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Abreviaturas 

8Br-AMPc: 8-bromo–adenosin-monofosfato cíclico. 

AMPc: 3´5´-adenosin-monofosfato-cíclico. 

AP-1: Proteína activadora 1. 

gal: β-galactosidasa. 

CRE: Elemento de respuesta a AMPc. 

CREB: Proteína de unión al elemento de respuesta a AMPc. 

CREB-P: CREB fosforilado. 

Db-AMPc: Dibutiril-adenosin-monofosfato cíclico. 

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium. 

DNA: Ácido desoxirribonucleico. 

FBS: Suero fetal bovino. 

Forsk: Forskolina. 

HS: Suero de caballo. 

Luc: Luciferasa. 

NPV: Núcleo paraventricular. 

ONPG: orto-nitrofenil-β-galactosida. 

PBS: Amortiguador de fosfatos salinos. 

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa. 

PKA: Proteína cinasa A. 

RLU: unidades relativas de luz. 

RNAm: Acido ribonucleico mensajero. 

S-DMEM: DMEM Suplementado. 

T3: triiodotironina. 

TH: Hormonas tiroideas. 

TRE: Elemento de respuesta a hormona tiroidea. 

TPA: 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato. 

TR: Receptor de hormona tiroidea. 

TSH: Tirotropina. 

TRH: Hormona liberadora tirotropina. 

 

 

 

 

 



2 

 

Resumen 

El gen de TRH está sujeto a regulación tanto positiva como negativa a través de la interacción 

de factores de transcripción con distintos sitios en su promotor. Entre estos se encuentran los 

elementos de respuesta a AMPc (CRE) y a hormonas tiroideas (TRE), siendo reguladores positivo y 

negativo respectivamente. Estudios previos proponen que la regulación por AMPc mediada por 

CREB, está dada por un sitio CRE localizado a -59/-52pb del inicio de la transcripción (CRE1; 

Harris, et al., 2001) el cual se sobrepone al sitio propuesto para la regulación por T3 (-59/-54) 

mediado por el receptor a hormona tiroidea (TR) (Hollenberg, et al., 1995; Satoh, et al., 1996). 

Análisis recientes en cultivos de células hipotalámicas, demostraron la unión de los factores de 

transcripción pertenecientes a las familias CREB/ATF y Sp/Krüppel a otro sitio CRE (CRE2; -101/-

94) y sus secuencias adyacentes (caja GC y elemento CACCC) en respuesta al estímulo con un 

análogo del AMPc mientras que TR se unió al sitio CRE1 en respuesta a T3 (Díaz-Gallardo, et al., 

2010a y 2010b). Esto sugiere que en células hipotalámicas, CRE2-Ext es el elemento de respuesta 

a AMPc y CRE1 de respuesta a T3. Para dilucidar la contradicción de estos resultados con los de 

Harris et al., (2001) quienes postulan al sitio CRE1 como el mediador de la respuesta al AMPc en 

el promotor de TRH, se realizaron transfecciones con vectores que codifican para la enzima 

luciferasa bajo el control del promotor silvestre de TRH así como otros que presentan deleciones 

en los sitios CRE2, GC, CACCC ó CRE1. Las células fueron estimuladas con T3 o con un activador de 

la vía de PKA y se midió la actividad del reportero. En los estímulos con T3 se encontró que todas 

las mutaciones utilizadas, presentaron la misma inhibición mostrada por el promotor silvestre, sin 

embargo, estos resultados no son concluyentes debido a que recientemente se reportó que el 

cDNA de luciferasa es regulado negativamente por T3, independientemente del promotor bajo el 

que se encuentre (Misawa, et al., 2012). También se muestra que sólo las mutaciones en los sitios 

CRE2, GC y CACCC interfieren con la respuesta al activador de PKA mientras que las mutaciones 

en CRE1 mimetizan el efecto observado con el promotor silvestre. En conjunto estos resultados 

demuestran que, en el promotor de TRH, el sitio CRE2 es el elemento de respuesta a AMPc y nos 

permiten proponer un efecto sinérgico en la respuesta a la activación de la vía de PKA 

probablemente mediado por la interacción entre factores del tipo CREB/ATF y Sp/Krüppel. 
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Introducción 

1. Los ejes neuroendócrinos y la homeostasis. 

El crecimiento, el desarrollo y la reproducción son regulados por interacciones entre el 

sistema endócrino y el sistema nervioso: casi todas las secreciones endócrinas son 

controladas directa o indirectamente por el cerebro y recíprocamente casi todas las 

hormonas ejercen una influencia sobre la actividad neuronal. Tanto las neuronas como las 

glándulas endócrinas, estimulan diversas células blanco por medio de mediadores químicos 

que interaccionan con receptores celulares específicos (Reichlin, 1998). En la regulación 

neuroendócrina, los péptidos, también llamados neurohormonas, son liberados de la 

eminencia media del hipotálamo hacia la circulación para ejercer su acción a distancia (Akil, 

et al., 2003). Existen varios ejes neuroendócrinos organizados de una manera jerárquica, con 

el control de su función iniciada en el cerebro, pasando por la pituitaria anterior y 

terminando con la producción de hormonas en un órgano determinado, entre estos se 

encuentran los ejes: hipotálamo-pituitaria-adrenal (HPA) e hipotálamo-pituitaria-tiroides 

(HPT) (Akil, et al., 2003). 

La homeostasis se define como el mantenimiento de las condiciones internas del cuerpo 

dentro de un estrecho rango fisiológico, por ejemplo: la temperatura, presión sanguínea, el 

metabolismo basal y el balance energético (Bear, et al., 2001). Una de las principales 

funciones del sistema neuroendocrino es la regulación de la homeostasis en los mamíferos, 

siendo las hormonas adrenales y tiroideas los principales factores catabólicos reguladores 

(Joseph-Bravo y de Gortari, 2007), por lo que los ejes HPA y HPT son fundamentales en el 

balance energético. 

El eje HPT responde a distintos estímulos fisiológicos: las terminales axónicas en la 

eminencia media, provenientes de las neuronas parvocelulares del Núcleo Paraventricular del 

hipotálamo (NPV), liberan la Hormona Liberadora de Tirotropina (TRH) al sistema portal que 

comunica al hipotálamo con el lóbulo anterior de la pituitaria o adenohipófisis. La TRH en la 

adenohipófisis induce la síntesis y liberación de la Hormona Estimulante de la Tiroides o 

Tirotropina (TSH) por células especializadas llamadas tirótropos; la TSH se secreta hacia el 

sistema circulatorio y llega a las células foliculares de la tiroides en las cuales estimula la 
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producción y liberación de las Hormonas Tiroideas (TH) triiodotironina (T3) y 

tetraiiodotironina (tiroxina, T4) (Nillni, 2010). Un fuerte aumento en la concentración de TH 

ejerce un efecto retroalimentador negativo, mediado por el receptor de hormonas tiroideas 

(TR), sobre la pituitaria y el NPV, inhibiendo la síntesis y liberación de TSH y de TRH 

respectivamente (Koller, et al., 1987; Segerson et al., 1987). Las hormonas tiroideas son 

responsables del metabolismo basal, la termogénesis y participan en la producción endógena 

de glucosa, en la lipólisis y proteólisis, que proveen sustratos para el gasto energético 

(Alkemade, 2010). 

2. Mecanismo molecular de acción de las hormonas tiroideas. 

La T3 es la forma activa a nivel transcripcional, actuando por medio de sus receptores TRα 

o TRβ, que reconocen elementos de respuesta en la región promotora activando o inhibiendo 

la transcripción de muchos genes (Cheng et al., 2010). Los TR pertenecen a la familia de 

receptores nucleares capaces de modular la transcripción de sus genes blanco de forma 

dependiente e independiente de ligando (Cenni y Picard, 1999). Los genes que codifican a 

TRα y TRβ generan seis isoformas por procesamiento alternativo del RNAm, cuatro de las 

cuales son capaces de unirse a T3: TRβ1, TRβ2, TRβ3 y TRα1 y se piensa que la función de las 

restantes (TRα2 y TRα3) es inhibir la acción de las primeras (Lazar, et al., 2003; Cheng, et al., 

2010). En genes regulados positivamente por T3, el TR en ausencia de ligando se encuentra 

unido a un elemento de respuesta a hormonas tiroideas (TRE) del promotor y se asocia con 

complejos co-represores que incluyen proteínas como el co-represor nuclear (NCoR), el 

mediador del silenciamiento de los receptores retinoicos y tiroideos (SMRT), la transducina 

beta tipo 1 (TBL1) y la desacetilasa 3 de histonas (HDAC3) lo que trae como consecuencia la 

formación de heterocromatina y la represión transcripcional. En presencia de T3 este 

complejo co-represor se disocia y en su lugar se recluta un complejo co-activador que incluye 

al co-activador de receptores a esteroides 1 (SRC1), a la proteína de unión a CREB (CBP) y al 

factor asociado a p300/CBP (P/CAF) lo que activa la transcripción (Ishizuka y Lazar, 2003; Li, et 

al., 2002). El mecanismo por el que se lleva a cabo la represión transcripcional inducida por 

T3 no está bien determinado. Existen varios modelos; uno propone, al igual que en la 

activación, la unión constitutiva de un homodímero de TR o un heterodímero con el receptor 
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X a retinoico (RXR), a un TRE y que la unión de T3 a TR sirve de señal de intercambio entre 

complejos co-reguladores inhibiendo la transcripción (figura 1A). En otro, el complejo TR-

RXR/co-regulador se asocia a un factor transcripcional (TF X en la figura 1) que sí está sobre el 

DNA (figura 1B) y la unión de T3 actúa como en el modelo anterior. Por último, el TR-RXR 

podría reprimir indirectamente la transcripción al secuestrar co-reguladores evitando que se 

encuentren disponibles para interactuar con otros factores de transcripción (figura 1C) 

(Weitzel, 2008). 

 

              A)  

                  C) 

 

 

 
              B) 

 
 

Figura 1. Modelos alternativos para la regulación negativa por hormonas tiroideas. Tomado de Weitzel, 2008. 
TH=Hormonas tiroideas, TR=Receptor de TH, RXR= Receptor X a retinoico, TRE=Elemento de respuesta a TH, CoA=Co-
activador, CoR=Co-represor, TF X=Factor de transcripción X. Ver texto. 

 

3. Regulación de la biosíntesis de TRH. 

La TRH es un tripéptido cuya secuencia es piroGlu-His-ProNH2 (Boler, et al., 1969; Burgus, 

et al., 1969), que se deriva de un precursor proteico de 26 KDa (Lechan, et al., 1986). Varias 

áreas del Sistema Nervioso Central sintetizan TRH entre las que se encuentran la amígdala, la 

pituitaria y el hipocampo pero es en el NPV del hipotálamo en donde se presenta una mayor 

concentración (Lechan y Fekete, 2006). La TRH también se encuentra en las gónadas, el 

corazón, la próstata, el páncreas, la placenta e intestino  (Iversen, 1995; Wilber y Xu, 1998). La 

TRH producida en el NPV del hipotálamo es un componente integral para el mantenimiento 

de la homeostasis de las hormonas tiroideas (Lechan y Fekete, 2006); las neuronas 

parvocelulares del NPV sintetizan el RNAm que codifica para el precursor proteico de la TRH; 

éste es procesado por las enzimas pro-hormona convertasa 1 y 2 y es transportado por la vía 

de secreción regulada hasta las terminales axónicas presentes en la eminencia media en 
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donde es liberado en respuesta a un estímulo neuronal (Nillni y Sevarino, 1999). Las neuronas 

TRHérgicas del NPV responden a distintos estímulos como el ayuno, estrés por frío, los ciclos 

circadiano y estral, etc. modulando los procesos de liberación y la síntesis del TRH. 

 La biosíntesis de la TRH en el NPV está sujeta a regulación por influencias neuronales 

inducidas por estímulos como la exposición al frío y por diversas hormonas como los 

glucocorticoides y las TH. En el gen de TRH de rata, la secuencia comprendida entre las 

posiciones -547 y +84 (con respecto al sitio de inicio de la transcripción [+1]), confiere casi 

toda la actividad transcripcional basal en un modelo de células transfectadas (Balkan, et al., 

1998). Esta región presenta elementos de respuesta para los factores transcripcionales como 

los TR, CREB (Proteína de Unión al Elemento de Respuesta a AMPc), Proteína Activadora 1 

(AP-1), Proteína Específica 1 (Sp1) y el receptor de glucocorticoides (GR) entre otros (figura 2; 

Joseph-Bravo, et al., 2006). La caja TATA se encuentra en la posición -28 del gen de rata (Lee, 

et al., 1988). Dos elementos similares a la secuencia del Elemento de Respuesta a AMPc (CRE) 

se localizan en el promotor del gen de TRH: a) el sitio 4 o CRE1 (5' TGACCTCA 3') (Hollenberg, 

et al., 1995; Harris, et al., 2001)  localizado en la posición  -59/-52, se sobrepone con un 

Elemento de Respuesta a Hormona Tiroidea (TRE) (-59/-52; 5'AGGTCA 3') y es reconocido 

como un sitio importante para la regulación negativa por TH (Satoh, et al., 1996) y  b) el sitio 

CRE2 (5' TGCCGTCA 3') localizado en la posición -101/-94 (Yang, et al., 1992). Cerca del sitio 

CRE2 se puede identificar una región rica en GC (5’ GGGCGGG 3’ -119/-113) y un elemento 

CACCC (-92/-98) que comúnmente se asocian a factores de transcripción de tipo Krüppel/Sp1 

(Kaczynski, et al., 2003; figura 2). Un análisis reciente mostró que los sitios de unión para 

CREB (CRE1/TRE y CRE2), TR (CRE1/TRE), Sp1 (Caja GC y el elemento CACCC) y STAT se 

encuentran conservados en el promotor de TRH en varios mamíferos, incluyendo el humano 

y el ratón (Wallis, 2010). 

El efecto retroalimentador negativo que ejercen las hormonas tiroideas sobre la síntesis de 

TRH ocurre preferentemente por TRβ2 (aunque el tipo β1 también tiene efectos inhibitorios) 

(Chiamolera y Wondisford, 2009; Chiamolera, et al., 2012) y se encuentra limitado a unos 

pocos tejidos en el organismo. Se ha postulado que la especificidad regional se debe a las 

diferencias en la expresión del TRβ2 y de los factores intracelulares que participan en la 
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inhibición, como podrían ser los co-reguladores que son reclutados por el TR e inclusive la 

ausencia-presencia de alguna de las isoformas del mismo TR. Ensayos en sistemas 

heterólogos, utilizando un gen reportero bajo el promotor de TRH y co-transfectando el 

receptor TRβ2, demostraron el efecto inhibitorio de T3 identificando al TRE (5' AGGTCA 3'), 

denominado sitio 4, como el mediador de esta respuesta; ensayos de retardo electroforético 

demostraron que este sitio es reconocido por todos los TR y también, formando  

heterodímeros con el receptor X a retinoico (RXR) (Satoh, et al., 1996; Hollenberg, et al., 

1995). Paralelamente a la identificación del sitio 4 como el TRE, se determinó una mínima 

participación en la respuesta a T3 de una secuencia localizada en la posición +14/+19 

(5´GGGTCC 3’) y que es parte del intrón 1; a esta secuencia se le llamó sitio 5, sin embargo no 

se reportó la unión de TR a ella (Hollenberg, et al., 1995). Al hacer la comparación entre 

especies, se encontró que el sitio 5 sólo se encuentra en el promotor de TRH de humano y no 

en el de rata o ratón. 

 

 

Figura 2. Representación grafica del promotor proximal del gen de TRH (-240/+40) en el que se esquematizan algunos 
sitios de unión a factores de transcripción importantes en su regulación. AP-1=Proteína activadora 1, GR=Receptor de 
glucocorticoides, STAT=Transductor de señales y activador de la transcripción, TR=Receptor de hormonas tiroideas, 
CREB=Proteína de unión al elemento de respuesta a AMPc, Sp/Krüppel=Factores de la familia Sp (proteína 
específica)/Krüppel, GREc=Elemento compuesto de respuesta a glucocorticoides, CRE1=Elemento de respuesta a 
AMPc 1 (también Sitio 4 en texto), CRE2=Elemento de respuesta a AMPc 2, CRE2-Ext=CRE2 extendido. 

 

4. Participación de CREB en la regulación de TRH. 

El incremento en los niveles de RNAm de TRH en el NPV en respuesta a estímulos neurales 

inducidos, por ejemplo, por exposición al frío, ocurre en forma rápida y transitoria (30-60min) 

lo cual puede ser reproducido in vitro, mediante la estimulación de células hipotalámicas con 

análogos del AMPc o activadores de la Proteína Cinasa A (PKA) (Uribe, et al., 1993; Pérez-
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Martínez, et al., 1998). La activación de la PKC también tiene efectos estimuladores pero a 

tiempos más largos (Uribe, et al. 1995). Las respuestas rápidas al incremento en los niveles 

intracelulares de AMPc se explican por la activación de factores transcripcionales existentes 

como CREB. El aumento en el AMPc intracelular provoca la disociación de las subunidades 

reguladoras de la PKA, liberando a las subunidades catalíticas que se translocan al núcleo en 

donde fosforilan a CREB en el residuo Ser133. Cinasas como MSK-1, AKT, CaMII/IV, etc. 

también son capaces de fosforilar a CREB. En los modelos in vitro, los aumentos intracelulares 

de AMPc se ocasionan al incubar las células con análogos permeables como el 8Br-AMPc y el 

dibutiril-AMPc o con compuestos activadores de las adenilato ciclasas (enzimas capaces de 

sintetizar el AMPc) como la forskolina. La forskolina mimetiza la acción de algunos receptores 

acoplados a proteínas G, los cuales estimulan la actividad de las adenilato ciclasas en 

respuesta a la interacción ligando-receptor. Dentro de estos receptores se encuentra los 

receptores adrenérgicos, los cuales incrementan los niveles de AMPc y activan la vía de 

señalización de PKA en respuesta a la unión de adrenalina o noradrenalina (Wallukat, 2002). 

El factor transcripcional CREB, junto con otros como c-Jun y c-Fos, pertenece a la familia 

bZip que se caracterizan por poseer un zipper de leucina y un dominio básico que les 

permiten interactuar con otras proteínas y con el DNA (Shaywitz y Greenberg, 1999). La 

activación transcripcional por CREB está bien caracterizada: inicia con la actividad de cinasas 

que lo fosforilen (como la PKA); el CREB fosforilado (CREB-P) se une a su elemento de 

respuesta (CRE) y recluta moléculas co-activadoras como TORCs y p300/CBP que interactúan 

con la maquinaria basal de transcripción o promueven la acetilación de residuos específicos 

de histonas, llevando con esto a la activación transcripcional (Impey y Goodman, 2001; 

Roesler, 2000; Sands y Palmer, 2008; Sassone-Corsi, 1998; Shaywitz y Greenberg, 1999). 

 

Antecedentes 

En el laboratorio se ha estudiado por varios años la regulación de la biosíntesis de TRH en 

sistemas in vivo e in vitro. En la introducción se detallaron los elementos de respuesta a TR, 

GR y los sitios postulados como CRE: CRE2 y sitio 4 ó CRE1 presentes en el promotor de TRH. 

El papel estimulatorio de CREB en la transcripción del gen de TRH se demostró primero en un 
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sistema heterólogo de células HEK293T transfectadas con el gen reportero luciferasa bajo el 

control del promotor del gen de TRH (Harris, et al., 2001). Estos autores propusieron la 

secuencia 5' TGACCTCA 3' en el sitio 4, como el sitio de respuesta a AMPc del promotor de 

TRH. La propuesta de que el sitio 4 es el CRE se basó en las siguientes evidencias obtenidas 

con las células HEK293T y la co-transfección de CREB y TRH-Luc: a) extractos nucleares de 

estas células estimuladas con AMPc, mostraron unión a un oligonucleótido conteniendo esta 

secuencia y, b) la transfección del promotor con el sitio 5’ TGACCTCA 3’ mutado por 5’ 

TAAAATCA 3’, disminuyó la transcripción basal y se perdió la respuesta a la estimulación por 

AMPc. Demostraron además, que la incubación con la Hormona Estimuladora de α-

Melanocitos (la cual incrementa los niveles de CREB-P), aumenta la expresión del gen de TRH; 

este efecto estimulatorio se reduce en células co-transfectadas con TRβ2 e incubadas con T3 

(Hollenberg, et al., 1995). Estos autores postularon que el TR competía con CREB por el sitio4. 

Contrario a esto, en el laboratorio, la estimulación de cultivos primarios de hipotálamos 

fetales de rata con un análogo de AMPc, no indujo la formación de complejos proteína-DNA 

al co-incubar los extractos nucleares con un oligonucleótido que contenía la secuencia del 

sitio 4 pero sí a un oligonucleótido que contenía la secuencia CRE2; ensayos de retardo 

electroforético revelaron la unión de CREB-P a este sitio (Cote-Vélez, et al., 2005). Además, 

extractos nucleares de células hipotalámicas estimuladas con 8Br-AMPc protegieron el sito 

CRE2 de la digestión por DNAsa mientras que la región CRE1 sólo fue protegida por extractos 

de células estimuladas con T3 (Díaz-Gallardo, et al., 2010a; Díaz-Gallardo, et al., 2010b). El 

análisis de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) identificó a CREB-P y c-Jun como algunos 

de los factores estimulados con 8Br-AMPc que se unen a CRE2 y no a CRE1, mientras que TRβ 

se unió a CRE1 cuando las células eran estimuladas con T3 (Díaz-Gallardo, et al., 2010a; Díaz-

Gallardo, et al., 2010b).El papel crucial de CREB en la activación del promotor de TRH al 

estimular con AMPc quedó demostrado al co-transfectar ya sea con un vector de expresión 

para CREB o con una dominante negativa incapaz de unirse al DNA (CREB-A); con CREB-A se 

eliminó la respuesta al análogo de AMPc y disminuyó la actividad basal casi por completo 

(tabla 1; Pérez-Maldonado, 2010; Cote-Vélez, et al., 2011). 
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Tabla 1.Participación de CREB en la respuesta a AMPc del promotor de TRH. 

Plásmido Actividad Luc/gal 

Control sin estímulo 100±16 

Control + AMPc 158±27 

CREB 75ng + AMPc 206±5 

CREB 150ng + AMPc 224±24 

CREB-A 75ng + AMPc 33±3 

CREB-A 150ng + AMPc 28±5 

Un exceso de CREB aumenta la respuesta al AMPc y una dominante negativa (CREB-
A) la disminuye por debajo de los niveles basales. Se midió la actividad Luc/gal en 
células transfectadas y estimuladas con dibutiril-AMPc. Promedio ± error estándar. 
Reportado en Pérez-Maldonado, 2010. 

 

En una revisión reciente (Nillni, 2010) se propone que la dicotomía entre nuestros 

resultados y los de Harris con respecto a CRE1 son el resultado de la especificidad celular ya 

que en el laboratorio se usaron células hipotalámicas, mientras que Harris utilizó células 

HEK293T (derivadas de riñón de humano). Sin embargo, el trabajo de Harris mostraba un 

abatimiento casi total en la transcripción basal al utilizar la mutante del sitio 4. Si el CRE-2 es 

el elemento responsivo a aumentos en el AMPc, no tendría por qué afectar la respuesta una 

mutación en el sitio 4 ó CRE1. 

Estudios recientes (Yachovchuk, et al., 2010) indican que en promotores que presentan 

caja TATA, el complejo de pre-inicio de la transcripción ocupa desde -40 hasta +39, a sólo 

12pb del sitio CRE1 (-52/-59), por lo que mutaciones en este sitio que alteren la topología del 

DNA podrían abatir los niveles de transcripción al impedir que se reclute el complejo de pre-

inicio. Debido a que este comportamiento se observó en la mutante empleada por Harris, se 

decidió analizar si el cambio de la secuencia 5’ TGACCTCA 3’ por 5’ TAAAATCA 3’ en CRE1 

ocasionaba tales cambios en la conformación topológica de esta región del promotor. Un 

análisis in silico realizado por Ana Gutiérrez (tutor: Dr. E. Merino) sobre la curvatura del DNA 

(Olivares-Zavaleta, et al., 2006) mostró una potencial deformación de la mutante AAAA 

comparado a la secuencia el promotor silvestre, lo que puede indicar que el abatimiento de la 

actividad basal reportada con esta mutante pudiera deberse a este cambio topológico y no a 

una incapacidad de reconocimiento de la secuencia por el factor CREB-P. El vector Mut5 se 

diseño para arrojar más información sobre esta posibilidad; como ya se dijo, a diferencia del 

promotor de TRH de humano, el de rata no presenta la secuencia del sitio 5, sin embargo su 

posición se tomó de referencia para realizar las mutaciones de Mut5 (Sitio 5r). Para poder 
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elucidar la participación de los sitios CRE1, CRE2, caja GC y elemento CACCC, se diseñaron 

mutantes en estos sitios que fueron sintetizados por el Dr. Joel Osuna (IBT), y se compararon 

las respuestas a estimulación por forskolina (un activador de la vía de PKA) y por T3. Este 

trabajo se inició en dos tesis de licenciatura del laboratorio, incluyendo la mía (Pérez-

Maldonado, 2010; Barrera-Dircio, 2010) y parte de él ya se encuentra publicado (artículo 

anexo: Cote-Vélez, et al., 2011). En ambas tesis se empezó a determinar el papel de los sitios 

CRE1 y CRE2 en respuesta a la activación de PKA utilizando algunas de las mutantes que 

también se emplearon en este trabajo. Se reportó que mutaciones puntuales en la secuencia 

de CRE1, no modifican la actividad basal ni la respuesta a la forskolina cuando se comparan 

con la secuencia silvestre, en contraste, cambios en la secuencia del sitio CRE2 o su 

sustitución por una secuencia idéntica a la de CRE1 disminuyen la actividad basal y la 

estimulada (tabla 2). 

 

Tabla 2. Mutaciones en CRE2 y no en CRE1 afectan la respuesta del promotor de TRH a la activación de PKA. 

Plásmido Control Forsk 10µM 4hrs Forsk 10µM 6hrs 

TRH-Luc (Secuencia silvestre) 100±4.5 157±7.1 239±10.8 

p766 (Mutante en CRE1) 114±6.9 195±6.2 262±12.6 

p767 (Mutante en CRE1) 112±12.8 139±13 218±28.8 

p1808 (Dos sitios CRE1; sin CRE2) 55±7.0 78±10 116±10.5 

p1805 (Mutante en CRE2) 74±9.6 90±13 112±9.7 

Se midió la actividad Luc/gal en células C6 transfectadas. Promedio ± error estándar. Datos reportados en Pérez-Maldonado, 
2010 ó Barrera-Dircio, 2010. 

 

En conjunto, estos resultados indican que la activación transcripcional del gen de TRH 

inducida por la elevación de los niveles intracelulares de AMPc está mediada por la unión de 

CREB-P a la región CRE2 mientras que el sitio CRE1 se une a TR y no a CREB-P. El presente 

trabajo da continuidad a esta propuesta al incluir deleciones completas de los sitios CRE1 y 

CRE2 y ayuda a determinar la participación de los sitios adyacentes a CRE2 en la respuesta a 

la activación de la vía de PKA; además se explora el comportamiento de las mutaciones en el 

sitio CRE1 en respuesta a la estimulación con T3. 
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Hipótesis 

El aumento de la transcripción del gen de TRH por la activación de la vía de PKA se 

encuentra mediado por el sitio CRE2 mientras que la inhibición de la transcripción por T3 se 

encuentra mediada por el sitio CRE1. Mutaciones en CRE1 que eliminan la unión de TR, 

deberían eliminar el efecto inhibitorio en la transcripción de TRH en respuesta a la 

estimulación con T3 sin alterar la respuesta a activadores de la vía de PKA. La posible 

interacción entre eventos estimuladores (activación de vía de PKA) e inhibidores (T3) se debe 

no a una competencia por el sitio de unión, sino al balance estequiométrico de los factores 

de transcripción o co-reguladores requeridos. 

 

Objetivo general 

Determinar la participación de los sitios CRE2, caja GC y elemento CACCC en la regulación 

de la transcripción de TRH en la respuesta a la activación de la vía de PKA y la participación 

del sitio CRE1 en respuesta a la estimulación con T3. 

 

Objetivos particulares 

a)  Diseñar mutantes puntuales en los sitios CRE1, CRE2, caja GC y elemento CACCC del 

promotor de TRH, que, de acuerdo a un análisis in silico, no fueran reconocidas por los 

factores transcripcionales CREB, TR y Sp1. 

b) Cuantificar y analizar la expresión del gen reportero acoplado al promotor de TRH 

silvestre o mutado en los sitios CRE1, CRE2, GC y CACCC en respuesta a la activación de la vía 

de PKA. 

c) Cuantificar y analizar la expresión del gen reportero acoplado al promotor de TRH 

silvestre o mutado en el sitio CRE1 en respuesta a la estimulación con T3. 

 

Estrategia experimental 

Se verificó in silico, utilizando los programas MathInspector (Genomatix Software, GmbH) 

y Transcription Element Search Software (Universidad de Pennsylvania) que los sitios CRE1, 

CRE2, caja GC y elemento CACCC del promotor de TRH fueran reconocidos como sitios de 

unión para los factores de transcripción TR, CREB y Sp/Krüppel respectivamente; se diseñaron 



13 

 

mutantes puntuales en cada uno de los sitios de manera que el análisis in silico indicara la 

pérdida de unión a sus respectivos factores transcripcionales. Las mutantes elegidas las 

sintetizó el Dr. J. Osuna mediante mutagénesis por sobreposicionamientos de PCR (figura 3; 

Merino, et al., 1992). Se analizó la respuesta a la activación de la vía de PKA por forskolina o la 

respuesta a la hormona tiroidea T3 en diferentes líneas celulares transfectadas con el 

plásmido TRH-Luc para seleccionar la de mejor respuesta. Cultivos celulares se co-

transfectaron con vectores codificantes para la enzima luciferasa bajo el control del promotor 

del gen de TRH  silvestre o con mutaciones, y con un vector de expresión para la enzima β-

galactosidasa como control de la eficiencia de transfección. Se comparó el efecto de las 

mutaciones sobre la expresión basal y estimulada con la obtenida con el promotor silvestre. 

 

Materiales y métodos 

1. Plásmidos. 

a) Bacterias Escherichia coli de la cepa DH5- se transformaron con alguno de los 

siguientes plásmidos: pCH110 que contiene la enzima β-galactosidasa bajo el control del 

promotor del virus SV40 (donado por la Dra. Susana Castro; Instituto de Biotecnología, 

UNAM), pUC18 (Fermentas) y pNASS-TRH-Luc que codifica para la enzima luciferasa bajo el 

control del promotor del gen de TRH de rata (TRH-Luc; donado por el Dr. Wayne Balkan; 

Escuela de Medicina, Universidad de Miami). 

b) Se realizó el análisis bioinformático para seleccionar las mutaciones. Para los elementos 

que flanquean a CRE2: la deleción de ambos elementos (-Ext) que eliminan el 

reconocimiento de estos sitios por factores Sp/Krüppel. Para el sitio CRE1: p767 que no es 

reconocido por TR; p766 que tiene cambiado el dinucleótido central CC por GG; -CRE1 que 

al no presentar el TRE, no debería responder a T3, aunque la deleción ocasiona la formación 

de un posible sitio de reconocimiento de factores Sp/Krüppel; Mut4 que incorpora cuatro 

adeninas en cadena en el sitio CRE1. Para el sitio CRE2: -CRE2 que al tener eliminada la 

secuencia de respuesta a AMPc se predice la pérdida de unión a CREB; p1808 al que se le 

cambió la secuencia CRE2 por CRE1 y por lo tanto presenta dos TREs y posiblemente ninguna 

unión de CREB. Además se realizaron deleciones combinadas: -CRE1-CRE2, -CRE2-Ext. Las 
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mutaciones  (figura 4) las realizó el Dr. Joel Osuna (IBT, UNAM) (figura 3; Merino, et al., 1992) 

en el plásmido pNASS TRH-Luc. La purificación de los plásmidos se realizó empleando 

columnas de purificación comerciales (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 

Figura 3. Diagrama del procedimiento empleado para realizar las mutantes. Brevemente, se realiza una primera PCR 
(PCR 1) utilizando el promotor silvestre de TRH como templado; el oligonucleótido A, que presenta una secuencia no 
complementaria al promotor (rectángulo blanco) y un sitio de restricción StuI; y el oligonucleótido C, que tiene la 
secuencia de la mutación (rectángulo gris). El producto se purifica y se emplea en una segunda reacción (PCR 2) 
utilizando el mismo templado. El producto de la extensión se amplifica en una tercera reacción con el oligonucleótido 
B (complementario al fragmento del oligonucleótido A, lo que asegura que sólo se amplificará la molécula que 
contiene la mutación producto de PCR 2) y el oligonucleótido D que presenta un sitio de restricción AatII. El producto 
es un fragmento de DNA con la mutación en ambas cadenas flanqueada por un par de sitios de restricción por medio 
de los cuales puede integrarse al plásmido. Tomado de Merino, et al., 1992. 

 

 

Figura 4. Diagrama de las mutaciones en el promotor de TRH generadas a partir del plásmido pNASS-TRH-Luc (TRH-Luc). 
Sólo se encuentran marcadas las regiones mutadas en cada plásmido. Una letra minúscula representa un cambio de 
nucleótido con respecto a la secuencia silvestre, un rectángulo con x representa la eliminación del sitio completo. 

 

2. Cultivos celulares. 

Cultivos de las líneas celulares C6 (glioblastoma de rata), NIH-3T3 (fibroblasto de ratón), 

Neuro2a (neuroblastoma de ratón), GH3 y GH4C1 (hipófisis de rata) se mantuvieron hasta 

alcanzar el 80% de confluencia, en una atmósfera húmeda con 5% CO2 y a 37°C (Revco-
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Ultima) en platos de cultivo estériles de 100mm de diámetro con medio de cultivo 

suplementado con suero, glucosa 0.25% (Sigma), glutamina 2mM (Sigma), insulina 2 µg/µL 

(Sigma), vitaminas 0.5% (Gibco-BRL) y antibióticos-antimicóticos (50 unidades/mL de 

penicilina G sódica, 50µg/mL de sulfato de estreptomicina y 0.125µg/mL de anfotericina B; 

Gibco-BRL) esterilizado por filtración a 22µm (Millipore). El medio de cultivo y suero utilizado 

varía de acuerdo a cada línea celular: para la línea C6, medio F-12 con 10% de suero fetal 

bovino (FBS, Biowest); para las líneas GH3 y GH4C1, medio F12 con 2.5% de FBS y 15% de 

suero de caballo (HS, ByProductos); para las líneas NIH-3T3 y Neuro2a, MEM con 10% FBS. La 

monocapa celular se lavó con 2mL de solución de Hank y posteriormente se desprendió 

utilizando 700µL de una solución de Tripsina-EDTA (Gibco). Las células se recuperaron y se 

concentraron por centrifugación (300xg) durante 5min a temperatura ambiente. El 

sobrenadante se desechó y el sedimento celular se resuspendió mecánicamente en 3mL de 

medio fresco; se determinó la viabilidad celular con azul de tripano (Cote-Vélez, et al., 2005). 

Los cultivos primarios de hipotálamo fetal de rata se establecieron como está descrito 

(Díaz-Gallardo, et al., 2010a). Brevemente, hipotálamos fetales de rata de 17 días de 

gestación se disgregaron mecánica y enzimáticamente, las células se concentraron por 

centrifugación (210xg, 5min a temperatura ambiente) y resuspendidas en medio DMEM 

suplementado con glucosa, vitaminas, insulina, glutamina (ver arriba) y 10% de suero fetal 

bovino (FBS, Gibco). La viabilidad se determinó con azul de tripano. 

Las células se sembraron en placas de 24 pozos (Corning) preincubadas con poli-D-lisina 

(Sigma) por tres horas a 37°C y lavadas tres veces con amortiguador de fosfatos salinos 1x 

(PBS 1x), a una densidad de 200,000 (C6, NIH-3T3 y Neuro2a), 250,000 (GH3 y GH4C1) o 

600,000 (cultivos primarios) células/pozo. El volumen final fue de 500µL/pozo. Las células se 

mantuvieron en las mismas condiciones de humedad, CO2 y temperatura mencionadas. 

La transfección se realizó empleando el reactivo LipofectaminaTM 2000 (Invitrogen) de 

acuerdo a las instrucciones del fabricante. Brevemente, el medio de incubación se reemplazó 

por medio sin suplementos (M-S); por pozo, se diluyeron 2.5µL de LipofectaminaTM 2000 en 

48µL de M-S (volumen final 50µL) (tubo 1) y se dejó incubar por cinco minutos a temperatura 

ambiente; aparte, se diluyeron 800ng totales de DNA plasmídico en M-S para un volumen 
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final de 50µL (tubo 2); se mezcló el contenido de ambos tubos y se dejó incubar por veinte 

minutos a temperatura ambiente (mezcla de transfección: MT). 100µL de la MT se agregaron 

a cada pozo y las placas se mantuvieron en las condiciones de cultivo por 5 horas, 

posteriormente se cambió el medio por medio suplementado con la mitad de suero; las 

células se mantuvieron en las condiciones de cultivo hasta la aplicación del estímulo. Para el 

caso de células que se estimularon con T3, el suero se trató previamente con la resina de 

intercambio aniónico (AG1-X8; BioRad) para eliminar las TH. Las líneas celulares se 

transfectaron dos días después de sembrarlas mientras que los cultivos primarios se 

transfectaron 12 días después de la siembra. La eficiencia de transfección varía según el tipo 

celular y fue desde 40% hasta 85%. 

Las células se transfectaron con tres plásmidos: 250ng de TRH-Luc o alguna de sus 

variantes (p766, p767, p1808, Mut4, Mut5, -CRE1, -CRE2, -CRE1-CRE2, -Ext o -CRE2-

Ext) para medir la actividad transcripcional del promotor de TRH en condiciones basales y 

estimuladas, 300ng de pCH110 para medir la actividad de la β-galactosidasa y emplearla 

como control de transfección y 350ng de pUC18 para completar la cantidad total de DNA en 

la transfección. 

3. Aplicación del estímulo y cosecha de los cultivos transfectados. 

Las células se cosecharon 52hrs después de retirar la mezcla de transfección; el tiempo de 

estímulo se encuentra dentro de este periodo, por ejemplo, los estímulos de 48hrs 

empezaron 4hrs después de la transfección. Durante los periodos en los que no hay 

manipulación de los cultivos éstos permanecen en las condiciones de humedad y 

temperatura descritas anteriormente. Las células se lavaron con 500µL/pozo de PBS 1x y se 

cosecharon con 50µL/pozo de amortiguador de lisis celular (cell culture lisis reagent, 

Promega); el lisado se mantuvo a 4°C. Los restos celulares se concentraron por centrifugación 

por 2min (12,000xg a 4°C).  El sobrenadante se recuperó (extracto celular) y se mantuvo a -

70°C hasta su empleo  (Cote-Vélez, et al., 2005). 

4. Cuantificación de proteína total. 

Para conocer la cantidad de proteína presente en el extracto celular se siguió el método 

descrito (Bradford, 1976). Brevemente, se realizó una curva estándar (0.5 - 14 µg/mL) para 
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cada ensayo con concentraciones conocidas de proteína mezclando cantidades crecientes de 

una solución stock de albúmina sérica bovina (Sigma) 0.2µg/µL con 200µL de reactivo de 

ensayo de proteína (Reactivo de Bradford; BioRad Labs.) y completando con agua bidestilada 

para un volumen final de 1ml. Las mezclas conteniendo las muestras experimentales se 

prepararon con 4µL de extracto celular, 200µL de reactivo de Bradford y 796µL de agua 

bidestilada. Las mezclas se prepararon por duplicado, se agitaron en vortex y se incubaron a 

temperatura ambiente por 5min previo a la lectura de su absorbancia en espectrofotómetro a 

una longitud de onda de 595nm (Beckman DU-650). 

5. Cuantificación de la actividad de luciferasa. 

La actividad de la luciferasa se cuantificó en un luminómetro (Monolight). Por muestra, se 

colocaron 100µL de Luciferase Assay Reagent que contiene luciferina (Luciferase Assay 

System, Promega) en tubos para luminómetro; por separado, 5µg de proteína de extracto 

celular se llevaron a 20µL de volumen total con agua bidestilada, adicionándolos a la solución 

de luciferina y se midió la emisión de luz (RLU) durante un periodo de 10 segundos a 

temperatura ambiente  (Cote-Vélez, et al., 2005). 

6. Determinación de la actividad de β-galactosidasa. 

La cuantificación de la actividad de β-galactosidasa se realizó en un lector de ELISA a una 

longitud de onda de 405nm. Se tomaron 50µg de proteína de extracto celular y se llevó a un 

volumen de 30µL con agua bidestilada, se mezcló con una solución amortiguadora 

consistente de 3µL de solución 100xMg [concentraciones finales MgCl2 0.1M (Sigma), β-

mercaptoetanol 4.5M (Sigma)], 201µL de fosfato de sodio 0.1M pH7.5 [41mL de Na2HPO4 

0.2M (Sigma), 9mL de NaH2PO4 0.2M (Sigma), 50mL de agua bidestilada] y 66µL de ONPG 

4mg/mL [ONPG (Sigma) disuelto en fosfato de sodio 0.1M pH7.5] y se incubó a 37°C hasta 

que alcanzó la coloración amarilla característica. La intensidad del color es proporcional a la 

cantidad de ONPG hidrolizado y por tanto a la cantidad de enzima (Sambrook, et al., 1989). 

7. Normalización de la actividad de luciferasa. 

Los valores RLU de la actividad de luciferasa para las distintas muestras pueden reflejar la 

modulación de la transcripción debida al estímulo, sin embargo, las diferencias que se 

observan entre los valores RLU para los distintos tratamientos puede deberse también a las 
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variaciones en el número final de células presentes en cada pozo o a la eficiencia de 

transfección lograda en cada ocasión, es por ello que los valores obtenidos en los ensayos de 

luciferasa fueron divididos por los valores obtenidos de la actividad de β-galactosidasa. 

8. Selección de la línea celular para la respuesta a la forskolina. 

El establecimiento de las condiciones de cultivo y la respuesta de diferentes líneas al 

estímulo con forskolina se describieron previamente en tesis de licenciatura (Barrera-Dircio, 

2010; Pérez-Maldonado, 2010) y se encuentra reportado en el artículo anexo (Cote-Vélez, et 

al., 2011). La línea C6 presentó una mejor relación entre actividad basal y estimulada con 

forskolina por lo que se seleccionó ésta. 

9. Análisis estadístico de los resultados. 

Los datos representan el promedio ± error estándar de la media (E.S.M.) de los valores 

obtenidos para cada una de las condiciones. A los resultados se les aplicó un análisis de la 

varianza (ANOVA) de una o dos vías, seguido de la prueba de comparación múltiple de Tukey 

con el software SPSS 13.0. Se consideró significativo un valor de p<0.05. 

 

Resultados 

1. Papel del sitio CRE1 en respuesta a T3. 

1.1 La inhibición transcripcional del promotor silvestre de TRH por T3 es específica del tipo 

celular. 

La inhibición en la expresión génica ocasionada por las TH se encuentra limitada a unos 

cuantos genes y preferentemente se da de forma tejido-específica. La inhibición de la 

expresión de TRH por TH se observa únicamente en el NPV aunque el TRH se expresa en otros 

núcleos hipotalámicos (Sugrue, et al., 2010). Debido a este fenómeno y particularmente 

porque la distribución de los receptores TRα o TRβ así como los co-reguladores necesarios 

pueden variar de una tipo celular a otro, la elección de la línea celular para los ensayos de 

estimulación con T3 era de particular importancia, por ello, se realizó un ensayo de respuesta 

a T3 en cuatro diferentes líneas celulares transfectadas con el plásmido TRH-Luc: HEK293T 

(derivadas de riñón embrionario humano), NIH-3T3 (fibroblastos de ratón), Neuro2a 

(neuroblastoma de ratón), C6 (glioblastoma de rata), GH3 y GH4 (derivadas de hipófisis de 

rata). Los resultados se muestran en la figura 5. No todas las líneas respondieron 
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negativamente, e inclusive una (Neuro2a) presentó un efecto estimulatorio en respuesta a T3. 

Este efecto estimulatorio es interesante e inesperado, aunque puede explicarse con la tejido-

especificidad de la respuesta negativa del TRH a las TH que se mencionó anteriormente; 

ensayos de co-transfección con un vector de expresión para TRβ podría arrojar mayor 

información al respecto; además, existen reportes en los que se describe un efecto activador 

de co-represores bien identificados en genes regulados negativamente por TH (Tagami, et al., 

1997; Santos, et al., 2011). 

 

 

Figura 5. La respuesta transcripcional del promotor silvestre de TRH a T3 es diferente en cada línea celular. Cultivos de 
las líneas celulares indicadas en el eje X se transfectaron con el vector TRH-Luc y se estimularon con T3 100nM 
durante 24hrs. Control de cada línea celular=100%. ANOVA una vía F=32.98; post-hoc:*=p<0.0005 vs su propio 
control. n≥3. Las barras representan el promedio ± el error estándar. 

 

En las líneas C6, GH3 y GH4C1 se observó la inhibición de la actividad del gen reportero 

cuando se estimularon con T3 100nM por 24hrs. Las líneas derivadas de células hipofisiarias 

(GH4C1 y GH3) fueron en las que se obtuvo una mejor inhibición, comparable a la reportada 

en otros trabajos (Carr, et al., 1992; Ishii, et al., 2004); tales líneas han sido ampliamente 

utilizadas para demostrar el efecto transcripcional de T3 en genes como el de la hormona de 

crecimiento (Dobner, et al., 1981), de TSH (Carr, et al., 1992; Carr y Wong, 1994), del receptor 

de estrógenos (Fujimoto, et al., 2004), entre otros (Hahn, et al., 1999; Ishii, et al., 2004). 

Además, estas líneas expresan TR endógenos (Han, et al., 1999), lo que nos permitió 

determinar la respuesta del promotor de TRH sin necesidad de transfectarlos como en los 

reportes previos (Hollenberg, et al., 1995, Satoh, et al., 1996). 

Se determinó en platos paralelos, dentro de los mismos cultivos, la respuesta del promotor 
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silvestre a la estimulación con forskolina. Los resultados muestran diferencias en la respuesta 

a la estimulación pero en diferente magnitud (tabla 3); todas las líneas mostraron una 

tendencia a aumentar la expresión del gen reportero cuando se estimularon con forskolina. 

Células de la línea C6 respondieron como lo reportado (Pérez Maldonado, 2010; Barrera-

Dircio, 2010), mientras que la respuesta de las dos líneas GH fue mayor, probablemente 

debido a su origen hipofisiario; si bien, la de GH3 presentó una respuesta mucho mayor, lo 

que sugiere que existen diferencias en las concentraciones de co-activadores o 

fosfodiesterasas con la línea GH4C1 o simplemente puede ser el reflejo de la diferencia en la 

eficiencia de transfección obtenida en ambas líneas. 

 

Tabla 3. Respuesta del promotor silvestre de TRH a la activación de la vía de PKA en 
distintas líneas celulares. 

Línea celular Control Forskolina 10µM 6hrs 

Neuro2a 100±10.8 315±72.5 

HEK293T 100±7.0 143±15.0 

NIH-3T3 100±3.0 187±48.7 

C6 100±1.9 216±32.7 

GH3 100±1.5 2,782±456 

GH4C1 100±2.0 875±71.5 

Se midió la actividad Luc/gal en células transfectadas. n≥3. Promedio ± error estándar. 

 

1.2 Las mutaciones en el sitio CRE1 no afectan la respuesta a T3 del promotor de TRH. 

Si bien la línea celular GH4C1 fue la que presentó una mayor inhibición en respuesta a T3, 

la eficiencia en la transfección fue menor que con la línea GH3 (40 y 65% respectivamente) 

por lo que se seleccionó esta última. Para determinar el papel que juega el sitio CRE1 del 

promotor de TRH en la respuesta a la estimulación con T3, cultivos celulares de la línea GH3 

se transfectaron con el plásmido TRH-Luc o alguna de sus variantes que presentan el 

promotor de TRH mutado en el sitio CRE1 (p766, p767, Mut4 y Δ-CRE1) o el Sitio 5r (Mut5) y 

se estimularon por 24 y 48hrs con T3 10nM,  los cuales han sido los tiempos y concentración 

más utilizados en los estudios sobre la transcripción de TRH (Satoh, et al., 1996; Hollenberg, 

et al., 1995). Tal como está reportado, se observó la inhibición en la expresión de luciferasa 

utilizando el TRH-Luc pero, contrario a lo esperado, los vectores con el promotor mutado en 

CRE1 presentaron una inhibición de similar magnitud a la mostrada por el silvestre, con solo 

una ligera diferencia a las 48hrs con la mutante Mut4 pero sin llegar a ser significativa (figura 



21 

 

6). Esta respuesta también ocurrió con la mutante Mut5 que tiene alterada la secuencia 

+14/+19 del promotor de TRH (figura 4). Estos resultados fueron inesperados, sin embargo 

una búsqueda en la literatura arrojó información importante la cual se presentan en el 

apartado de discusión. 

 

 

Figura 6. La respuesta del promotor de TRH al estímulo con T3 no se ve afectada por las mutaciones en el sitio CRE1. 
Células GH3 se transfectaron con el vector indicado y se estimularon por 24 ó 48hrs con T3 100nM. Control de cada 
plásmido=100%. ANOVA dos vías: F=43.06, plásmido F=3.44, estímulo F=335.89, interacción F=2.12; post-
hoc:*=p<0.000001 y **=p<0.001 vs su propio control. n≥6. Las barras representan el promedio ± el error estándar. 

 

2. Respuesta del promotor a los cambios en la topología del DNA. 

2.1 Cambios en la curvatura teórica del DNA no disminuyen la actividad del promotor de 

TRH. 

Como ya se mencionó, el análisis in silico realizado al promotor silvestre y a la mutación 

Mut4 (utilizada por Harris y Hollenberg) con el programa MUTACURVE, predijo un cambio en 

la curvatura teórica del DNA que suponemos podría ser la causa del abatimiento de la 

actividad transcripcional. Para tratar de obtener más información al respecto, se diseñó la 

mutante Mut5, que al igual que Mut4 presenta las siguientes características: a) la mutación 

está cerca del sitio de inicio de la transcripción, b) la secuencia mutante incluye cuatro 

adeninas en cadena y c) la mutación altera la curvatura teórica del DNA predicha por el 

programa MUTACURVE; pero a diferencia de Mut4, la mutación en Mut5 se encuentra río 
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abajo del sitio de inicio de la transcripción (figuras 2 y 4). Se repitió el análisis de curvatura 

teórica de las secuencias silvestre y mutante (Mut4) realizado por Ana Gutiérrez y además se 

incluyó la mutante Mut5 (figura 7). Se observa que, comparadas con la secuencia silvestre, 

Mut5 sufre un cambio drástico en la curvatura teórica del DNA al igual que Mut4. 

 

 

A) 

  

B) 

 
                                           

 

C)

 
Figura 7. Las mutaciones Mut4 y Mut5 causan cambios en la curvatura teórica del DNA con respecto al promotor 
silvestre. Un fragmento del promotor de TRH (-360/+84) silvestre (TRH-Luc) y mutado (Mut4 y Mut5) se analizó con el 
programa MUTACURVE (Olivares-Zavaleta, et al., 2006) para detectar cambios en la curvatura teórica del DNA. A) 
curvatura de la secuencia silvestre; B) curvatura de la secuencia mutante Mut4; C) curvatura de la secuencia mutante 
Mut5. Cuando la secuencia del sitio CRE1 (TGACCTCA) es sustituida por la secuencia TAAAATCA (Mut4), y la secuencia 
del Sitio 5r (TGGATTC) se sustituye por TAAAATC (Mut5) cambia la curvatura teórica del DNA. Los recuadros indican las 
regiones de las secuencias CRE1 y Sitio 5r; la línea horizontal indica el sitio de inicio de la transcripción (+1). 

 

Para tratar de probar nuestra hipótesis de que el abatimiento en la actividad basal de la 

mutante Mut4 reportado por Harris y colaboradores (2001) se debía a un cambio en la 

conformación del DNA y no a la incapacidad de reconocimiento del sitio por CREB-P (ver la 

sección de “antecedentes”) se probó la actividad basal y la respuesta a forskolina de ambas 

mutaciones en el promotor de TRH (figura 8). 
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A) 

 

B) 

 

Figura 8. La mutación Mut5 y no la Mut4 cambia los niveles de actividad basal del promotor de TRH mientras que la 
respuesta a forskolina no se ve afectada. Células GH3 se transfectaron con el vector indicado y se estimularon (B) o no 
(A) por 6hrs con forskolina 10µM. TRH-Luc Control=100%. ANOVA una vía F=40.35; post-hoc: #=p<0.0006 vs TRH-Luc 
basal; *=p<0.003 vs Mut4 Forsk. n≥6. Las barras representan el promedio ± el error estándar. 

 

A diferencia de lo reportado por Harris, la actividad basal de Mut4 no fue distinta a la del 

vector silvestre e inclusive su respuesta a forskolina fue mayor aunque no significativa, 

mientras que la actividad basal de Mut5 fue significativamente mayor que la del promotor 

silvestre pero la respuesta a forskolina fue menor que la de Mut4 y TRH-Luc. Estos resultados 

indican que el cambio en la curvatura teórica del DNA predicho por el análisis in silico para las 

mutantes Mut4 y  Mut5 no afecta la actividad basal y tiene ligeros efectos en la respuesta a la 

activación de PKA, en contraste a lo reportado por Harris. La diferencia entre ambos reportes 

podría entonces deberse al cambio en las concentraciones de factores de transcripción 

debido al empleo de distintas líneas celulares y no a un posible cambio en la curvatura del 

DNA ocasionado por la mutación. 
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3. Papel del sitio CRE2 en respuesta a forskolina. 

3.1 La integridad del sitio CRE-extendido es importante en la respuesta del promotor de 

TRH a la activación de la vía de PKA en la línea C6. 

Una vez demostrado que el sitio CRE1 tiene poca participación en la respuesta del 

promotor de TRH a la activación de PKA (Tabla 2; Pérez-Maldonado, 2010) quedó por probar 

la hipótesis de la preponderancia del sitio CRE2. Para ello, se midieron las respuestas de las 

deleciones en el promotor de TRH en este sitio y en CRE1 en la misma línea celular empleada 

para las mutaciones puntuales en los trabajos antes citados (Pérez-Maldonado, 2010; 

Barrera-Dircio, 2010). Como ya se mencionó, en nuestro laboratorio se demostró, por 

ensayos de protección a DNAsa, que los elementos adyacentes a CRE2 (elemento CACCC y 

caja GC; potenciales sitios de unión para factores del tipo Sp/Krüppel) se protegían con 

extractos nucleares de células incubadas con activadores de PKA y, mediante ensayos de 

inmunoprecipitación de cromatina se demostró la unión de Sp1 a esta región luego del 

mismo estímulo (Díaz-Gallardo, et al., 2010a; Díaz-Gallardo, et al., 2010b), por lo que resultó 

de interés probar también la respuesta a la forskolina en mutantes en estos elementos. Para 

evaluar los efectos de las mutantes tanto en la actividad basal como en la respuesta a 

forskolina se calcularon los datos de los diferentes cultivos, normalizando a los datos de los 

platos control (transfectados con TRH-Luc) incluidos en cada experimento (=100%); asimismo, 

los valores de la actividad Luc/gal en respuesta a forskolina de las células control, se 

normalizó a 100% y se calcularon las diferencias en las respuestas de las mutantes (figura 9). 

La actividad basal disminuyó significativamente en las mutantes que tienen escindido el 

sitio CRE2 (Δ-CRE2, Δ-CRE1-CRE2), a niveles variables dependiendo de la mutación, 

alcanzando hasta un 84% en Δ-CRE2, mientras que la mutante Δ-CRE1 no presentó cambios 

significativos. Como se describió anteriormente, cuando el sitio CRE2 es sustituido por otro 

sitio CRE1 (tabla 2, mutante p1808) disminuye la actividad basal, curiosamente a un mismo 

nivel que el observado en la deleción de los dos sitos CRE (-CRE1-CRE2). En el caso de la 

mutante a la que se le eliminaron los sitios GC y CACCC (-Ext) la actividad también 

disminuyó, pero a un nivel intermedio, cuando se compara con mutantes en uno solo de los 

sitios (mutantes m-GC y m-CACCC reportadas en Cote-Vélez, et al., 2011). Debido a la 
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disminución en la actividad basal observada en Δ-CRE2 y Δ-Ext, fue sorprendente que el 

vector Δ-CRE2-Ext recuperara la actividad basal (figura 9A). 

 

A) 

 

B) 

 
Figura 9. La deleción del sitio CRE2 ocasiona cambios en la actividad basal y en la respuesta a la activación de la vía de 
PKA del promotor de TRH. Células C6 se transfectaron con el plásmido indicado y se estimularon (B) o no (A) con 
forskolina 10µM por 6hrs. TRH-Luc=100%. ANOVA una vía F=52.84(A) y F=53.28(B), post-hoc: *=p<0.02, **=p<0.002 y 
#=p<0.000001 vs TRH-Luc. n≥6. Las barras representan el promedio ± el error estándar. 

 

Estas diferencias en la actividad basal de las mutantes de CRE2, tan pronunciadas en 

algunas de ellas, no se observaron en la respuesta a forskolina ya que todas presentaron una 

estimulación de entre 38 y 50% menor a la del promotor silvestre (figura 9B). Puede 

observarse una mínima participación, aunque significativa, del sitio CRE1 en la respuesta a la 
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forskolina, sin embargo las mutaciones puntuales en este sitio no presentan el mismo efecto 

que su deleción (tabla 2 y figura 9B). Estos resultados sugieren que la integridad del sitio 

CRE2 es esencial en la respuesta a la activación de la vía de PKA y que los sitios aledaños 

contribuyen a esta respuesta. 

 

 

Figura 10. Las mutaciones en el promotor de TRH tienen básicamente el mismo comportamiento en cultivos primarios 
de hipotálamos fetales de rata que el reportado en la línea celular. Cultivos primarios se transfectaron con el vector 
indicado y se estimularon por 6hrs con forskolina 10µM. TRH-Luc control=100%. ANOVA una vía F=40.52, post-hoc: 
*=p<0.005 y **=p<0.02 vs su propio control; #=p<0.00003 vs TRH-Luc control. n≥6. Las barras representan el 
promedio ± el error estándar. 

 

3.2 Validación en cultivos primarios. 

Al igual que para el sitio CRE1, los resultados obtenidos con las mutantes de CRE2, GC y 

CACCC en la línea celular C6 se validaron en cultivos primarios hipotalámicos (figura 10). Se 

observa que la respuesta a la activación de PKA, obtenida con el promotor silvestre, se pierde 

si se cambia CRE2 por otro CRE1 (p1808), si se elimina el sitio CRE2 (Δ-CRE2) o si se eliminan 

CRE2, GC y CACCC (Δ-CRE2-Ext). De forma similar, se reproduce el comportamiento en las 

actividades basales de Δ-CRE2 (disminuye 83%) y Δ-CRE2-Ext (igual al silvestre) obtenido en 

células C6. La mutante Δ-CRE1 muestra una ligera reducción en la actividad basal (no 

significativa) pero mantiene la activación por forskolina aunque de menor magnitud que la 

mostrada por TRH-Luc. 
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secuestramiento de co-reguladores que entonces no están disponibles para otros factores de 

transcripción; y d) la inhibición podría ser un efecto artefactual del sistema. En los trabajos 

citados (Hollenberg, et al., 1995, Satoh, et al., 1996, Guissouma, et al., 2002) utilizan el TRH-

Luc co-transfectado con vectores de expresión para TRβ que incrementan la expresión del 

reportero en ausencia de T3 y disminuyen en un 60% al adicionar T3 por 24 ó 48hrs. Nosotros 

en cambio, utilizamos los TR presentes en las líneas celulares. Es posible que ante tal 

aumento en la cantidad de reportero ocasionado por el exceso de TRβ, no se observe algún 

efecto indirecto de T3 sobre el metabolismo celular u otros eventos. Una búsqueda en la 

literatura permitió encontrar un reporte en el que muestran que el cDNA de luciferasa de 

luciérnaga (empleado aquí como gen reportero) posee elementos regulatorios que inhiben su 

expresión en respuesta a T3 independientemente del promotor que lo regule y que este 

fenómeno no se observa cuando el reportero es por ejemplo la CAT (cloranfenicol acetil-

transferasa) (Misawa, et al., 2012). Este trabajo incluyó las líneas celulares CV1 y JEG31, 

mismas que fueron utilizadas por Hollenberg cuando propuso al sitio CRE1 como el principal 

elemento de respuesta a T3 en el gen de TRH. Este reporte explica nuestros resultados ya 

que, como se mencionó, el nivel de inhibición fue muy similar en todas las mutantes. Por lo 

tanto, será necesario cambiar el gen reportero (e.g. CAT) si se quiere continuar con el análisis 

del efecto de T3. 

Desde su identificación en el gen de somatostatina (Montminy y Bilezikjian, 1987), 

múltiples variantes de CRE se han reportado en otros genes, incluyendo el de TRH (Lee, et al., 

1998). Se ha reconocido que varios factores influyen en el reconocimiento de CRE por CREB, 

en particular, el dinucleótido central CpG juega un papel importante (Schumacher, et al., 

2000), así como la conformación del dímero formado por CREB, ya que existen varios tipos de 

CREB y ATFs, muchos de los cuales son célula-específicos (Cha-Molstad, et al., 2004). Sin 

embargo algunos de los mecanismos moleculares finos por los que CREB actúa siguen 

estando en discusión, por ejemplo, algunos autores mencionan que CREB se encuentra 

constitutivamente unido a las secuencias CRE (Sands y Palmer, 2008), otros, que la 

interacción CREB-DNA no se produce sino hasta la fosforilación del factor transcripcional 

(Cha-Molstad, et al., 2004) y hay quien propone que las diferencias tejido-específicas de la 
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función de CREB se deben a una combinación de ambos mecanismos (Carlezon Jr, et al., 

2005). Entre más se aleja el sitio CRE de la secuencia consenso, la necesidad de 

fosforilaciones, interacciones con otros factores del tipo Sp/Krüppel, etc. se vuelven 

esenciales. 

Los resultados aquí reportados demuestran la participación de varias secuencias del 

promotor del gen de TRH de rata en su regulación transcripcional. Existe poca participación 

de CRE1 en la actividad basal ya que no se vio modificada en ninguna de las mutantes 

empleadas (p766, p767 en tabla 2 y Δ-CRE1 en la figura 4). La eliminación de CRE1 o su 

mutación más allá del posible reconocimiento por CREB tampoco causó cambios en la 

respuesta a la activación de PKA, sólo la mutante p767 vio eliminada tal respuesta a las 4hrs y 

disminuida a las 6hrs de estímulo; esto podría deberse a ligeras variaciones en la afinidad de 

la maquinaria basal de transcripción ocasionada por el cambio en la secuencia ya que, como 

se mencionó anteriormente, el sitio CRE1 se encuentra a sólo 12pb de distancia del sitio 

ocupado por el complejo de pre-inicio de la transcripción. La baja afinidad de CREB por el 

sitio CRE1 queda de manifiesto en la mutante a la cual se le cambió la secuencia CRE2 por 

CRE1 (p1808), la cual presentó una disminución del 50% en las actividades basal y estimulada 

(tabla 2). 

La pérdida de la unión de CREB-P al DNA no es suficiente para explicar la actividad basal 

disminuida en las mutantes de CRE2 ya que la mutación en el elemento CACCC tiene el 

mismo efecto (figura 9 y Cote-Vélez, et al., 2011). La actividad basal de TRH depende de 

varios elementos en su promotor, entre ellos, sitios para la unión de factores STAT, 

Sp/Krüppel, GR, etc. los cuales pueden ser activados por componentes del suero con el que 

se suplementa el medio de cultivo. La secuencia CACCC ha sido propuesta como un elemento 

de unión a factores de la familia Sp/Krüppel que incluye tanto elementos activadores como 

represores (Kaczynski, et al., 2003) y que pueden interactuar con factores de la familias de 

CREB o AP-1 para activar la transcripción (Lui, et al., 2006). Nuestros resultados indican que 

para una adecuada expresión basal de TRH es necesaria la unión de factores a los sitios CRE2 

y CACCC, sin embargo, las construcciones  Δ-Ext y Δ-CRE2-Ext no mostraron una actividad 

basal disminuida lo que podría indicar que el acercamiento de los elementos GC y CACCC al 
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eliminar CRE2 (Δ-CRE2), pudiera cambiar las asociaciones entre factores de la familia 

Sp/Krüppel, favoreciéndose la unión de elementos represores, contribuyendo con esto a 

disminuir la actividad basal. 

El papel fundamental del sitio CRE2 en la respuesta a la activación de PKA quedó 

demostrado al observar que todas las mutantes de este sitio presentan una disminución en 

su respuesta a forskolina que varia un poco de acuerdo a la mutación. Contrario a lo ocurrido 

con la actividad basal, la mutante Δ-CRE2-Ext fue la que presentó una menor respuesta a la 

activación de la vía de PKA (47% de la mostrada por el vector silvestre). La participación del 

sito CRE2 en respuesta a la forskolina es independiente de la presencia de CRE1, ya que 

cuando se comparan las respuestas de las mutantes Δ-CRE2 y Δ-CRE1-CRE2, se puede 

observar que son de igual magnitud. Este resultado y el mantenimiento de la respuesta a la 

forskolina de la mutante Δ-CRE1 (discutido arriba) nos indican que es CRE2 y no CRE1 el sitio 

que media la respuesta a la activación de PKA. Los resultados obtenidos con las mutantes de 

los sitios GC y CACCC, nos permiten establecer su importancia en la respuesta a forskolina 

además de proponer la participación conjunta de factores de las familias CREB/ATF y 

Sp/Krüppel en la regulación positiva del gen de TRH en respuesta a la activación de PKA 

(figura 11). Esta propuesta está en línea con el hecho de que Sp1 se encuentra unido al 

promotor de TRH en cultivos primarios hipotalámicos fetales de rata estimulados con AMPc 

(Díaz-Gallardo, et al., 2010b). Esta sinergia entre los factores CREB y Sp1 ya ha sido 

demostrada en otros genes (Schumacher, et al, 2000; Raychowdhury, et al., 2002; Mahapatra, 

et al., 2006; Cramer, et al., 2008); adicionalmente, secuencias que pueden reconocer un 

complejo de factores de transcripción formado por integrantes de las familias CREB/ATF y 

Sp/Krüppel ya se han descrito con anterioridad (Lui, et al., 2006; Wang, et al., 2007). 

La relevancia de los sitios CRE2, GC y CACCC en la regulación transcripcional por AMPc fue 

validada mediante cultivos primarios hipotalámicos (figura 10). Se observan los mismos 

resultados a los obtenidos con la línea celular C6 para tres de las cuatro mutantes probadas; 

con el vector p1808 no se pudo reproducir el descenso en la actividad basal reportado en mi 

tesis de licenciatura, lo que indicaría que otros sitios como el GRE compuesto con sitios 

aledaños de reconocimiento a AP-1, o el STAT-3 y quizá la secuencia del CRE1 pueden suplir la 
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ausencia de CRE2, al menos en la actividad basal, ya que la respuesta a forskolina se pierde al 

igual que con las mutantes que no tienen ni el sitio CRE2 (Δ-CRE2) ni los elementos GC y 

CACCC (Δ-CRE2-Ext). 

 

 

Figura 11. Los factores CREB y Sp/Krüppel actúan de manera sinérgica en la activación del promotor de TRH en 
respuesta a la activación de la vía de PKA. De acuerdo a lo presentado en esta tesis y resultados previamente 
reportados (Díaz-Gallardo, et al., 2010a; Díaz-Gallardo, et al., 2010b; Pérez-Maldonado, 2010; Barrera-Dircio, 2010) se 
propone que la actividad basal del promotor de TRH es debida principalmente a la unión de CREB al sitio CRE2. 
Cuando aumenta la transcripción a causa de la activación de la vía de PKA, esta unión se ve favorecida probablemente 
por la asociación de factores Sp/Krüppel (Sp1 en Díaz-Gallardo, et al., 2010b) con las secuencias adyacentes formando 
así un sitio CRE Extendido. 

 

Perspectivas 

 Realizar ensayos de transfección como los reportados en el apartado 1.2 de resultados 

empleando un gen reportero que no sea sujeto a regulación por T3 (e.g. la 

cloranfenicol-acetil-transferasa (CAT)) para obtener información acerca de la 

participación del sitio CRE1 en la respuesta transcripcional del gen de TRH a la 

estimulación con T3. 

 Seguir explorando las respuestas diferenciales de los tipos celulares empleados en el 

apartado 1.1 de resultados para arrojar más información acerca del posible 

mecanismo de regulación transcripcional negativa por T3 al comparar los factores co-

reguladores que se encuentran en cada tipo celular. 
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'" "- e ... _v"',,, " " "" ''';0, "_.,,.. ..... ,_ ("" j i "'. , .. 

'o "" lb< """ """rl' Pl'lIlg ,1>< thyroid hOflTlO'" f e>¡>On« ."""'"t. 
IOImod Si'r"" 15.91 (TCACCKA: .. -59j-51 of r.' 1RH promote, 
¡mI). ,i,.·4 i • • luoct",,,,,1 th)"oid =POIll" .t.m<"' (THREJ ,O .. 
b;od. TI! . 00 ~I"e> T) ·indUC<d "'l>f'"ioo of11!H tr.n",n¡>tioo 
1~.s.9.16.21 1_ 1" rol" ., • (RE w., (II.II><<orizNl in 28JT <,,11, 
,,.n,red..! with -9001+55 hum." TRH ¡>romo«, hnkNl lo • 
"'I"'ner g<"" ' OO CREB <>JKl'"ion ~ f lll_ 11""""",. bindmg 
of nurl<. , ",',;oc" of prim.ry cu I,u, ... of . mbr)'<>ni< r" hypoth.otm1 Í< 

«11. <timub",. d with eMiP .".Io¡;, lo ¡'b<¡.,j ,"'gooucl_id .. 
ronuining Site-l (o. CRE · 1) it Iow., ,h,n '0 oIigo"ud..,'id<, 
coo .. ming rO. (RE ·2 ><'<lLOOIK< {TGeCGTCA: " -lO! / -94bp of,., 
11!H ,e .. ) Inl: only ,n. I.!ter region i. prot«'od In DN.", 
footprínting ""'Y' 111]. TI>< =l""ncn of both ""PO"'" ,"meo" 
. '" <""",,,,ed in v. riru, r uth<ri.on ,pec'" irKlLlding hUm.lfl. mou>< 
. 00 50"'" prim.,e. In~ DNA.r-printin,¡: .""Iy=. ""no: r.' TRH 
".~ ,nrl " .. d ... ... "X"t« nf h)rJw>th", • .....- noln' .... ' i",-"..,' .... 
with 8B,-cAMP, ,eve.~ • p,"'«:'''' ~o e'teOOiop ' both >id .. of 
CRf-1 (",,,,,,,,," CRE·2) ,h., ,o.". in, ,o. "'l""ocn of . CC IK>. 
«(;CecCCC.' -1191-11J bp).OO. CACCC moIif(. ' -911-88 bp) 
11 7. 18.20 1: bot h .,-e =1"'0'" elem<n" of Sp/KriJJ>P<'I. like l.non (Spl 
KLF) In l. Aoo<l>e-rele"",o' Ioc., ... up"",.m i, .1", p""«:t .... ,o. J'. 
M · I ,ire (TIACTCA) of . romponj'e CRE (<:CRE : -118/ -197 bp) t h., 
ron,.in,. CRE hlll ,i" fi . nk ... by lWoAp· 1 ,ecognl'ion , it« : bindmg 
'o boto AI'-I ,i, .. i, meTe.S«! with f'l(C .niv. "on 113.18.191. lll< 
p.-..r.",n'i.1 biOOmg of p/>o<pho C1!EB (pCREB) 'o ,11< '<fion wn,. io · 
in¡ tI>< exte"",," CRE·l w., demon"'.'''' b:; chrorTU,in immuno
p",dp". 'ion (ChiP) . ""y' 111.181. ChIP .n.ilIy= of cAMP· "imul.t'" 
hypoth.l. mK « 11, ",,,,,..Jer! pOIES, , · fos , , .Jun.nd Spl bifl<linJ ' o 
,1>< exte"",," CRf...1 r<gioo . oo to ,hit ronuin",.¡: <:CRE. ,·Fo~ , .Jun 
.nd in. ,,~ pr0l"'nion. pCREB: • !l<gtigible ,i¡o.1 w. , rIet«:ter! m 
,1>< pCREB-immuoop=ipou" of ,Ilon ,hrom,,,io Ir",,,,,,n" .. 1«:· 
'i""ly .mplifi<d for tI>< CRE· I ""ion 118~ 

lO. dilfe",nc<"< oos<rved io tll< invol"""",n ' of CRE · I ~ 
tr.n'~t'" o.,ero~u,.oo hy¡>Olhlt..mk <eU, rould invol"" e"l><. 
",11 <¡>«:ifiaty of CREE prot';",- ,11< in"in,k dlfk,e~ of ,1>< 
nocleo>Omr-f"", UNA "mpl." "'- org. ni,'" ,hro ..... 'in. 'J>« .... 
,,11 'yp<. o, t ll< u .. of endog<o<'Ou, ".nSCfip'ion foKlOf' "". 
tr.n,kct ... ex~';"n vmr>r>. A ", •• I ~I ,om""i>ün 01 tlle impo.· 
'.n« of ,h< CRE· I . 00 CRE·l ,i"" 00 TlUI " . o""ri",ion h.;¡, 00< beerl 
porlorm ... . We ,lI<,elOfe "udied tll< ron"ibu,ion of e .. h of ,heS< tW<l 
projl<>S<d CRE ""lueoc.,. ... _ 11 .. ,1>< Ap· 1 of <:C RE. in ,11< ""I"'n .. 
'o PKII "imul."ioo on TlIH trao>cri",ion . \.ince pro'«:'ion of ,o. 
ex""",," CRE·2 ,.pon ino:lOO'" tI>< CC box wl><", Spl bindmi tu, 
beeo de,.-","'''' ted t.y EMSIIIIS I. or i>y ChiP .""y' u,in¡ nucl .. , 
extr.a, from "imul"'" hy¡>OlluE.!mi< rullUf'" ",11, 1 18 ~ ,he role of 

thi,.oo of tll< CACa: ,ite w., .1>0 "ud ..... Dil"le",n' ",11 typ<' were 
ini,"lIy te"er! ro identi!)' • ",11 ti"" wi,h • rob"" " . o><.i",,,,,.1 
=pon .. 'o ,AMP. ""'.>U, ... wi,h • pb>mid wo'. inin¡ ,1>< ,., lRH 
promot..- lhker! ro luaf ..... (pNASS· TlUI ·loc pI.,mKl. -716{-;-85 
pb of •• , promot .. ) 1 14 ~ The ",o'K1Íp'ion.l l .ai,ity (b.,..1 .00 
lo..,kolin·"irnul.'''') of ,;te-d i .-..:, ... mut."" . nd dele,ion ron "rua, 
w .. mm",: ... ro ,hit of ,h< wild ' yp< pE.!<mtd. FilUlly. pI.,mtd, 
ronuining oele,ion, i" ,1>< CRE· l or CRf...1 .i'e> _re "ao,~'" io'o 
prim>'Y rul",,,,, of hypottul.mic «11, to verify ,1>< "" ul" obt., ..... in 
,11< ",1I1i"." 

2. M.te";'l ~oo """nodo 

P1,.mirl, _,. ,mrli¡;,.,.j in F mh . .... "." <;no,,,.. nf rb,morl,' 

pCH110 ,oo'.inio¡; 11. l"'lolC'o>Id . ", uod .. SV40 promOl<' (C~ 
He. I,t.c.re. Pi.U,.w;oy, NJ): pLX:18 (F..-"",nt~~ !.ir. Sei.. MO.): 
pNASS·TJ{)j .1.uc (-776j-t85 pi¡ of ... 11!H ,ene pro,"",er hnk'" to 
lucir. .... " poner. kiOOly 010 .. ,«1 t.y 1),-. W.yne 11.1 1 ... 0. U. M;"mi 
124 1). CREB P51 Of CREB-A 1161 exp",,,,,n .ec'Of' w.", kiOOly 
don.red t.y Dr. Il eooom>n (Io<titut Vollum. Or<fO'l Univer>ity) 
Mutan" oflll< CC IK>. (m .. ce ct;CGcTACJ or CAITC .il< (m-UICCC: 
,e.GTCCC«I ) IYe'" rons'ru<t'" u'ing pNASS·TlIH ¡>t.,mtd .nd ,1>< 
"Gene l.ylor ';te·dlf«:,er! m u,;¡¡¡e!l<';' 'Y"em· (In,i'~n, C •• 1>o.d. 
CA). 

For dooin¡; PU'l"'=. u,in¡ ".oo.rd mo]"rut... biology ",.tesie', 
we fim e linin.rer! . n uOOe>i~ Aa,'1 resr,ie,ion ,il< p",.nt m ,1>< 
pNASS· lRH·1.uc ,ec'or. lh;, extr. AaW "te i, loc.tled ",o,,,,d 60 bol,. 
""" upstre.t m 01 tlle - JS box of ,11< bet.· LKwn..", ~e!l< promoter. 
pNASS·lRH ,1.uc w., muta' ... u,in¡ ,he ""'<gf.-.porter! Inl to 
obt.m tOo mu,.'''n, .rnd dele,ion. do=rib«! in Fig. L Briefiy. 
'ynt hetk oll¡;ooudeo'ide> wo " io lflS ,he d .. ir<d . l1e..,ion, 
(l. ble 1) "",re mi .... wi,n.n <>:tem>l oli¡on~ide (E.x'TaiIS'ul) 
n.nking ,11< SmI ",,,,,,,ion ,ite: • I'CR ", .. ,ioo w., c.rried ou' u,in¡¡: 
pNASS·lRH ·I.uc., UNA templ. I<. lll< ",ulun' I'CR produc' w .. 
.g""" ¡;el.purifi'" . 00 "' ... in • SKOOO l'ClI ", .. ,ion ron"",;nl: 
.g.in pNASI·11!H· I.uc., DNA tempE.!1<.r>d ' !l<W extern.ll aligonu. 
deotide n • • kin¡¡: , 11< Aa,)1 ",,,,ie,ion "te (ExtA..>tlI). lo . ",,01 lRH 
promot..- l'Ii id typ< "'l""n« ronumi n .. ion, ,h i, <erood I'CR te.>e'ioo 
us«l . n oliZ""ucleo'ide ,omplernenury ooly to ,1>< l.,1 ponioo of ,1>< 
l. ilStul prine •• dded du,ioJ ,he fin' I'CR "'.>e,ion. 

H m.(",(: ,upTM¡ 
meACCC,GT«< 

& ,CRE, tot¡ttoocl/o,¡OC<1c< 

CRE·' 

IKeCC1 • • pillO, 

tTcA¡¡(;c. plOO~ 

Sito-4{CRIl-I) 

I~Q p166 

" Gc..,plt<""", 'ta«u-d pl W!! 
<1 C~E-2:pctclll, ...... «r!1 

ITAAd·",~ p767 

<1 .... ,. e RE.2: <~II,Bl!,t<lI"I""tg"'l< 

';0. , . ""'"'' '" "'_._ •• " ..... . "" ..... ,_" .. 11tH .... . ........ "' .... .. .............. , . ... .. ' .......... n ..... _ ... ~, ............. .. ......... , 
, .. COl" "_po,., C"("'" ,, ....... ... _." ... , .. .. _ " , .. , ~'" _, ,o. " """'1, , ... " ..... "1->, w .. , .. c, .. , " , .. , ..... " ...... ~~" ___ ... m.,_ .,,,,,, "".«" ", .. ,. , ... : .... , _ el'·' w" , .. ' ..... , ......... ~ .... · •• IIo:c" "" ....... " ", ... _ • ., .,.,,, ...... ,, .. , ..... '_ ._." 
'" .... " ... ".,,, .. "" ,o. ........ , .. " ... ~ ~ • •• " .. ~, ... , {Al: .'1 _ ........ lo< ... ('1 

• 

'" Á C ... _V"',,,, oJ ........ IN ., ..... , ,.,.""" '_¡'"¡ji ",., .. 

'o ti< tb< """ over1.1.PP"'1l ,ti< th)'food _""'IlO f"'!l<ln", ,""",nL 
""~ Sit~-4 [5.9 1 (TGAcITCA; .. -591-~2 of r.' TRH ¡>romO'"' 
I~Ol ~ Si,.· 4 i. ~ ftHK1iOlU! th)'JOId ""po"" ,""",n' lTIIRE) , ... , 
biod. TIt .00 med ... ,., TJ ·¡ .... UC<d ",!",»ioo of lRH tr.n<rn¡>tKm 
[4.5.9.16.<'11_ la ml< •• • eRE w., ,o.,><: .. ri"d in 28JT cell. 
'un,fe.:t<d wi,h -9001+55 hu""," TRH promo',,- hn~<d lo • 
lq>Of1er K"""'OO OlED <xp""sion ~ 1 12~ ~'. bindm~ 
o( "udur ",',;oc" of prim'rycul'u,<> of . mb'yo",e , .. hypo<n.. .. mk 
,,111 <tim"I",. d wÍlh cAMP "n..Io¡, lo lo""led ol'gom.d_id •• 
">n'.;n ins ~it<-4 (o.- CRE·1) i< Iower th.1n '0 oIigooud",'id., 
(oo .. ining ,o. CRE_l ><'Q ... oce {TGCa;TCA: " -1011-94 b¡> 01 r.' 
TRH ¡~ .. ) [Il[ , 0011 , 11< 1"".,,- re¡ion i. prot«t<d In UN,,,, 
footpnntm~ ""'1' 1I JI. n.. "'l""""'" of bolo "'.pon", e ....... nu 
... <""'''IV''' In v. oou. <u,tI<n..n ,p«ie> ioclLJding hum.lTl. moo>< 
.00 50"'" prim;¡'" In). DN ... · footprinting .""Iy=.. U'in¡ r.' TRI! 
"""""' ... ,,..¡ no" ....... ,,, • .-r, nf hyro>th .... moc nolt" .... , ¡ ..... ,o.,"" 
with 811<<AMP, r<Ve.1«l • pI" ... :t" ~o ext<ndin~ . t boto sides oí 
(1{f · l (e:<' eoo.d CRf·l ) 'M <oo",in, 'b< "'Iuences of. ce 1>0. 
(GGCCCGG . , -1191-1 II bp) .00 • CACCC mot,f (., -9ll -88 !>P) 
117.1820 1: boto..-e tnpOn'" eJemen" olSpJKrilpp<I. lIke ~ (Spl 
Klf) (ni. AooIn.,- ~ie ..... o, lo"., .. up>t~.m i •• 1"" prolect". ,he J '. 
AI'· I .i'e (TTAGlCA) 01 , romposüe CItE (cCRE : -lI8(- 197!>P1 , ... , 
ron .. in • • CRE hllf .i,~ tUnk" by twoAP· 1 rr<OllmtlOfl ,i~: birullnll 
'o both Ar· 1 ,i,es i, incr~ • ..o wlth f'!(C """. ''''n Ill,18.191. Th< 
prrf<r~,lti,1 biOOing m p/lo>pho C!!EB (pCRE6) 'o ,i>< f<Won ",n",in· 
'n¡ ,1>< exteoo.d CRE·l w., demorl>lr"" by ct"''''''1m immuno
prr<ipit.l'ion (ChiP) .""y.(17 .181. Ch IP olIl.ly .... oí cAM P· >t,mul,t«I 
hypot ...... mi< « 11. rr",.1ed pCREB, e·fos, <.Jun.oo Spl bmdini 10 
II-.e ex'endrd CRE· l ~IOO ,.,o 'o ,hI, cont.limn¡¡ cGRE. c·Fo<. c.Jun 
..,.¡ In. ,,~ ploportion. pCREB: • ne¡;hgible r.i~n.11 w .. <letect<d In 

,11<- pCItEB .;mmuoopR'CÍpt"'e m ,J-oort ch""""in fr""""n" .. !ec. 
'ivrly.mplifi<d for ,1>< CRE·I rr,ion 118~ 

lhe differrlKes ob .. .-v<d In t i>< invol"" ..... n' of CItE · I _n 
tr.n.r..:, .. i><'erologooH.,o hy¡>Olh.l"'mic ceH, ,ould Invotv. eltn.,
«11 1¡>Kificity ol CREB pro'ei .... 'h< in' nn,i< d,tm-~= 01 ,he 
nucteo.omr·f,-.., UN'" 'empbte "'- org. niud <hmm;"i .. 'p<rie>. 
, ell 'ype. or , i>< u .. of ~d~eou, tr.n>crlp'ion f..:-101' V>. 

tr.n,r.a .. ex"",,'lOn VeclClfi'" ",,, Ilel wmp,lrÚOn oí , 11<- impor. 
... ><. mthe CRE· I . nd CRE·} >i,e. on llUI tr. n«ription ..... "'" been 
~, W~ ,heTrlo<e >ttldt<d ti>< rontr'ootion of o;och ol ,hes< tw<t 

pro¡t<»oed ('RE "'Iuonce>, "" _ 11 ., ,1>< AP· I 01 cGRE. in '"" ""pon'" 
'0 f'1(A >timub.ttion 00 TRH ' " n,cription . 5lnce pro'«'",n of th< 
.xt~OO<d CRE· ;> ~n iOOoo«l ,i>< GC box wl><.-. Sp\ bioo,n¡ .... 
he<n d<",""",,"'" by EMSA [l5 L or by ChiP '''''Y' u>ing nucle.r 
oxtr.rn (mm >timu""" h)']>Olhlt.mÍ< rultuud « 11.11 8~ ,1>< rol< of 

B 

'hi, ..-KI ol ' h< CACa: ,ito w., .1", studt<d. U,ff..-.n' «11 type. W<fe 
ini,"lIy , .. te<! ro id<n'if» • «1] h .. wi,h • robu>t ' "n>Cflptioo.¡l 
""pon", 1o <AMP ...... .,ur<d wi,h • pI..,mJd ",n .. inin¡¡ ,i>< W TlU-I 
promoI"'- Ihk .. to lucil .... ", (pNASS·T1UI · loc pl"'Tlld. - n<,;/+ 85 
pi> nf W promo .. r) P4 ~ lile tr'll>Cnp'i<mt1 >eti.ity (bnotl .00 
fonkolin· >tÍffiUt., .. ) ol >i,.-d i r«,«I mu"n" ID<! <l<1<,ion roMlruct, 
w,," <orol"'" to ,hI, uf ,1>< wild 'ype pI, smid. Fitully. pt.,m,d, 
mn .. inin¡ ¡jol<,ion, in ,he Cll.F.·l or CRE-2 >i,e. _re tr,,,,r.n .. io'o 
primory rul",," of h)']>Ol ..... mlC «11, '0 ""nf» ,1>< "'.u 1" ob .. ine<! in 
ti>< «111 ",." 

P1 .. mw!< _,. .mrot"""" ;n F mU.",,,. ,, ",",,,,. nf r l""mWl,' 

pCH 110 eoo .. min¡¡ 11.'.I..:''''Kl . ... und .. SV40 promo .. , (GE 
H~. I ,"""o. I'i",,"'w'y, NJ): plJC18 (F""""n .... Uf< Sei.. MD.I, 
pN ..... S·TlU-I ·luc ( -7761+85 pb of r" TIlH So". promoIer hnk" 'o 
locif< ... ", Rporter. i<indly dornt,rd by Dr. W. Y .... II.I lun. U. M"ml 
1;>41). CREB 1251 or CREII-... (161 .. pro .. ion '«'01' w,'" kiOOly 
don .... by fu. R. CoOOmon (In>titut Vollum. Üf~n Unive"i(y), 
Mu"n" ol,o. CC box (m-Cc: cG(;(;(TAG) or c ... (Ce .i,~ (m.u.ca:: 
tc.crca:ctl) wo'" coo>t"""" "'i"ll pN ..... S.TIlH pI" mid .00 ,1>< 
"G<-n< l.yb ,i .. ·dlfecte<! mU';o¡¡e ... '¡. 'Y>t<m' ( Invi''''l''n, C.r1w.d. 
C"'). 

For don¡'~ I"l'l"""'. u,i"" ,,,,oo.rd moIerut.r bioIogy >t ... teg;.,. 
wo fir<t . Iinin .... , n u.-.lesir<d ,\0'11 "",ric,ion ,i .. presen' In ,1>< 
pNASS· lRH ·luc ""',o<, lh;, .. tr,,\olll " .. i, lout" .round 60 "" ... 
1"'" up>I'elm of ,1>< - J5 box of ,1>< bet;t. t.CWTl.I'" ¡en< promoter. 
pN ..... S·T1UI ·luc w" mu"'" u.ing , .. ""tegy~" Il71 'o 
001,," tI>< mu'''''n. , nd d.I<,"' ... d<=ibed in r~ L B.-..fty. 
.yn,herk ol'l"nu<l<o'ide. wo"iniog .ho d .. i," ,I'e""'on, 
(l. bto 1) ""'''' mi.=! wi,h .n .. 'erTUi olWtnucl<otid< (&:'l.iIStul) 
tUnking t o.srut "'<trkt",n >i .. : • PCR ",..:-IlOn w., "'TÍ<"d ou' ur.in¡ 
pNASS.TRH .luc ., UN'" t<mp""~. lh< resul"'" f'CR prodoct w .. 
'11''''''' ¡el.ptlnfi" , 00 ..,.. in • ><O>nd PCR ",.oc,ion ron .. ,ntn¡ 
.g.in pNASl·1RII· Luc .. UNA .. mpt.t< . nd , new <1lt<m.ll oI¡~nu. 
e~id~ n .. king to. ,\0111 ",,,riction .. ,. (&:' .... '11 ). To ,void T1UI 
promo<...- v.ikl type "'1""<>« ron "'min,'ion. ,h i. '""'000 PCR ,e""ion 
u..o .n olivnuc~id< compiem<n t.ry only to ,1>< T .il portioo of ,1>< 
l. iIS'ul prin<r .dd<d du,ing ,h. fina PCR ",.oc''''n. 

",.c,Cru<TA(; 
meACCC:GT<u 

"<CRE: tlt¡ttcocIla¡OCffi"C 

om·! 
'M<CC", pll!Ol 

,TcA¡:(ico pllID 

S''''-4(CR&I) 

1pG(""". p166 

" e,c oqcll\ccooc '_<lfij p i W!t 
~ r.;~E·Z·lJC'C'I,""'WI6' 

~ ",. CRE·!: <U .... w:II,",u;/lrlkc. tg'ou< 

,;o. , . "" . .... '" • __ ... _ .. " ....... " ..... ,_ .. "'ni" .... ...... _ .... ..................... . ,"" w ..... , , .. t~ ....... .... u • • ,... ......... ·;Wtt 
, .. eH, , .. , ......... c .. \<C III. """ , .. ' .. _ ...... , .... ,.,,,,A'" ... " _ ," ""W', ... . " ..... COl->,"" "" ce .... " "" •. ""'" ..... ~~"'-..- .... 
'''"' ""'"", __ .. o<'""cc .. , .. ,. _: .... , ~ ell·' ~,.. , .. c"' ............. ~ ........ """ ...... __ • "' .................... , ... , ............. .-.. , 
." "." ...... , ... ", ... "lO "'-""" " ... ~~ ••• " • • ~, ... , i~>: II ~ ..,"'" .. "' ... ,., 
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A Jth~ opy 

• . e""·v ... , ,, al _ ...... " _'*""''' ,..,. r,."J} "'_J" '" ..... , ..., .. "'" .. -"'_ ... , ...... ... ",,"" ... ,.~, , .. ,.~; .. .. , ..... ' 
( ••• " .... ). .. "~''''' , '' , .. e ... 'I ..... I. n'_' .... "'-""" ..... "'." cc 
,." . .. [.<C IT ..... , ... _ eH ..-." .... ,., ,,~ ...... ", 1'''. ').'-"""'.' 
"",- .. ~ ... , , .. w .... w..-., ."' ....... ... 

CCeTCTlHG<TCA , 
,. eeITITTITITCCTTAACCC'CACCCCCOCCC 

,cr((AC'1n " CH·'"",., " ,.001 ,. ITCG ...... cccceeGCC=<Coc=AITT<A 

eH·'M ",", """'1 

" .... ", , .. 
"""' .. -,. .. . 
_ .. _lI .. .. 

"""' .. -" .. . 
""" .. _2+ L .. , ,,,,, 

""" .. -,+ " " .. . 
"'''''''''''' "'""'''"'''' 

aACecoc, mecen ---
, . eecc ...... ccoecc='e<Ceee=c~crc. 
aACecoc,e mece·]' 
, . eecc ...... ccoecc='e<Ceec=~ 
aACecoc,e mea·]' 
, . eecc ...... cceOCCl AC 'C((eCGCCTCTe<cc,eAC 
C.<CITClCle TlCOCC-> 
, -w;eM,",CCOC<COClCeC((OCClClaec,e. 
OClCecoc,CTICCCC . , 
, . eeG<:eACeCC'OeAlce, CCAAC.crr<celA 
CACGCClACMC , .... , 
,'Ti'CIT cccee.., .<ClCIT~' 
, . ITCC<;ACITC'GCAlce,CG" 
"cccec=cccccc , 
HCITC=TCG<:A<'<C'~'Cl" 

'·CCG.«;ITCGCCCACCCCC " 
, 'CACCITITA<eACCCHT<CCCAM 
GeeCCClCCCClGlCTT<eco: , 
HCCCMA<ecrcc,GCc , 
H<crccnrrcrrC((ACACClCCCCACC " 

,.= ....... ","""cu.<>o<:s[':::::::::::::::" 

n-.. d<-I<ted v.n..nu .... "" constructed Dy ovrr1>p-ox"'nUon I'CR 
PSI "';ng tt.. oligoouclrotide ¡>.Ji" d=ribrd in T. bt< 1. Forwml 
{forw ) oIigoouclrotod .. ""'''' mixed with thr ox",,,,,1 oligor-.uclrotod" 
ExtT. d5tLJI dr«ribrd ""~;.,. El.Jd<IV.rd (El.Jd<) oligonoclrotid., ""'''' 
mixrd with thr """m.;oI oI'l/OOoclrotidr E.xtA.Itl l· l. Forw , <Id s.cl; I'CR 
¡>rod oct, IV"'" gel . purifird . <Id m ixed """the!- ro ¡>rodocr thr mm pIetr 
T1!H promotrr rrgion in . n ovrrt.p¡>ing PCR rr.nion u,ingthr """m>! 
oIigonuclrotido< (ExtT. ilStul . oo Ex ...... tll· l). lo ro",'roet tt.. " ipl< 
CRE_l -t CRE_2 -t ct;REdrleted .. n. nt . n oxt .. PCR IV" dor.e u,in,¡; thr 
D<1ct;REForw IDd DelCRE·lEl.Jck oIis0ruclrotid ... n-.. grl.purifird I'CR 
¡>rodoct w., mixrd lVuh thr ct:REs.d!WÑtll· l PCR prodoct . oo . 
IlOW PCR prodoct IV., ¡>roduc..o D~ oo""ppi"i PCI! u,in,¡; thr 
oIis0nLtdrotidr. Cl!E_lB>dc .<Id E' ''''tll·L Th" gel .puri~rd POI 
¡>rodoct w" thrn mixrd with ttl< ~Oi.E· l + CRf·lForwlbUT.ilStul 
PCR prodocr Dy • new ovrr1.p¡>ing PCI! wito thr "",,= 1 oI'l/OOocloo
tido< E"hil5tul . <Id Ex ..... tll· l thr ~n;ol lRH promotrf triplr drlrtrd 
.. n..nt w" obt,¡iI><d 

A1 1 com"etr PCR prodocr,.."", grl.pu, ifird.md d'g,,"rd ", ito 
A..Jtll.<Id 5tul .... trirtion " nl)'Tll'" . <Id I""trd lO pNASS·TltH·luc 
vr<t0i" prev'Oll5ly prep .. "O with t hr ... , .. ,"'triction "nz)'ffi"'. AII 
con"'uct, Wrf~ ..,rili.-d Dy noclrotid" ><'q""""ing. Pb.m,d • • '" 
.mpkili n ,,,,i . .. nt .<Id w,,'" porili.-d wÍ!h QI.g"nrolumn~ 

Mut"" seqo,,,,,,,,, IV"'" . "",Iyzrd for ,rc"llnotion of thr I. mliy of 
CRElI/Alf tr>n",iptKm l.no" ",ito M>tlrn¡>e<tor Groom.oti. Soft· 
w .. ~ Il9 ~ within t O" -776/+85 pNASS_TltH ·luc ar, in I'.gmrnu 
con"ming U .. mu"t..o rrgions: -69/-4l (indudrs >d~t lOpO 
o( 5itr-4/CRE · I): -112/-41 (indOO", (RE·l. thr 10 >dj>crn t 5' · 
b.I",~ up to CRE· I). .nd ti .. -lllil -t44 seq",,""" th>t i""IOO ... thr 
ct:RE with it> fi . nking .0.1'_1 '¡tr • • <Id thr tw<I CREs. Thr pr"ll'.m 
.pp~ Cl!EB rKO!lnition of thr wild typr . <Id ttl< p766 mu"nt but 
ootthr p767 mu"n'. Mu"nt 1'1808 ron"imng tt.. Cl!E· l '''lueocr >< 

it> origi .. 1 ,it ... 1d "',,>cing th>< of CRE·l w" ""'''IInized Dy ttl< 
pmll .. m .. Cl!E but o"ly ttl< onr >t ttl< orl¡;i ... 1 CRE· I .i",. <Id 001 
""""n im<rt..o m thr CRE_llocm ( -101 1-'14). Mu"nu with de;'t..o 
rr¡ioo. did oot rKO!lnizr thr propr' ".n"riptioo I>ctor: bowro ... 
drlrtion ol ,t.. 'rgion con .. inins thr CRf· l , i", (-52/-59) c",><..o • 
nrw 5pll<l.f ,it", C(CCGCC In l. 

2.3. C<il ni"", 

lhr «U li .... ""t..o _'" Imm ATCC (M."""" VA): NIH ·JTJ 
(d .. ~ Imm ""'" .. "mbtyook fibrot>l.,,: Cl!l· 16Sl! ). N"uro-l. 
( mou>< ,,,In ""Uf 00""0"" : CU· IlI). C6 (,>< b"in Jlio .... , (n_ 
107) . • ".. (OS· 7 ( mook,,~ kidnry fib...,b¡' ... (Rl.-1651). SH ·SY5V 
«1I •. drfi,..o Imm hu .... n nru"""'-.. m .... wef" ki<ldly don."..o Dy Dr. 
R P><Im. (U. Pt>ebI.o; 11 JI). 5H ·5YSV. (0S-7 . <Id NIH·JT3 «lb ... '" 
!ITIWn ;n "" 1"",,,,,' , .... ,.¡ifi ...... >~ .. '< ......... ;"m (nM ..... · 'nv;'~J 

,upplem<nted wito: 0.l5:1: ¡¡I ucm<. 1 ot bovin< 1 ... 1 .. rum (BioW.,t. 
Nu,tl lo;. f r). l mM vu"minr (SiS"'"', SI.looi,- MO). 1.65 ~ml in.uhn 
(Sj"",) ~ 0.5:1: vi .. min, ( Invit~n): C6 «11 • ...,'" VOWn in F_llK 
( Imr~ro¡¡",) ",it o .upplrmrnt> . <Id Nruro_ .... « lb in .uwl""",ntrd 
MEM (Modifird E. gIr', Med,om. Inoit"'lI"n ). SH_5Y5V wrT" dilf",· 
"nt'''..o .. d"",ibrd IIlI; Drirfly. «11. ""'''' t"'.t..o with 16 nM 01 
12.0 ."'too«.ooylphorbol. 1 J_>c""'" (11''''' Sigm.) on thr lnd d. y 
in rultu ... <Id m<d ium w .. d .. ng..o evrry thi,d d. y. Whrn cultur", 
;oco irvrd cooflt>eoc" (J_6d. y.). «11. ""'''' d"'>chrd wi, o 0.ll5:1: 
nYl"in .EJTA (Invitrog"n) ,.<Id ,,><..0 >t. drn'¡tyol~ X \0' « 11. in 24 
"",lb ~""t..o IVith 15 nl 01 poly' D' Iys,,,,, (Sigm. ). 

F'ri""'"Y eoltu"'. of , .. 1r,,1 o)'l>Oth.IJ.mic « 11 . ... '" preP<lred . <Id 
m.Jin"mtd ... dr<cribrd [1 1,131 u.ing "mbryos I,om ."""l'Irtiz..o 
d.m •• t 17,h d.~ 01 g", .. tion. Hypoth>l.mi "'''''' di"""..o lrom ,,;och 
"mb'Y" ",11. d"pr..."j. 5red..o 00 1.5 ~Iml poly-ll-Iysinr p",·ro."«l 
".tr., . n; cultu,rd ler 12 doY' in .. no ([)IV) in 1 5 mm pl,¡t", (h 10' 
",11" y;'lJ: V x l(t'Ih)'l>Oth."nu) in ",pple"",n' rd DMEM. (ultu"" 
""'''' mUt" iI><d .. J7 -C IVith n: Co,. 93:1: . i, " "",.pllr", .• nd 9In: 
humid"~ 

C"II • ....,'" t .. n,I""..o. >t cooflorocr. on thr lnd d.y . !te, 5red'ng 
""'''1'' lor h~poth>l.m", prim>ty cultu"" tIYt wr", t .. n,I""..o "" 
thr 12'0 lIIV. lllr mixtu", ron" ming tllr ""m"l> (lOO ns of pNASS. 
TlIH ·luc O!" of thr mu"t..o o«tor lfi~ . 1 L lSO ng pOfl 10 II"'~ I 

"x~,ioo vr<to'L J50ng pU(18 ) w .. prrinrub,urd lo, 20 min .. 
room "' .. prr>tu", IVith lipof""" m",,, 2000 in f,,,,h m<dium 
ron .. in i~ ,loe"", ... ind'wrd (Invit"'grn ). Wh"n thr CREB (er 
CREB·A) rxp",,,ion " .. mid IV" ro·" . n.l'r<:t..o. thr qu.ntit~ 01 
pUC18 w .. .odjw;' rd lo. • fi ... 1 DNA ' '''''",10' of 800 n;;. In ,,;och ",,11. 
l00 ¡.j of mrub.ltion m<dium IV"'" rrplKrd with lOO ¡.j of tllr 
n.n"'""b" mi"u",.nd i""ub." ed lar 4_6 o .. J7 -C: m<dium IV., 
thrn d,,,,,,led. 700 ¡.j oll",.h .upplem"nt..o med,om w" .oddrd,. <Id 
ttl< « 11. Hr'" ¡.,¡¡ o<ldi,rurbed lo, 48 h. SOOfll of iocub.ltion m<di • 
""'''' rrp"'..o wi,o Irrsh ,upplrmrnt..o m<dlUm coo"ming (or no!) 
!'KA "im,,,tin;; dr1Ql' (8· Br-cAMP. db-cAMP Of Io .. kolin. Sif"")" 
<Io>< •• ncl ti"",. i<ldiut..o in ,,,,ul,,. fonlwhn w ... di",,~ in OMSO 
(Sj"",) : ""'trol. ro" .. in..o t"" .. mr voIu".., of OMSO. At t hr ,,00 01 
thr ",pr,;"",nt, mrd .. IV"'" witlodr>wn.<Id ",11. w • • hrd ",uh P!lS 

0""". SO¡l of Iysi. buff .. (Pro""", Bio' « o. M.odi50" WI) wr",.><Idrd 
. nd .rtrl 5mi" «11. of two id"ntÍ<.J 1 p"trs w",,, . ' r> prd . <Id 
n.n.r"rrtd to • mic~"¡fug,, tubr. Tubo. IV"'" «ntrilugrd .. 
12.000 '1' 4 "C. l mino Thr ,up<rn ... nt w" ,,,,,,,,,,.-.d. 10 fII "po'><
rd lo, pro!"in q""ntilk>tion 1301. <Id thr "'51 , ~t >t -70 - C. 

Siocr I.ocil ... ", ",ioit~ (Loc) in lyutr o1SH.5Y5Y «11. ".n.lrct..o 
with TltH ·loc ", .. Ji""" Imm 1.5_20 !-'S0lprol"in. 5 !-'S wrf" used lo< 
.. eh Iy'"'' . nd Qu,ntifi...J ",ith th" Lu<il" .. ", .... ~ 'y"" m 
(Promrg.) in • lum ino""'tr' (Monolisht 3010. Plurmigrn. NJ ). 
Re>ult> lO"''' norm.li,..o .~in" II-~l>ctmid.i.", >ctivity. me. ",,-rd 

Jthl 

• . c_· .. ~, .... ..,.-., ,,_k .. , ... r'.!JJ , "'_, .. '" ..... , 
""' ...... ,, _ .......... , . ....... , .. ,,"'" ... , .... , '_"~'" . . .. ,loo, 
, .... _ ). .. ......... "" o. Cll. 'I .... .,. Uf-> .... "'_'" ..... ., ... ce 
oo, ... o,CCC .... • _ ..... COl ..... .. ~ , .. lO" _" "". "- ...... "'~., 
",,- .. ~ ... : '''w.""w'''' , _ ....... ... - -,. crr«acC«¡;n""""T<ACAC= 

O<:<TCTCC'CCTCA ,-.---

,. OCC«cr«(OC<TTAACCCMACce<><CUC 

YCT« .<.Cnu " 
C'I«., .. (H , ' ," ' _J ,'CC~GMAa==ITCe==ACC'r<' 

cn.,,, ,,,o l.'''') 
.~ 

. -"T .... ' .. 

...... ,,, 
'" OdC..-'I><' _ ... " ..... 
0dC ... , .. " _ ... , .. ." .... 
""" .. _>+ '''0." "'0:"' ... 
"."",.." 

",,,,<ceTCT (ll(cce, ---

",,,,<ceTCT( mcce· , 

,. (= .... cc=e=Tcc=~ 

",,,,<ceTCT( mece· , 

CM"eTC " TTCGOC· ' 

CC1CCCCTCJ(JJCCGC , 

" (C~CC.<.CCCGT"'"' TCOffiC IW:ACTTCCO'T ' 

(.«;<;CCTACM< TM ' 
,---rcoJe = M Tcm.1 
, . CCGC<>ACCCC Tf.OATCCTCC 1 

"<=0<=0=' 
H(CCe<.<;CTCGCA« «l'C" TT , 
, ·<Xc....-.cr=CMe a;c , 

"C I<CCCCCCA<CACCOTITCCOCAM 
"(CCCCTa;cCT~TCTTCOO« , 

H(=uACCCT<;<;T'O"" 1 
H CCTITCTTTC TTC(CACAOCfW;OAcr , 

n-.. ...... ,..¡ v.n..na ~ corntrn.:ted ti)' 0'ffl'1""'6temioo I'CR 
P SI '-"'!lJ;: tt.. ol~ucloot;do ¡>.liT< ~ '" T.bt< 1. Forwml 
[Focw ) oI~ocl<otl<l .. 1'10'" mix<'<l with tr.. .. """,,1 oligoou<loot .. . 
E>:tT" IS,lII d<-scrib<d ~.~i<,. B.Jdw. rd [B.ldc) oI,gonocl<ot ....... '" 
mÍX«l with ,o. .,,~rn.oI oIigonocloot ... ExtA.I,U _l. Focw . .. I!.IcI; PCR 
¡>roO octJ; ""''''gel_ pu rifi<d . .. m iMd ,_th..- lO ¡>rTJ<k>c< to. rom pIrt< 
T1!H ~ ~ in.n ov.-r1.>ppill& I'I:'R .. ..rnon u,in~ ,o. <xtern.ol 

.. ig>nucl<ot .... l Ex'T.titstul . oo Ex ...... tll ·n lo (oo>t,uct ,n. ttipi< 
(1lI' · 1 -'- (1lI'_2 + ct;RE d<!<red •• n.ot.n .. tr.1'I:'R w. ! don<"';">l tr.. 
D<k{;REForw md D<lCRE_1B..:1; oIigooocl<otid ... n-.. vI-purifi<d POl 
product w •• mix«l with to. ct;REB>ck¡ExtA.ltll_l POI proOuct . nO. 

llrW PU plOdll<t 1'1.' proOuc<d ti)' """-"ppi", PO! "';0' to. 
oI~nudeot~ OIE_2s.d .nO E' ''''tll_:/. Th" ~1 'i>Urifi<d POI 
prodll<t 1'1"" ,beo m,,-"¡ w~h ,11< D<JOIE_l + CRf_2ForwIEx'T.ilSrul 
PO! product by • oew ov<l1. p-pín.¡; POI w;'h tII< .. ,.mo) ",gonoc"'" 
,..,. E"T>il5tul . .. I'>""tll ·l ,o. fio.J T1!H promot..- tnp!< ....... «I 
• .n.ot w .. obt.ti .... 

A11 compl", I'CR product • .."", ~1 -i>Uflfi«l . nd d~ .. t«l " i, h 
A.ltll . nO Stul =tri<fion 'flly~ . nO I,*,t<"d to pNA5S-Tlm_Wc 
VKtor previoml)' p"'p. ,«I with , 11< "' .... fe>triction , 0')'ID<'- AU 
roo"ru<l< _ .... rili<d by oocl<-otid< ><'qL>Oocinx- PI.o""I<l •• '" 
"",pocioo ""i". nt . oo 1'1"-' purili<d wi,h QI.lgoo colwno~ 

Mu, . ,«I ><'q""nc .. ""'''' . "",lyz«I for ' <COlImtioo of tt.. I. mlly of 
CREI/ATF 'wu",iption loct"" wi,h M.t!n>¡>«Ior G<"""",ti. Soft
W>f~ 12 9 ~ withm tII< -7761+85 pNASS_TRII_L,,K or, io f'. gm<o" 
roO"IO;", , 11< mu",,«I "'S""': -69/-42 (indud<, >d~t 10 pO 
of Si'MiCRf_l ), -1121-41 (indud .. OlE_l. tr.. 10 >d~on' 5 '_ 
bo><~ up 'o (RE_I),.nO tt.. -22ti1+44 ><'q ""~ ' !lot i.-.:-loo .. ,r.. 
({;RE with ¡a n.okin.g AJ>-.1 '¡'e>. oo th. tw<! (REs. n... prov. m 
'PI'rove<l OlED '~':<)gm'"o of tt.. wild typ< . nO tI,~ p766 mut. n' but 
oot ,o. p767 mu'""'- Mu"ot p l 808 roo,,,mng ,ho (RE_l >«I",,,,<1,,t 

i" on!lino! <;,~ .oo "'pl><;ox th. t of OIE_1 w" ="Ilmzed by ,1-.. 
Pffi!l,. m .. OlE 00' ooly ,o. O""., ,I!< o,i¡:i",,) OIE_I ,¡,..od oot 

when in .. tre<! lo ,o. OIE_lloc\15 ( -1011-!I4). Mu"o" w~h <l<1e,«I 
"'Ilion' did oot "'"'I'0i,. tt.. proI"" tr.oocriplÍ<lll l;oct01: how ..... 
d<l<tion of , t.. "'Ilion con"' ioi ng tr.. (RE_I ,h. ( -5l1-59) <", .. «1 • 
new S~11<lf .he: (CUC(( ] 2l~ 

23. (</1 nltur< 

To. «U lme, ~te<! wo .. rmm ATC( (M."",=. VA): NI H_3D 
(d..-iv«l Imm mou .. . mb,yom< fibmt>l. >t, OIL_16'>8 ). N' UlO_2. 
( motlS< ' .. m n<-Il'obb.l>'omo, ((1_131 ). (6I ro' b .. io dio""" C(l_ 
107]. . "" COS_7 (mookO)' kldllO)' fibmbb.l>t. OIL_ 16S1 ~ SH _SY5V 
<~II,.d..-i,«I rmm humoo o",robLI>torm. W<!fe kiodly dono,«I by IK. 
R P"¡"" (U. _: (111). SH ·SYSY. COS_].nO NIIt_1T3 «11, w.", 

~mwn in [)o,I ..... en·' M.-.Iifi...-l F>~" " M...-l i"m ( n MFM' 'nvi"'W"J 
,uppl< m<nt«l with: 0.25:1: ¡¡loco><. 1 o:t bovi"" fetol .. mm (B"W .. t. 
Nu,II I ~ . FI). 2 mM ,lut.mlOo l Silmo.S'.IDui,- MO ). LM ~ml i",uhn 
(Si¡pm) .-Id OS, viumin, (Invitrogen ); (6 «-11, """l"""n in F_I1 K 
(Invitro¡:m ) ",i,h ,upp¡'"",,,t> . OO ""uro-h « 11, io ,uppl<-meo' «l 
MEM (Modili<d Eosl<~ M«l,um. lovi' ro¡oo). SH _SY5V ~~ dLIf..-_ 
oot;'t«l" doocribrd ( 11]: 00riy. c~II, ""'''' t"'>te<! with I~ nM of 
12..()_"'tr>d<c.oo~I¡>hort.>l_ 1 J_>eel"~ [TI'A. Sigmo ) on tI!< lnd d;oy 
in culto".oo m<di"", w .. ct ... og«l ~ ,hlld d. y ........ " rultu , .. 
;och~ ronfl""oc. (J-6d. Y'). <~II, ""'''' d<!",,1>ed wi' h 0.11 5:1: 
try¡,,';o _f JTA (Invitrngen) .• nO pI. te<! >t . <l<n,ityofl x lo' « 11. ln 24 
"",lb pr<-co.lt«l with 1 ~ oS 01 pul)'-<>- I)',i"" ('iigm. ). 

I'nmo')' mito"', of ,.t r.t. 1 hy¡>otho l.mic « 11, w<'" p"'p.ir<'<l . nO 
"",in!>HlN . , d<-scnbrd ]1 1, ni u,iOl embrym flOm ."""I><tiz«l 
d. m' . t 17th d. y oIS""" KlIL Hypot!lol.mi 'He'" di!U'<l«l fmm o>eh 
"mbryo. (~II, d"p<""". """,«1 0fI 1.5 ~mI poty_"_Iyoi"" pr<-<O.IU-,d 
pIot<~ .nl rol,",«I lo, 12 doy, in .. "u (rnV) in 15 mm pIo t .. (h lo' 
",11" yi<IJ , V x 1 o'lhy¡>ot!loI.I!U ) In <upp\<.'"",n t«l DMEM. Cultu"" 
1Ve'" mm"' .... . t 37 -Cwi,h neÜz. 93:1: . i, . trr"'pho", .• oo 9m 
humidity 

Ceu, w .... tr. n,I..ne<! . • , coofl""nc •. "" tl>o 100 doy .he, '-'n.¡; 
"",ept fOL' hypoth>l.mlC prim,lIrY cultu, .. tho, ~ tr.n!l..n«l en 
to. l1'h IlIV. TI>< mi"u", amt. ming ,I!< pI.,mld, ( :roo ng 01 pNMS_ 
TlUl_l"" or of tII< muut«l .. "tO( IHg. 1). l">0 og pCHllO II ," ~I 

~Xpr"'1OO V<ctOf1. 350ng pUCIB ) "' .. pmnrubote<! for 20mio . ' 
room .... 1" .. '"'" with Lipofoc!> m, ,,,, 1000 in r"" h n=lium 
ronuin i~ ~Ioc"", » md'w<"d (Invitrog<n), Wh~n ,"" (REB {or 
(RES_A) "p"'"ion pIo"'''d ...... ro_" . o,I'«:,«I, tt.. qu. ntity 01 
pUC18 "''' >d¡u".,¡ lo< • fin,!I ONA .moun' 01Il00 n¡¡. In ~.rn weU. 
lOO ,.. of ,ncub.>uoo m<dium wo'" "'l'1..,«I with liJO ,.. of ,I!< 
tr.oú..n'><l mixtu", md ir.rnbo,<"d lo, 4_6h . , 17 ' (: m<d,um 1'1"' 

th<n d,oc. rded. 700,.. off","" ,uppl. "",nte<! m<d,um w .. >dd<d,' " 
ti>< ce1l, .... '" Ieft uOO"rurn.d fo, 48 h, SOO,.. of inrub.ltion m<di • 
\Ve'" r~"'.o w ith f""h , upple"",nte<! m<dium coo' .mln.¡; (or oot) 
PKA "im'''ti", drug' (8_8,-cAMP. db-cAMP ()( ror.ko li o. Si¡pm).' 
OO"'.nO ti""" iooiute<! in ,,,,ul,,. F"",lro~n w .. di ",,~ in OMSO 
(Sismo)' :ootrol"ont. in<d tI!< "'''''' voIu"", of OMSO. Atrl!< ~oo of 
ti>< <xp<u"",n', m<'d" wo'" wtthdrown.nO Cl.'1I, w.,t..d wi,h P!lS 
ora. 50 ¡.I of l)"i,IH>fr., (Pro~ B,o' <ch. M>di",n. WI ) w..-< >Ild<d 
. nd .fi .. 5min. «,11, of two idont",,1 pL.te. _f~ ocr. p<d . nO 
tr. n,I",-,-N to • mia-oc.-otri~ 'u"". Tu""" 1'1'''' «ntrifuvd . , 
11.000 ,.1' 4"C. 2 mi". 111< ,up<",.u ot 1'1» f~ 10'" "'¡>.I .. t_ 
e<! fo, prot';n QLLln'i6c>tion 130j .nd tI!< "'''. ~t >t -70 ' C. 

Sin« lJcifo .... ><ti"ty (Loc) IlItyuteofSH_SYSY c~II, tr. n!lNt«l 
lYÍ,h TlUI·Loc w .. Ji" .. , fmm 1.5_10 !-Iltofprot';n. 5 l-'lt w.,,~ u,.,.¡ /oc 
~.ch Iy .. ' e . nd Qu . ntlfi«l with lh~ Lud f ... ~ .'''y >y". m 
(Pm~) io • lum ino""" .. l Mooolight 3010. Plu.rm;gen. NJ ). 
I!e5ula "<le normoliz«l 'g>m" 1,"~ l>c'o5Íd." ><tivity. m<"uf<'d 
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.. "- e ... _v"',,, " " ""''';0, "_.,,.. ..... ,_ ("" ji lO' , .. 

.. described 1131 usinS SO ~ 01 prole;" (li"".,;'1 ~rv«l in ,b< JO... 
60 ~ protei" r.nge). !lpt"'.1 d.",ity (on.1 w., rud in <lIl EUSA lector 
.. 405 nm 

1.5. $larurirnl 0001,.... 

S;oa two id< n',nl ¡>I.ote> we", po<>I<d ' o ob!;U" .<lequ.". prole", 
QLl.iln'ity ro< enzyrne Klivity "'tormin>tion. ,hi, pool "'., con,"'~ 
.. n ~ 1. E;och pl.i,m,d w., 'est«l in .. 1<,." 1 iOOep<r.dent rultUrfi 
• I"'.y. iocludmg in .. eh. . groop with , .... 'Niki 'YI'" pl .. m" • .-.1 
_Item"'ing. In dd'fe",nt exp<'¡m<ntt. tI>< v>fioo. ¡>l.I>mjd, "ode, 
stooy : In <>eh cultur<. n _ J _4/group. Resulto 01 LocA;..",1 w.", 
c.lcul.i,ed 'g""" ,he .. Iue. of ,he b." .. 1 .. 'ivity 01 eoU, ' .. n,f~ 
with ,he wi" ty¡>r TlUi ·loc in <Kh 'mi, uken ., 100\. lo. .in 
>doqU;¡te comp.uison ~n ditT.",nt "'I"'nm<nt<. Ro.ul« .r< 
" p",,>«I • • 'he "",.n±H.M, <x«pt wh<n • ""ult> from .. 

r<p",,,,nu'i,,,, <> p<riment n., n _ ll~roop. ,hen lb< '-D. of rO. 
m,,, " i. includ<d in tI>< V . ph (L • . Fig. 4B) . , t>ti<tial ,;g1llfi""", w" 
"lcul.i'ed by""" or two w~ (2w) ANOVA con,idrnng control. 01 
.<>eh rultu," (p <O.OS) , fol~ by »O" hoc Honl."ooi or Tuk.y 
mukiplo comp'¡IIi"", (5OItw.", S,...i<w or >PSS 11.0). 

1. Rosult5 

c.lI. fmm Mr."nt origi" • ...,'" ".n.!"'tNl with pN,o,sS· TRH ·IAK 
. <KI •• ",,~ lor t""" ",.»On"" to I'IUI =iv"ion by iocuboting • .eh 
with l . 10 or 100 ~ forskolin lo< J o. 1\·g.>~t"'Í<I.l .. .aivity w •• 
.imi l., in t h< dilf."'"t «11 li .... but lud"",..., .aivity v. riNl 
conoo.,. bly .• ~ting d i rrOf~ in modul.itin¡ Tl!H promotOf. 
Tho ~ "'""lluell'.-g.1 .aivityw • • om.rv«l in NIH·JTJ «11. (967 
010115 ",I ... iv. hgllt unin,~ prot.,") inr", • • ing <>"«'r 4000 fold '" 
COS·7 « 11 •• <KI ..... n moT' . in Sil ·SYSY «Ik Tho r<>¡>en .. to lonlcolin 
dilf • .-.d. ""ing olg""" in to. glÍ<>m.l « 11 hno C6: in .,."t , to. hi¡h<" 
fo",kolin ",,»On .. 1'1''' . ruiood with 10 """ (no< .how"). fÍJ.l .haws 
d.>t. of. "'P'"",nt.tiv. ox pori"",nt wh<", .1I «lIli .... _ '" ... """ 
for to.II ""pon .. to 101lM fo ... kolin (f..,.~ 19. p<O.OOOI , n _ 41 
groop) : to. oxpm"",nt 1'1'" ",po.tod provtdi n~ simil.ir ",sul ... Th< 
C6 « IIJi"" 1'1'" thu> eha .. n lo< "udyi ng tb< offioct of m u .. tion. In tOo 
11!H _., on th< tr.n.rnptio",,1 .aivity. 

B.o .. 1 .aivity w •• no! .igniliantly .fr.ctod by mu'''io". In tb< 
CRE·I =l""nco eomp.,NI 'o to. wHd typo (WT) , ... ito.r for5lcol in 
",docNl .aivity .. «p' lor pl. .. mid (p) 767, ,tu, w .. unr<>¡>en.iw.t 
4 h (FiS- 3A: "",. n of 1 indepoOO. ", eul'ur .. wi,h n _ 8_9;grool' 11'1' 
ANOVA: d,lf.reoc •• betw",n "l..mid" f, .. _ l.G p _ O.Oll, t",. t · 
"",nI: F, .. _ 6J.8 p<O.OOOI : in .. r. ction: no .ignifk.nt ). In contr .. t. 
mu .. tio" • • , to. CRE· l si .. (TGCCGTCA) dimini.b<d for.kolin 
",.»On .. : (tungin! to. «n".1 CpG for GpC (p IS01) <lec,.."'" tOo 

oc"' ... "H" 

¡"-IH_JTI¡"-,_"- co,-, CO ,rt_,y,y 

,., •. UH " ..... ,,,,;0.,,,, ,,_ ......... ,; ... " "' ... ; .... _" ... <0> ... , 
,,,,..,, .. ~ ... , .. " " ... _ ..... , .. >",,,·nH·"', ...... ~ , .. ..a-. , .. 
-".'~" pO ..... "' ... , .. 'OH __ " ....... _" .. ,. ... ", 1"1. ... ........... ~ "..-"'- ",_. ,,"' .. ~ ,- .. ", "' ...... ~ ,,,,, ...... .. 
"'. ~ M"~" """~.",, \",... ,",''oo.," , •. "'"' .. " .... " ....,... ............ ., 
.... "~.u,, ..... " . " ..... ,. '" " ...... IK~"'", ". N ' H_lTl _, .. " .. 1_ ,GOl, ... ~ "'" .............. _ .... ". 'o,,,,",. '. _ 0.000' , • • _ .... , 
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.... . ".,«" _ , .. "~ ... ,, .. , .. e". I, n._" ce ...... eACC( .. , ., 'u 
,..--",,,,, " .. ~ , ... ;oo"" ",~.,,, "'_. co """ ... . (~" "'" ,,,. ,t.,,,, " •• 
. ......... '_ ",,, .... " .. """" .nUl·",", {WT) . .. , ..... _ " "', .. .. 

..,~" .. , ....... '). "" ... " .. "." "" ..... "'"' "'" -,~ .. "' ; ....... .. _ ,,",;O, 10'" ,., .. _ r..- . ... . 1"-0). <) " O, ... " "" ....... . ......... , 
, .~ "'" .... .. "'A " .. .. '''''',. "" ;""" .•• ~,,_ ... . ,,,,., w .. 

,_ .. ,", ,o.,," " o, """",, ...... WT ..-_"'" \ _ 1""') .... "'" 
""., .. " •• ' ..... " ","'.DO "WT , .. ,<>l. , • <0-'" " . • , _ . ,_ .... 

"'.pon", tolo"kolin but no! t..",,1 .aivity (FiS- 18). The mut. nt wi,h 
=<r.1 t.. ", etung.>. including t h< e~n".1 Cpe; (p ISOS ). w .. 
u"""¡oo,i .. 'o focskolm "imut..tion .kmu¡h t..,,1 .aivity 1'1'' ' 
pr=rvod . When 'h< CRE·l .i'e 1'1'' ' ,""'titutNl lor to. (RE-I 
""luene. (piSOS ) ....... 1 . nd 10",i<oIin ·indu«d ;¡etivit i., wore 
rNlucNl by \.0:1: (FiS- lB: "" ul ... ", t Oo ""'." of . ;¡eh pt..mtd ..... yod 
in J of 4 indopond."t cul,ur.~ n ~ 1~I,roop e.c.", lor plllOll n ~ 14 
.00 WT ~ 16. 21'1' "-NOVA: differonr"'l ""twoon pbsmtd" F~"., _ 31 
p<O.OOOI : '",.'"",n<: F", ,._ 19 p<O.OOOI: intor.aion: F~, ,.,_ 6 
p<O.OOOI). 

To e""film to. ~.Io"t rol. ofCRE8 in to. cAMP ""1"'0>,. (ti 
",11. w.", co·".".loctNl wito ISO n, of OE8·A .,t.,mi<! .nd pNASS· 
Tl!H ·loc." incub.itod (m 001 ) 6 h with lO fIM forÜ"lin (fok): CRE8 · 
A rodocod ..... 1 tr.tuCTiption .<KI impNINl tb< ""pon'" to eMIr 

Á C ... ·V ... ,,,, oJ ........ IN ., ..... , ,.,.""" '_I>O" } ",., .. 

.. d<=rito.d 11 31 "'in, SO ~ or """eon (Iir.e.nty ob>ervodln ,he JO-
60 f'lI protoin ,.ng.~ Optk.1 de",ity (0-<1.1 1'1" «<>d in <lfI EUSA ,",,'oc 
.. 405 nm 

S i~ 'wo HIfil,k.1 ¡oJ ..... w .... pooI<d 'o ob,.,n '<I<q ... t< """em 
Qto.In'ity for nzyrn< ><tivity d<'<rmiou'Í<>n. ,hi. pool w •• eon,~ 
.. n _ l. E;och Vl.o"",d w» , ... t<d in " 1 .. " 1 in<leponden' cullu .... 
• tw.y. includ,,'i in .. ch.. J'OOp wi,h ,1>< wikl ')'P" ¡oJ .. mkl .00 
. I' ...... 'i"8- on do/fe ... n' expon"",n' .. ,1>< V.OOU5 pI>Imid, "nd..
,tudy : In e;och cultu«, n _ l-4/voup. -...1" of LIXJ\\·pl we ... 
"lruI>tN >g>on" ,1>< .. 1 ..... of ,1>< 1=.01 ;oc'ivity of coll, tr>n>f«t<d 
wi'h ,he wHd ')'>1< TlUl · lll< in e>eh tri.o.l, t>ken .. lAA lo.- .n 
<>dOG"'" c"'"l'",isoo I><tw".,-, d,rre,.n' '>¡>en"",n". Ro.ul" .'" 
"p",,>«I • • to< .... 'n±H.M, <x«pt ",n.n , ",,,,1,, {mm , 

"I""",n"'i"" ""pon....", h .. n _ JiSroup. ,n.n ,n. '>-D. of ,he 
m,,, n ¡, iooOOod in ,he ~"ph (Le. Fig. 48), ""i"ic. 1 significo"", w .. 
"kul.;¡tod by O"" a, two w.y ( 21'1) ANOVA ccm.id<nn¡ ron'roI, of 
e;och rul,u," (p <O.05] , fulloW<'d by ¡>051 hoc Honf...,.ooi or Tuke~ 
muk,p" comp.>mon (sof'w= SI ....... a, SPSS 13.0). 

1. R .. ulu 

c<u, fmm d,t'feren' orillin,...,,,, tr",".loc'od wi,h pNASS· TRH· IJK 
. nd ..... ye<t far .1><" .... pon .. 'o l'KA><tiv,,' .. n by ;ncu""'ing . ... h 
with l. 10 o. l00fl>! fu<>l<o"n for 3 h. I'-",I.ic'",""' .. oct;yjty w .. 
simil.;¡, in ,1>< diff<reo' «11 11 .... bu, lucil'< .. ", . ctivity v. nod 
con,id.,,¡,Iy. ,~t;"g d i rr<r~ in modul"ing Tl!H promot..-. 
The Iowest ..... 1 tucA"'S.loctiv;'yw.,ob>erved In NII!·JTl ",11. (967 
±115 ... Io,i .. hgh' unm,'I<i: protein) i",,,,.un¡ ""'" 4000 fold In 
(OS-7 ",1I,.nd ..... n mofe, in SH ·SY5V «Ik The =1""''' 'o fa ... rohn 
dilfered. being h'g""" in ,he ghom. « 111",,, (6: in 100". ,he higl><" 
fonkolin =pon .. w ... ru;ned with !O fl>! (no< >hown). fiJ.l silo"" 
d.lt> of. ,.¡>re"",,""i .. exponmen' w""",.1I «lIli"", \Ve,. te,~ 
for ,n." r • ..,.,..,. 'o 10!,,>1 for,lroIin (f .... ~ 2'9. p <O.OOOI. n ~41 

, roop): the "porimen' w., "PO"N ¡>nIVkli"1! ",oH., " .ul". Tbe 
(6 ",lIline w., ,h"" chmen lo< nudyi n~ ,he .ffect of m ut>t lOO' In t he 
1I!H ¡ornmot..- 00 ,he tr. n>CJÍ¡o!:to",,1 octivi,>,. 

B.l ... 1 octiv;ty w., no< ,ignilic.ntly .tfectod by mU!>ti"m In tI>< 
(ltE·l ""I""ne. romp..-ed 'o ,he wikl 'ypo (wr), ""itlter forsmlin 
,nduced ""Ni.,. • • « pt lo.- pl.o,mid (p)767 , tlu, w .. unr«¡IDnsivo., 
4 h (Fi" lA: meon ofl inOepeooen' rultu,.,. with n _ S· 91Irnup. 21'1 
ANOVA: d,If.,.oc •• betv,'..,n pl.tmlids: f, .. _ l.6 p _ O.031: ,"'''o 
men!: F, .. _ 6311 p<O.OOOl: in"',.wioo: no ,,~nit\c.nt). In cootr;ut. 
mu!>,ion, . , ,he (RE· l si'e (TC(( GTCA) d;mtnWted f""kalin 
'espon" : ,h. nK;nJ ,h. ""nlr.1 Cpe; fo. epC (pISOl) decre.,.-d ,he 
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''''-'. ro" ,,"""' ........ "_,, .. """ .. ,""" ......-d , ....... " ... " . .... 
~, ... ,. .. " .... w"" " .. _ w.' "" .... "'.UH· .. ' ..... ~~ o"""",,,, 
-",.~,, " .. _ ...... , ... no< _ .. _ .. "' ... " -. ... ,. ...... 1"1. 
... w., ....... " .. ,... ..... "" .. "Lo, .. ~ "'" _ . ......... ~ ,,," .... w .. 

... ~ M" .... "'.""'''< 'O,... , ....... , .. , ,. '"'..,,, .... , ........ .,. ........ '" 
w,> "k,~,,'''' .. .,._ ... or " .... _ _ .. , ... '''_lTl _,or • .a, 
f_ ,oo>, ... ~ ........... ,. " .......... "."""",,- '0_ o.""", ·._IUIO' 
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'-... , ""', <i .... ' .,"'~,.," .. ,,'o """ , "M, ce ...... CA<" ,;" " T>M 
.,_, ..... ""","" ..... ",,~., .. 01 " ... CO<" "'. C~ • ... " ,,,.""""' .. .. 

" .... " ... , ....... , .. . Id w.' ....... ,. ....... lW1~ .. ,o. ... "' .. "" .. .. 
"""" .. (o« ". 'l. 'n" .. " , ... .............. ~ n ... .... ~., .. lo .... ~ .. 
"' ........ """ , .. , ............. (Á'I. "e .. , ..... "" ....... ...... .... , 
, ....... " .. , ... ~. M l . .. ,OO.". "",,, ...... "" .. , ....... " ... ~ .. 

,...,."' .. &,"' .... , ... ,.., "_,"",, "., W1 .. _ , _ ,""', .... ... 

.... " ... , .• <~" '. < ~", .. WT, .. ,"", . O-~-'" .... ;" .... ,_""-

""pon", 'ofunh>l in bu, no< "" .. 1 ><tivlty (FjJ. l8). Tbe mu"n' wi'h 
""",,.1 "",. clun~e .. includinl tI>< con" .1 (¡>C (p lSO'i ). w» 
un""pon.;\e 'o f...-.kofin ";mul.o'lOn . I'hoo¡h 1» .. 1 .<tNity 1'1"' 
preserved. Wh<n ,he CRE· ;> ,i .. w .. ",bs,i,u'od fo. tI>< (RE·l 
_"""'. (p1808). "" .. 1 . nd lar>.oIin·induced ;octiv it i .. w.,. 
red""od b)' ~íFi" 38: ,..u l" ,,. ,he me.n of e;och pI.t,m,d " ... "...d 
in 1 of 4 indeponde n' rultur.~ n .. 12!lrouP .xc"", lo, plS08 n '" \4 
.md WT _ 16. M ANOVA, diff".",,,, I><~n pl..smkl.: F~,,,,_ ll 

p<llOOOl: ,.."men<: 1'", ,._ 19 p , llOOOI: tn'.,octloo: f~, .. _ 6 
p<llOOOl ). 

To coofi rm ,he pr ....... nt role of (REB in ,he cAMP ""P"""'. a; 
« U. 1'1'" ro-tr.n,I.."ed wi,h ISO ns of CREB·A pI.¡,mid .md pNASs • 
TlUl · loc . "'¡ ir>C\J bo'N {or oot ) 6 h wi,b !O ~ fontoltn (fok): CRU· 
A reduced ..... 1 tron>CTÍprioo . nd imJ><dt'd tI>< =pon'" 'o e},MP 
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, '*- •. ",.., .. «11 .. cou_ ... l<H " • • """, ........ ,..,y '~ " . " c_ w." " .. ,~"'" .... . """.,,"_'"' .... ".,.1 ... ",,,,. _ ...... ""' __ ... 1 • lo 

.... __ 1<' "' "." ...... ·" ... (n ". <"""'''''''' .... " .. " ... .. 
con .. , .. _; ......... ~. "'. _ •• ", .. ,ioo _""' . .. " ........ , .... . 

, ., .. . 0-< .... . _ .... ' ......... ..... ~ w' <oo'''' 1" . ", ,0.000 ' "<O"" • 
..... ~ W T ~I M ""' .. .. . . ""'._ . ' •• O~l .• ! e .. , w'''' <O. " .. ,¡"' .. w .>c" • 
.. ",. ___ ........ , .. "' .. " "11"-< .... ' .. ,'..,. .~ ........ ,"' ...... ~ ; .. 
",.. '" ... , .......... ,_, ... " .. .. _ .......... , ,. lM<1 1~ .. , ....... , .. . " 
, •• " ,," " .. " .. ,~" ...... ",'''·TO"·to< ' _ '''''1, ..... HD. "" 0.00>' , ',_ O.C"' ___ ""W' 

" imul .. ion (luI:~\.",1 <>Ctivit;". of . ~,,,,,,n ... ti,,,, exp<riment' wr 
control, 100010410. WT_F,k: 34801011': WTtCREB·A control>' 
47 ± n:'. WT + CREB· ... f<k: S6± J :;" ; F"" m lO.S, p01lOO1. po<t 

ooe 'p<O.OOOl , 'p _ 1I07S "'. wr cootroJ" ·p <O.OOOl botw",n 
(ornolln >timul .. <tl JfOOI''' n _ 4 ). W< then u«tl to. SH_SY5Y «11. 
,;n« tttry !ud , "",,11 '''pon", 'o (o,.,.olln (oe< Fil- n Dilfer<nt 
do.., of (AMI' 'n.lIoi' OC lor,.olio w<r< first , =y<tl : 811f-cAMP 
(1 _3 mM ). db-<AMP (O.l_1 mM ). o, (I.IO . IOO~) (""kol in.1I ", ... 11 
i",re,,,, in lucifer,,,, >etivity w., .igniliant onl)' , lter 4 h iocub.ltÍ<>n 
with <AMI' ,n, Iag •. ir><r<.,ing '""'" Dy 6 h (oor 'OOwn ) IDd .imit.lrly 
with Ionkoün or oor.dr<lUli"" (repr=nt>ti"" <>p<ri"""'t n _ 41 
groop : IOO± ~ in mntroJ.; l'>ll± 13\'. I mMdB·cAMP: I!"I±~·. 
IO~ IonkoHn: lI6±211'. IOnM NA ; F"._ lO.5. pO.OCIOI : post 
t.oc · 1' <0.002 "'- mntroJ) . PI.1,m,d. <>!>fl'"in¡: CREB '" th< domlTl ... t 
n<g.Iti"" CREB·A 1161 w<re m ·" . n,_ with pNASS·T1Ui · l.uc in 
SH_SY5Y c< 1 1~ .00 iocul»t<tl with I mM dB·<AMP only fOf 3 h to 
... 1 ... " th< 1""" =1"'''''' possib!e: lucil<",< ""tivity slightl)' 
iou .. >«I . lter (IIMP "imul .. ioo in nH . l.uc~\-~1 tr,n.f«:t<tl c<1I~ 
.00 ov<r 2 Iokl wh<n «11. w<r< ro-tran.f«: t<tl with Clll'B <>rr",,;n, 
-=<0<: db·<AMP_induc<tl >etivity d= .. >«I ron.Od<"bl)' wl><n , 1>< 
oomln.nt nog;rti"" CREBoII w., m ·trm,f«:t<tl with pNASS_TllH · lAK 
(Fig. 4A. n _ 4Igrrup: F,.., _ 56.6, 1' >0.00011. Wl><n ,1>< pISOS 
mut, nt w .. ro· tr,n,f<"Ct<tl with ,o. (REB exp"'''''''' V<CtOf Into 
SH·SY5Y ",11 •. 1»,>1 t"",,,ription w •• Io~ ti"," in ",11 . " . n,¡"",,<tl 
with th< pNASS·TllH· LIK .... d no = pon", w .. oI=rwd ,lter 
10"-'<oI,n "imul .. .,,, in mn',," to wikl typ< ~t", tll.!, .how<tl 

th< p.-.vi:"-"ty oI= .... <tl 2 fold ioc",.", (Fi.¡ 4B .how. =ul" of. 
"'pr<",n" '"", exp<ri"",n' n _ 3/g'oop: F,~. ~ 26. 1' <011001 l . l ...... 
",.u11:> (oofirm<tl CREB'. involv<"",n' in Tllll tr, n""iptioo. ind<p<n_ 
"'ntly ofth< ",lIli"" u«tl 

lO. foI lowin¡ <xp<ri"","" w'"'" p<rform<tl in C6 «11< to II.!"" • 
rompl<t< .. ",,,,,,,,nt olv.no... ""pon", <1<"","" In, homog<ll<'OU' 
<<11 IK'P,"tion. lO. ,"ntribution of ,o. SpjKrilpp<1 =osnition 
<1<"""" .dj",,<n' to <;Kh >id< o( th< Cl!f-l w .. >tudi<d mU"tin~ 
th<m ., .hown in Fil- L l r .... I<"Ct<tl ",11< ...,'" 'lKUb.it<tl with 
Io".olin Of with TI'A. .inc< th" druJ stimut.lt<. I'I(C but 00.. oot 

ioc",.", pCRES or SI'l bonding to , 1>< <xt<nded CRE in hYl"'tll.!l, mk 
«11' 11 81'00 '""y >timul .. < 50"'" I. cton of ,o. SplKFl. f,mil)' 1 1I~ 
0.. ... 1 >cti',ity w .. Io~ in ,1>< m·CAC(C th.ln in th< m·ce bo>. '" to. 
wr (fil- lC): in <ont",t. ,o. = pon", of t ...... mut>nt to 10,<1<01," 
"imu"ti.n w .. k>w<r tll.!n wr. bu, Iow«t Ior th< m-CC (Fi¡. lC: 
"...,n nf' iOO'".. .... n.' no"" ...... n~ RI!"",p' , .. ANOVA' ri iffi. .... ...-.. 
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SI, mubtioo (Luc~l--J>l.rnvit¡". of • .--.",nt.oti"" e>:p<riment' wr 
rontrol" IOI!±4%, wr· F,k: ] 48 0101 7", wr t CREB ·A controb, 
47 ± 2\ ' , wr + CREB· ... f<l:: 56 ± ]\~ ; f,,, .. 20.5, p01lOO1. po>t 
OOC 'p <O,OOOI. 'p~ 1I075 "'. wr control" ·p <O.OOOl betw<en 
fo"I",lin "imuloot«l ¡pool": n _ 4 ). W. then u«d ,o. SH ·SY5Y «lb 
"oc< t~ h.o • "",11 '"'pon .. to lo«kohn (oeo flJ- 2). Dlff""nt 
<lo.... of c"'MP .n. O>¡¡. Ilf I""kolin we,. firn . "")1<'<1 : SBr-<AMP 
I1 _1 mM ). db-<:AMP (0.2_1 mM ). o.- (1 .10, 100 fll>1) fo"kal in. A ", ... 11 
in<,e.,., in lucíl .. .,., ><tiv,ty w" ,ign ifiunt enl)' . 11 .. 4 h inmb."ioo 
w¡t/1 cAMP . n. Iog., incr< •• i".; """" by 6 h (OO! . hown ) md .imHuly 
with fonkoHn o.- "",.d,elUli"" (,ep.--n,.ti~ .. pori"",nt n _ 4J 
J'OOp: 100± M: in <ontrol" l"ill ± IU'. 1 mM d8·c.'..\lP: 154 ± 6:1:'. 
IOfl>! fonkoHn: l16±2n-, IOnM NA; F",. _ 20.S. p~IW'JOl : p"'t 
!>oc ' p<O.OO1 "'- control) . rt...m!d, <X1H".<in<: (RES O< to. dom,""'t 
""Pti"" CREB·A 1161 _ ,e <o·".n,,,",«I with pNASS.TRH .Luc in 
SH·SY5Y c<1I~ .00 iocub.t«l w"" 1 mM dB-<AMP only fo< J h to 
... 1 ... " tI>< f.<te" ~n", p"',ibi<: locir.,,-... >etivity <lightl)' 
i~.«<I . 11., cAMP "imul""", in l1!H_Luc~\..~1 t .. n.~t" «II~ 
.00 ""'" 2 fuW when c~lI, w<'" ro-"",~"d with OIEB .. p.-mnl 
V<'ctor: db·cAMP_mduc«l ><ti,ity d=e.«<I ron,..., .. bl)' when ,o. 
<Iom,".nt "'J'ti"" CRl'!l-A w .. ro· ' " mr..ct .. with pNASS-TRH ·Wc 
IF~ 411. n _ 4/¡rnup: F",, _ 56.6. p>O.oooll. Wl><n ,o. pISOS 
mu" nt w .. ro·",",leo«l with to. CllE8 expre"",,, .-or ,nto 
SH·W5Y ce1l •. I=.1 tr;rnocription w .. 1oW<'l' th.ln In a ll, ".n.feo«l 
with to. pNAS5-TRH· Luc. md no '"'pon", w .. oo..rv«l .11.,
fa n ' oIin "imul>tion. in con' ,." to wild lyp< V<'ctor thlt ,h.....-<d 

th< p.-.vi,>u<1y _rved 2 fold lrocr<.'" (Fi.¡:: 48 .how. =ul" of. 
"'I""=""~ e.".riment n ~ J /¡poop: f,~. _ 26, p ~O.oooll . n..-.. 
",.ul" crnfirm<d CREB', invol"""",n' in TRI! " . n«ription. indep<fl ' 

<l<ntl)' oI tl>< «lIli"" u«d, 
TI .. fdlowin, "p<""",n" we", p<rform<d in C6 c<lb ro hI .... 

rom¡>lete"~",,,ent afv.riow '"'pon><' elem. nt< ,n. homogeneou< 
cell _ •• "ion. n.., rontributioo of ,11< Spl Krilppel .-.c~ition 

e~n" .ld~~nt to . ",h <id< 01" th< ClI~_2 ",., ",!di«! mu .. "n~ 
th. m .. ,hown in f lJ- L T"n.fect<d «lb ""'''' incubo ... wlth 
fu"kolin or with TI'II. .in«' tni. drul "imut.lre, Pl(C b,u <loe> 001 
inct-< ... pCRES or SPl bmdin<: ro ,11< "'''00'' CRE In hypothlt.lmi< 
cell. !l81UH1 ""y "imul"e "'".,. ¡..:t"" of to. SPIKH f. mily 1 31~ 
11.;0,,1 ><ti',ity w .. Io_, in ,o. m·CAcee th.ln In to. m·ce boxortl>< 
wr IfiS-lC): in ront",~ ,o. """""'" of thes< muUlU to ¡""kolin 
.timut.ltion w., ~,thln WT. but loweSl for to. mo(;( (t·ig. K: 
"""n "O i,""""J""oo, '" nol'" ..... n_RI~m"r' 'W ' NOVA' rll-"",,, 
betwHn pJ. ,m,d" 1', ... _ 31;,] P <0.0001: ' "," men!: F .... ~ \8 
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1' <0..0001: intor<><tioo, f "", _ S P _ 0..0001). 11'11 h>d 00 <~ in 'b< 

WT. nor in th< muido!>. <le,p'" tI>< <timul.tory fe>pon'" ooservNl in 
hypot . .. J. mic ru ltu~ « 11. I IO.lJ.191. 

ÚCh of tn. po<,ib., CRE sito •. Uldudi", ,1>< M _l of tI>< ct:; ~E .•• 
w<1J ., ,ti< ce box . nd CACCe .dJ>c. nt to CRE_l. ~'" d .... <d to 
ov.Ju ... th<;, p>T'iru l., contribution in ~H promolor ..:ti"l)'_ 
[ultu= iocludNl so"", of , ... prrnoosly """~ p."mid,_ In <;och 
culturo, T<'Wk, of • .dI J>l.I<mOd ...,'" CoIku" '''! .g.>,"" , .... wild typ< 
.. 1"" •.• ¡tMr b,¡,;¡1 or foclolin·" imul.ted. to ... mI< to comp"" to. 
""h,¡vior of <<>eh mutonl In , ti< b,¡",1 ~"ion (Hg. 5A: 01>< w.~ 
ANOVA: F",,,, _ J2. 1' <0.00(1) Of, In lO. ""pon'" to f" .. koho 
(Fig. 58 ; F",,,,, _ JE. 1' <0.11001: n. ,..,NI in ,h< figu ... ¡. o.l<,ion of 
CRE_! I"oOuo=! th< •• me tooo.ocy .. ,he p767 muldnt on ,." ,¡t<, 
"" ... 1 mivity w., ,hghti)' r<ducN withoot . chjeving , .. ,j"o.:..l 
signific ... « . ln con"'''. wt..n 0[·2 ,i .. w., de~. b,¡",,1 =ivity 
w>< nu,;m.'f)¡ ""'¡,..-..I (h)¡ """l ........ """~ ,h,n w","n "'r_',"'¡ 
(1{f_1 we", Doth de ,,''''', WhKh prodoc"".n .K!ivity "'mil.no t !l.;¡, of 
,1>< plgog mut.lnt (5-4\ ; Fig. SAl. D<~.m of be,h Sp¡Xlf , i,« .1.., 

. If«,"" .... 1 ",'ivity (lS1:I . • ltl'lough m",im.il , ,,,,,,,,,ion (SO\) w., 
ob><rv<d wl><n ,1>< CACCC ,i1< w., mu,. ' «I. whil< 00 'lgnific. n' 
eff<et w., obt.lin<d w i,h muu,ioru in CC 00, Joc;¡'«I . , ,1>< S' ,ide of 
CRE_1 0.-. ,1>< rompk-re ext,nd<d CRE_1 (~king CRE_l . 00 tI>< 

>d.f>un' Spj KL.F , i, .. : OOth CC ooHnd (ACCC ,i1<). If CltE_~ 'ov'¡"'" 
wi,h CRE_I w<'" del",,,,, ( IICRE_l , IICRE-l). ,1>< "" .. 1 ",'ivi'y 
dimm"h<od Il)' 60:1. 1J<1e'ing only cCRE Iwl 00 d1<et on "",.I.><tivity 
whlle del",íon of ,he J po"ible CRE t.OOing ,i, .. , CItE_l. CRE_2 . 00 
cCRE prodoc"" .n K'ivity ,imll.u to IICRE_l . IICRE_1 (FiS- 510) 

FOf>kolin "'pon"" of ce ll, tr.n,I<et"" with wr (J _4 fold of 
eoo'roI .. I .... ) w;nromid.".""., 100\. Muu'inlo.-dele'in.¡: 'I><CRE_ 
1 "'1< <.iíghtly bu, "'gmfic.¡ n,ly d«T1I"~ ,1>< focl;o lin ""pons< (11 _ 
271: ,e>¡>«ti .. I~) , ex«pt lor p766 who>< ""pon", w .. hlgl><, 'lun 
wr. Any .11<",íon 01 ,he CRE _l ,i1< diminiili<d by 40_501 ,1>< 
focl;olin _indoc<d .K!ivi'yoft l>< TlUI promot~, whetl><, muu'in, tI>< 
U _OO>. del"'ing J ' . nd ~' Sp/KL.F <.i .. ,. o.- ,he whole CRE_2 . ,'end"" 
~. In ron'",' '0 ,1>< "'on, ,""uctíon 01 "" .. 1 .K!ivi'y in ,1>< 
(ACCC_del«"" mlJt.ln'. iu ""pon", to lonkohn w. , ",ong« ,lun 
othe, . I" ,-;¡tíon, 01 ,hi, du"er_<.i .. ( Fig. 511). Only ~S1: dec",.", w., 
obt.Iioed witn cCRE_de",íon. The " iple de leríon "ill p",sen'«I 
focl;olin "'pon>< .• I .. i, ., Iow ., ,1>< deiet"" extended CRE_, 

lIypotlwwmk rell. 

_ C CF,k 

1 ~ • 
,~ 

, 
~ • • '00 

g 
~ • > 

~ 
j • > ¡ ¡ I ¡ 

• • , 1 
' .. . . .".~ "al _ ... , .. ,"·1 • • ,,, ............... , ... ,.., ...... ~ ..... ... b,.-.WOi< " .. w'" ,," """ ... ,,..,, .. .-... , " ....... ". " ..... ,,.. w .. 
n'~ "' '',....''_M'',,''T" •• ''''' •. '~ _." .. ; .... _, .• '''' w . ........ ~ 
...... """" . • a'·l, " ~ClI_l'" ",,",'" ce ... (A<<< ...... ""', l'" ("·111 ... o·." ., _ _ lo .... " _"'" """ .. ... , . ,_",,, ,,,,, .,~, ""'''''"'''. 

"." .. " " ............... ,,, ...... ;_ ..... , ...... .., .. _."""'" .. ...... , 
w'" ......... .. , .... __ ... . ....., ...... " "'~." .... " .. "~.~,, ... .. '''' .... .. ,,""""' .. .. ,,, ,,,.~"' ... _ .. , WT _ ..... ~"",. ,<'.000' .. 
'. _ ___ ... , .. ,,., WT. w"" ""' . ... , .... , ,~.""_ .. ,,, ..... ,,_ ,.. .... 
.. ,,""~ " ..... " "" " >'-""" 

To .. ril) tbe prom",ent role 01 CltE_~ on 11!H tI>"",ri ptioo in . n 
homologo", 'Y'tem, <011" ,«1 h)1>Ollut.lmÍ< « lis w<'" tI>ndea"" 
w i,h the wil:l type pI.""id or wi'h thme contoini", del<,ioru in CRE· 
1, CltE_~. oc ,he ex tend<d CRE· l , >nd with p¡'smid ron,.imn.¡: CRE·1 
repl.>e<d byCltE_I ><que""e (pi gog) . Coml'lred to ,he "" .. 1 ;oc'ivity 
ofwr. only:lu' 01 IICRE· l w., d«",.~ {'o 17 ± n: olwr <ontIol>l. 
Forüolm >timu l.,ed tI. m.uiption 01 'he wr, . nd of IICRE_I 

tI.n,l<Cted h)1>Ollul.lmÍ< «U~ olbe;, '0 o ÍOW<T e"en' ' lun in (6 

",11, bu' ';mil.lr 'o SH_SY5Y: forskolin .. spon", dec",.,m bu, w .. 

>liU ,;~n i fiG"'t in piSOS. whi~ IIO!E-~. O!" IICRE·1 ext.nd<d w .. 
un""pon, i .. (F;g. 6 . "",.n ""ulu of 1 independen' rultu , ... n = 6j 
~roup: ANO/A' F.-,, _ 47. p <O.OOOII-

,,'" "."j" rl,,,,'m,j.,.'~ ti .. " , ,,," "', .... " """, .. "' ... nf ,1>- ", TO" 
pro,im>1 promotet tlu, bind tr.n.rnp'ioo l.><ton in ""pon .. ' o 
<IIMP .Ktiv"ion . '" luoctio .... 1 dnd <ontribute '0 "'IIul.,e TItH 
promoI"'- ;oc'ivity in C6 cell>. They ,"ppotr ,he ",ud..1 m~ 01 CRE_2 
.00 ,1>< cOfI:ri bution of ,he oId}Ken' ,it ... Sp!KL.F_ .. spon", e~men". 

ro tbe "" .. ;oc'ivity (,;te CACeCI . od '0 the ""pon", to fo.-.kolin 
( .... inly ,I><GC 00'1. Aj'hou.¡::h CRE_I or cC RE .1'1«,,,,, only , 1Ílj:htly 
.... I.Ktivitv. OOth d immish<od si<:;nific.¡ntly (by ~51:) ,he .. spon", '0 
PKA .ortiv, tion. The ,rittc.1 ,ole 01 CRE_~ in cAMP· indoced TRH 

tr.n><riptio.l w., ronfirmed in h)1>Ollul.mtic colls (17.18 ). 
A differrn,i>1 '<>¡>on", ro J h iocu"",íon w i,h fo"kolin w .. 

~rved "'"""'" ditTer.n' cell 'Yl'<' tI.nsfec,"" w ith tI>< pNASS· 
11!H · loc .. port ... od the .on"," 11' ,",1 .. potrer: Imm 00 ' "",pon,,, 
(NIH· JTJ ) 10 . 2_4 le<Id indoc'ioo {COS·7 or (6 gli.1 «11,). These 
difIere",., ""' .. "em Imm the .moottt 01 ..o.nyl.te 0'<1.1",. «11· 
type s~fi-:ity of patEB biooln.¡: 00 cAMP· ""pon,. e~menu (J~ ~ 

v.tyina; p-hMphodiester.", .ortivi,ies, ",I.,i"" importo""" of CltU· 
independe'" regul.ltion, v''Yin.¡: coocen".,íon, of other intef.><ting 
" . n><riptio, l;oc,on (~ ,u!=quent dl<c\",ion) . .oregu¡',o,,- or 
>¡>«ifk ti".., ".n>cTÍption l.K!on pem ining to the t>.I .. ltI.n>crip
,ion m;ochi .. 'Y IJJ.341. Sorne 01 ,he>< «11 types incre.~ ,he" 
" . n=ip'ío:>.ll up.;¡t. lity if .o_tt. nsl«,ed wi,h CItES expre>sion 
pI.smld ... ,he NIH· JTJ 11J1, C6 or tI>< SH·SYSY cell> (,!>ese ,,,",uIU I. 
We d« id«l ro "'" ,he ¡ ho",", « 11 li"" C6 .. ~ showed tI>< hl¡t>e>, 
.. spo"''' '0 forskolin "imul."ion . • 00 \Ve .o, robo,.,ed by ~"ro 
1>Iot, tlu, il exp .. ,5ed CREB ond S¡I- l in higber ",-..unU th>n SH_ 
SYSY (00' úown). The "'l"ific;¡n' mntribu,íon of CREB on 11!H t>.I .. 1 
,00 c_AMNnduc"" ".n.rnptíon.l.><tivity w ...... id.oced by ,he lo" 
of bot h .oct;',i,ies w"n ei,l><, C6 or SH· SYSY « 11, W<'f~ ro·" , nsl«,,,,, 

w i,h ,he do:ni .... n' neg.¡ti"" C!!EB_A P61 
Wben ,he «1".-.1 CpC ><que",e of CIIE· l w .. cn..n.ged '0 GpG. , 

<.ii<:;ht iocre,¡s< in .K!ivity wos ob .. rved : whet"r ,h" mu,.,íon 
improves biodin.g of c-Jun. or . Iiows i, in , be" ... orien .. ,ion 1J4 ~ 

~ .... '"' '0 be "udOed ., c.¡un " .1w"Y' ~rved in ChiP Imm 
hypotlul.ltnIC «Hs 1 18~ .nd i, ís . bIe '0 biOO l.octors 01 t" "",.¡ 
trdn>criptio .. 1 m;ocruIl<f)' IJ51. The Iow , ffinity 01 CIlES lo< ,1>< C!!E· I 
<.i,. 11J1 is lun¡"'" ,upport"" Il)' ,1>< muUn' crn .. ining ,he CRE· l 
><quence in ,he CRE_l s.e ,n.., dimini,hed "',,, 501 "",-,I.rn.ity 

1J<leting ti" CRE_I site. '" mUt.l'ina; it beyoOO ,=,i'ion Il)' AI'· l 
I>etor> (Cero","ltix ' ''''!yse' ). ,;ou><d only > <.iiWt' deo""",.,,, in ,1>< 
,-.,,;pons< 'o forsluM in. C!!E· l i, only 10 bp . 1" Imm , .. 4() bp ,n.., 
ron";'u" ,loe ",,,,,,n..t <o,e promote, on TATA-<oouininJ promoIe". 
'eoosni,"" ItyTATA bindin.g protein ( I1Ir) 1361; ""en' ,lUdi", find TBI' 
,nd RNA ~",.,..,,,, 11 boond 'otbe,ore promoIer,<gÍOII up '0 -so pb 

()f furthe-t upst~.m 117.381. I1IP...-.:l 0<"'" 14 ."oo."ed f.><ton (TAF) 
ron>li,u,. tI.e S ........ I " . nsaiption l.octor TAI·D. tbe m.lÍn cornpone11' 
wi,hm ,he " >n"riptioo.1 m;ocruIl<f)' c.p.oble of ' «ogni,ing . 00 
tdr¡<lin¡ ,~ific promoter DNA. .octi .. ""-dependen' m;oc,iv;¡(or 
u'V' ina; (i~. TAFI dOO 4 in .. r.oct wi,h S¡I · I) . • nd "'¡"". e",ym< 

.octivi""s .. h"rone .ocetyl.l'ion [16J9!- The pre-ini';" "'" complex 
t.nds '0 tl><~ ptomot ... in , cletined ><qU<1lC<: ev<n in nucleo>ome_ r"
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A Jth~ opy 

• . c""· v"" ,, al _ ...... " _'*""''' ,..,. r>."J} "'_J" '" 
f.-.. UNA '..-npl.¡. .. " RNA po/ym<'r . .. II biOOing 'o TATA ~u"'" '0"1< 
".->1 roI''':'on. T1lP.00 'Ile m«! .. ,or compl" IJ6I. 111< ~ . .. of 
,1-.. PKI\·Joooc«l tr .. ><rip"OIl ... Od. n, ooi)' .. 4 h in 'Ile p767 mu"n' 
,h.l, ~ ,he CRE·2 inl""', rould he d"" 'ocllmg« io UNA ronfolTTloltion 
. I'«io¡ bind inS of ,r.. ~ui~ """1 tr .n><1iptoo f><lon I J6~ lO. CRE· 
1 d<I<t«l mLlWl~ io whKh • ce rich ,ite " formed. m.ly . llow ,he 
bindin~ of SpjKI.f ",1.0,«1 ~.m, with rq>= or . n';¡goniLing 
><1M'''' 123.15.36.401. Chi P . ... Y' ",inst""", mUUn".", ~ui~ 'o 
iden'ify 'Ile ~ f..:'on bouoo (or Iock o/) 'o ,h" r<V>n. 

Il0l .. 1 ;oc'i.ity w .. "rongi)' dJmini,hed by . I'ering CRE·l or ,he 3' 
U(CC '"<Iuence. 111< lo .. of¡>CREB bindi"i i, no< , u(fid.o' '0 .. pt.Un 
,r..iow """1.Kfivit)' of,he CRE· l dele'«I p"",üd ,ioc< mu,""in~the 
UCC( '"<Iu<oc< wi'llout . I"";ng CRE.-l W. , . 1", d<lelerOou<. 8.1 .. 1 
;oc'ivity i. d<penden ' 0fI ,h. v. riow ""pon« .lernenu ~.nt. 
includi"i ,ho« iouli,ed urstre.m (STAT. e RE h.llf·.i'e~ etc) 11O1 
'00, ,IN- ~,;,,;nt ",""ri",inn f""n" "";v" .-.I hy mm,....,.."" oft"," 
iocul>..';n.¡¡ med,um ,och ., «rum. ;n.uli n . • 00 pos.ibi)' ", Ie.sed 
growth f><lOf. 141 1 .' . pidelTTloll ¡row'h foKlor tlUt r«lui"" ,he 
. xtended CRE· 2 .-.gion for ~!.o';ng TRH tr.n.rnptKm 115 , l",ul in 
10< e",mple, " imu"'" Spl tr."",iption.1 ><Iivity 141 1: «rum 
ind oc«i IJn.on ,h.l, '""'Y inftue",e c.J"O ;oc'ivity 1141 which io 'um 
'""~ mter;oc' wi,h SpIKPI. 140.431. or growth f><lo" t"mugll ,heir 
. ff«" on ,he lW.nd MAPK p."hw.Y' ,h., iofl""nc. , o. poo.pIlor. 
yb'ion of CREB·", .. ,«I f.Ktor> 1441 • • well . , bin<±,ng of Sr-hl<e 
. lemeou 1-401. in ... 11 ,pedfic f>,hOon. The CAca: '"<1""""" Iu, be-en 
propo<e<l ro ¡';nd d.,,·1I f=o" of 'Ile Sp· KI.F f.mity 1131 . od ., 
meo,ior>ed. <Oro< of ,he" membe" h.ve <1<., ";mut..rory tr. n.mr
'ioo.l.Kfiv;'y whd. othe,.. inh,¡';,ory .• , ,tI<y compete fo r ,tI< .. me 
'"<1""""'" ,o. effort migll' ,hu, v.ry upon ,ti< ;nter.aion w"" pCREB 
or othef 1><10" 140,43.451. [)ur ""ul" ,upport ,he requi",men' of 
f=o" bound 'o CRE·l .nd UCa: 101 . 0 >rIeq""e .. pr",ioo ofnH 
1>.. .. 1 tr.o><ription.1 oICtrv;t)'. H~r, neit hef ,o. M:C . ... UCC 
ron"ruct. oor ,he O"" wi,hoo' ,he complete exte!ld«l CRE. ,1lowM 
'Ile iow ><I;.;ty ob«rved when only CRE· l w ... dele'«I ,uue<tin, 
io'er;oc,ioo of d,ffe",n' membe" of ,he $¡>jKlF f. mii)' . OIe 'o m'er><l 
.her biOOin~ 'o to. oow do«r GC . oo CAcCC . i, .... An ;m port.¡nt 
ron,Kler.'ion ¡, ,h., ,heCAUce '"<Iuence found in ,ti< r. ' promoter i, 
00' pre=l' in ,r.. hum..m or mou« promo'e,, : in"e..:l. the", i •• 
cceCce whKh mt;;ht "m bind SpiXl.f folCtors. bu, ;" relev. na 
re"",i .. 'o be ronfirm«! IU l 

The f" ... koho ""poo .. of 'Ile difforeo' muUnt. ,ugge.u th., . 1I 
po .. ib le CRE .i, .. of ,he proxim.ol promoter m.oy rontribute ' o , he 
regul.'ion of nH tr;on><ript;ÍOll.I I .>etiv;'y .• Ibei, ;0 differen' pllJ!K'C. 
,ioo, .;nce, romp.¡red 'o ,n., of'lle w;1d type. to.",;. ooly lO_301 
., .. ";mut.""", by delelin, CRE· l . cCRE. or UCa:. In roo"'" '0 ,he 
.pp. ",nt t..el< of eff.n m modul.'i ng "",,1 ><I;vi'y ofttl< m·GC or ,he 
... ·.xtCRE·l , ,~ muUn" ho.d ,he mooge" effort on lor.kolin 
r<>¡><ln .. ~ocing i, ~ sm. sim,br 'o 'Ile ,,;ple·de lel«l muUo' 
!.ckin~ CRE· l. CRE·2 .nd cCRE AI'eri", t tl< e ... n';.! core of CRE 
I CGTCA 1 de.;:",. sed cAMP ;oduc«l • .>etiv;'y by sm; coi nOd. nt wi,h ,he 
cri,ic.l ;mport.¡nc~ of o.ntr.1 cpe; ;0 tlle biOO;ng of CRE8146'.OO 
wi,h ,he r«loc«l .ffin ity rt CRE8 ~rved for '"<1""""'" differi n~ 
. >eo by on. nudeo,ide from ,ti< coo .. n,u, (lGACCf(A) 1151. l hi, 
w., funher .upported by ,o. 1.Kk rt cAMP ""poo .. of SIl·SYSY .. 11< 
co-tr.o,fected wi,h CRE8 expr"",ion vector .00 pISOS mut.oc 
Ano<ller poteo,;"1 CRE . ite;. ,he Ap· l ""poo .. el<men' pre .. o' in 
,he 3' ct;RE. PfO,.n«l lrom DN ... digrs'ion by ooc.,.r e"'><I, of 
cAMP or 1l'A "imul. ,ed hypoth.it..m'" c~u. , . 00 whe,~ Ch iP ",ve.1< 
c· F",.nd c.Juo biOOing in cAMP· ,,;mu;"t«l Ilypoth.l..mK 0.11' 1181, 
i" role in 1>.. .. 1 or fo"koiio · ,OOoced ><I;v;ty w., .im,l., ' o ,h.i, of , l-.. 
CRE· I (1 ~ • .lO\ rtwi ld t)'pe .oc'ivi'.,.) in con',," to ,he ~uiremen' 
of ..:Ieq .... 'e GR bind iog 1\8.191 bu, .00 wtl<o d<leI«I , togelo.r wi'h 
CRE· l Oi" CRE·l , ""ponded >imti.rly to 'Ile mu';m' t..ck;ng oolyCRE. l 
.00 CRE· l '"sgrs';ng i, do... no< pL.y . ""jor role on cAMP ""porI<e. 

01 in'ere" w ... tlle L.ck of tr.n><ri ptio,..1 ""poo .. of C6 .. 11< 10 
TI'A ";mut..,ioo 'Iu' m.o~ ;oc,iv .. e Sp· hke protein. jJl l . nd i • • ble 'o 

;nc", . .. T1!H mRNA or tr. o><riptioo in hypoth.it..m'" c~lI, 113, 
Ho~r. ,ti< degr .. of "imur."ion i, rorcide"bly iower ,h.ln ,Iu, of 
cA.\1P: furto.rmo",. 00 c·Ff». pCREB or Sp I coo,.ining ,he '"<I""lKe 
of 11!H promoter " immuno~ip;ut«l from ch"""",, in of 1l'A 
"imu;" .. ; «11, d"'p"e be",<: . b., 'o protec' the 3' !-.p. I oeque= of 
cCRE 118 . n.... r ... ulu si"" lu"ller ,uppon 'o 'Ile «1I •• pecificity of 
"'!lut..t""j (;oc'o" 'UlCe, ... mentior>ed. tlle . xt. nt of ,o. cooper. 'í .... 
effort of,:.., (RE·l w~h iu ..:Ij;ocen' Sp¡1(Fl.-.c<lfll itioo .i'e< m.oy v.ry 
hetwNn differen' .. 11 type. 1 ikely d"" '0 d ,ffe",nc ... ;n ,he proponioo 
of ,he v.riow membe" of, he f. mil." of CRE8! A TF. J uofF'" or SpiXFl 
tr.o«riptk¡n ¡;oc'o". The ",Iev. n' role of 'lle (RE· l .í'e w • • howev.f 
ron~rmed in hypoth.>l.mK «11, since only pb,mid, Iock;ng CRE· l 01 

""",nd«l CRE·l '"<I""nc .. ~e ",,",bIe ro ""pond ro f"" l<orm. A. 
wl1h C5 ~II~ hypotl>..bmoc «11, tr.o.lect«l w;'h "'CRE·l h..:l • very 
iow 1>.. ... I .. pre.oon whHe ttl< otller mutoo" we", ,;m,t.., '0 ,he wr 
" ,!,./!,"";,,, ."IN-, tt,. ,..,. ......... nf n 't.-.- ","",i,.."n f"""" ""'"". 
oi,in, eFE· l {pl8081 ;0 hypoth.it..m'" .. 11,. or .b«nce of ,ho« 
""pon, i!:le for d<rre. ,ing .xpr .... ioo ;n C6 (ce oequeoce form«! ;n 
lICRE· I), However .• , ,he prim. ry runure of 1 .... 1 hypotl>..t..mi 
coo .. i", di ffe",n' noclel . bI. 'o .. pre .. TlUI {PVN, rIo""medi.1. 
1.."". 111.311. it ;, oot _.íb le to . .. ume tIu, r=l" .-.!lec, beh.ovÍOf 
of hypoplly.iotropk neu ro",. However. since we previowly demorr · 
", .. «1 tl., in ""pon .. 'o PIUL .ctiv. 'ion. Sp· 1 w., recruited ' 0 'Ile 
e OOogeocu, Tl{H ge"" promoter 'o • • ;mil. , exten' .. pCREB . oo !!NA 
poIymer ... 11 ;n pr; m.ory ruf,u"" of ,,' fe .. 1 Ilypoth.l. mu, IlaL tOo 
en .. mble of ,o. .. ""u lu con~rm< 'Ile CRE ·l site .., ,o. m.m CRE of 
,ti< r.t 1I1l ge .. pro,im.ol promoter . • od rev .. l, ,h< im port.¡ oc. of 
,he ..:I~o' '"<I""""e< 'o (RE·l. CRE8 ;, pho<pboryJ.'«I w;,h;o 
mmu' .. 01 ""u ron.U oIC,ív.,ion 'hmugh .-.c<pton ,h., "imul .. e PIUL 
.aiv;'y", well .. il)' ottl<rki,.. .... , R .. · MAPK 1441 : '~ eo'yme. 
. 1", pho>pooryJ. .. Sp· l ;OOociog iu oocle., ' "",pon;ond Ir. n, · 
.aiv.,,,,, "p"bm,;., 1401. Sr-1 i • • member of . f.mily of ret..,«I 
protem. ,Iu, .• , to. Xrüppel· like prote"" (15 memhe,,) ~nize 

ce box .. pre .. n' in m.lny """' In l. lhe """ .. ltmty of ,Ile .. ¡;oc'o" 
;",1_. for ... mple, mu' .... 1 . o';ogoni.m or cooper .. ion. or rom o 
brr>ed . ffec". dependin~ 00 ,o. cell type or ,ti< promoter. be,...,.,o 
Sr-I . nd Sr-3 or S¡I.4 142.45.47 ' They ore ;mpo".nt rompone"" 
"'gu;""n, ,he meclum,m, of nocle" .il"' lm,¡¡ el",;'«I by "",er. 1 
hormor"" ... ,bey ;n .. r. ct w;,h m.oy ~I .. ory tr.n><ription ¡;oc,or. 
. , w<1I .. \vi ,h ,b"", of the b ... 1 mn«ript;oru l molCh;oery 
f;oci li .. 'i"!l ,ti< ""l""o,;.1 f«ru"men ' of TAl U .00 !!NA poIymer.« 
11 135,4O,U I. A fu",'ÍOll.II in .. r¡>I.y h<tw..,n Sp· 1 .00 CRE8. ,110., 
depend, 00 ,heir pho.phoryl.l'ion. w .. fi ", ",ported for , ti< l-'''rin. 
.aiv,,"" of chromog"nin A O< B promote" 131 ,4S.48 I: ttl< pr....,nce 
of . dj>c<.' '"<I""ou, t h.r migh' re<:ognize • du" ., 01 tr. o><';ption 
f;oc,or. ,h .. i",lude SpiXlF .nd CREI A TF r«"Ilnt'ioo .lemen" i. fou nd 
;" rn.¡ny otller promo'e" 143 ,49~ Sp· l re!.o,ed f.>et<>r> "'"'y ... brlize 
CREB ¡';ndiog ' 0 non coo .. n",. '"<I""ou, 1151..., 1>.., be-en propo«d 
fo r bindi'J of,he vi,,1 protem T.x ,I>..t ~nize. the ... me elemen" 
... Sp . nd inte r>et> wi,h CRE8 ISOI. 111e c.,.,.ct;v.rioo of CREB .nd 
membe" of Sp· l fdmily. produc«i by PIUL . ctiv,,"'" ioc", • • ing ,o.;r 
br oding" extended CRE· l. c""ld provide 'Ile meclum,m "'''.-.by 
11!H mRM iewl, or lRH ·luc ex p""'''''' i",,,, . .. io e"her hypo'h • • 
t.. mK pri ... ry cultu"" or <ell li "". of ""urorul or ~I .. I origino 

5. Cond .. ioo 

lO. p"' .. nt work demoo"r .. «I ,he impo".nt role of ,o. ex· 
tended nE tIu, provOd ... pl.o,lorm for. ctu"er of tr.n><';ptioo 
f;oc,or • ..he 'o b,OO . od .ff.n 1>.. .. 1 . nd PIUL·"imul. 'ed tr. n><';ption 
of,he r" TlUI ~e"". The Sp¡1(1F ~ni,ioo elemen" fl.nking tlle CRE 
.ite provtd .. ",n,;"1 lor m.om'. ini"ll 1>.. ... 1.00 focl;olio "imu'''«I 
tr.o.rnl'tloo. The Sr-1 coopef. 'ivity with pCREB '""'Y infl""""" tlle 
""pon« ,( TRH tr . o<cr;ption 'o d;"""" e, .. iroo men .. 1 .nd honnon.Il 
"s,...I. ~e ' 0 ;oc,iv ... or inhib" , in diff,,,,n' 'p"'io . 'empou l 
ex~,ioo p"ttem,. Sp·",I.'ed f.KfOrs. fur e,.mple, ,he hunuo 

", 
• . c __ .. ~, .. .. ..,.-., ,,_k .. , ... r>.!JJ , "' . , .. '" 

f~ UNA I....,pI.¡te • . RNA ~ ... I I binding 'O TATA r<'QURs oom< 

gr.-" rof .. ,,,,,- TlIP.,o:I tl>o medYtor wm¡W! p6~ n... Ó<cre.", or 
,r.. !'KA·indu=! tr ... ",ri ption, .vid..." 001)' .. 4 h in ,Ile p767 mlll.nl 
,h,¡, t= lb< CRE-2 ¡ni"" . rould h< d"" torn.nv> in DNII oonÍ<lmLltion 
.k ... .,., blnO i!IJ d ,he r<'Qu;~ ..",1 tr.nscriptioo f .. t"" I J6~ n .. CRE· 
I d<J.tod mtlWlt, In whoch • ce rich ,ite i> form<d. ""l' .lIow , .... 
biodin~ of Sp,lKI.f ",,,t«t proI";", with fq>~ or .n,~;zi"g 
.octivitie< 111.15, J6.'1O~ ChiP ."")'> ", .. S ,~ mutlnts .,,, ~ired '" 
identify ,r.. p<»Sibl. t.<t"" boond (oc Yck 01) lo 'M r<fim_ 

11.> .. 1 >Ct;"ity w .. "ron~1y dimin,'¡>«I by '¡'"ring (RE., or ,he J' 
CACee ""lU<'0C<. n.o los. 01 ¡>CItE B bindi",,, no! ,"(fic",", to .xpwn 
, 1>< Iow b=l1 mioi!)' oh .... CRf_2 "" ..... ..0 J>l.I<m Od ,in« mu""in" .... 
CAcee ""1"""« wi,""", . Imin¡¡ (R!'·2 W. , . 1", d<1eI"riou>. 8.1",1 
"".ivil)' i. dep<OOen ' <In Ihe v.riow ""'POIl" .1""","" ~"nt. 
;ncludi", 'h"", louIized "ps"".m (STAT. GRE lulr_,,, ... 0«) 1101 
,00 tINo ~'¡.,.int ,,,",,"",-.ion b .. "" >rt .... ..,. hy rnm",,~" ,.,¡, .... 
;ncubo'in¡ med,um .oc" ., ",rum. In,u lm .• 00 po"ibJy ",I<.sed 
l"'wth r>Ctof, 14\ 1 " epid.rm>I ¡;row'h r.cror 'm' roqu ..... , .,. 
. xt..oo.d CItE_l ...-g;oo for regu"',I~ ~H 'w.><:riptioo 115 ). I",ulin 
f", . ... mp .. , >I;mul.it., Spl rrolUC'TiptÍ<m.ll oct;"';ty I~l l , ",,,,m 
indu=! Id .... ,., 'm' ""'y ¡nftu. nc. e-Jun .. ,;";ty ]l41 whieh in tum 
lTUy In .. r .. ' wi'h SpJKPL 1 40_4J~ or V"Wln f.cren thTOUJll ,hoir 
.ff..:" on ,b< R", 000 MAPI( p."hwoY' 'm' infl""nc. , n. poo.ph"'_ 
ylouon of CREB_",",'od f.Kton 1441 .., "",11 " bind,~ of Sp-hk 
o"", .. n" 140 1. in o eoll >!,..:ifie f.,hioo. n,. CACa: """"11« m, t-n 
¡>ropo=! '0 bind <10,,_11 f.Kton 01 tb< Sp_KI1' fomily 1231 000 ., 
"",n,ioned_ """'" 01 ,n." "",rnto." tuvo d<., "imu,"OTY ' " n"",p
,ion,1 "''''i'y -m, .. orb<a ;nh,bi1ory_ o, 'h<-)' competo for ,b< ... me 
""I~; ,n. otkc1 m'gh' ,hu, ,ory upoo ,b< im .. >ClIoo ",im pOEH 
<Ir orhe, f.cron 140,4],451. Our T<'5uJI> ,upport ,b. 'oqui",,,,,,n' 01 
f.Kton bow-.d to CKE_l .00 CACee lor U\ ..toquo .... pr."ion ofTI!H 
b."ol rr;uueript,oo,1 M1ivity. I I~r, OO, .... ,h< fiCC. ",CA(( 

00"""'<1. oor ,he """ wiU.OIl' ,11< ,omp .... ex .. nded O!E. ,~ 
tb. Iow ><ti.ity ob",rvod when onJy CRE ·2 "''' d<i<1<d .ug¡¡"'inK 
in .. r><tion of d,ff.",n' "",mbon 01 ,he Sp/KI1' r.mily . bI< 10 tn'''.oc< 
.rte, biOOtn~ 'o ,h< I\OW dc=r G( >lid CACCC .i''''-...., ;mport,ln' 
con,id<ro'IOO jo ,h .. ,I><o.a:cc ""I""nce fouOO in ,b< Id' pr""",,,er;, 
00' pr ... '" in ,1>< hum.m or mou ... promo"": "" .. .d. tI><", i. o 
CG(C« w'udl m,.;h' >ljJI "00 Sp,'~ 1F f.a"". bu, il> ",Iov.~ 
re""';1\5 'o b< oonfirm<d 111]. 

n,. r""kohn = po",e 01 ,h. diff.",n' mu""', 'UU."" ,h.,.1I 
!><=ibl< CRE ';'e. of tn. ¡>rOXim.ol promo .. r m.ly am,ribu,. 'o ,1>< 
regulo'ion of ~H tron>erlptio"", ","'i,~ .• Ib<i, in difT..-.n< pfO\>O<
,ion, ';r.ce, oomp.;¡r<d to 'm' of,b. wild tyl"'. U .. ",,, only 10-30\ 
¡." .. imu'''''''' oy ~';nl CRE_I. <CRE. or CACCe Jn oontr'" to ,1>< 
'p¡>".n' !;ocle of off<CIln ",,""",'inK ...... 1 ><ti.ity 01 ,n. m·(;C or ,1>< 
"'..,<CRE_1, ,~ mu'.n" h;od ,1>< .. roog." .IfI'C' on rorskolin 
~ .. ffiloc;n¡; i, ~ sm:. ,;m,lor 'o tb. tfiple.del.,od mu"nt 
!.1ckinl CItE_l , CRE_2 .00 <CRf. AJt<ring tbo e.=,I" 00'" of CRE 
1 C(;10. ¡ dK",o...t cAMP induced.,.aivity by '>In: coi ocHIon' ";,h ,1>< 
cri,ie.J importolKe oí ",ntr, 1 Cpe; in ,a. biOOi~ of CREH 146, 000 
wI,h ti", ,oducod .fIin ity of CREB observod for ""I""r.ce. difforin~ 
o .... n by O"" noo.ocid< from ,o. con .. ",", ITCACGTCA) 115 ]. 111" 
",o, fun"" ,u¡>p<>r1<d by ,h< loock of o\MP ~n", of S./!_SV5Y cel" 
ro-tron,f.ned wi,h CREE exp' =ion v<Ctor 000 plS05 mu(¿nc 
Aooth<-r pot.n,;"1 CItE .it<" ,1>< ~P_ l ""pon .. olo"",n' p"""n';n 
tbe J' ct;RE. pro,Kt<d fmm DNo .. d~,ion by nuele., .xtr.cr¡ 01 
cAMP or TPA >tlm"I.t<d hypo<m;"m ic cell., .nd wo.re ChiP ~.,.,.I, 
e_Fe< ond , -)un biOOmg in cAMp_"imu;"tod hypoth.ll,mK « 11' 118 ]: 
iI, rol. in b,¡ ... 1 or fo"koJin_lnduc<d >etivity w ... imllor 'o 'm' 01 ,1>< 
CRE_I (15 _lOt dw, 'd tyl'" .. ' ivities) in oon',," ' o ,a. T<'Qui .. "",n' 
of .doq ...... (;R .. ooi", 118.191 bu, 00<1 wn.n deJ.,od , ,o¡;.,l1<r wi'b 
CRE_I Ol CRE_l. ",.pond<d ';trul..,ty '0 ,1>< mu' ;m' t.<king only CRE_l 
.ond CR[..2 ,,,""'in¡;;' <loe> no! pl.¡y ' oujo.- role 00 cAMP ""pons<. 

Of ,n"",,' w .. ,1>< !.1ck of tr.n«ription.ol ""pon", d C6 «11, 10 
TPA >timul."ion 'm' m.oy ;oc'ivo" Sp. liko PT<'letn' IJl j ond i, .ttI. 'o 

ioc", ... ~H mRNA or " onocfiption in hypotmLlm ic cell. IIJ]. 
Ho~r. ,b< <legre< 01 .. imul.!,ion i, oon>kle"ttly Iower 'm" 'm' of 
cA.'>IP: fu",I><"""",. 00 e-Fe>. pCREI! or Spl coo,. ining ,he ""I""OC' 
of 1I!H rromot.r " immut><>preCipi"tod from ,brom,¡'m of 11'A 
>timu;",.; cell. de>plt. 1><"'11 .ti .. 'o prOl<'<1 ,1>< J' Ar_1 ""Iu<nce of 
<CItE 118 . n.e,., , .. ul" si"" lu"b.r ,uppor1 ro ti>< cell ."",,"ooty of 
¡qu;"tOl"¡ l;oc,or •• ir.c .... m<ntior.ed. ,b. .... n' 01 t i>< coo¡>er .. i..., 
eIf.n 01, '" (RE_l ";th i" .dJ;oc.n' Sp¡l{FL ~ni,ion ,It., ""V v.ry 
1><twH-n ~i fre",n' .. 11 'YI"" I ik~1y d"" to dJff<ffTl(e-< in ,1>< proponion 
of ,he ,000'" "",rnto." of the l. mihe. d CIWI!A TF. J un/Fe< or SpfKFL 
rron><:ri¡tlion ro<to". Th< ret.v.nt ro" d th. O!E_l .i .. W .. , howeV<f 
ronfi"",,; in hypotml.nuc o.ll,,;oc< only r",mid. Llckin.g OIE_l oc 
.. ,.nded CItE_} ""I\Jef\C'" ~~ u""bI< 10 ""pon:! to f"". olm . .... 
with C6 ",II~ hyp<>th.J.;tmtc cell. tr.n<f<'<1ed wl1 h "'CRE_2 h.d o very 
Iow tt.. ... I .. pr=ion whi ~ ,he o,l><r mu"n" w.'" ,;m,;", to "'" wr 
..'U.uin¡¡ ....... , ,¡". 1"'""''''''' nf ~,¡".,- mn<rfi"'''n ¡"""" """"'_ 
n;zlng G:E_l {pl808] in hypo<h .. ;"mic , .Ib. or o¡""nc. 01 ,110", 
""po",itl. for d=.,inl expr=ioo in C6 {ce ..,.1JefIC< 10m"" in 
IICRE_I). H"""""r .• , ,1>< prim.ory rukure of 1 .... 1 hypo<mt..mi 
ron"im diff.",n' nuelel .1>1< 'o .. pr." TlUI [f'VN, dor><>m<d .... 
1.o .. "lllJII. j, " 001 pos,ib", to . "ume 'm' ,.,..1" ",fl.n I><m.iof 
af hYJl<>Pky'iocrop;c Muron •. IIowe.er. ,;oa wo pr."iou>Iy d<mon _ 
>1wed ,'o, in ""pon'" 'o PIlA .<1 ... " ..... '>¡l- I w., .-..:ruit<d to tb. 
. ndo¡;.ncus T1{H ~."" promo<..- 'o. ,im,Jo, , " .n'., pCREH.oo RNA 
po!¡nTl<r ... 11 in primory rultu"" of ,,' f .... hypo<ml. m", 1I BI. tlle 
"n .. mble 01 ,n... ",.u l" mnfirms ,ho (1tE_2 ';1< ., tI>< nulO CRf of 
'he rot 1I11 ¡ .... proxi"",1 promo<er. ond , ,,,,eol> ,o. ,mport,loco of 

,Ile od~n' ""1""""'" 'o CRE_l . CREH ¡, pho>pOOryi.l'od wi,hin 
nun"' .. of Tl<U, on,¡) ..:, ...... ion 'h""'llh =<pto<:> ,ho' >limulo .. PIlA 
"''''ity . , w.1I .. by OC • • " I; i",,= .. R",_MAf'I( 1441 : ,~ .nzyrn<-> 
. 1", pho!pI\or}'l.1< Sp-l IOOlKing i" n..:lN<' ,,.,,,pon..,d tr.n,_ 

.ni."ior c.p.;¡bilt'ie> 140 1. Sp-l ". "",mI><, of . fomily 01 "'''tod 
p.-"'.m. tm, . ., ,be Xruppel_l ike pr",.i", (15 ""'~"I T«o¡;nize 
<X box .. pr.",n' in "",ny geIl<.]lJ], 111< """,,'lIity of t~ r;oc,o<. 
incloo.. for ... mple. m ut .... J . n'.o¡oni,m or cool"'r .. io<>. or mm · 
"'_ offect,. del"'<tdin~ on ,n. «IJ tyl'" Of ,1>< promo<er. ~n 
Sp-I . 00 Sp-J Of S¡t-4 142.~5.47~ Thoy ' ''' importont compoll<nt. 
"'Iu;,,"n, ,b. .....,mn"m. of noc". r .ign.¡ I,fIS e liciffil oy ..ve".¡ 
110""""",., 'hq in1< roK' wi,h m.lny regul.,ory '"mcription f;oc,,,,, 
. , weU " w;,h '.",e of the b . .. 1 tr.nocriptiotul m..:hin.ry 
f;ociUldli"l ,he ""I""n'iol r«TUI'"",n' 01 TFlI D .00 RNA po/yn><r .... 
11 I J5 ,4O ,~21, A functioo.1 ;n1<r]li.y "",w..,n Sp_¡ .00 O!EB. tm' 
dq><ml.< O/l ,I><jr poo.pooryLltio<>. w., fi,,, ~tred for ,be ","rin. 
><ti."ior 01 chromo¡;ronin 1\ ex B promot." jJl ,45.481: ,n. p, ... r.c. 
of odj;oc .. , 'oq""~ th. , miJh' r..:o¡;nizo • el""., of ' "nocfiption 
r .. ,o<. ,h" includ. SPiKIF olld CRE! A TF .-.rognt'ioo o""",nl> i. fou lid 
in "",ny ",a.r promo<." 1 43,49~ S¡t- l reLlted f.nor-o ""'y ''''''Iizo 
CRES "n; i~ to 00il .o,"",,,,,,, ""IUffiU.¡2S L., h;u t...n propm<'<l 
for b,ndi'l ohb. vi,.1 prol.in 1.x ,lut reco;:tUze. tI .... me elemen" 
., \.¡l .n; im",-oICU wi'h (ItEB ISO I. Th< a>-Kti •• ,ion 01 CREB.nd 
ITl<m"'" 01 Sp_l Idmily. prodUC<d oy I'I(A . cti •• tion inc",o,;ns tbe" 
binding" .xt.ndod OIE ·2. muld p"",id. ,1>< mecmni>m wo.reby 
~H mRl\A .... 1, or 1RH _Wc exp"",ion inrn"", in <t''''' hypo<m _ 
I.Imtc prin"y rull""" o, «11 lineo of "",ufOfUl or II'liol orilÍn, 

5. CODd ... ion 

Th< p""'nt work d<mon>tro,ed ,1>< importon' ro" 01 tI>< .. _ 
'enóed eRE t1u, provide. • pl.!tlorm for o e"""- 01 tr.nscfiption 
f;oc,o!> >1M '0 bioo .00 .ff.n 1=.01 ond PIlA-s,imuJ"od , ,.nscription 
of,l>< ro' TlUI S'''''. TIte Sp¡);1F ~ni'",n .I."",n" fl.nk,~ tb. CItE 
.i .. pro.td .. ",n,ioJ for "",tn"in;nz b,¡s,¡J.OO forskolm !1imu;"ted 
tr.n><:rip!ion. n,. Sp-l coo"",.tivity wil h pCREB ""'y inn"""", tI>< 
""poli'" :>Í ~H tr. n,criptio<> 'o di"""" . nvi, ,," "",nt>1 ond Itornton.II 
"<:'\,1.1. a,¡. '0 ;oc,i.o,. or ;nniot! , in diff.ren' 'l"oo ... mpo,.J 
ex~,ioo p.;¡".ml. Sp_rel.'<d f.Kton. for oxomp", ,IIe huoun 
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A th. opy 

,. "- e ... _.""" " " ""''';0, "_.,,.. ..... ,_ (>DI ji "'. , .. 

TRH gen< tr.n><riptOon.I "'pon", lo "'pl;O irwol ... roo¡>e,.,ioo 
b<'w •• n Sp_1 .nd ,TAn pn ei,," ,he impor,.n, rol. 01 
hypophY''''ropi< 1RH in ''''''lj' oom<'OSt.l>i" \.p·lik. ¡><ton could 
pl.ly • pivot.1 rol< in tr"l<l.I';ng mul'ip'" ,¡,n,¡J" Sp-l j, inv,,"'bIy 
~it<d '0 ,he promo'<f' of i","lin.~I.,<d g<r.e>. hlgh ,Iueo>. 
;n<, .... " "uc"' .. rr.n,Ioc.,¡oo 01 Sp_l . TNFü o. into,"'ukin_6 
d=-.,., SI'" 1 .• 00 lipop<>lywch.rid •• (lPS) r ,pldl~ o.-p""'phory1>to 
Sp-l in lung cell. promoIin~ ¡" d'J, .. btioo 141~ Wh<tw to. 
d.c",.,., ofPVN TRH mRNA om.rv<'d .ft., lPS ;nject'm 1511 "d"" lo 
,he d<.poo'pho<yt.t"m of Sp_! ",,,,,,in> to b< vmtied. 

Ad<qu.te <x¡><riment5 in homoIogou. 'Y"enu. comp"'"",nt<d by 
in vi"" ", .. ~ lón.,e ÜIU' 'NJu¡""'¡ ro "'fin< ,1 lb< ~¡>Ofl'" of 
hypophysiotropic TRIl ",,"ron< 01 ,he PVN 10 ""uro .. 1 stimuli. 
through ~KA w jv.tion , might t.. modified by ,h. pr~ .. ling 
oormoo,1 ,,"tu • ., glucoconicoid •. ,",uJi" o. I<ptm 13.5.11 -
HI1.'"."1 ,,,rt ..... """~. TRf< .. p .... " ..... in ....vnn, ,,¡ , o.. limhO

'Y"<m ¡ •• 1"" "imut.ted b)' """ron.1 "",i'''lOn in • ""ion.il''l'Kiilc 
m.lno<, d<p<OOon' on th< "¡mulu, [5455.56[. ,1>< .!><dilcity m.~ 
.ri"" 00 ,b< ,,,""Oait.u off«,o,.. m,o)v"d .nd lh< ,.,io of .cti ... ed 
tr.nscriptioo l;oc,o,.. pI= n'. 

Wo ..:knowl<'dg< Q. Fid<li. Ro"""o ro. ,«hnk.t support, P. 
G.ly .. n.OO E. llip<' of ,b< M..:-romol<cul< .yo'''''''' md '"'lu<oci~ 
Uni, ('BT·UNAMIIor .yn,i>«i,i~ ,b< oIj¡ontK!.otioo tJ><d In ,h" 
work..OO 5<r¡ioGonz.ll<z lor provid,~ p"'gn,In' ,.,~ Thi, WOB w .. 
p.¡ni.oll)' ,,"pported b)' ¡¡r.na I,om CONACYT (83363) . od OCAPA· 
UNAM (PJB: 'N221710.JO ' Im06509I. 
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TIlH g . ... tr, n><riphOful ""¡<lo", lo "'ptio involv .. coo¡><'f .. ioo 
h<'w •• n ~p . 1 . nd STAn P11. Gi .. " ,he ¡mpoT""' mi. 01 
hypophY'"""'I'K TIlH In'~ 1>om«P>"~" 5p-lik. f><lOn roukl 
pt..y • piv<>t.1 roIr in Ir>n,''';"' mul'ip," ,l¡:n,¡J<: Sp-l k inv.ri.lbIy 
~it'" 'o tb< promot.,., of in,ulin _l<'gul.,ed VI><'<. hl~h glucoo< 
inc, ...... "oc ... , tr.noloc.,ioo 01 Sp_l , TNfu or into,"'".;n-6 
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