con el objetivo de empezar a predecir
fendmenos. Los estudios in silico pretenden contribuir a este objetivo. No
obstante, la limitada capacidad de los algoritmos, el importante componente
azaroso e histérico en la biologia, asi como la inmensa complejidad de los seres
vivos dificulta esta empresa. Hasta la fecha, las predicciones in silico representan
invitaciones para los investigadores experimentales a seguir determinado camino.
Es decir, se pretenden reducir los callejones sin salida de la investigacion.

En el caso de las secuencias génicas regulatorias, la prediccion de TFBS
reduce considerablemente el numero de TF candidatos en un proceso
determinado de modulacién de la transcripcion. Por ejemplo, en el presente
trabajo se descartaron 44 de 56 factores de transcripcion y cofactores candidatos
capaces de participar en la regulacion genética de sno mediada por las Smad. Las
predicciones que se realizan en torno a los doce TF evidentemente deben ser
corroboradas experimentalmente. Las predicciones in silico normalmente crean
falsos positivos, pero los fasos negativos practicamenre no aparecen (Halfon y
Michelson, 2002). Sin embargo, cabe mencionar que en el presente trabajo, los
falsos negativos puden estar representados por los TF capaces de modular la

accion del TGFp independientemente de la presencia de un TFBS.

Dado que un factor de transcripcion es capaz de encontrar su TFBS
funcional, actualmente se busca que los investigadores también seamos capaces
de predecir esta secuencia. Si esto es posible, entonces podemos predecir las
interacciones genéticas especificas construyendo redes regulatorias a partir de
datos de secuencias. El analisis de DNA regulatorio es uno de los mayores topicos
en la investigacion en el area de la bioinformatica. Sin embargo, la determinacién
de interacciones génicas a partir de la predicciéon de TFBS no es tarea facil. El
andlisis de secuencias regulatorias requiere de criterios estadisticos que permitan

distinguir entre TFBS funcionales y falsos positivos (Lassig, 2007).
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El presente trabajo predice TFBS en el promotor del gen sno de Homo
sapiens y Mus musculus con el fin de apuntar sobre las sefales intra- y
extracelulares que interfieren con la regulacién de la expresion de sno mediada
por el TGFp, ya sea positiva- 0 negativamente, en sinergia o antagonismo.

El método que se siguié fue un analisis in silico del promotor de sno, en
particular de la secuencia regulada por el TGFp (TRE). Se combiné el método de
prediccion de TFBS cuyo punto de partida es la base de datos TRANSFAC con la
selecién de las posibles secuencias regulatorias conservadas evolutivamente. La
busqueda de TFBS putativos se realizé con el programa Alggen que detecta
subsecuencias por medio de una matriz posicional dependiente del peso
(Positional Wight Matrix, PWM).

Esta matriz contiene una descripcion cuantitativa de las variaciones de
pares de nucledtidos en cada posicion del TFBS. Las PWM para cada TFBS se
han obtenido a partir de datos experimentales, en particular por medio del estudio
de la unibn de un factor de transcripcibn a su TFBS y la subsiguiente

determinacion de la secuencia consenso. En la figura 23 se muestra un ejemplo.

. Smad3 [T04096] | was predicted in:

TREensnodeMusmusculus TGTCTGAGCC ACCGCAGACA

23 34 30 43
5.15% 4.68%
0.01373 0.02451
0.00760 0.00640
Consensus sequence and matrix:
£1 % “Puntaje” asignade; si A, entonces 10,
|; 1315010010 0 fio siC,GoT, entonces(
|E 1101100 0 0 10]0 Se denomina msj
Gl 20620 0100 00
ﬁ 32110 0 0 0 0]0 Secuencia consenso

" I valor de la matriz,
|T|:|E|I|E|T|E|T|E|I| z;‘.—l Mg, 4 jiﬁd::lloolas: EI 1|)Il]|]|:tt:1;1:3 por

posicion j del simbolo s

Figura 23. Ejemplo del modus operandi del programa Alggen.
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Ademas de la detecciébn de subsecuencias semejantes a determinados
TFBS, la presencia de sitios de union para factores de transcripcion capaces de
interactuar con las Smad (resefiado en Feng y Derynck, 2005) se propuso
exclusivamente para los TFBS detectados por Alggen para las dos especies de
estudo. Es decir, que la probabilidad de la funcionalidad de elementos regulatorios
aumenta considerablemente si estas secuencias estan conservadas (Levy y
Hannenhalli, 2002; Loots y Ovcharenko, 2004).

Este método de deteccion de TFBS putativos es analogo al que utiliza el
programa rVista 2.0. Loots y Ovcharenko (2004) probaron el poder predictivo de
este programa intentando detectar SBEs en el promotor de NKX2.5, un gen blanco
del TGFB. En una secuencia de 7kb, el programa detecté cuatro SBEs dentro de
un elemento conservado de 2 kb que previamente se habia catalogado como
fundamental para la regulacion de NKX2.5. Ademas, un SBE coincidié con una
base que anteriormente se habia determinado experimentalmente como
fundamental para la inducion de la expresion de este gen.

Los resultados de Loots y Ovcharenko (2004) muestran que la prediccion in
silico de secuencias regulatorias puede servir como un primer esbozo de la
regulacion genética. Evidentemente, los resultados que por esta via se obtengan,

deben ser siempre corroborados experimentalmente.
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Conclusion

En el presente trabajo se realizO un analisis bioinformatico de los
promotores de sno de Homo sapiens y de Mus musculus. En primer lugar, se
detectd satisfactoriamente una secuencia de 5kb para cada especie de estudio,
gue llamamos promotor del gen sno, que presenta los dos médulos regulatorios
gue habian sido detectados experimentalmente con anterioridad. Tres métodos
distintos permitieron establecer un TSS putativo que, aunque debe ser
corroborado experimentalmente, da un panorama de las distancias entre los
maddulos regulatorios y el inicio de la transcripcion. Provisionalmente se descarto
la presencia de TFBS para factores basales de la transcripcion en la zona nucleo
del promotor de sno de ambas especies. La ausencia de estos TFBS putativos
concuerda con el hallazgo de una zona rica en CpGs en esta zona. A lo largo de
la investigacion se compararon las secuencias analizadas, obteniendo un alto
grado de conservacion entre las regiones regulatorias. Un gran numero de
criterios permitié establecer doce TF candidatos que pueden influir sobre la tasa
de transcripcion de sno en el contexto del TGFp. La mayoria de estos TF son
tipicos de determinados escenarios fisiopatolégicos que concuerdan, en muchos
casos, con una alteracion en los niveles de sno, asi como algun papel
sobresaliente del TGF.

Como perspectivas del trabajo, se propone corroborar las predicciones in
silico, por ejemplo a través de técnicas experimentales como el EMSA, el ChIP y
Re-ChlIP, y ensayos con genes reporteros.

Finalmente, el presente trabajo representa una invitacion a investigadores
experimentales a considerar para la elaboracion de sus hipétesis las
predicciones realizadas in silico, ya que pueden disminuir -de manera

considerable- los senderos sin salida en la investigacion.
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Hipergrafia

¢

Programas:

- Traduccién de secuencia en formato GenBank a FASTA
http://www.ebioinfogen.com/biotools/genbank-fasta.htm

- Alineacion de dos secuencias
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/bl2seq/wblast2.cqi

http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN form.html

http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw?2/index.html

- Comparacion de una secuencia con el genoma total de un
organismo:

H. sapiens:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/sea/BlastGen/BlastGen.cqi?ta
xid=9606

M. musculus:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/BlastGen/BlastGen.cqgi?ta
xid=10090

- Analisis de sitios de union a factores transcripcionales
http://Alggen.Isi.upc.es/

-112 -


http://www.ebioinfogen.com/biotools/genbank-fasta.htm
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http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/BlastGen/BlastGen.cgi?taxid=9606
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/BlastGen/BlastGen.cgi?taxid=9606
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/BlastGen/BlastGen.cgi?taxid=10090
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/BlastGen/BlastGen.cgi?taxid=10090
http://alggen.lsi.upc.es/
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