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RESUMEN:

La regulacién del inicio de la transcripcién es un proceso que
involucra diversas interacciones entre los elementos cis en DNA y los
elementos reguladores en trans. La informacién disponible sobre estas
interacciones ha crecido exponencialmente y junto con esto, se han
desarrollado herramientas computacionales que buscan sitios potenciales
para regulacién en secuencias de DNA.

Los diferentes programas de bisqueda de patrones en secuencias,
generan (en la mayoria de los casos) un gran niimero de sitios potenciales,
cuya comprobacién experimental se vuelve pricticamente imposible.

Nuestra propuesta en este trabajo es buscar propiedades intrinsecas
de un sistema en particular para integrarlas en los algoritmos de
biisqueda y de esta manera mejorar su poder predictivo,

El sistema en el cual se trabajé fueron los sitios de la proteina Spl,
la cual regula un amplio espectro de genes en organismos vertebrados y
cuenta con un gran nimero de secuencias reportadas en la literatura. Para
la bisqueda de patrones se utiliz6 el método de las matrices de peso, que
asigna valores basados en la teoria de la informacion.

A partir de los sitios de Spl se integraron propiedades de dos tipos
al algoritmo de biisqueda; la primera utiliza informacion interna de los
sitios con los cuales se construyé la matriz (especificidad por organismo) y

la segunda utiliza informacién contextual (posicién de los sitios).
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El Inicio de la Transcripei6én en Organismos Eucariontes

El inici6 de la transcripcién es un mecanismo clave en la regulacién de la
expresién génica. Para su activacion se requiere que la RNA polimerasa reciba
sefiales de activadores promotor - especificos e inicie la transcripcion en regiones
precisas del genoma (Tansey, 1997). En procariontes, el factor o es el que lleva a
cabo la accién de acoplamiento con el DNA, interactuando con el promotor,
asocidndose con el centro de la polimerasa y sirviendo de blanco (junto con otros
componentes) para factores transcripcionales. En eucariontes cada organismo
presenta tres tipos de polimerasas (I, II y III). La polimerasa I transcribe (entre
otros) el RNA mensajero, interachia con su equivalente o, TFIID, que estd
constituido por una proteina que se une a la caja TATA, TATA box-binding protein
(TBP) y por los factores asociados a TBP, TBP-associated factors (TAF's).

La maquinaria de transcripcién necesita de manera general los siguiente
elementos:
i)Estructura del promotor: Elemento TATA, Elemento Iniciador, TJAS/URSy el
elemento Poli{d A:dT)
ii)RNA Polimerasa: Dominio repetido en el carboxilo terminal, Holoenzima.
iii}Factores generales de la Transcripcién: GTF's incluye TBP (con sus maltiples
interacciones), TFIIB, TFIIE, TFIIF y TFIIH .
iv)Coactivadores transcripcionales: TAF's, SRB/ mediador, TFIIA, etc..

v)Represores generales de Ia transcripcién.

Estructura del promotor:
Los elementos en cis se pueden dividir en elementos centrales (core

elements ) y elementos reguladores. En los elementos centrales se ensamblan el




complejo de preiniciacién de la transcripcién  preinifiation complex (PIC) que
incluyen a la secuencia TATA, la secuencia de Inr y el downstream promoter
element (DPE), este tiltimo se encuentra aproximadamente a 30 pares de bases rio
abajo del inicio de la transcripcién.

Los elementos reguladores son gene especificos, se localizan, en la
mayorfa de los casos rio arriba de los elementos centrales. Este control puede ser
activando, upstream activation sequences (UAS) o reprimiendo upstream repression
sequences (URS), ya sea por enhancer o represores respectivamente.

El elemento TATA: es una secuencia a la cual se va unir el factor TBP, se
encuentra en un gran nimero de promotores a una distancia mis o menos fija
(entre 25 y 30 pares de bases antes del inicio de la transcripcién). El consenso de
la caja TATA se define como TATAAA. Algunas variantes en este consenso
puede provocar disminucién de la actividad de la transcripcién {(como ejemplo
TGTAAA). En levadura se han observado combinaciones de diferentes cajas
TATA’s para un mismo promotor, (la proteina presentan diferente afinidad
dependiendo de la caja) éstas se utilizan segun los niveles de transcritos que se
necesiten, tal es el caso del promotor HIS3 (Hampsey, 1998).

Otro tipo de promotores son los conocidos con el nombre de “TATA-less
promoter” cuya caja TATA es muy poco conservada y muestra una interaccion
muy débil con el factor TBP por lo que el papel de reclutamiento para el
ensamblamiento del PIC, corre a cargo de otro(s) elemento(s) de la maquinaria
central de reconocimiento.

El elemento Iniciador es una secuencia de DNA que estd contenida en el
inicio de la transcripcién (Lewin, 1997). No se ha definido un consenso y se
sugiere que puede ser determina por distancias fijas a partir de la caja TATA.
Diferentes proteinas pueden unirse al elemento Inr, como por ejemplo CIF, YY1,
E2F, TFII-I y USF. En un principio Inr se encontré en promotores “TATA-less
promioler” posteriormente se vio que se encontraba en promotores con o sin

TATA. Su funcién no es muy clara, pero el andlisis en algunos promotores, como




es el caso de GAL 80 en levadura, demostré que la transcripcion puede ser
iniciada por dos rutas diferentes, una dependiente de Inr y la otra dependiente
de TATA.-

Elementos UAS y URS. Los elementos UAS upstream activation sequences,
funcionan como sitios de unién para activadores transcripcionales especificos
{enhancers), pueden actuar en cualquier orientacién y a distancias variables con
respecto al inicio de la transcripcién. Una vez que es asociado el activador al
elemento UAS, se facilita el ensamblamiento de PIC e interactiia con este a través
de los GTF's o por medio de coactivadores. La eliminacién de este elemento
causa una disminucién dristica en los niveles de transcrito.

En los elementos URS upstream repression sequences, se unen los represores

gene especificos de la transcripcién, los cuales, afectan la transcripcién por
diferentes mecanismos: interferencia con el UAS o interferencia con el dominio
de activacién (ya sea contactando con la proteina activadora o compitiendo por
la interaccién con la maquinaria de la transcripcién). El complejo URS-represor
puede mediar la represién de manera indirecta. El mas comun de estos procesos
es el reclutamiento de proteinas (Ssn6-Tupl, Sin3-Rpd3) que estdn involucradas
con las histonas e impiden la transcripcién por causas estructurales.
Elementos Poli(dA-dT): Las secuencias homopoliméricas dA - dT que se
encuentran frecuentemente en levadura, tienen una estructura caracteristica que
impide el ensamblamiento o estabilidad en el nucleosoma. Su papel por tanto es
estimular la transcripcién a causa de la estructura intrinseca de la secuencia
{Winter, 1989).

RNA Polimerasa II:

Las diferentes RNA polimerasas II pueden variar en su composicién de
subunidades, desde 8 hasta 12, dependiendo del organismo. Estas subunidades
son codificadas por un conjunto de genes RPB. Las dos subunidades mas

grandes y conservadas en los grupos de eucariontes son las codificadas por RPB1




(7200 kDa) y RPB2 ("150 kDa), las cuales son homélogas a las subunidades Byp
respectivamente de la RNA polimerasa en bacterias. RPB3 est4 relacionado en
secuencia de aminodcidos, tamaiio y estequeometria con la subunidad ade
bacterias. Con la subunidad g, se encuentra similitud en estructura y funcién con
algunos GTF’s. RPB1 y RPB2 confieren selectividad para encontrar el inicio de la
transcripcion y estdn involucradas en el proceso de elongacién.

Caracteristico de la RNA pol II es la presencia de heptapéptidos, repetidos
en tandem, en la regi6n carboxilo terminal. Este carboxil-terminal repeat (CID)
contiene una secuencia consenso de Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser que es
altamente conservada entre organismos eucariontes. La subunidad RPB1 incluye
en levadura, 26 o 27 repeticiones, el CTD en C. elegans tiene 34 repeticiones,
Drosophila tiene 43 repeticiones y el CTD en humano tiene 52.

El CTD estd relacionado con las dos formas en que se encuentra la
polimerasa in vitro, que se designa IO cuando CTD est4 fosforilado y IIA
cuando no esté fosforilado. La forma IIA ests presente en el ensamblamiento de
PIC, mientras que la IIO se encuentra en el complejo de elongacién. TFIIH y otras
cinasas median la fosforilacién. La estructura desfosforilada estd mediada por
TFIIB y TFIIF. TFIIF estimula la fosfatacibn mientras que TFIIB inhibe la
estimulacién de TFIIF. La CTD fosforilada, 11O, estd involucrada en otros
procesos como el procesamiento del pre-mRNA y en su forma hiperfosforilada
facilita las interacciones electrostaticas de las cargas positivas en ciertas proteinas
de splicing. Otros procesos donde se encuentra implicada, son en la adicién de

cap en el extremo 5° y en la adicion de poly(A) en el extremo 3",




Factores Generales de la Transcripcion:

Los GTF’s incluyen TBP, TFIIB, TFIIE, TFIIF y TFIIH (figura 1)

Figura 1. Ensamblaje del Complejo de Pre iniciacién (PIC). El primer paso es el reconocimiento de
TBP al DNA, seguido de la asociacién de TFIIB, RNA polll/ TFILF, TFHE y TFIIH

TBP es una subunidad del complejo TFIID. En levadura, TBP es un monémero
de 27 kDa, es esencial para la expresion y reconocimiento del promotor en gran
nimero de genes. El reconocimiento de TBP al DNA se da a través del surco
menor. El plegamiento de la proteina es semejante a una silla de montar
(Phillips, 1993). Su regién C-terminal consiste en dos regiones repetidas, que
muestran un eje de simetria {dominios a y ). Cada dominio muestra dos hélices
alfa y cinco hojas beta antiparalelas conectadas en el siguiente orden S1-H1-52-
$3-54-55-H2. El dominio de unién es una curva formada de hojas-p’s y cuyo lado
convexo, donde se muestran las o hélices, queda libre para interaccionar con
otros factores.

El reclutamiento de TBP en el promotor ocurre en dos pasos: el primero
involucra una lenta asociacién de TBP-TATA (paso limitante en la activacion),
seguido de un rdpido cambio de conformaci6n. Frecuentemente TBP se
encuentra como dimero, su disociacién es lenta pero necesaria para la unién a la

secuencia TATA.




Una vez efectuada la unién a la secuencia TATA, se presentan distintas
interacciones con elementos del PIC, TBP-TFILA, TBP-TFIIB, TBP-TAF's, etc.

La interaccién con TFIHA se da en la superficie convexa de TBP, en las
hélices localizadas en la parte terminal (H2, H2"). Este complejo estimula la
activacién para algunos activadores transcripcionales.

TFIIB interachia con la regi6n carboxilo terminal de TBP. La formacién del
complejo DNA-TBP-TFIIB (figura 2) es importante para el ensamblamiento de
PIC, ya que intervienen en el reclutamiento de otros GTFs.

TFIIB: El mon6émero de TFIIB en levadura, es de 38 kDa y es codificado por el
gene SUA7 . Este factor entra al PIC después de TBP y es un pre-requisito para. el
reclutamiento de la RNA pol II. TFIIB interacttia directamente con TBP, RNA pol
II, con las subunidades RAP30 y RAP74 de TFIIF, con TAFo40 de TFIID y es
blanco de muchos activadores transcripcionales gene especificos. En su extremo
amino terminal, se encuentra un motivo de unién a zinc, zinc ribbon, el cual es
filogenéticamente la parte mas conservada de la proteina y la que interactia con
el complejo TFIIF-RNA po!l II. Su extremo carboxilo estd constituido por dos
secuencias repetidas imperfectas, con 5 hélices @, las cuales se pliegan y forman
un motivo resistente a proteasas (en este motivo se da la unién con TBP). Con
TBP juegan un papel critico en la sefeccion del inicio de la transcripcién. La
distancia del sitio catalitico de RNA pol Il - TBP es ~110 A®, que es equivalentes
a 32 pares de bases en el DNA de forma B. Esta es la distancia aproximada entre
la caja TATA y el inicio de la transcripcién en gran parte de los promotores
conocidos en eucariontes.

TFIIF: consta de dos subunidades identificadas como RAP30 y RAP74. Tiene
caracteristicas que estin presentes en los factores ¢ de bacterias. TFIIF suspende
las interacciones inespecificas entre la RNA polimerasa Il y el DNA. Contribuye a
la estabilizacion del PIC. Presenta interacciones funcionales con TFIIB, las cuales
estan involucradas en el cambio de conformacién de la RNA pol II para los

procesos de iniciacioén y elongacion.
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TFIIE: Este factor se integra al PIC después de Ia RNA pol Il y antes que TFIIH.
Interactia con la forma desfosforilada {II A) de la pol Ii y con TFIF. Ayuda al
reclutamiento de TFIIH y es blanco de algunos activadores gene especificos.
TFIIE estd compuesto de una subunidad de 56-kDa (TFIE-a)y otra de
34kDa (TFIE-B) formando un heterotetramero a2B2. Ambas subunidades tienen
motivos estructurales bien definidos, por ejemplo zinc ribbon {C-X2-C-X21-C-X2-
), una secuencia en TFIIE-a con el consenso de una proteina cinasa y un
consenso en TFIE-B para unién al DNA. El complejo TFIIE-TFIIB interachia
para estabilizar la conversién de DNA en regién iniciadora. A través del
reclutamiento y activacion de TFIIH, controla la formacién de PIC.

TFIIH: Es el més complejo de los GTFs, consiste en nueve subunidades con una
masa total de aproximadamente 500 kDa (comparable a la masa de la Pol II). Es
el tnico GTF que se conoce con actividad enzimdtica, entre las cuales se
encuentra ATPasa - helicasa DNA-dependientes y cinasa CTD. TFIIH juega un
papel critico en los estados de iniciacién y postiniciacién de la transcripcion. Esta
involucrado en la hidrélisis de ATP y en la estructura del pretemplado del DNA.
Aparece junto con TFIIE y ATP mediando la formacién del complejo abierto.
También regula la transicién del inicio de la transcripeién a la elongacién.
Funciona como componente esencial de NER nucleotide excision repair, el cual es
un mecanismo capaz de remover dafios creados a lo largo de una cadena de
DNA (como asociaciones entre primigenias) (Alberos, 1994). TFIIH tiene un
doble papel al intervenir en el inicio de la transcripcién y en la reparacién del
DNA (ésto va de acuerdo con la idea que las regiones con una frecuencia alta de
reparacién son altamente transcritas) y se ha sugerido que en cada uno de estos
mecanismos tiene una conformacién diferente: cuando est4 asociada con la RNA
pol I, la parte central de TFIIH interactia con TFIIK, pero ante la presencia de
un DNA dafiado, existe un cambio de conformacién que remueve a TFIIK e

integra a las proteinas del complejo NER.




Coactivadores Transcripcionales:

Estas moléculas son requeridas como mediadores o adaptadores de la
activacion transcripcional. Se diferencia de los GTF's en que son dispensables
para los niveles basales de la transcripcién y ninguno aparece unido a la
secuencia de DNA de manera especifica.

Los coactivadores aparecen como puente para las interacciones entre
proteinas activadoras gene-especificas y los GTF’s; también interaccionan con
proteinas que intervienen en la remodelacién de la cromatina. Entre las
diferentes clases de coactivadores se encuentran los TAF’s (componentes de
TFIID), SRB/mediador, TFIIA, SAGA (acetilacién en histonas) y los complejos
relacionados con la remodelacién de cromatina (figura 3).

Factores asociados a TBP.- La asociacién de TBP con los diferentes TAF s, crean
una alta versatilidad de complejos proteicos que interactian con: el promotor,
diferentes reguladores transcripcionales y la RNA polimerasa.

Los diferentes TAFs se asignan dependiendo de sus pesos moleculares.
Dentro del complejo TFIID, existen interacciones de TBP con diferentes TAF's y
una multitud de interacciones TAF-TAF que forman una red proteica compleja,
altamente versitil, que facilita la activacién de la transcripcion a través de una
gran variedad de mecanismos (Chen, 1994)

Los elementos TAF’'s estin involucrados en diferentes actividades: (i)
Reconocimiento de promotores, (ii) Topologia del promotor, (iii) Catdlisis y (iv)
Blanco para los dominios de activacién (Tansey, 1997).

(i) En el reconocimiento del promotor, TFIID interacciona con varios elementos
centrales del promotor, que incluyen la caja TATA y elementos rio abajo. Los
TAF’s pueden interaccionan con TBP y con el iniciador (Inr). Las diferentes
combinaciones de TAF's y TBP para construir TFIID, permiten al complejo
reconocer una gran diversidad de arreglos en promotores.

(ii) Diversos estudios sugieren que TFIID induce alteraciones en la topologia del

promotor. Esta idea es consistente con observaciones hechas en algunos TAF's,
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los cuales presentan homologia a nivel de secuencia y estructura con proteinas
histénicas (forman complejos similares a los nucleosomas). El compactamiento
del DNA permite mailtiples contactos entre TFIID y la parte central de la
maquinaria basal de la transcripcién. Interaccionan con otros factores basales que
estan involucrados con los cambios en la topologia del promotor.

(iii) EI complejo enzimético posee actividades cataliticas, las dos conocidas son:
acetilacién de histonas y fosforilacién de factores basales. La acetilacién de
histonas es un importante paso en la conversién de cromatina inactiva a una
forma transcripcional activa (aparentemente al acetilar los residuos de lisina se
debilitan las interacciones histonas-DNA), TAFu250 posee actividad de histone
acetyl-transferase (HAT) y juega un importante papel en esta conversién. TAFn250
posee también actividad de cinasa y fosforila al factor basal TFIF. TFIF es un
importante blanco para la fosforilacién, estd intimamente asociada con la
polimerasa I, ayuda al reclutamiento del complejo y est4 involucrado en el paso
iniciacién/elongacion.

(iv) In vitro, se ha visto que los TAF’s sirven como blanco para el reconocimiento
de una gran variedad de dominios de activacién, dando lugar a una activacién
dominio-especifica entre proteinas reguladoras y TFIID. Con algunos factores se
ha visto también efectos sinérgicos (Chen, 1994). Diferentes estructuras y
ensamblamientos de TFIID, revelan diferentes requerimientos en coactivadores
para diversos factores de transcripcion promotor - especifico como pueden ser:
Spl, neurogenic element-binding transcription factor 1 (NFI-1} y CCAAT-binding
transcription factor (CTF).

Otras caracteristicas que se han encontrado en los TAF’s son: al analizarse
en diversos organismos a nivel de estructura y funcién, éstas son muy
conservadas a lo largo de la evolucion. Interactitan de manera individual con los
dominios de activacién para algunos factores transcripcionales gene-especificos.

Cuando activadores especificos contactan con TAF's, se transmiten sefales a la




maquinaria basal (los TAF's TAFn110 y TAFu40 interactian con los elementos
basales TFIIA y TFIIB). Se asocian con TBP en su superficie convexa.

Se han hecho andlisis experimentales para el estudio del ensamblamiento
de los diferentes TAF’s, y de manera general se ha visto que existen dos tipos de
TAF’s: los que contactan directamente con TBP (TAFz250, TAFn150 y TAFu30
alfa} y los que contactan con otros TAF’s (los necesitan para su reclutamiento y
anclaje). Por ejemplo TAFz150, TAFu110, TAFs60, TAFn130 alfa y TAF130 beta se
unen eficientemente al TAFn250. Posteriormente, TAFpIl0 ayuda al
reclutamiento de TAFu80, mientras que TAFn60, permite que TAFn40 interactite
con TFIID.

La integracién del complejo TFID, sigue una sucesién de pasos, que en su
mayotia empiezan con la formacién dimérica entre TFIID y TAFn250. Para
algunos TAF's el orden es muy importante, tal es el caso de TAFn110, el cual no
se integra al complejo TBP-TAF en ausencia de TAFn250. Otros ejemplos sorn:
TAFn40 que no se integran si no se integré antes TAFn60, y TAFz80, que s6lo se
iﬁtegra si se han ensamblado TAFu110, TAFn150, TAFa30 alfa.

Experimentos in vitro mostraron que una activacién a través de Spl, necesita
como minimo un complejo cuiddruple que conste de TBP y de tres TAF's
(TAFn110, TAFn150 y TAFn250). Spl interactia {de manera directa) unicamente
con TAFn110.

SRB/Mediador. Es un intermediario molecular, que media la interaccién entre
activadores y los componentes centrales de la maquinaria transcripcional. Las
funciones de SRB/mediador: i) estimulan la transcripcién basal, ii) responde a
los activadores transcripcionales vy iii) estimula la fosforilacién de la RNA pol II
por TFIIH. SRB/mediador juega un papel més general en la activacién de la
transcripcion, a diferencia de los TAF's que son coactivadores gene-especificos.
Otra diferencia con los TAF's, es la posibilidad de conferir efectos negativos en
la expresién génica, es por esto que se le considera un regulador (en lugar de

activador} de la transcripcion (Bjorklund, 1996).
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TFIIA: Se asocia con PIC a través de TBP. Estimula la transcripeién de varias
maneras; estabilizando la interaccién TBP-TATA, interactuando con especificos
reguladores transcripcionales (TAFn 110 y los coactivadores PC4 y HMG2) y
jugando un importante papel como anti represor. TFIIA se asocia con el complejo
TBP-TATA del lado opuesto a TFIIB y su posicién dentro del complejo se
encuentra localizada en el lado “upstream” de la caja TATA.

Histona Acetil-transferasa: Entre los mecanismos de coactivacién transcripcional
podemos encontrar a la acetilacién de histonas en el nucleosoma. Un complejo
proteico que lleva a cabo este mecanismo es el SAGA (Spt-Ada-Gen5-
Acetiltranferasa), el cual se encuentra integrado por los productos de los genes
GCN5, ADA2, ADA3, STP?7, SPT20/ADAS. Presumiblemente, la acetilacion
debilita las interacciones entre el DNA y las histonas, relajando el efecto
represivo del nuclecsoma. Esto puede explicar la correlacion directa que existe
entre la acetilaci6n de las histonas y la activacién génica (Wolffe, 1996).
Remodelacién del Complejo - Cromatina: Existen otros complejos que son
dependientes de ATP, como SWI/SNF, que alteran la organizacién nucleosomal
del DNA. Las modificaciones hechas por la proteina permiten al PIC ensamblarse
a la regién promotora y de esta manera ayuda a la activacién transcripcional.
Otros factores remodeladores de la cromatina en Drosophila son NURF y
CHRAC; pero en general estos coactivadores se pueden encontrar desde

levadura hasta humano.




Figura 3. Esquema de los mecanismos de activacién. Con sus diferentes elementos:
GTFs, activadores, codctivadores y maquinaria transcripcional (Hampsey, 1998).

Represores generales de la Transcripci6n

Los represores transcripcionales son comparables a los coactivadores, pero
con el efecto contrario. Se pueden reconocer dos clases: una clase opera a través
de los elementos centrales de la maquinaria transcripcional (Mot 1y el complejo
Ccr-NOT), 1a segunda se encuentra funcionalmente ligada a la cromatina (BUR y
Sot4-Spt6), donde también se incluyen histonas, proteinas relacionadas a las
histonas y con la desacetilacién de histonas (Hampsey, 1997) (figura 4).
Motl es identificado como un ADI (ATP-dependent inhibitor) que inhibe el
reconocimiento de TBP al DNA de manera ATP-dependiente. Tiene 170 -kDa y
se une a TBP formando un complejo distinto al que originalmente se forma con
TFIID, denotado como B-TFIID, el cual no responde a los activadores
transcripcionales y posee actividad de ATPasa. Motl puede funcionar como
represor o activador de la transcripeién. Funcionalmente interactita con Spt3,
TFIIA y el complejo NOT.
Complejos Cerd-NOT. La represion se da por la interaccién con la maquinaria
central de la transcripcién. Existen diferentes proteinas NOT (negative on TATA),
generalmente afectan la transcripcién basal y funcionan como represores en

promotores con una secuencia TATA débil. Se relaciona con MOT1, Spt3 y TFIIA.




Algunas proteinas NOT forman parte del complejo Ccr4, el cual es de 1.2Mda e
incluye otros polipéptidos como Cafl y Dbf2.

Proteinas BUR (bypass of UAS requirement). Se encuentran ampliamente
distribuidas en levadura y reprimen la transcripcién a través de dos mecanismos
diferentes, el primero es a nivel de cromatina y el otro es por interaccién con los
GTF's. De manera general los supresores BUR1, BUR2, BUR4 y BURS estan
funcionalmente relacionados con la cromatina; se conoce que BUR5 es una
subunidad del nucleosama (H3), BUR1 se identificé como una proteina cinasa
que fosforila H4 y Rpb1 para la represi6n del gene SLIC2. BUR3 y BUR6 reprimen
la transcripcién global de manera cromatina-independiente, interactuando con
TBP y bloqueando la asociacién de éste con TFIIA y TFIIB. BUR6 tiene su
homoélogo en humano, DRAP1 que bloquea el inicio de la transcripcion
interactuando con los mismos factores.

Sptd-Sptb. Los genes SPT4, SPT5 y SPT6 pertenecen a la familia SPT que
codifican para histonas y proteinas que afectan las funciones de la cromatina. De
esta familia los implicados en la regulacién son: Spt4, Spt5 y Spt6 ya que afectan
la estructura de la cromatina. Interactiian con SWI/SNF, complejo remodelador
de la cromatina. Spt6 tiene interaccién directa con las histonas, participa en el
ensamblamiento del nucleosoma como aceptor/donador de histonas durante la
reorganizacién de la cromatina. _

Desacetilacién de Histonas. El mecanismo opuesto a la acetilacién de histonas es
el histone deacetylases (HDAs), el cual funciona como represor transcripcional.
Entre las proteinas involucradas en este mecanismo se encuentran Sin3, Rpd3,
SAP18 y SAP30. '

Ssn6-Tupl. Estas proteinas forman un complejo que reprime la transcripcién. No
hay unién al DNA pero su efecto es a través de las histonas. Tupl interacciona
directamente con el extremo amino-terminal de las histonas H3 y H4 y afectando

la estructura de la cromatina en el proceso de la transcripeion.
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Figura 4. Esquema general de la represién transcripcional Se muestran los dos tipos de
mecanismos, a través de la interaccion con el PIC o con los nuclecsomas

{(Hampsey,1998).

Generalidades de la Proteina Spl.

Los genes en organismos eucariontes son regulados por factores
transcripcionales, los cuales interachian directamente con los elementos
reguladores en cis. Un factor transcripcional muy importante es Spl (Specificity
protein 1), el cual activa un amplio rango de genes en virus y en organismos
vertebrados (Lania, 1997).

Al purificar la proteina Spl humana, los resultados mostraron a2 un
polipéptido de 778 aminoacidos. Consta de cuatro dominios de activacion y cerca
del carboxilo terminal se encuentra su dominio de reconocimiento al DNA, el
cual contiene tres unidades de repeticién en tindem que corresponden a dedos
de zinc.

Spl se analizé por primera vez en los promotores tempranos del virus

SV40, su activacién depende de seis cajas con 10 pares de bases cada una
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repetidas de manera consecutiva. Estos decanucledtidos son asimétricos y con un
alto contenido de GC (Jones, 1986). Ensayos de digestién con DNasa I muestran
que Sp1 protege las 6 cajas (Courey, 1989). ‘

Spl puede activar uniéndose s6lo a una caja sin importar su orientacion
con respecto al +1 del inicio de la transcripcién.  Frecuentemente se encuentran
varios Spl’s interactuando entre si, pueden estar adyacentes o a distancias
considerables. Se une al surco mayor del DNA. Entre los genes que activa se
encuentran un gran namero de genes constitutivos de vertebrados, los cuales,
por lo general tienen una caja TATA muy débil (TATA less promoter) y un sitio
para el elemento iniciador (Inr) (Boam, 1995), ddndole un nuevo mosaico de
combinaciones y arreglos para regular la expresion temporal y espacialmente.

Los niveles de expresién de Spl pueden variar mucho de un tipo celular a
otro {del orden de 100 veces). Se encuentra en altos niveles en células con estados
tardios de diferenciacién (maduracién de linfocitos, espermétidas, etc.). En
general son células tejido especificas que involucran una diferenciacién terminal.
En el resto, Spl se encuentra en cantidades limitadas. Cambios fisiologicos
pueden estimular los niveles de Spi, alterando los patrones de expresién génica.

El gene de Spl es espacialmente regulado durante el desarrollo en
vertebrados. Presenta autorregulacién positiva, su regién promotora contiene un
arreglo extendido de sitios de pegado para Spl.

Spl pasa por dos tipos de modificacién post-traduccionales: glucosidacioén y
fosforilacién. En la glucosidacién, a la molécula de Spl se le unen de 510
residuos de monosacéridos (posiblemente en las serinas o treoninas) que ayudan
al paso por los poros nucleares, facilitando asi su exportacién al niicleo. La otra
modificacién es por fosforilacién, las cinasas s6lo fosforilan a Spl cuando se
encuentra unido al DNA. Estos sitios de fosforilacién (principalmente en los
residuos de serinas) se dan en dos de las regiones activadoras ricas en
glutaminas. Se plantea que la fosforilacién induce un cambio conformacional que

ayuda en el mecanismo de activacién. Este tipo de regulacion puede servir para
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prevenir la formacién de complejos no productivos entre Spl y el resto de los

elementos de la transcripcion (McKnigth, 1992).

Mecanismos de Activacién para Spl.

Existen varios modelos propuestos para la regulacién positiva del inicio
de la transcripcitn. La proteina Spl se ha utilizado como modelo para el estudio
de estos mecanismos y sus diferentes interacciones. Spl presenta interacciones
heterdlogas (con diferentes proteinas y elementos de la maquinaria de
transcripcién) (Su, 1991) y homoélogas (entre sitios proximales y distales}). Sus
diferentes dominios de activacién pueden actuar con coactivadores, elementos
del aparato basal de la transcripcion, factores sitio especifico y con otros Spl’s.
Spl forma complejos multiméricos importantes para la activacién de la
transcripeién (tetrdmeros). Dependiendo del contexto del promotor, Spl puede
presentar activacion simple o activacién sinérgica (superactivacién) (Pascal,
1991).
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Figura 5. Diferentes interacciones y mecanismos de la proteina Spl. Interaccion indirecta (por
coactivadores) o directa. Puede activar de manera simple o sinergica




En activaciéon simple, cuando Spl interachia con el aparato basal de la
transcripciodn, lo hace a través de una interaccion especifica con TAFu110 (Chen,
1994) y con la intervencion de TAFu250 y TAFul50 para ayudar a la
estabilizacién de TFIID. En otros casos interactia junto con otros factores sitio
especificos {figura 5) como CTF y E2.

Para tener un efecto sinérgico en la activacién, que involucre a Spl, se
requiere la interaccién, ya sea proximal o distal, entre por lo menos dos sitios
para esta proteina. Cuando los sitios son proximales, la interaccién se hace de
manera directa y cuando son distales, el DNA forma un loop que permite el
contacto entre los Spl's (Mastrangelo, 1991). Lo que el sistema presenta cuando
se tienen multiples sitios de Spl unidos al DNA, es una fuerte correlacién entre la
capacidad de Spl para formar complejos de homomultimeros y su capacidad

para activar la transcripcién sinergisticamente (Pascal, 1991).

Relacitn entre la estructura y funcién de los elementos en Sp1.

La regulacién de la transcripcidn se logra a través de dos tipos de
interacciones: proteina/DNA y proteina/proteina. La caracterizacion entre la
estructura y la funcién de estas proteinas (activadores transcripcionales)
constituyen un elemento bésico para el entendimiento de la regulacién. De
manera general, las proteina reguladoras cuentan con dos estructuras bien
definidas e independientes; la estructura de activacién y la estructura de
reconocimiento al DNA (Ptashne, 1992).

El Factor Spl provee un excelente modelo para el estudio de estas
interacciones regulatorias. Su estructura de activacion (figura 6) estd constituida
por 4 dominios (separados unos de otros): A, B, Cy D. Dos de estos dominios A
y B contienen una parte rica en glutamina {~30 % de glutamina) y otra rica en
serina/ treonina {(~50 % de serina/treonina), son dos dominios de activaciéon muy

potentes y estan involucrados en la formacion de tetrameros. El dominio D tiene
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un papel importante en la transcripcién sinérgica, forma complejos de orden

superior entre diferentes sitios para Spl (Pascal, 1991).

Sp1

Figura 6. Diagrama bisico de la distribucién de los diferentes dominios de Spl. Sefiala los
dominios de activacion A, B, C y D. La localizacién de los tres dedos de Zince se marca con 3
barras negras verticales entre los dominios C y D. Se indican las regiones de la proteina que
contienen altos porcentajes de serina y treonina 5/T, glutamina (Gln) o cargadas (+/-)(Yieh,

1995).

Se propone que los dominios de activacion interactian con los coactivadores
{TAFII-110) (Chen, 1994), con los componentes del aparato basal de la
transcripcion o con otros factores sitio especificos (E2F) (Karlseder, 1996).

Para su unién con el DNA no requiere formar dimeros, pero con sus
estructuras de activacién puede formar multimeros, los cuales son importantes
para el efecto sinérgico en el inicio de la transcripcién (figura 7).

Por medio de los anilisis de delecidn, se identificaron las cuatro regiones
involucradas en la capacidad para activar la transcripcién (Pascal, 1991). Como se
mencion6 anteriormente, los dominios Ay B son ricos en glutaminas (dominio
ampliamente extendido en otros factores) y al ser removidos, se observa un
abatimiento en  la activacién; ambos dominios se utilizan para la
multimerizacién e interacci6én con cofactores. La delecién de la regién D, impide
la formacién de complejos de alto orden y tiene un severo efecto en la capacidad

de la proteina para activar la transcripcién sinérgica (figura 7).
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Figura 9.- Estructura tridimensiona! del segundo y tercer dedo de zinc pertenecientes a la
proteina Spl.
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Figura 7. Modelo de activacién para la proteina Spl. Se muestran formas tetraédricas
que contactan con el DN A en un solo sitio. Se tienen dos niveles de activacion: simple (A By D) y
sinfegic). Los Spl en forma de circulo represenitan toda la proteina, los incompletos (B y D) carecen
del dominio D (Pascal, 1991)
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Para la interaccién proteina/DNA, Spl contiene 3 dedos de zinc del tipo
Cys2-His2, cuya estructura consenso es Cys-X2_4-Cys-X12-His-X3-His (Fig. 8)
(Yokono, 1998). Se une al surco mayor del DNA y reconoce un decanuclestido
rico en GC, conocido como la caja GC 5°(G/T)GGGCGG(G/ A) G/ A)C/T)-3°
{Kuwahara, 1993). La interaccién con el DNA para cada uno de los dedos de zinc
es diferente y produce un cambio local pero con una distorsién estructural
significativa en la regién 3° de la cadena rica en guanina (Kuwahara, 1993). Los
anélisis muestran que los dedos dos y tres, que interactiian con la porcion 5° de Ia

caja GC, contribuyen de una manera més fuerte en la afinidad total con el DNA

que el primer dedo.
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Fig. 8. Secuencias de aminodcidos en Spl (330-623). Las cistefnas e histidinas ligadas al 4tomo de
zinc se encuentran encerradas en circulo. Los nimeros muestran la posicion en la hélice (Yokono,
1998)

Se definié por NMR la estructura tridimensional de los dos tiltimos dedos
de zinc, splf2 y splf3 (figura 9).
El modelo estructural, muestra que cada dedo Cis2-His2 consiste en dos cadenas
beta antiparalelas, ligadas con un loop que contiene los dos residuos cis seguido
de una hélice alfa que contiene dos residuos de his orientados para coordinar el
atomo de Zinc de manera tetraédrica (Narayan, 1997). Splf3 pertenece a una
clase bien definida para los dedos de zinc, Cys-X2-Cys. Splf2 presenta un
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arreglo Cys-X4-Cys, pero esta diferencia no altera la geometria local o la afinidad
por iones metéalicos.

Existe una parte central hidrofébica formada por la hoja beta y la hélice
alfa. Dentro de esta estructura se conservan los residuos Cys y His hacia el
interior del dominio en posicién, coordinada con el dtomo de Zinc. Para el
reconocimiento al DNA, se acopla el alfa hélice con el surco mayor. Cada dedo
de zinc contacta con la doble cadena, aunque més especificamente con la cadena
rica de G's. (figura 10)

Spif3 Spif2
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Fig 10. Interacciones propuestas entre la proteina Spl y una de las cadenas de DNA
{Narayan 1997)

Familia de Reguladores Transcripcionales Sp

El aislamiento de cDNA’s mostraron proteinas que estaban relacionadas a
nivel de secuencias y estructuras con Spl. Estas proteinas se denominaron 5p2,
Sp3 y Sp4 y junto con Spl forman una familia. Estas proteinas comparten
dominios similares como los dedos de zinc y los de activacién: glutamina y
serina/treonina. Sp2, Sp3 y Sp4 reconocen la caja GC con especificidad y
afinidad similar a Sp1.

Las proteinas Sp2 y Sp3 se identificaron en los promotores de las células T

reconocedoras de antigeno. Ambas proteinas reconocen la caja GT, solo que Sp2
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se une al motivo GT débilmente, mientras que Sp3 se une casi con la misma
afinidad que Sp1 (Lania, 1997).

Sp4d, es capaz de transactivar promotores virales y sintéticos que
contengan cajas GC y GT, tanto en células de mamiferos como en células de
Drosophila SL2. Experimentalmente Sp4 presenta diferencias con 5pl, ya que no
es capaz de activar sinergicamente cuando se encuentra con sitios adyacentes
(presumiblemente por falta del dominio D). Los andlisis muestran que Sp4 es
altamente expresado durante el desarrollo del cerebro y fenotipos Sp4(-) en
ratones machos presentan baja actividad sexual.

Sp3 presenta de manera general una estructura muy parecida a Spl, pero
su actividad es nula en muchos genes que son activados por Spl. De hecho Sp3
produce efectos represores en algunos promotores, ya que compite por el mismo
sitio de reconocimiento al DNA (Hagen, 1994). En otros genes se ha visto un
efecto de bloqueo estequeométrico o por interaccién con elementos del aparato
basal de la transcripcién. Lo anterior muestra que la actividad de Sp3 es
bifuncional, ya que puede regular de manera positiva o negativa de manera
promotor - especifica.

Otro factor homoélogo a Spl es el gene buttonhead (btd) en Drosophila, el
cual juega un papel importante durante su desarrollo. Mutantes en este gene
presentan anormalidades en el desarrollo en el segmento de la cabeza.
Experimentos transgénicos donde se expresa el gene Spl del humano,

reconstruyen parcialmente el fenotipo de las btd- (Wimmer, 1993).
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Antecedentes Directos y Objetivo

El estado del arte para la deteccién de sitios reguladores en el DNA
presentan un gran desarrollo en las herramientas computacionales. Al realizar
una bisqueda con algoritmos que estin basados en estas herramientas, los
resultados generan un gran nimero de sitios potenciales en el DNA, (gran parte
de ellos falsos positivos) y su comprobacién experimental se vuelve
préacticamente imposible.

En esta tesis se propone la utilizacién de filtros que tomen en cuenta las
caracterfsticas particulares del sistema biolégico donde se llevard a cabe la
prediccién. Los filtros que se utilizan toman en cuenta la simetria de sitios,
distancias con respecto al inicio de transcripcién o traduccién y algunas otras
caracteristicas propias del sistema. Esta idea ya ha sido puesta en préctica en
otros trabajos, por ejemplo en el cromosoma Il de levadura (Fondrat, 1996). En
este trabajo se disefiaron filtros que toman en cuenta la propiedad palindrémica
de algunos sitios asf como la distancia con respecto al inicio de la traduccién
(ATG). En bacterias, dado la conservacién de posiciones relativas al inicio de la
transcripcion, ésta se utiliza como herramienta para la filtracién de posibles sitios
(Rosenblueth, 1996).

Al pasar a ofro tipo de organismos (vertebrados por ejemplo) el
reconocimiento presenta adicionalmente los siguientes problemas: i) Las
secuencias reguladoras son de menor longitud (menos de 20 pares de bases), ii)
las distancias con respecto al origen de transcripci6n presentan rangos mas
amplios y ii) pueden presentar gran variacién en los nuclestidos de

reconocimiento {mismatches).

El objetivo central de la tesis fue darle a las predicciones de sitios una
mayor certidumbre, a través de la incorporacién de filtros biolégicos basados

en las caracteristicas propias del sistema.
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Lo anterior nos llevé a escoger un modelo para el cual se tuviese una gran
cantidad de informacién, tanto en numero de sitios, como namero de
promotores, asf como interacciones con otras proteinas y posiciones con respecto
al inicio de la transcripcién. Para tener una perspectiva de la informacién
disponible en la regulacién transcripcional, se utilizé la base de datos Transfac
(Heinemeyer, 1998), una base de datos sobre regulacién transcripcional en
eucariontes, la cual contaba con 199 sitios de Sp1 en 99 promotores (en su versién
actualizada cuenta con 213). En base a este criterio se seleccion6 la proteina Spl
(Specific protein 1). Esta proteina pertenece a la familia de los reguladores Sp, la
cual, activa un amplio rango de genes en organismos vertebrados que han sido
descritos por métodos experimentales (footprinting, saturation-mutagenesis).

Referente a los algoritmos de biusquedas, existe una gran cantidad de
programas para hacer biisquedas de secuencias reguladores en DNA. En nuestro
laboratorio el programa que hasta el momento ha dado mejores resultados para
este propdsito es Patser (Hertz, 1993). Este programa utiliza una matriz de peso
como herramienta para el reconocimiento de sitios en DNA. Una matriz de peso
es un arreglo bidimensional de renglones y columnas que se construye a partir
de la informacién disponible sobre las secuencias de reconocimiento para una
proteina reguladora. Asigna diferentes valores a cada columna de manera
independiente y representa la frecuencia de cada nucleétido para una posicién
en particular. El algoritmo de Patser estd sustentado en la teoria de la
Informacién (ver material y métodos} lo cual ofrece un marco teérico sélido para

la interpretacién de los resultados.
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Resultados y Discusiones.

1) Construccién de una matriz de peso para los sitios de reconocimiento de
Spl.

¢Cuil es el poder discriminatorio de una matriz?

Para poder responder a la pregunta anterior se necesitan hacer pruebas de
sensibilidad (identificacién de sitios verdaderos positivos) y especificidad
(discriminacién de falsos positivos) en las secuencias promotoras. Se tiene una
matriz reportada para Sp1 (Chen, 1995), que se construy¢ con 126 sitios extraidos
de la base de datos TRANSFAC.

T| 28 0 o0 0 7 2 9 0 5 29
A | 8 17 © 0 19 1 0 26 18 5
¢c|] 7 o o0 2100 4 1 11 7 75
G | 83 109 126 124 0 119 116 89 96 17

En la construccién y prueba de una matriz para cualquier proteina, es
necesario contar con la informacién precisa sobre las secuencias de
reconocimiento, asi como del contexto del promotor que se estd regulando. Al
revisar los datos de la base Transfac para la proteina Spl, se encontraron algunas
inconsistencias en la informacién para algunos sitios, entre los cuales podemos
mencionar: i) ubicacién en el promotor; la posicién inicial y final para algunos
sitios no coincide con la secuencia que se reporta, iijel tamafio del sitio; la
posicién inicial y posicién final no es congruente con el tamafio de la secuencia,
iii)reiteracién de la informacién (un mismo sitio puede estar reportado varias
veces).

Lo anterior nos hizo dudar de la confiabilidad de los datos en Transfac,
por lo que se realiz6 una bisqueda bibliografica sobre genes regulados por la

proteina Spl y se recolecté informacion de los elementos cis y frans en cada
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promotor, con el objeto de construir una nueva matriz para esta proteina. Con
ésto se tuvo un mayor control en el origen de los datos, ademads que se extendi6
la informaci6n sobre los sitios y se incluyeron datos sobre el contexto.
Se construy6 una coleccién inicial que consta de:

19 promotores

82 sitios para protefnas reguladoras.

24 tipos diferentes de sitios para proteinas reguladoras
(Altschmied, 1989; Ammendola, 1990; Araki, 1991; Bimbaum, 1995; Boyer, 1990;
Cheung, 1993; de Groot, 1991; Fischer, 1993; Goding, 1987; Jones, 1985; Kasai,
1992; Karlseder, 1996; Kuwahara, 1993; Li, 1996; Liu, 1992; Morgan, 1988;
Morgan, 1989; Schmidt, 1989; Seal, 1991; Tamaki, 1995; Tamura, 1991; Tansey,
1997; Tebb, 1989; Therrien, 1994; von der Ahe, 1988; Wu, 1987; Yoshida, 1989).

30




PROMOTOR ORGANISMO
EIB Human adenovirus
uPA pig Sus scrofa

Colla2 Homo sapiens

H4 Homeo sapiens
Va2 Adenovirus type 2,
snRNAu2 Xenopus laevis
NF-1 Rattus norvegicus
TP-1 Homo sapiens

UlsnRNA  Gallus gallus

TK_HSV]  Human herpesvirus |

JunD Mus musculus

hsp70 Homo sapiens HSP70 gene;
Vitll Gallus gallus

¢-Jun Mus musculus

lyszyme Gallus gallus

ANT2 Homo sapiens

g_fib Rattus norvegicus
TKmouse Mus musculus

El1A Human adenovirus

Visualmente los elementos reguladores para cada uno de los 19
promotores se pueden ver en los mapas 1, 2 y 3. Es importante sefialar que todas

las proteinas en los 19 promotores presentan evidencias experimentales, como

PROMOTOR DE

plasminogen activator; urokinase
collagen alpha; collagen type |
histone H4

complete genome

nuclear RNA; tandem repeat
NFI-A.

triosephosphate isomerase
nuclear RNA

thymidine kinase

JUN-D protein.

heat shock protein

vitellogenin

c-jun oncogene

lysozyme

adenine nucleotide translocator-2
fibrinogen; gamma-fibrinogen
thymidine kinase

type S

pueden ser: footprinting, gel shift y ensayos de delecién, entre otros.

En esta coleccion se tiene un total de 33 sitios de reconocimiento para 5pl.

Estos se utilizaron para construir una nueva matriz de busqueda con el programa

Woeonsensus. La matriz que se obtuvo se presenta a continuacion:
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MATRIX

number of sequences = 33

width = 15

crude information = 8.020

unadjusted information = 10.314

sample size adjusted information = 9.289

In(prebability) = -183.525 probability = 1.97778E-80
ln{expected frequency) = -136.741

expected frequency = 4.11368E-60

T| 3 3 2 s ¢ o0 O0 © ©0 2 3 4 7 12 5
Al 16 16 8 8 5 [+] o] 2 4] [ 3 6 4 4 13
c}] 4 € 8 3 0 © 0 31 0 0 4 S5 14 7 7
GIlG 8 15 17 28 33 33 0 33 31 23 18 8 10 8

(el significado de los pardmetros se explica en la seccién de material y métodos

donde se describe la construccién de una matriz de biisqueda).

2) Comparacién entre las matrices generales H (Hertz) y V(Victoria):

Hasta este momento, no se ha respondido la pregunta inicial planteada
en la seccién anterior, ;qué tan bueno es el poder de discriminacién en una
matriz de peso?. La respuesta a estd pregunta nos motivé para hacer los
siguientes andlisis:

a) La selectividad que puede tener una matriz con los sitios a partir de los
cuales fue generada.

~

b) El poder de discriminacién en una matriz por promotor

a) Para el andlisis de sensibilidad y especificidad se utilizaron dos
matrices: la matriz H (creada con la coleccién de sitios en Transfac) y la matriz V
{con los 33 sitios de Spl provenientes de nuestra base de datos). Con ambas

matrices se buscaron sitios para Spl en las regiones promotoras de los 19 genes
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{que constan de 600 pares de bases cada una). Mostrando los siguientes
resultados. -

Para un total de 11400 pb, la matriz H encontré, con un umbrat de 1.75¢. L.
(contenido Informacional), 178 sitios para la proteina Spl, mientras que la matriz
V encontr6, con un umbral de 3.28 c. I, encontr6 103 sitios para la misma
proteina.

En la corrida de la matriz V se tom6 como umbral el valor méds bajo con el
que la matriz calific6 a los sitios experimentalmente de Spl. En el caso de la
matriz H se observa un conjunto de tres sitios experimentales con valores dec. L.
muy por abajo del resto de los sitios, por lo que el umbral se fij6 entre el
promedio del tercer y cuarto valor de los sitios experimentales, esto con el
propésito de ganar sensibilidad.

Los scores para cada uno de los sitios se muestran a continuacion:
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PROMOTOR VALORES DADOS POR LA VALORES DADOS POR LA

MATRIZ H MATRIZ V
ANT2 3.76 413
ANT2 3.08 6.36
C-JUN 5.51 : 7.17
COL1A2 _ 451 1.77
COL1A2 : 4.95 6.64
COL1A2 5.24 8.46
EIA ‘ 4.63 7.15
EIB b 8.09 9.48
G.FIB - 1.22 8.31
H4 4.96 9.42
IVA2 7.23 7.21
JUND 0.83 5.12
JUND 36 3.28
JUND 5.89 8.22
NF-1 7.03 6.62
TK.HSV-1 6.02 4.56
TK.HSV-1 7.94 6.48
TK_MOUSE 7.36 10.5
TPL 2.66 5.76
TPL 4.19 4.57
TP1 5.37 6.85
TP1 6.89 7.88
UISNRNA 6.34 _ 8.53
VITILGG 2.87 721
HSP70.HS 3.81 8.64
HSPT0.HS 5.3 6.3
LYSOZYME.GG 2.4 _ 7.14
SNRNAU2.XE 7.18 10.99
UPA.PIG 0 5.59
UPA.PIG 6.34 9.74
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UPA.PIG 6.7 6.82
UPA.PIG 7.36 5.59

TABLA 1.- Esta tabla muestra dos diferentes valores (dados por la matriz H y V) para los sitios

de reconocimiento para Spl. Los valores mas bajos estin en color rojo.

Analizando la tabla anterior, los valores mas bajos con los que la matriz H

calificé fueron:

lyszyme Gallus gallus -2.40
uPA_pig Sus scrofa 0.00
JunD Mus musculus 0.83
TKmouse Mus musculus 2.66

Para la matriz V, los promotores con los valores mas bajos fueron:

JunD Mus musculus 3.28

ANT2 Homo sapiens 3.59

Con los valores obtenidos por ambas matrices se hizo un analisis
bidimensional a través de gréficas; lo anterior nos hizo visualizar el poder
discriminatorio en ambas matrices para un mismo conjunto de datos y las
correlaciones entre los valores de los sitios experimentales para Spl (a través
de la dispersion entre los puntos).

Utilizando el programa XYgraph, se graficaron los valores de la matriz H
(eje de las abscisas) contra los valores de la matriz V (gje de las ordenadas).

Se construyeron dos graficas, en la primera se muestran los valores de los

sitios experimentales (grafica 1) y en la segunda todos los valores con un score




més alto de 3.27 (el umbral por arriba del cual se encuentran todos los sitios
experimentales de Sp1 para Ia matriz V) (gréfica 2).

Se hizo un ejercicio de sobreposicién de las graficas con el propésito de
observar:
- Dispersi6n de los puntos; esto es solo a nivel cualitativo y se observa el ancho
de las gréficas.
- Divisién por ejes; se dividen las graficas de tal manera que se trazan dos ejes
perpendiculares a la mitad de los ejes X - Y y se forman cuatro cuadrantes; en
uno de los cuales (superior derecho) se encuentran todos o la gran mayoria de los

sitios experimentales de la proteina de interés.

De manera general, lo que se observa en las gréficas es lo siguiente: i) Ia
matriz V presentan valores més altos de contenido informacional (10.99 / 10.50
con la matriz V y 8.09 / 8.08 con la matriz H). ii) El intervalo de los valores fue
menor en los sitios calificados con la matriz V (3.28 - 10.99) que con la matriz H (-
240 - 8.09). iii} Algunos sitios (presuntos falsos - positivos) son reconocidos con
calificaciones més altas por la matriz H que por la matriz V. Esto se infiere
después de trazar los cuatro cuadrantes imaginarios y ver la distribucién de los
puntos. La mayor parte de los sitios con evidencia experimental caen en el
cuadrante superior derecho. Los 70 sitios restantes (en donde se asume la
existencia de un gran niamero de falsos positivos) estin ubicados en los
cuadrantes inferior izquierdo e inferior derecho; los falsos positivos localizados
en este 1iltimo cuadrante estdn siendo reconocidos con valores altos con la matriz

H y bajos con la matriz V.

De los tres puntos anteriores se pudo inferir lo siguiente: la matriz V
reconoce mejor a los 33 sitios de Spl que la matriz H. Esto muestra la gran
sensibilidad del método para reconocer los sitios a partir de los cuales fue

construida la matriz de bisqueda. Lo anterior hace pensar que el poder
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predictivo de una matriz es limitado, ya que el reconocimiento de nuevos sitios
de unién al DNA, dependen del parecido de la secuencia con el training set a

partir del cuél se construy6 la matriz.

b} El poder de discriminacién en una matriz por promotor

Se inicié un andlisis por promotores, ambas matrices recorrieron todas las
secuencias en su longitud y todos los scores obtenidos fueron graficados (graficas
Apéndice). De manera general los 19 promotores se pueden dividir en tres
grupos: a) aquellos donde la secuencia de reconocimiento para Spl se distingue
claramente del resto de los sitios, ejemplo thymidine kinase en Mus musculus y Vitll
en Gallus gallus, b) otros donde los sitios de Spl se diluyen con el resto de los
valores formando un continuo, en este grupo se encuentran ANT2 Homo sapiens y
JunD Mus musculus, c) por Gltimo se encuentran los casos donde se observa una
nube de puntos fuera del resto de los sitos, en esta nube estdn contenidos los
sitios experimentales y otros, que por su score podrian ser predicciones
interesantes como sitios de reconocimientos para Spl, ejemplos TP1 Homo sapiens
y g_fib en Rattus norvegicus.

En este analisis de gréaficas bidimensionales se pueden ver las
correlaciones de ambas matrices en una region promotora. También nos deja ver
lo conspicuc que pueden ser los sitios de Spl en algunos promotores al
compararlos con el resto de la secuencia. Esta observaciéon podria utilizarse como
criterios de prediccion; pero la existencia de promotores donde los valores de los
sitios se diluyen con el resto de puntos en la gréfica limita su utilizacién.

De manera general con los dos analisis anteriores se puede dilucidar que
existe una correlacién directa en ambas matrices y que la asignacion de scores
por una matriz de peso no es suficiente para discriminar sitios de Sp1 de otros
sitios en secuencias promotoras; aunque en algunos casos se pueden distinguir
muy bien un sitio de Spl del resto en un promotor; en otros el nimero de

predicciones es muy alto y su comprobacion experimental se vuelve muy dificil.

37




Lo anterior hace razonable pensar en la busqueda de nuevas propiedades
biol6gicas que mejoren la especificidad de las matrices y la prediccion de sitios.
En la siguiente parte del trabajo se proponen dos propiedades:

-Utilizaci6n de informacion contextual (posicién)

-Aumento de la especificidad en la matriz (creacién de matrices por organismos)

3) Mejoramiento del poder discriminatorio de las matrices.

3.1 Anilisis de la posicién de los sitios

¢Existe una ubicacién preferencial para los sitios de SP1 en una regi6n
promotora?

Las observaciones previas a éste trabajo muestran que si existen
posiciones preferenciales para Spl con respecto al inicio de la Transcripcién
(Pérez-Rueda, 1998). Esto se quiso corroborar con la coleccién de 33 sitios para
Spl. El primer anilisis fue ver si en esta coleccién hay posicién(es)
preferencial(es), la ubicacién dentro del promotor, y si existe independencia entre
el valor del contenido informacional y la posicién con respecto al inicic de la
transcripcion. Para esto hay que demostrar que los sitios experimentales y los
sitios predichos (aquellos que hayan pasado el umbral), se distribuyen de
manera diferente a lo largo de la regién promotora.

Al momento de graficar, se pudo ver lo siguiente:

a) Los sitios experimentales para Spl tienen posiciones preferenciales con
respecto al inicio de la transcripcién (como se observa en la grafica 3).

b) El valor asignado por la matriz es independiente de la ubicacién
posicional para los sitios; es decir en la grafica donde se encuentran los sitios con
un score por arriba del umbral (gréafica 4), se muestra una distribucion diferente
de los sitios experimentales. Esto se confirma con la grafica 5, donde se muestra
solo los sitios sin evidencia experimental pero que pasaron el umbral de los sitios

experimentales.
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Una vez que se comprobd una distribucién diferente entre los sitios
experimentales y los predichos se procedié a la creacion de un fndice que tomase
en cuenta la posicién absoluta y la calificacién proporcionada por una matriz

(esto se discute ampliamente en la seccién de material y métodos).

Los 33 sitios presentaron los siguientes valores de frecuencia absoluta
(tercera columna) y frecuencia relativa (cuarta columna) a lo largo de 600 pares
de bases (-500 a +100).

Intervalo de Frec. Frec.

posicién absoluta relativa
~500 -475 0 0.00000
-475 -450 o 0.00000
-450 -425 0 0.00000
-425 -400 0 0.00000
-400 -375 0 G.00000
-375 -350 0 0.00000
~3590 -325 0 0.00000
-325 ~300 1 0.03125
-300 -275 3 0.09375
-275 -250 1 0.03125
-250 -225 2 0.06250
-225 -200 3 0.09375
-200 -175 1 0.03125
-175 -159 0 ©.00000
-150 -125 1 0.03125
-125 -100 6 0.18750
-100 -75 4 0.12500
-75 -50 9 0.28125
-50 -25 0 0.00000
-25 0 1 0.03125
0 25 0 0.00060
25 50 0 0.00000
50 15 0 0.00000
75 100 0 0.00000

Se modifican los scores con un cosiente (ver material y métodos) y a al
nuevo valor se le suma (dependiendo de su posicién) el valor que le corresponde

para la frecuencia relativa.
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Los 33 sitios experimentales presentaron los siguiente valores con el
nuevo indice:
Promotor Indice: score/position
SnRNAU2 xe 1.66293
E1iB 1.63483
TK_mouse 1.62422
Ha 1.53251
hsp70_hs 1.51489
g_fib.hs 1.46778
uPA_pig 1.45321
TP1 1.40638
Junb 1.36118
UlsnRNA 1.28044
uPA_pig 1.25503
Colla2 1.23919
NF-1 1.22647
VitII_Gg 1.21696
Colila2 1.20317
lysozyme_Gg 1.14447
¢-Jun 1.1175
TK_HSV-1 1.11273
TPl 1.10306
Colla2 1.04183
ANT?2 1.0331
Ivaz2 1.0294¢
ElA 1.0209
JunD 1.0123
TPl 1.00993
ANT2 0.96518
TK_HSV-1 0.93234
hsp70_hs 0.930782
uPA_pig 0.885092
TP1 0.840018
uPA pig 0.829406
TPl 0.663454
JunbD 0.657742

A partir de estos's valores se fijo un nuevo umbral en 0.75; el cual se obtuvo
con el promedio del segundo y tercer valor de los indices mas bajos (uPA_pig -
0.829406, TP1 - 0.663454). Con este nuevo umbral se trat6 de ganar especiﬁcid‘ad
{omitiendo los dos valores con el indice mas bajo) y sensibilidad (Adams, 1995) .
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El nuevo umbral dio como resultado una disminucion de posibles sittos
para Spl. De los 70 sitios predichos que tuvieron una calificacién mayor a 3.27
en contenido informaciones, solo quedaron 22 sitios al integrar el valor de
- distancia para el nuevo indice (ver tabla 2).

Estos 22 sitios cumplen con dos caracteristicas (posicion y contenido
informacional) y los convierte en predicciones bona fide para ser sitios para Spl
(mapa 4)

Esto motivé a realizar una revisién bibliografica en los promotores donde
se encontré al menos una prediccién bona fide y tratar de explicar la raz6n por la
cual no se ha documentado un sitio experimental Spl. Podemos encontrar por lo
menos tres posibies casos: i} la falta de evidencia experimental en esas region
del promotor, ii) que ese sitio sea reconocido por otra protefna o iii) que se haya
estudiado la regi6n sin encontrar el sitio.

Los resultados de esta revisién se presentan a continuacién y se pueden
dividir en dos grupos, a) aquellos donde no se ha hecho anilisis experimental en
la regién del promotor donde se hizo la predicci6n (estos se sefialan con asterisco

cuando se inicia su explicacion) y b} donde si se hizo una anélisis experimental:

ANT2 - El nombre del gen es Adenide nucleotide translocator (es una proteina
translocadora ATP/ADP). Se hicieron estudios en detalle, con matuteaseis y gel
de retardo, en la regién proximal (-87/+8). Estudios previos (Li, 1996) en -
235/+46 mostraban la presencia de 7 cajas GC, 4 de ellas se encuentran en la
region -235. Al remover esta regi6n la expresién del gen reportero (CAT)
decrementa su expresién aproximadamente en un 50-60%. El dicho detectado en
este promotor, es un GC box, grandes probabilidades que este sitio actie de

manera sinérgica por la distancia a la que se encuentra.
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Gréfica 4. Histograma de las posiciones con respecto del inicio de la transeripeion, de los

sitios con un umbral mayor a 3.27 con la matriz V en los 19 promotores




*CollA2 - Es la regi6n reguladora del gen Colageno tipo I. En este promotor se
han hecho experimentos de delecién-mutacién en la regién que va de -323 y -186.
Se encontraron dos sitios distales de Spl en -303 y -271 (Tamaki, 1996). Se
predijo un sitio bona fide para Spl en la posicién -93, estd prediccién es muy
interesante ya que sugiere una posible interaccién de los sitios distales con su

homénimo proximal para dar lugar a una activacién sinérgica.

*H4 - Los genes de histonas codifican para protefnas involucradas en la
estructura y funcién de la cromatina eucariotica (Bimbaum, 1995).

Dentro del promotor H4 se analizaron dos regiones proximales. La regién I que
va de -124 a -86 y la II que va de -64 a -24 (ambas con respecto al inicio de la
transcripcién). La primera es reconocida por las proteinas Spl y ATF y la
segunda por HINF y TBP. Posteriormente se llevo a cabo un anilisis con
footprinting de la region Il y se extendi6 de -156 a -72. El anélisis no detecto sitio
alguno de pegado para otras proteinas, aunque el método predijo un sitio para
Spl en la regitn -147.

Otra prediccién para Spl estd en +40. En esta regién no se han hecho analisis,
pero es posiblemente que en esta zona Spl achie como represor. Ya se ha

encontrado en otros trabajos a Sp1 con un papel represor (Li, 1996).

*JunD - El gen JunD pertenece a la familia de los reguladores Jun/Fos, los cuales
se encargan de traducir las respuestas de varios estimulos extracelulares
alterando la expresion de genes. Al caracterizarse la regién promotora {de Groot,
1991) entre el intervalo de -190 a -52, se hicieron anélisis de DNA footprinting y
se detectaron tres sitios de unién para la proteina Spl. Se predijeron dos sitios
upstream para esta proteina en -247 y -304.

*NF-1 - Se establecieron las bases funcionales del promotor de NF-1 (factor de

transcripcion). Se hicieron anélisis con las técnicas gel de retardo y proteccion
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con DNasa I (Ammendola, 1990) en 198 pares de bases upstream del inicio de la
transcripcién. Se determiné experimentalmente un sitio de reconocimiento para
la proteina Spl en -62. Se encontraron otros tres posibles sitios, dos upstream de
esta regi6n (que pudieran tener efecto sinérgico con el sitio proximal) y un
tercero dowstream (que puede actuar como represor).

*UlsnRNA - Los snRNA small nuclear RNA son los RNA que estin involucrados
en el splicing de los pre-RNa mensajeros en células eucarionticas. De este grupo
los U1, U2, U3, U4 y US snRNA son sintetizados por la polimerasa II. Se analiz6
la regién de -230 a -180 (con mutaciones y ensayos de substitucién) y se
determino el papel que tenfan los 3 diferentes elementos involucrados para
iniciar la transcripcién (Cheung, 1993). Los elementos que reconocen esta regién
son Spi, Oct-1 y SBF. En los extremos de esta region se encontraron 6 secuencias
que se predijeron como sitios de reconocimiento para Sp1; distribuidos tanto en

regiones proximales como en distales.

*G_fibrinégeno - El fibrin6geno es producto de tres genes (alfa, beta y gamma).
Se realizé un estudio en la regién promotora del gene Gama Fibrindgeno
(Morgan, 1998). El anilisis de deleci6n - mutacion y DNasa I footprint se
concentré en la regi6n de -88 a +36, debido a que estudios preliminares indicaron
que la secuencia de -847 a -88 no incrementa significativamente la transcripcion.
En las predicciones de posibles sitios de reconocimiento para Spl, se encontraron
dos sitios distales a -178 y -497.

hsp70 - Es un gene que codifica para una protefna de choque térmico. Se hizo un
estudio del papel que desempefia Sp1 en la activacién de la transcripcion. En esta
regién promotora se hizo una prediccién ubicada en -248 y haciendo una revisién
bibliografica, se encontré que este sitio ya habia sido detectado con un anilisis de
DNasa I footprinting {morgan, WD, 1989). |
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uPA - Los activadores de plasminégenos (PA) juegan un papel muy importante
en fibrindlisis, inflamacién y remodelacién de tejidos durante el desarrollo. Un
tipo de activador plasminégeno es el urocinasa (uPA). Se analiz6 con ensayos de
DNasa | footprinting y Gel de retardamiento los elementos en cis y en frans de la
region promotora que va de 0 a -500 del inicio de la transcripcién (vonder Ahe,
1988). En este andlisis se encontraron sitios para las proteinas TBP, CTF/NF1 y
Sp1 (con cuatro sitios). Se predijeron otros 3 sitios para este tltimo factor a -187, -
96 y -87. Entre -96 y -87 existe un traslapamiento por lo que se puede ver como

un solo sitio.

snRNAU2 - Esta secuencia codifica para el small nuclear U2 en Xenopus laevis. Se
hizo una exhaustiva caracterizacién de la secuencia promotora con experimentos
de competicién y DNasa I footprinting (Tebb, 1989). Se hizo la prediccién para
un sitio de SP1 en la zona proximal -71. Esta predicci6n tiene un traslape con otra
factor de transcripcién en -63, identificado con el nombre de PSE proximal
sequence element. En este caso en particular, se puede especular que Spl no se

pega en esta regién porque compite con otra proteina por el sitio.
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3.2 Construccién de matrices por organismo

¢(Existen diferencias entre las matrices de diferentes organismos para una
misma protefna?. La respuesta a esta pregunta nos motivé a realizar los dos
siguiente anélisis:
1) Diferencias en la composicién de nucleétidos en las matrices de Spl para
diferentes organismos.

2) Analizar las correlaciones para los valores asignados por diferentes matrices.

Para ello se buscé informacién en la base de datos TRANSFAC (Heinemeyer,
1998) sobre promotores regulados por Spl en diferentes organismos. Los que
cuentan con mayor informacién son:

- Humano (Homo sapiens) con 62 sitios en 32 secuencias (promotoras +
codificantes) - Ratén (Mus musculus) con 29 sitios en 22 secuencias y

- Rata (Rattus norvergicus) con 27 sitios en 22 secuencias. A partir de estos sitios
se construyeron tres matrices diferentes (con wconsensus) y se inicio un analisis
comparativo que involucran los dos aspectos arriba mencionados y se especifican

a continuacion:

1) Se construyeron tres matrices y se compararon unas con otras (ratén - humano
- rata) utilizando una prueba de x2 posicién por posicién, analizando sus
diferencias y si estas eran o no significativas (ver material y métodos)

2) A continuacién se analizé el reconocimiento de las distintas matrices en las
secuencias de los organismos, se inici6 con el barrido de cada matriz a todo lo
largo de los sitios promotores por organismo. Una vez obtenido los scores a lo
largo de la secuencia, se hicieron gréficas bidimensionales para ver la dispersién
de puntos y en base a esto inferir cualitativamente la diferencia entre los scores
de las matrices. Se construyeron 18 grificas y las comparaciones se hicieron como

sefiala el diagrama:
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SECUENCIAS Comparacién entre matrices:

humano-ratén
Humano — humano-tata

ratin-rata

humano-ratén
Ratén EE— humano-rata

ratén-rata

humano-ratén

Rata J—— humano-rata
ratén-rata

Diagrama 11. En los tres diferentes organismos se hicieron comparaciones tomando pares de
matrices. Por cada par de matrices se hicieron dos graficas dando como resultado 18 graficas.

Se hizo una doble comparacién para cada pareja de matrices. En la
primera comparacién se graficaron los valores para todos los sitios a lo largo de
la secuencia y en el segundo solo se comparan los valores de los sitios reales para
Spl.

1) Las tres matrices para Spl a partir de las secuencias de tres organismos

diferentes fueron las siguientes:

Humano

T | € & © 0 1 4 1 3 0 5 10 14 19 & 11
A| 16 & 11 0 o0 17 1 0 9 110 4 8 11 7 6
c|] 9 4 © 0o 0 & 3 0 6 9% 36 21 11 17 15
G| 30 43 S0 61 60 O 56 5B 46 37 11 18 20 29 29
Ratén

*T|] 3 4 © ©0 O 2 1 2 2 2 6 10 8 B &
A|] 4 3 4 o o0 © 0 © 8 2 0 1 7 5 2
c | 2 2 0 0 0 26 2 6 1 1 13 10 3 4 5
G| 20 20 25 29 29 1 26 27 18 24 5 B 11 12 16
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Se inici6 el an4lisis x2. En este analisis se tiene 4 categorfas (los cuatro
diferentes nucle6tidos), los grados de libertad son tres (ver formula 9) y se escoge
un valor para a de 0.01, para este caso particular, el valor de la x2 en tablas es:
11. 34,

Comparaci6n entre las matrices de humano y ratSn.

Pos dif_chi chi_histo
i 3.75 ==

2 0.02

3 0.25

4 0.00

5 0.48

6 11.74 ======
7 0.91 |

8 0.15

9 7.44 ====
10 5.05 ===

11 2.14 |=

12 2.84 =

13 1.35 =

14 4.64 ==

15 0.97

Posteriormente se hizo una comparacién de estas dos matrices con la
matriz de Rattus norvegicus (rata). Esta matriz, tiene una longitud menor 2
nuclestidos (10 nucledtidos) y para llevar a cabo su comparacién se hizo una
disminucién en la longitud de las matrices de humano y ratén para que la regién
conservada (el core del sitio) tuvieran la misma posicién.

Comparacién entre las matrices de humano y rata
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-

ipos dif chi chi_histo
.70 ===

.11 ===

.21
.00
.45 |
.99 ==
.16
.54
.Q0
.00 |

W@ U W
BN R CcCOoOOoOUVBH

ron
ron

o

Comparaci6n entre las matrices de ratén y rata

g
&
w

dif_chi chi_histo
4.04 ==

3.11 ==

0.68
0.00
0.00
3.46
1.93
1.11
0.96 |
0 8.14 |

H WU W R

Al comparar las matrices en sus diferentes posiciones, la tinica diferencia
significativa que se encontré fue para las matrices humano-ratén en la sexta
posici6n, 11.74 > 11. 34. En esta posicién, la matriz de ratén conserva casi de
manera perfecta el nucledtido C; mientras que la matriz de humano se

encuentran los nucledtidos Ay C.

2) Las grificas se agrupan en tres conjuntos, cada uno corresponde a las
secuencias de un organismo diferente (rat6n, rata y humano). Una vez separadas
por organismo, estas se clasifican nuevamente en grupos de dos.

En el primer grupo se encuentran los valores correspondientes al barrido
completo de las secuencias en el organismo y en el segundo se graficaron los

valores para los sitios con evidencia experimental de Sp1.
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I) Graficas en las secuencias de Homo sapiens:

En las primeras tres graficas (graficas 6, 7 y 8), donde se observan las
correlaciones que existen para todos los valores a lo largo de las secuencias, se
observan diferentes grados de dispersi6n. La que presenta una dispersion menor,
esla grafica donde se compara las matrices de ratén (eje X) contra la de rata {eje
Y), después estén los valores graficados para las matrices de rata (eje X) contra la
humano (eje Y).

La grafica 6 que contiene los valores para las matrices de ratén (eje X) y
humano (eje Y) es la que presenta una mayor dispersi6n entre los puntos. Esta
gréfica muestra en la parte superior dos nubes de puntos, indicando la existencia
de secuencias con valores altos para la matriz de humano calificados con valores
bajos por la matriz de ratén.

Al pasar al otro conjunto de graficas para los sitios experimentales
(gréficas 9, 10 y 11), se corrobora ¢l deslizamiento en la gréfica de las matrices
raton-humano; este es de aproximadamente 5 unidades en el contenido
informacional. De manera més precisa algunos sitios son calificados en el
intervalo de 5-10 para la matriz de humano y de 5 a 0 para la de rat6n. Al revisar
estas secuencias, se observa que en su sexta posicién presentan una Adenina en
lugar de una Cisteina. Es decir, se tiene en la parte central del sitio GGGAGG,
en lugar de GGGCGG.

IT) Graéficas en las secuencias de Mus musculus:

En el segundo conjunto de gréficas, se evalian los sitios en 22 secuencias
de Mus musculus. La distribucién de los puntos a lo largo de todas la secuencia
muestra el mismo patrén de dispersion que en las secuencias de Homo sapiens.
Mostrando la grafica 14, se observan también dos picos en el nivel superior de la

gréfica.
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Del segundo conjunto de graficas con los sitios verdaderos para los
promotores de ratén, se observa la gréfica 15, donde las matrices de ratén-

humano muestra una buena correlacién entre ambas matrices.

IIT) Gréficas en las secuencias de Rattus norvegicus,

En el tercer conjunto, donde se evalian los sitios de Rattus norvegicus, los
anchos de las nubes de puntos (donde se muestra el grado de dispersién entre los
puntos) son muy similares entre si. Esto también se observa con los valores de los
sitios experimentales. La grafica més interesante de este conjunto es la gréfica 18,
donde las matrices humano-ratén muestran una menor dispersién que en los
otros promotores. De la misma manera, en la parte superior de las graficas donde
se encuentran dos picos de puntos bien definidos para las otras especies, en las
secuencias de rata se muestran los picos diluidos.

Con lo anterior se infiere que, el conjunto de secuencias en rata, presenta

una composicién distinta que en las especies anteriores.

De manera general lo que se puede dilucidar de este anilisis es que la
matriz humana puede calificar bien los sitios para Spl en humano y rata, pero no
los de ratén. De la misma manera esto se puede decir de la matriz de ratén,
califica muy bien los sitios para ratén y rata pero no asf los de humano. Esto se
debe a la diferencia que existe en la sexta posicién (la matriz en humano reconoce
GGGAGG y la de ratén no) en ambas matrices; lo cual ocasiona que la matriz de
ratén no reconozca con un buen score algunos sitios para humano (perdiendo
sensibilidad) y la matriz humana reconozca sitios falsos de Sp1 en las secuencias
de ratén (perdiendo especificidad).

3.3 Comparaci6n del dominio carboxilo terminal para Spl en diferentes

organismos
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Con base en los resultados obtenidos comparando las distintas matrices
(por organismos) de Spl, se examinaron los dominios de reconocimiento al DNA
de las proteinas Spl en humano, ratén y rata; esto con la finalidad de encontrar
diferencias en esta regi6n que pudiesen explicar el reconocimiento diferencial en
los sitios para una misma proteina en dos distintas especies (humano y ratén).

Se hizo un alineamiento con la estructura primaria del dominio de
reconocimiento de Spl al DNA. Se escogieron para esta comparacién las
secuencias de Spl para humano, raton y rata. El alineamiento en la region
carboxilo terminal va del amino4cido 507 al 626 (con respecto al nimero de
amino4cidos en Hommo sapiens para spl). En esta regién, se encuentran
contenidos los tres dedos de zinc que se encargan del reconocimiento de la caja

GC sobre ¢l DNA (fig.12)

Como se puede ver en el alineamiento, las regiones de la hélice alfa que
participan en el reconocimiento al DNA, son idénticas. En los motivos zinc
fingers, se encuentra s6lo una diferencia (marcada con * y negritas) en el segundo
amino4cido del segundo dedo de Zinc, (una Asparagina por una Treonina,
ambos amino4cidos polares). El segundo dedo de Zinc es €l que participa en el
reconocimiento de la quinta, sexta y séptima posicién en la caja GC.*

Esto podria sugerir un pequefio cambio en la estructura del segundo dedo
de zinc que provocard un reconocimiento diferencial entre la secuencia
GGGCGG y GGGAGG. Mientras que Spl en humano parece reconocer con aita
afinidad GGGOGG y GGGAGG, el Spl de ratén solo reconoce GGGCGG. Para
comprobar esto, se tienen que hacer experimentos con ambas proteinas Spl y
medir la afinidad (constante de disociaci6n) que tienen por ambas secuencias.
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Lo que podria apoyar esta hipétesis son los analisis hechos en las familia
de las proteinas Sp (Lania, 1997). La proteina Sp3 y Sp4 reconocen las secuencias
GGGCGG y GGGTGG con una alta afinidad, semejante a la de la proteina Spl.
Sin embargo la proteina Sp2 reconoce con un alta afinidad la secuencia GCy con
baja afinidad la secuencia GT. De manera general esta secuencia presenta una
baja similitud fuera del dominio de reconocimiento al DNA, pero en el dominio
que constituye a los tres dedos de zinc se encuentra una alta similitud. En la
secuencia donde se forma el segundo dedo de zinc (que es la que contacta con los
nucledtidos GC) Sp2 presenta una ligera modificacién con respecto al resto de los
miembros de familia; las proteinas Spl, Sp3 y Sp4 presentan en una posicion
precisa un aminoécido cargado, lisina (Spl) y arginina (Sp3-5p4) (ver figura 13}
mientras que la proteina Sp2 presenta un aminodcido hidrof6bico.

7 + + + ~

SP1_HUMAN swissprot GERPFICTHSYCGKRFTRSDELORHKRTH]GEKKFACPEC

5P4_ _swissprot GERPFICNWMFCGKRFTRSDELQRHRRTHTGEKRFECPEC
GERPFICNWMY CGKRFTRSDELQRHRRTHTGEKKFVCPEC

SP3_HUMAN swissprot:
_ GRRPF@HFFGGKRFTRSDELQRMTI?GDKRFECAQC

SP2_HUMAN swissprot
Figura 13. Alineamiento del dominio carboxilo terminal en el segundo dedo de Zinc. Los
+ gefalan los aminodcidos que contactan directamente con el DNA. Los * sefialan las diferencias.
La flecha seflala la posicién donde se encuentran los aminoscidos cargados positivamente para
SpL Sp3 y Spt.

De manera general este es otro caso que podria proporcionar un
argumento a favor del estudio de afinidad y estequiométrico en los Spl de
diferentes organismos, para dilucidar las posibles diferencias en el
reconocimiento de la proteina a las secuencias de DNA y las eventuales
implicaciones que se pudiera tener a nivel de la estructura debido a pequerios

cambios en las secuencias de aminodcidos.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Los métodos de biisqueda para sitios reguladores en cis en factores de
transcripcién, encuentran (en la mayoria de los casos) un gran niimero de sitios
(gran parte de ellos presuntos falsos positivos) cuya corroboracién experimental
se vuelve practicamente imposible debido a lo exhaustivo del trabajo.

La manera en la cual pretendemos mejorar la discriminaciéon de estos
presuntos sitios falsos positivos es buscando informacién biolégica del sistema e
integrarla como filtro para una mayor certidumbre en las predicciones.

En el caso particular de la proteina Spl, se analizaron tres posibles tipos de
filtros biologicos.

- El primer analisis involucré un perfil de los sitios de Sp1 sobre el resto de la
secuencia, esto muestra tres tipos grupos para una coleccién de 19
promotores. En el primer grupo los sitios de Spl forman una coleccitn aislada
del resto de la secuencia. En el segundo, los sitios de Spl junto con otros
sitios forman un conjunto independiente con respecto al resto del promotor.
El dltimo grupo muestra la dilucion de los sitios de Spl con el resto de la
secuencia.

Esto nos indica como el poder discriminatorio de una matriz, puede dar
interpretaciones diferentes dependiendo del contexto mismo del promotor. Un
anilisis que seria interesante para continuar en esta direcci6n es la bisqueda de
algun tipo de propiedad convergente entre los promotores de un mismo grupo,
como puede ser la funcién o el momento del desarrollo en que son expresados
estos genes.

- El segundo andlisis involucré las posiciones preferidas de Sp1 con respecto al
inici6 de la transcripcion en una coleccién de 19 promotores. Se encontraron
las posiciones favoritas y en base a estas, se construy6 un indice que integra la
posicion y el score (dado por una matriz). Con esto se eliminé un gran numero

de sitios y se obtuvo mayor certidumbre en la predicci6n.
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La manera en que fue construido el indice y los valores que toman los
diferentes coeficientes son heuristicos, pero la manera en que puede ir
adquiriendo mayor robustez es a través de experimentos que corroboren el valor
predictivo de nuestro método.

- - El dltimo andlisis hecho fue una comparacién de matrices de bisqueda en
sitios Sp1 para diferentes organismos {raton, rata y humano). Comparando
las diferentes matrices se encontr6 que en las matrices de humano y de ratén
existia una diferencia significativa en un nucleftido, dando un
reconocimiento diferencial para la secuencia GGGCGG (reconocida por
ambas proteinas) y GGGAGG (reconocida por la protefna Spl humana).
También nos muestra como la matriz de humano reconoce mejor a los sitios
de su propia especie que a los de ratén y viceversa.

- A raiz de este resultado se buscé una justificacién que explicara la causa del
reconocimiento diferencial. Es en esta direccibn que se ahondo en la
estructura primaria de ambas proteinas y se hizo una comparacién. Se
encontré un aminocdcido diferente (una Asparagina en lugar de una
Treonina). Una perspectiva en esta direccion seria hacer un anidlisis
estequeométrico buscando diferencias a nivel de estructura que pudiera estar

ocasionando un reconocimiento diferencial entre los sitios.

De manera general con este trabajo se quiso mostrar lo importante que
puede ser el conocer y aplicar los diferentes métodos computacionales
incorporando caracteristicas propias del sistema bajo el cual se quieren

hacer predicciones.
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Material y Método

~Recopilacién de datos sobre sitios regulados por Spl

Se inici6 una bisqueda bibliografica sobre genes regulados por la proteina
Spl. A partir de esta bisqueda se recolecté informacién general de los elementos
cis y trans para cada promotor : i)Nombre del promotor, ii)proteina, iii) posicién
inicial de pegado, iv) posicién final de pegado (con respecto al +1 del inicio de la
transcripcion) v) referencia bibliografica (nimero de MEDLINE) vi) tipo de
evidencia experimental y vii) secuencia.

Con la informacién obtenida se construy6 una mini-base de datos
utilizando el manejador de Sybase en el lenguaje SQL. La coleccién inicial que
consta de :

19 promotores

82 sitios para proteinas reguladoras.

24 tipos diferentes de sitios para proteinas reguladoras
La informacién de esta recopilacién se puede consultar en la sig. direccién
electrénica: http://www.cifn.unam.mx/~victoria/sp1.html.

Se generd un mapa fisico de los 19 promotores con el programa

Feature_map (van Helden, 1998).

~Construccién de matrices y deteccion de sitios

Con secuencias de pegado al DNA para una misma proteina se construye
una matriz de peso para el reconocimiento de sitios bajo el siguiente protocolo:

a) Se extienden (en ambos extremos) las secuencias de reconocimiento al
DNA, b) se construye un alfabeto basado en las frecuencias absolutas para cada
nucledtido en la regi6n promotora y ¢} se corre el programa wcosensus.
Woconsensus realiza alineamientos locales muiltiples. Su archivo resultante es una
matriz de peso weight matrix, que va construyéndose por ciclos; en el primer ciclo

se construyen las primeras matrices, a las que se incorporan progresivamente
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nuevas secuencias y se van salvando las matrices cuyo valor de contenido
informacional se va incrementando.

Los archivos de salida de Wconsensus contiene tres medidas asociadas al
contenido informacional del alineamiento:
-Unadjusted information es simplemente el contenido informacional del
alineamiento.
-Sample size adjusted information se obtiene restando al unadjusied information, el
promedio del contenido infermacional esperado para un alineamiento al azar.
-Crude information se obtiene restando para cada columna del Sample size adjusted
information el valor de la desviacion standar.
-Expected frequency, se refiere a la probabilidad de encontrar el valor del

contenido informacional en un alineamiento al azar.

Una vez hecha la matriz se realizan las bisquedas para detectar otros
posibles sitios de reconocimiento para la proteina. Se utiliza el programa Patser.
Patser barre todas las posiciones y evalGa la longitud igual al nimero dé
columnas en la matriz y compara el valor o score  versus un valor umbral de
score. Si dicho valor es méas alto que el umbral, se considera la secuencia como un
sitio potencial de pegado para la proteina reguladora que reconoce a los sitios
utilizados en generar dicha matriz de peso, Spl en nuestro caso. Entre otras, una

opcién al usuario es correr la busqueda en ambas direcciones. El programa

convierte los valores de la matriz utilizando la férmula: 10g {% (1) (Stormo,

G.D. 1990); donde f bi es la frecuencia de la base b en la posicién i y Pb

representa la frecuencia genémica en cada base.
Ambos algoritmos se basan en la Teoria de la informacién. De manera

general la teoria de la informacién se utiliza al estudiar sitios de pegado al DNA

o RNA para proteinas. Para cuantificar la variabilidad y medir la informacién
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que nos propotciona un patrén y poderlo distinguirlo del resto de la secuencia se
utiliza el de contenido infonnacional. El contenido informacional (también
llamado Rsecuencia) toma en cuenta la varabilidad de las posiciones
individualmente dentro de un alineamiento. Se basa de manera general en la
férmula para medir incertidumbre (creada por Shanon) que es la

siguiente:;; _ _ “f Pitogpi - (2): donde Pi es la probabilidad de aparicién para M

i=1
posibles simbolos.

La base del logaritmo determina las unidades. Cuando se utiliza base dos, las
unidades son los bits. Un bit de informacién resuelve la incertidumbre para
tomar una decisién ente dos simbolos equiprobables. En el caso de secuencias
para nucleétidos, M = 4 posibles bases, la decisi6n para escoger una sola de ellas
es de 2 bits {cuando las cuatro bases aparecen con igual probabilidad Pi = 0.25).

Se utiliza el logaritmo base 2 porque el m ximo valor para la incertidumbre es de

dos bits.
Cuando las frecuencias de las bases no son exactamente .25, 0.50 0 1.0, el cilculo

de incertidumbre estd en funcién de la frecuencia f{b,!) de cada base b en la
posicion It

T
' H(L)=—3 f¢.blogfis.h +oAD)..3)

b=4A

donde () es una correccién para la muestra pequefia de tamafic n enla

posicién I. El Contenide Informacional (conservacién de secuencia) es entonces:
RLy=2-H({L)y .

La informacién para los sitios va siendo aditiva e independiente entre las
posiciones. Se puede obtener la conservacion total de una secuencia de pegado al

DNA sumando todos los valores de Rsecuencia de las posiciones del sitio.
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Ris)= £ R(L) w(5)
{

La conservaci6n de la secuencia de pegado para una proteina va en relacién
directa con el tamafic del genoma G y el niimero de veces que este sitios se
encuentra dentro de! genoma y. Esto se define con otra medida que se llama
Rfrecuencia, que se traduce como la informacién minima necesaria para encontrar

un cierto niimero de sitios dentro del genoma. La férmula es:

R(f)=log:G-logy = _10335 =-logzs (bits por sitio) . ...(6)

donde f es la frecuencia de los sitios en el genoma.

-Anilisis bidimensional de sitios en grificas

Se construyeron las gréficas XY con el programa XYgraph. Disponible en
la direccién electronica: ‘
http:/ / copan.cifn.una.mx/Computational _Bio-logy/ yeast-tools
{van Helden, 1998).

~Creacifn de un indice incorporandeo la distancia

El propésito de crear un nuevo indice fue mejorar la discriminacién de
algunos sitios mediante la inclusién de la posicién respecto al inicio de
transcripcién.

Los criterios para definir dicho indice son los siguientes, por un lado
queremos definir un indice que integre el valor definido por la matriz de peso,
mds una contribucién por posicién. Esto representa un problema de sumar o
multiplicar valores con unidades diferentes. Un segundo problema es la escases
de posiciones validas, ya que no se quiere castigar sitios en posiciones que no se

encuentran representadas en nuestra coleccién de 33 sitios. Se opto por una suma
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que considera valores adimensionales, pues se logra que un sitio predicho en una
posicion altamente representada en la coleccién de los 33 sitios, se vea
beneficiado, pero sin anular a los sitios que se encuentran en posiciones no
representadas (que seria el caso al utilizar la multiplicaci6n).
Una manera de resolver estos criterios es el siguiente indice SP (score
posicion):
Freq.absolute Score - site

o= = Indice:score  position...
a Freq.total ta, Score— Average Indice.score/ position....(7)

donde:

o'y a2 son los coeficientes que se utilizan para modificar los valores resultantes
de los cocientes, ya sea para hacer ntmeros comparables entre dos valores
adimensionales o para ponderar un pardmetro con respecto a otro. En nuestro
caso particular los cocientes tienen valores del mismo orden por lo que se les
asigno a los coeficientes valores de uno.

Freq absolute es la frecuencia de sitios conocidos en cierto intervalo de posiciones
(tomamos intervalos de 25pb).

Freq fotal es la frecuencia o niimero total de sitios conocidos, (en este caso 33).
Score-site: es el score o calificacién de la secuencia del sitio definido por la matriz
de peso.

Score-average: es el score promedio de todos los (33) sitios conocidos.

Obsérvese que en efecto, SP es un niimero adimensional obtenido de una suma
de cocientes. En segundo lugar, obsérvese que los valores de
(Freq.absolute/Freq:total) se encuentran en un intervalo entre 0 y 1, por lo que
un sitio en una posicién no representada en la coleccién de los sitios
experimentales, no es castigado, mientras que un sitio predicho en una posicién
existente en la coleccion tendra un SP incrementado debido a que
(Freq.absolute/Freq.total) es mayor que cero. Queremos puntualizar, que la

forma en la cual se ha definido el indice SP, tiene ciérto grado de arbitrariedad,
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pero heuristicamente fue la mejor manera en que se pudo definir este indice, ya
que con la suma se mantiene la informacion y los valores de los coeficientes se

pueden ponderizar dependiendo del sistema.
-Basqueda de diferencias significativas en matrices

El analisis si hizo con el programa differential-profile (Jacques van
Helden, unpublished) que utiliza el estadistico x2, el cual proporciona informacién
sobre el grado de discrepancia entre dos frecuencias (Mode, 1980).

La formula es:

2
k (0;-e;)
/‘(2 = Z 4 ....(8)
Jj=1 €y

Cuando las frecuencias coinciden completamente 32 vale 0. Cuando
aumenta la discrepancia entre las frecuencias el valor de 2 ird en aumento

La distribucién muestral de x2 depende en gran medida de los grados de
libertad (v). Este valor es la substraccion de la unidad al Nuamero de categorfas
(x). Es decir: v=x-1...(9).Para el caso particular de las bases nucleotidicas el
Nimero de categorias son 4.

A partir de esta informacién se hace un contraste de significacién sobre
una hipétesis nula Ho. Para este andlisis la hip6tesis nula es que las frecuencias
de nucledtidos en una posicién para las matrices de Spl, son similares. Para el
contraste de esta hip6tesis se utiliza un valor de significatividad entre 0.9% o 0.95
d@ la distribucién x2, con una o (riesgo a equivocarse) de 0.05 y 0.01.

Estos valores para x2tabla se contrastan con la 42 muestral, en el supuesto

que: 2 > y2tabla se rechazala Ho; el caso contrario se acepta Ho.
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- Alineamiento del dominio de reconocimiento de 1a proteina.

Se hizo un alineamiento del dominio de reconocimiento al DNA para la
proteina Spl de tres diferentes organismos. Para ello se utilizé6 el programa
CLUSTAL W (Thompson, 1994). El método basico de este alineamiento se lleva a
cabo en tres etapas: i)se crea una matriz diagonal de distancias (normalizada a
uno) donde se muestran las diferencias en el nimero de residuos para cada
pareja de secuencias, ii)se construye un 4rbol sin raiz, donde el largo de las ramas
representan el valor de divergencia estimado y iii)se construye un alineamiento

progresivo basado en el orden de las ramas del arbol guia.
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Apéndices:
En esta secci6n se presentan las graficas en el siguiente orden:

I) Aparecen las graficas donde se comparan los valores asignados por las matrices
H y V sin umbral, para cada uno de los 19 promotores. Este grupo de graficas se
subdividen en tres clases dependiendo de la ubicacién de los sitios de Spl

(pag. 71-89).

I) Las gréficas donde se muestran las comparaciones entre Jas diferentes matrices
por organismos en los promotores de Humano, Ratén y Rata (pag. 91-98).
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Promotores donde la secuencia de reconocimiento
para Sp1 se distingue claramente del resto de los sitios
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Promotores donde los sitios de Sp1 junto con otros sitios,
forman un grupo independiente del resto de Ios sitios de
la secuencia.
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Promotores donde los valores para los sitios de Sp1 se
diluyen con el resto de los sitios de la secuencia
formando un continuo
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Grafica 6. Comparacion entre los valores obtenidos con las matrices de Humano (gfe Y)
y de Raton (gje X), para todoslos sities en 32 secuencias-promotoras en humano
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rafica 7.-Comparasiin entre las matrices humano y ratanesca en 32 secuencias promotores humanos
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ica 8. Comparacion entre los valores abtenidos con las matrices de Hamano (ee Y)
Y de Rata (eje X), para todos los sitios en 32 secuencias-promotoras en humano
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Puman adtrix =~ hunan SEQUENCes

Gréfica 9. Comparacién entre los valores abtenidos con las matrices de Humano (e Y)

y de Ratén (e X), para los sitios reales en 32 secuencias-promoteras en humano
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Grafica 14.- Comparacion entre los valores obtenidos con las ma&ices de Humano (ge Y)
y Ratén (eje X) para todos los sitios en 22 seruencias-promotoras en ratan
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Grafica 18. Comparacion entre los valores obtenidos con las matrices de Humarno (gje Y)
¥ de Raton (eje X}, para todoslos sitios en 22 secuencias-promaotoras en rata.
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