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Abreviaturas

8Br-AMPc: 8-bromo—adenosin-monofosfato ciclico.
AMPc: 3’5 -adenosin-monofosfato-ciclico.

AP-1: Proteina activadora 1.

gal: B-galactosidasa.

CRE: Elemento de respuesta a AMPc.

CREB: Proteina de unidn al elemento de respuesta a AMPc.
CREB-P: CREB fosforilado.

Db-AMPc: Dibutiril-adenosin-monofosfato ciclico.
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium.
DNA: Acido desoxirribonucleico.

FBS: Suero fetal bovino.

Forsk: Forskolina.

HS: Suero de caballo.

Luc: Luciferasa.

NPV: Nucleo paraventricular.

ONPG: orto-nitrofenil-B-galactosida.

PBS: Amortiguador de fosfatos salinos.

PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa.

PKA: Proteina cinasa A.

RLU: unidades relativas de luz.

RNAm: Acido ribonucleico mensajero.

S-DMEM: DMEM Suplementado.

T3: trilodotironina.

TH: Hormonas tiroideas.

TRE: Elemento de respuesta a hormona tiroidea.
TPA: 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato.

TR: Receptor de hormona tiroidea.

TSH: Tirotropina.

TRH: Hormona liberadora tirotropina.



Resumen

El gen de TRH estd sujeto a regulacidén tanto positiva como negativa a través de la interaccion
de factores de transcripcién con distintos sitios en su promotor. Entre estos se encuentran los
elementos de respuesta a AMPc (CRE) y a hormonas tiroideas (TRE), siendo reguladores positivo y
negativo respectivamente. Estudios previos proponen que la regulacion por AMPc mediada por
CREB, esta dada por un sitio CRE localizado a -59/-52pb del inicio de la transcripcion (CRE1;
Harris, et al., 2001) el cual se sobrepone al sitio propuesto para la regulacion por T3 (-59/-54)
mediado por el receptor a hormona tiroidea (TR) (Hollenberg, et al., 1995; Satoh, et al., 1996).
Andlisis recientes en cultivos de células hipotaldamicas, demostraron la unién de los factores de
transcripcion pertenecientes a las familias CREB/ATF y Sp/Kriippel a otro sitio CRE (CRE2; -101/-
94) y sus secuencias adyacentes (caja GC y elemento CACCC) en respuesta al estimulo con un
analogo del AMPc mientras que TR se unio al sitio CRE1 en respuesta a T3 (Diaz-Gallardo, et al.,
2010a y 2010b). Esto sugiere que en células hipotaldmicas, CRE2-Ext es el elemento de respuesta
a AMPc y CRE1 de respuesta a T3. Para dilucidar la contradiccion de estos resultados con los de
Harris et al., (2001) quienes postulan al sitio CRE1 como el mediador de la respuesta al AMPc en
el promotor de TRH, se realizaron transfecciones con vectores que codifican para la enzima
luciferasa bajo el control del promotor silvestre de TRH asi como otros que presentan deleciones
en los sitios CRE2, GC, CACCC 6 CRE1. Las células fueron estimuladas con T3 o con un activador de
la via de PKA y se midid la actividad del reportero. En los estimulos con T3 se encontré que todas
las mutaciones utilizadas, presentaron la misma inhibicién mostrada por el promotor silvestre, sin
embargo, estos resultados no son concluyentes debido a que recientemente se reportd que el
cDNA de luciferasa es regulado negativamente por T3, independientemente del promotor bajo el
gue se encuentre (Misawa, et al., 2012). También se muestra que sélo las mutaciones en los sitios
CRE2, GC y CACCC interfieren con la respuesta al activador de PKA mientras que las mutaciones
en CRE1 mimetizan el efecto observado con el promotor silvestre. En conjunto estos resultados
demuestran que, en el promotor de TRH, el sitio CRE2 es el elemento de respuesta a AMPc y nos
permiten proponer un efecto sinérgico en la respuesta a la activacion de la via de PKA

probablemente mediado por la interaccion entre factores del tipo CREB/ATF y Sp/Krtippel.



Introduccién

1. Los ejes neuroenddcrinos y la homeostasis.

El crecimiento, el desarrollo y la reproduccién son regulados por interacciones entre el
sistema enddcrino y el sistema nervioso: casi todas las secreciones enddcrinas son
controladas directa o indirectamente por el cerebro y reciprocamente casi todas las
hormonas ejercen una influencia sobre la actividad neuronal. Tanto las neuronas como las
gladndulas enddcrinas, estimulan diversas células blanco por medio de mediadores quimicos
que interaccionan con receptores celulares especificos (Reichlin, 1998). En la regulacidon
neuroenddcrina, los péptidos, también llamados neurohormonas, son liberados de la
eminencia media del hipotdlamo hacia la circulacién para ejercer su accién a distancia (Akil,
et al., 2003). Existen varios ejes neuroenddcrinos organizados de una manera jerdrquica, con
el control de su funcién iniciada en el cerebro, pasando por la pituitaria anterior y
terminando con la produccién de hormonas en un érgano determinado, entre estos se
encuentran los ejes: hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA) e hipotalamo-pituitaria-tiroides
(HPT) (Akil, et al., 2003).

La homeostasis se define como el mantenimiento de las condiciones internas del cuerpo
dentro de un estrecho rango fisioldgico, por ejemplo: la temperatura, presidn sanguinea, el
metabolismo basal y el balance energético (Bear, et al.,, 2001). Una de las principales
funciones del sistema neuroendocrino es la regulacion de la homeostasis en los mamiferos,
siendo las hormonas adrenales y tiroideas los principales factores catabdlicos reguladores
(Joseph-Bravo y de Gortari, 2007), por lo que los ejes HPA y HPT son fundamentales en el
balance energético.

El eje HPT responde a distintos estimulos fisioldgicos: las terminales axdnicas en la
eminencia media, provenientes de las neuronas parvocelulares del Nucleo Paraventricular del
hipotalamo (NPV), liberan la Hormona Liberadora de Tirotropina (TRH) al sistema portal que
comunica al hipotdlamo con el I6bulo anterior de la pituitaria o adenohipéfisis. La TRH en la
adenohipdfisis induce la sintesis y liberacién de la Hormona Estimulante de la Tiroides o
Tirotropina (TSH) por células especializadas llamadas tirétropos; la TSH se secreta hacia el

sistema circulatorio y llega a las células foliculares de la tiroides en las cuales estimula la



produccién vy liberacion de las Hormonas Tiroideas (TH) triiodotironina (T3) vy
tetraiiodotironina (tiroxina, T4) (Nillni, 2010). Un fuerte aumento en la concentracion de TH
ejerce un efecto retroalimentador negativo, mediado por el receptor de hormonas tiroideas
(TR), sobre la pituitaria y el NPV, inhibiendo la sintesis y liberacién de TSH y de TRH
respectivamente (Koller, et al., 1987; Segerson et al., 1987). Las hormonas tiroideas son
responsables del metabolismo basal, la termogénesis y participan en la produccién endégena
de glucosa, en la lipdlisis y protedlisis, que proveen sustratos para el gasto energético
(Alkemade, 2010).

2. Mecanismo molecular de accion de las hormonas tiroideas.

La T3 es la forma activa a nivel transcripcional, actuando por medio de sus receptores TRa
o TRPB, que reconocen elementos de respuesta en la regidon promotora activando o inhibiendo
la transcripcion de muchos genes (Cheng et al.,, 2010). Los TR pertenecen a la familia de
receptores nucleares capaces de modular la transcripciéon de sus genes blanco de forma
dependiente e independiente de ligando (Cenni y Picard, 1999). Los genes que codifican a
TRa y TRP generan seis isoformas por procesamiento alternativo del RNAm, cuatro de las
cuales son capaces de unirse a T3: TRB1, TRB2, TRB3 y TRal y se piensa que la funcion de las
restantes (TRa2 y TRa3) es inhibir la accién de las primeras (Lazar, et al., 2003; Cheng, et al.,
2010). En genes regulados positivamente por T3, el TR en ausencia de ligando se encuentra
unido a un elemento de respuesta a hormonas tiroideas (TRE) del promotor y se asocia con
complejos co-represores que incluyen proteinas como el co-represor nuclear (NCoR), el
mediador del silenciamiento de los receptores retinoicos y tiroideos (SMRT), la transducina
beta tipo 1 (TBL1) y la desacetilasa 3 de histonas (HDAC3) lo que trae como consecuencia la
formacion de heterocromatina y la represion transcripcional. En presencia de T3 este
complejo co-represor se disocia y en su lugar se recluta un complejo co-activador que incluye
al co-activador de receptores a esteroides 1 (SRC1), a la proteina de unién a CREB (CBP) y al
factor asociado a p300/CBP (P/CAF) lo que activa la transcripcion (Ishizuka y Lazar, 2003; Li, et
al., 2002). El mecanismo por el que se lleva a cabo la represiéon transcripcional inducida por
T3 no estd bien determinado. Existen varios modelos; uno propone, al igual que en la

activacion, la unién constitutiva de un homodimero de TR o un heterodimero con el receptor



X a retinoico (RXR), a un TRE y que la unién de T3 a TR sirve de sefial de intercambio entre
complejos co-reguladores inhibiendo la transcripcién (figura 1A). En otro, el complejo TR-
RXR/co-regulador se asocia a un factor transcripcional (TF X en la figura 1) que si esta sobre el
DNA (figura 1B) y la unién de T3 actia como en el modelo anterior. Por ultimo, el TR-RXR
podria reprimir indirectamente la transcripcidon al secuestrar co-reguladores evitando que se
encuentren disponibles para interactuar con otros factores de transcripcion (figura 1C)

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

3. Regulacion de la biosintesis de TRH.

La TRH es un tripéptido cuya secuencia es piroGlu-His-ProNH2 (Boler, et al., 1969; Burgus,
et al., 1969), que se deriva de un precursor proteico de 26 KDa (Lechan, et al., 1986). Varias
areas del Sistema Nervioso Central sintetizan TRH entre las que se encuentran la amigdala, la
pituitaria y el hipocampo pero es en el NPV del hipotalamo en donde se presenta una mayor
concentracién (Lechan y Fekete, 2006). La TRH también se encuentra en las gonadas, el
corazdn, la prostata, el pancreas, la placenta e intestino (Iversen, 1995; Wilber y Xu, 1998). La
TRH producida en el NPV del hipotalamo es un componente integral para el mantenimiento
de la homeostasis de las hormonas tiroideas (Lechan y Fekete, 2006); las neuronas
parvocelulares del NPV sintetizan el RNAm que codifica para el precursor proteico de la TRH;
éste es procesado por las enzimas pro-hormona convertasa 1y 2 y es transportado por la via

de secrecidn regulada hasta las terminales axdnicas presentes en la eminencia media en
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donde es liberado en respuesta a un estimulo neuronal (Nillni y Sevarino, 1999). Las neuronas
TRHérgicas del NPV responden a distintos estimulos como el ayuno, estrés por frio, los ciclos
circadiano y estral, etc. modulando los procesos de liberacidn y la sintesis del TRH.

La biosintesis de la TRH en el NPV estd sujeta a regulacion por influencias neuronales
inducidas por estimulos como la exposicién al frio y por diversas hormonas como los
glucocorticoides y las TH. En el gen de TRH de rata, la secuencia comprendida entre las
posiciones -547 y +84 (con respecto al sitio de inicio de la transcripcién [+1]), confiere casi
toda la actividad transcripcional basal en un modelo de células transfectadas (Balkan, et al.,
1998). Esta regidn presenta elementos de respuesta para los factores transcripcionales como
los TR, CREB (Proteina de Unidn al Elemento de Respuesta a AMPc), Proteina Activadora 1
(AP-1), Proteina Especifica 1 (Sp1) y el receptor de glucocorticoides (GR) entre otros (figura 2;
Joseph-Bravo, et al., 2006). La caja TATA se encuentra en la posicién -28 del gen de rata (Lee,
et al., 1988). Dos elementos similares a la secuencia del Elemento de Respuesta a AMPc (CRE)
se localizan en el promotor del gen de TRH: a) el sitio 4 o CRE1 (5' TGACCTCA 3') (Hollenberg,
et al., 1995; Harris, et al., 2001) localizado en la posicién -59/-52, se sobrepone con un
Elemento de Respuesta a Hormona Tiroidea (TRE) (-59/-52; 5'AGGTCA 3') y es reconocido
como un sitio importante para la regulacion negativa por TH (Satoh, et al., 1996) y b) el sitio
CRE2 (5' TGCCGTCA 3') localizado en la posicién -101/-94 (Yang, et al., 1992). Cerca del sitio
CRE2 se puede identificar una regién rica en GC (5 GGGCGGG 3’ -119/-113) y un elemento
CACCC (-92/-98) que comunmente se asocian a factores de transcripcion de tipo Krippel/Spl
(Kaczynski, et al., 2003; figura 2). Un andlisis reciente mostré que los sitios de unién para
CREB (CRE1/TRE y CRE2), TR (CRE1/TRE), Spl (Caja GC y el elemento CACCC) y STAT se
encuentran conservados en el promotor de TRH en varios mamiferos, incluyendo el humano
y el ratén (Wallis, 2010).

El efecto retroalimentador negativo que ejercen las hormonas tiroideas sobre la sintesis de
TRH ocurre preferentemente por TRB2 (aunque el tipo B1 también tiene efectos inhibitorios)
(Chiamolera y Wondisford, 2009; Chiamolera, et al., 2012) y se encuentra limitado a unos
pocos tejidos en el organismo. Se ha postulado que la especificidad regional se debe a las

diferencias en la expresidon del TRB2 y de los factores intracelulares que participan en la



inhibicién, como podrian ser los co-reguladores que son reclutados por el TR e inclusive la
ausencia-presencia de alguna de las isoformas del mismo TR. Ensayos en sistemas
heterdlogos, utilizando un gen reportero bajo el promotor de TRH y co-transfectando el
receptor TRB2, demostraron el efecto inhibitorio de T3 identificando al TRE (5' AGGTCA 3'),
denominado sitio 4, como el mediador de esta respuesta; ensayos de retardo electroforético
demostraron que este sitio es reconocido por todos los TR y también, formando
heterodimeros con el receptor X a retinoico (RXR) (Satoh, et al., 1996; Hollenberg, et al.,
1995). Paralelamente a la identificacion del sitio 4 como el TRE, se determind una minima
participaciéon en la respuesta a T3 de una secuencia localizada en la posicién +14/+19
(5°GGGTCC 3’) y que es parte del intrén 1; a esta secuencia se le llamo sitio 5, sin embargo no
se reportd la unidon de TR a ella (Hollenberg, et al., 1995). Al hacer la comparacién entre
especies, se encontrd que el sitio 5 sélo se encuentra en el promotor de TRH de humano y no

en el de rata o raton.
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Figura 2. Representacion grafica del promotor proximal del gen de TRH (-240/+40) en el que se esquematizan algunos
sitios de unidn a factores de transcripcién importantes en su regulacion. AP-1=Proteina activadora 1, GR=Receptor de
glucocorticoides, STAT=Transductor de sefiales y activador de la transcripcidon, TR=Receptor de hormonas tiroideas,
CREB=Proteina de unién al elemento de respuesta a AMPc, Sp/Kriippel=Factores de la familia Sp (proteina
especifica)/Krippel, GREc=Elemento compuesto de respuesta a glucocorticoides, CRE1=Elemento de respuesta a
AMPc 1 (también Sitio 4 en texto), CRE2=Elemento de respuesta a AMPc 2, CRE2-Ext=CRE2 extendido.

4. Participacion de CREB en la regulacion de TRH.

El incremento en los niveles de RNAmM de TRH en el NPV en respuesta a estimulos neurales
inducidos, por ejemplo, por exposicion al frio, ocurre en forma rapida y transitoria (30-60min)
lo cual puede ser reproducido in vitro, mediante la estimulacién de células hipotalamicas con

analogos del AMPc o activadores de la Proteina Cinasa A (PKA) (Uribe, et al., 1993; Pérez-
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Martinez, et al., 1998). La activacion de la PKC también tiene efectos estimuladores pero a
tiempos mas largos (Uribe, et al. 1995). Las respuestas rapidas al incremento en los niveles
intracelulares de AMPc se explican por la activacidon de factores transcripcionales existentes
como CREB. El aumento en el AMPc intracelular provoca la disociacidon de las subunidades
reguladoras de la PKA, liberando a las subunidades cataliticas que se translocan al nucleo en
donde fosforilan a CREB en el residuo Ser133. Cinasas como MSK-1, AKT, CaMIl/IV, etc.
también son capaces de fosforilar a CREB. En los modelos in vitro, los aumentos intracelulares
de AMPc se ocasionan al incubar las células con andlogos permeables como el 8Br-AMPc y el
dibutiril-AMPc o con compuestos activadores de las adenilato ciclasas (enzimas capaces de
sintetizar el AMPc) como la forskolina. La forskolina mimetiza la accién de algunos receptores
acoplados a proteinas G, los cuales estimulan la actividad de las adenilato ciclasas en
respuesta a la interaccion ligando-receptor. Dentro de estos receptores se encuentra los
receptores adrenérgicos, los cuales incrementan los niveles de AMPc y activan la via de
sefalizacion de PKA en respuesta a la unidn de adrenalina o noradrenalina (Wallukat, 2002).
El factor transcripcional CREB, junto con otros como c-Jun y c-Fos, pertenece a la familia
bZip que se caracterizan por poseer un zipper de leucina y un dominio basico que les
permiten interactuar con otras proteinas y con el DNA (Shaywitz y Greenberg, 1999). La
activacion transcripcional por CREB estd bien caracterizada: inicia con la actividad de cinasas
qgue lo fosforilen (como la PKA); el CREB fosforilado (CREB-P) se une a su elemento de
respuesta (CRE) y recluta moléculas co-activadoras como TORCs y p300/CBP que interacttian
con la maquinaria basal de transcripcién o promueven la acetilacién de residuos especificos
de histonas, llevando con esto a la activacion transcripcional (Impey y Goodman, 2001;

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

Antecedentes

En el laboratorio se ha estudiado por varios anos la regulacidn de la biosintesis de TRH en
sistemas in vivo e in vitro. En la introduccién se detallaron los elementos de respuesta a TR,
GR y los sitios postulados como CRE: CRE2 y sitio 4 6 CRE1 presentes en el promotor de TRH.

El papel estimulatorio de CREB en la transcripcién del gen de TRH se demostrd primero en un



sistema heterdlogo de células HEK293T transfectadas con el gen reportero luciferasa bajo el
control del promotor del gen de TRH (Harris, et al., 2001). Estos autores propusieron la
secuencia 5' TGACCTCA 3' en el sitio 4, como el sitio de respuesta a AMPc del promotor de
TRH. La propuesta de que el sitio 4 es el CRE se basd en las siguientes evidencias obtenidas
con las células HEK293T vy la co-transfeccién de CREB y TRH-Luc: a) extractos nucleares de
estas células estimuladas con AMPc, mostraron unién a un oligonucleétido conteniendo esta
secuencia y, b) la transfeccién del promotor con el sitio 5° TGACCTCA 3’ mutado por 5
TAAAATCA 3, disminuyd la transcripcién basal y se perdid la respuesta a la estimulacidn por
AMPc. Demostraron ademads, que la incubacién con la Hormona Estimuladora de a-
Melanocitos (la cual incrementa los niveles de CREB-P), aumenta la expresién del gen de TRH;
este efecto estimulatorio se reduce en células co-transfectadas con TRB2 e incubadas con T3
(Hollenberg, et al., 1995). Estos autores postularon que el TR competia con CREB por el sitio4.

Contrario a esto, en el laboratorio, la estimulacidon de cultivos primarios de hipotalamos
fetales de rata con un analogo de AMPc, no indujo la formacién de complejos proteina-DNA
al co-incubar los extractos nucleares con un oligonucledtido que contenia la secuencia del
sitio 4 pero si a un oligonucleétido que contenia la secuencia CRE2; ensayos de retardo
electroforético revelaron la union de CREB-P a este sitio (Cote-Vélez, et al., 2005). Ademas,
extractos nucleares de células hipotalamicas estimuladas con 8Br-AMPc protegieron el sito
CRE2 de la digestion por DNAsa mientras que la regién CRE1 sdlo fue protegida por extractos
de células estimuladas con T3 (Diaz-Gallardo, et al., 2010a; Diaz-Gallardo, et al., 2010b). El
analisis de inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP) identificé a CREB-P y c-Jun como algunos
de los factores estimulados con 8Br-AMPc que se unen a CRE2 y no a CRE1, mientras que TR
se unid a CRE1 cuando las células eran estimuladas con T3 (Diaz-Gallardo, et al., 2010a; Diaz-
Gallardo, et al., 2010b).El papel crucial de CREB en la activacién del promotor de TRH al
estimular con AMPc quedé demostrado al co-transfectar ya sea con un vector de expresion
para CREB o con una dominante negativa incapaz de unirse al DNA (CREB-A); con CREB-A se
elimind la respuesta al analogo de AMPc y disminuyd la actividad basal casi por completo

(tabla 1; Pérez-Maldonado, 2010; Cote-Vélez, et al., 2011).



Tabla 1.Participacion de CREB en la respuesta a AMPc del promotor de TRH.

Plasmido Actividad Luc/gal
Control sin estimulo 100+16
Control + AMPc 158127
CREB 75ng + AMPc 20615
CREB 150ng + AMPc 224124
CREB-A 75ng + AMPc 3343
CREB-A 150ng + AMPc 2815

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

En una revision reciente (Nillni, 2010) se propone que la dicotomia entre nuestros
resultados y los de Harris con respecto a CRE1 son el resultado de la especificidad celular ya
gue en el laboratorio se usaron células hipotaldmicas, mientras que Harris utilizé células
HEK293T (derivadas de rifndn de humano). Sin embargo, el trabajo de Harris mostraba un
abatimiento casi total en la transcripcion basal al utilizar la mutante del sitio 4. Si el CRE-2 es
el elemento responsivo a aumentos en el AMPc, no tendria por qué afectar la respuesta una
mutacion en el sitio 4 6 CRE1.

Estudios recientes (Yachovchuk, et al., 2010) indican que en promotores que presentan
caja TATA, el complejo de pre-inicio de la transcripcion ocupa desde -40 hasta +39, a sélo
12pb del sitio CRE1 (-52/-59), por lo que mutaciones en este sitio que alteren la topologia del
DNA podrian abatir los niveles de transcripcion al impedir que se reclute el complejo de pre-
inicio. Debido a que este comportamiento se observod en la mutante empleada por Harris, se
decidié analizar si el cambio de la secuencia 5" TGACCTCA 3’ por 5" TAAAATCA 3’ en CRE1
ocasionaba tales cambios en la conformacién topoldgica de esta regién del promotor. Un
analisis in silico realizado por Ana Gutiérrez (tutor: Dr. E. Merino) sobre la curvatura del DNA
(Olivares-Zavaleta, et al., 2006) mostré una potencial deformacion de la mutante AAAA
comparado a la secuencia el promotor silvestre, lo que puede indicar que el abatimiento de la
actividad basal reportada con esta mutante pudiera deberse a este cambio topoldgico y no a
una incapacidad de reconocimiento de la secuencia por el factor CREB-P. El vector Mut5 se
disefio para arrojar mas informacién sobre esta posibilidad; como ya se dijo, a diferencia del
promotor de TRH de humano, el de rata no presenta la secuencia del sitio 5, sin embargo su

posicion se tomo de referencia para realizar las mutaciones de Mut5 (Sitio 5r). Para poder
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elucidar la participacion de los sitios CRE1, CRE2, caja GC y elemento CACCC, se disefiaron
mutantes en estos sitios que fueron sintetizados por el Dr. Joel Osuna (IBT), y se compararon
las respuestas a estimulacidon por forskolina (un activador de la via de PKA) y por T3. Este
trabajo se inici6 en dos tesis de licenciatura del laboratorio, incluyendo la mia (Pérez-
Maldonado, 2010; Barrera-Dircio, 2010) y parte de él ya se encuentra publicado (articulo
anexo: Cote-Vélez, et al., 2011). En ambas tesis se empezd a determinar el papel de los sitios
CRE1 y CRE2 en respuesta a la activacion de PKA utilizando algunas de las mutantes que
también se emplearon en este trabajo. Se reportd que mutaciones puntuales en la secuencia
de CRE1, no modifican la actividad basal ni la respuesta a la forskolina cuando se comparan
con la secuencia silvestre, en contraste, cambios en la secuencia del sitio CRE2 o su
sustitucion por una secuencia idéntica a la de CRE1 disminuyen la actividad basal y la

estimulada (tabla 2).

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

Plasmido Control Forsk 10uM 4hrs Forsk 10uM 6hrs
TRH-Luc (Secuencia silvestre) 100+4.5 15747.1 239+10.8
p766 (Mutante en CRE1) 114+6.9 19546.2 262+12.6
p767 (Mutante en CRE1) 112+12.8 139+13 218+28.8
p1808 (Dos sitios CRE1; sin CRE2) 55+7.0 7810 116+10.5
p1805 (Mutante en CRE2) 7419.6 90+13 11249.7

Se midid la actividad Luc/gal en células C6 transfectadas. Promedio + error estandar. Datos reportados en Pérez-Maldonado,
2010 6 Barrera-Dircio, 2010.

En conjunto, estos resultados indican que la activacién transcripcional del gen de TRH
inducida por la elevacidon de los niveles intracelulares de AMPc estd mediada por la uniéon de
CREB-P a la regién CRE2 mientras que el sitio CRE1 se une a TR y no a CREB-P. El presente
trabajo da continuidad a esta propuesta al incluir deleciones completas de los sitios CRE1 y
CRE2 y ayuda a determinar la participacién de los sitios adyacentes a CRE2 en la respuesta a
la activacion de la via de PKA; ademas se explora el comportamiento de las mutaciones en el

sitio CRE1 en respuesta a la estimulacion con T3.
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Hipétesis

El aumento de la transcripcidon del gen de TRH por la activaciéon de la via de PKA se
encuentra mediado por el sitio CRE2 mientras que la inhibicién de la transcripcién por T3 se
encuentra mediada por el sitio CRE1. Mutaciones en CRE1 que eliminan la union de TR,
deberian eliminar el efecto inhibitorio en la transcripcién de TRH en respuesta a la
estimulaciéon con T3 sin alterar la respuesta a activadores de la via de PKA. La posible
interaccién entre eventos estimuladores (activacion de via de PKA) e inhibidores (T3) se debe
no a una competencia por el sitio de unién, sino al balance estequiométrico de los factores

de transcripcidon o co-reguladores requeridos.

Objetivo general
Determinar la participacion de los sitios CRE2, caja GC y elemento CACCC en la regulacion
de la transcripcion de TRH en la respuesta a la activacidon de la via de PKA y la participacion

del sitio CRE1 en respuesta a la estimulacidn con T3.

Objetivos particulares

a) Disenar mutantes puntuales en los sitios CRE1, CRE2, caja GC y elemento CACCC del
promotor de TRH, que, de acuerdo a un andlisis in silico, no fueran reconocidas por los
factores transcripcionales CREB, TR y Sp1.

b) Cuantificar y analizar la expresion del gen reportero acoplado al promotor de TRH
silvestre o mutado en los sitios CRE1, CRE2, GC y CACCC en respuesta a la activaciéon de la via
de PKA.

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

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

Estrategia experimental

Se verifico in silico, utilizando los programas Mathlnspector (Genomatix Software, GmbH)
y Transcription Element Search Software (Universidad de Pennsylvania) que los sitios CRE1,
CRE2, caja GC y elemento CACCC del promotor de TRH fueran reconocidos como sitios de
unién para los factores de transcripcion TR, CREB y Sp/Kriippel respectivamente; se disefiaron

12



mutantes puntuales en cada uno de los sitios de manera que el andlisis in silico indicara la
pérdida de unidn a sus respectivos factores transcripcionales. Las mutantes elegidas las
sintetizé el Dr. J. Osuna mediante mutagénesis por sobreposicionamientos de PCR (figura 3;
Merino, et al., 1992). Se analizd la respuesta a la activacién de la via de PKA por forskolina o la
respuesta a la hormona tiroidea T3 en diferentes lineas celulares transfectadas con el
pldsmido TRH-Luc para seleccionar la de mejor respuesta. Cultivos celulares se co-
transfectaron con vectores codificantes para la enzima luciferasa bajo el control del promotor
del gen de TRH silvestre o con mutaciones, y con un vector de expresién para la enzima B-
galactosidasa como control de la eficiencia de transfeccién. Se compard el efecto de las

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

Materiales y métodos

1. Plasmidos.

a) Bacterias Escherichia coli de la cepa DH5-o. se transformaron con alguno de los
siguientes plasmidos: pCH110 que contiene la enzima B-galactosidasa bajo el control del
promotor del virus SV40 (donado por la Dra. Susana Castro; Instituto de Biotecnologia,
UNAM), pUC18 (Fermentas) y pNASS-TRH-Luc que codifica para la enzima luciferasa bajo el
control del promotor del gen de TRH de rata (TRH-Luc; donado por el Dr. Wayne Balkan;
Escuela de Medicina, Universidad de Miami).

b) Se realizé el analisis bioinformatico para seleccionar las mutaciones. Para los elementos
que flanquean a CRE2: la delecion de ambos elementos (A-Ext) que eliminan el
reconocimiento de estos sitios por factores Sp/Krippel. Para el sitio CRE1: p767 que no es
reconocido por TR; p766 que tiene cambiado el dinucledtido central CC por GG; A-CRE1 que
al no presentar el TRE, no deberia responder a T3, aunque la delecién ocasiona la formacion
de un posible sitio de reconocimiento de factores Sp/Kriippel; Mut4 que incorpora cuatro
adeninas en cadena en el sitio CRE1. Para el sitio CRE2: A-CRE2 que al tener eliminada la
secuencia de respuesta a AMPc se predice la pérdida de unién a CREB; p1808 al que se le
cambid la secuencia CRE2 por CRE1 y por lo tanto presenta dos TREs y posiblemente ninguna

union de CREB. Ademas se realizaron deleciones combinadas: A-CRE1-CRE2, A-CRE2-Ext. Las
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mutaciones (figura 4) las realizé el Dr. Joel Osuna (IBT, UNAM) (figura 3; Merino, et al., 1992)
en el plasmido pNASS TRH-Luc. La purificacion de los plasmidos se realiz6 empleando

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

J

Figura 3. Diagrama del procedimiento empleado para realizar las mutantes. Brevemente, se realiza una primera PCR
(PCR 1) utilizando el promotor silvestre de TRH como templado; el oligonucledtido A, que presenta una secuencia no
complementaria al promotor (rectangulo blanco) y un sitio de restriccion Stul; y el oligonucleétido C, que tiene la
secuencia de la mutacion (rectangulo gris). El producto se purifica y se emplea en una segunda reaccion (PCR 2)
utilizando el mismo templado. El producto de la extensién se amplifica en una tercera reaccidn con el oligonucleétido
B (complementario al fragmento del oligonucledtido A, lo que asegura que sélo se amplificard la molécula que
contiene la mutacién producto de PCR 2) y el oligonucledtido D que presenta un sitio de restriccion Aatll. El producto
es un fragmento de DNA con la mutacidon en ambas cadenas flanqueada por un par de sitios de restriccion por medio
de los cuales puede integrarse al plasmido. Tomado de Merino, et al., 1992.

Caja GC CRE2 Elemento CRE1/Sitiod Sitio 5r
cACCC 1
-125pb +25pb

TRH-luc e GGGCGGG ] TGCCGTCA CACCC TGACCTCA = TGGATTC
pl808 TGaCcTCA

p767 {Ttaacgca }

Mut4 TaAaaTCA

Mut5
A-CRE1

A-CRE2

A-Ext

A-CRE1-CRE2

Eﬁ"H

A-CRE2-Ext
Figura 4. Diagrama de las mutaciones en el promotor de TRH generadas a partir del plasmido pNASS-TRH-Luc (TRH-Luc).
Sélo se encuentran marcadas las regiones mutadas en cada plasmido. Una letra minuscula representa un cambio de
nucledtido con respecto a la secuencia silvestre, un rectangulo con x representa la eliminacién del sitio completo.

2. Cultivos celulares.

Cultivos de las lineas celulares C6 (glioblastoma de rata), NIH-3T3 (fibroblasto de ratén),

Neuro2a (neuroblastoma de ratdn), GH3 y GH4C1 (hipdfisis de rata) se mantuvieron hasta

alcanzar el 80% de confluencia, en una atmdsfera humeda con 5% CO, y a 37°C (Revco-
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Ultima) en platos de cultivo estériles de 100mm de didmetro con medio de cultivo
suplementado con suero, glucosa 0.25% (Sigma), glutamina 2mM (Sigma), insulina 2 ug/uL
(Sigma), vitaminas 0.5% (Gibco-BRL) y antibidticos-antimicdticos (50 unidades/mL de
penicilina G sddica, 50ug/mL de sulfato de estreptomicina y 0.125ug/mL de anfotericina B;
Gibco-BRL) esterilizado por filtracién a 22um (Millipore). EI medio de cultivo y suero utilizado
varia de acuerdo a cada linea celular: para la linea C6, medio F-12 con 10% de suero fetal
bovino (FBS, Biowest); para las lineas GH3 y GH4C1, medio F12 con 2.5% de FBS y 15% de
suero de caballo (HS, ByProductos); para las lineas NIH-3T3 y Neuro2a, MEM con 10% FBS. La
monocapa celular se lavé con 2mL de solucién de Hank y posteriormente se desprendid
utilizando 700uL de una solucion de Tripsina-EDTA (Gibco). Las células se recuperaron y se
concentraron por centrifugacion (300xg) durante 5min a temperatura ambiente. El
sobrenadante se desechd y el sedimento celular se resuspendié mecdnicamente en 3mL de
medio fresco; se determiné la viabilidad celular con azul de tripano (Cote-Vélez, et al., 2005).

Los cultivos primarios de hipotalamo fetal de rata se establecieron como esta descrito
(Diaz-Gallardo, et al., 2010a). Brevemente, hipotdlamos fetales de rata de 17 dias de
gestacion se disgregaron mecanica y enzimaticamente, las células se concentraron por
centrifugaciéon (210xg, 5min a temperatura ambiente) y resuspendidas en medio DMEM
suplementado con glucosa, vitaminas, insulina, glutamina (ver arriba) y 10% de suero fetal
bovino (FBS, Gibco). La viabilidad se determind con azul de tripano.

Las células se sembraron en placas de 24 pozos (Corning) preincubadas con poli-D-lisina
(Sigma) por tres horas a 37°C y lavadas tres veces con amortiguador de fosfatos salinos 1x
(PBS 1x), a una densidad de 200,000 (C6, NIH-3T3 y Neuro2a), 250,000 (GH3 y GH4C1) o
600,000 (cultivos primarios) células/pozo. El volumen final fue de 500uL/pozo. Las células se
mantuvieron en las mismas condiciones de humedad, CO, y temperatura mencionadas.

La transfeccion se realizé empleando el reactivo Lipofectamina™ 2000 (Invitrogen) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Brevemente, el medio de incubacidn se reemplazd
por medio sin suplementos (M-S); por pozo, se diluyeron 2.5uL de Lipofectamina'™ 2000 en
48uL de M-S (volumen final 50uL) (tubo 1) y se dejd incubar por cinco minutos a temperatura

ambiente; aparte, se diluyeron 800ng totales de DNA plasmidico en M-S para un volumen
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final de 50uL (tubo 2); se mezcld el contenido de ambos tubos y se dejé incubar por veinte
minutos a temperatura ambiente (mezcla de transfeccion: MT). 100uL de la MT se agregaron
a cada pozo y las placas se mantuvieron en las condiciones de cultivo por 5 horas,
posteriormente se cambid el medio por medio suplementado con la mitad de suero; las
células se mantuvieron en las condiciones de cultivo hasta la aplicacion del estimulo. Para el
caso de células que se estimularon con T3, el suero se traté previamente con la resina de
intercambio anidnico (AG1-X8; BioRad) para eliminar las TH. Las lineas celulares se
transfectaron dos dias después de sembrarlas mientras que los cultivos primarios se
transfectaron 12 dias después de la siembra. La eficiencia de transfeccion varia segun el tipo
celular y fue desde 40% hasta 85%.

Las células se transfectaron con tres pldsmidos: 250ng de TRH-Luc o alguna de sus
variantes (p766, p767, p1808, Mut4, Mut5, A-CRE1, A-CRE2, A-CRE1-CRE2, A-Ext o A-CRE2-
Ext) para medir la actividad transcripcional del promotor de TRH en condiciones basales y
estimuladas, 300ng de pCH110 para medir la actividad de la B-galactosidasa y emplearla
como control de transfeccion y 350ng de pUC18 para completar la cantidad total de DNA en
la transfeccidn.

3. Aplicacion del estimulo y cosecha de los cultivos transfectados.

Las células se cosecharon 52hrs después de retirar la mezcla de transfeccién; el tiempo de
estimulo se encuentra dentro de este periodo, por ejemplo, los estimulos de 48hrs
empezaron 4hrs después de la transfeccién. Durante los periodos en los que no hay
manipulacién de los cultivos éstos permanecen en las condiciones de humedad vy
temperatura descritas anteriormente. Las células se lavaron con 500uL/pozo de PBS 1x y se
cosecharon con 50ul/pozo de amortiguador de lisis celular (cell culture lisis reagent,
Promega); el lisado se mantuvo a 4°C. Los restos celulares se concentraron por centrifugacion
por 2min (12,000xg a 4°C). El sobrenadante se recuperd (extracto celular) y se mantuvo a -
70°C hasta su empleo (Cote-Vélez, et al., 2005).

4. Cuantificacion de proteina total.

Para conocer la cantidad de proteina presente en el extracto celular se siguié el método

descrito (Bradford, 1976). Brevemente, se realizd una curva estandar (0.5 - 14 pg/mL) para
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cada ensayo con concentraciones conocidas de proteina mezclando cantidades crecientes de
una solucion stock de albumina sérica bovina (Sigma) 0.2ug/uL con 200uL de reactivo de
ensayo de proteina (Reactivo de Bradford; BioRad Labs.) y completando con agua bidestilada
para un volumen final de 1ml. Las mezclas conteniendo las muestras experimentales se
prepararon con 4ulL de extracto celular, 200uL de reactivo de Bradford y 796uL de agua
bidestilada. Las mezclas se prepararon por duplicado, se agitaron en vortex y se incubaron a
temperatura ambiente por 5min previo a la lectura de su absorbancia en espectrofotémetro a
una longitud de onda de 595nm (Beckman DU-650).

5. Cuantificacion de la actividad de luciferasa.

La actividad de la luciferasa se cuantificé en un luminédmetro (Monolight). Por muestra, se
colocaron 100uL de Luciferase Assay Reagent que contiene luciferina (Luciferase Assay
System, Promega) en tubos para lumindmetro; por separado, 5ug de proteina de extracto
celular se llevaron a 20uL de volumen total con agua bidestilada, adicionandolos a la solucién
de luciferina y se midié la emisidon de luz (RLU) durante un periodo de 10 segundos a
temperatura ambiente (Cote-Vélez, et al., 2005).

6. Determinacion de la actividad de B-galactosidasa.

La cuantificacion de la actividad de B-galactosidasa se realizd en un lector de ELISA a una
longitud de onda de 405nm. Se tomaron 50ug de proteina de extracto celular y se llevd a un
volumen de 30uL con agua bidestilada, se mezcld con una solucion amortiguadora
consistente de 3uL de solucién 100xMg [concentraciones finales MgCl, 0.1M (Sigma), B-
mercaptoetanol 4.5M (Sigma)], 201uL de fosfato de sodio 0.1M pH7.5 [41mL de Na,HPO,
0.2M (Sigma), 9mL de NaH,P0O4 0.2M (Sigma), 50mL de agua bidestilada] y 66uL de ONPG
4mg/mL [ONPG (Sigma) disuelto en fosfato de sodio 0.1M pH7.5] y se incubd a 37°C hasta
que alcanzé la coloracidn amarilla caracteristica. La intensidad del color es proporcional a la
cantidad de ONPG hidrolizado y por tanto a la cantidad de enzima (Sambrook, et al., 1989).

7. Normalizacion de la actividad de luciferasa.

Los valores RLU de la actividad de luciferasa para las distintas muestras pueden reflejar la
modulacion de la transcripcion debida al estimulo, sin embargo, las diferencias que se

observan entre los valores RLU para los distintos tratamientos puede deberse también a las
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variaciones en el numero final de células presentes en cada pozo o a la eficiencia de
transfecciéon lograda en cada ocasion, es por ello que los valores obtenidos en los ensayos de
luciferasa fueron divididos por los valores obtenidos de la actividad de B-galactosidasa.

8. Seleccion de la linea celular para la respuesta a la forskolina.

El establecimiento de las condiciones de cultivo y la respuesta de diferentes lineas al
estimulo con forskolina se describieron previamente en tesis de licenciatura (Barrera-Dircio,
2010; Pérez-Maldonado, 2010) y se encuentra reportado en el articulo anexo (Cote-Vélez, et
al., 2011). La linea C6 presentd una mejor relacién entre actividad basal y estimulada con
forskolina por lo que se selecciond ésta.

9. Andlisis estadistico de los resultados.

Los datos representan el promedio + error estdndar de la media (E.S.M.) de los valores
obtenidos para cada una de las condiciones. A los resultados se les aplicé un andlisis de la
varianza (ANOVA) de una o dos vias, seguido de la prueba de comparacién multiple de Tukey

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

Resultados

1. Papel del sitio CRE1 en respuesta a T3.

1.1 La inhibicion transcripcional del promotor silvestre de TRH por T3 es especifica del tipo
celular.

La inhibicion en la expresion génica ocasionada por las TH se encuentra limitada a unos
cuantos genes y preferentemente se da de forma tejido-especifica. La inhibicién de la
expresion de TRH por TH se observa Unicamente en el NPV aunque el TRH se expresa en otros
nucleos hipotaldmicos (Sugrue, et al., 2010). Debido a este fendmeno y particularmente
porque la distribucion de los receptores TRa o TRB asi como los co-reguladores necesarios
pueden variar de una tipo celular a otro, la eleccién de la linea celular para los ensayos de
estimulacién con T3 era de particular importancia, por ello, se realizd un ensayo de respuesta
a T3 en cuatro diferentes lineas celulares transfectadas con el plasmido TRH-Luc: HEK293T
(derivadas de rindn embrionario humano), NIH-3T3 (fibroblastos de ratdon), Neuro2a
(neuroblastoma de ratdn), C6 (glioblastoma de rata), GH3 y GH4 (derivadas de hipdfisis de
rata). Los resultados se muestran en la figura 5. No todas las lineas respondieron
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negativamente, e inclusive una (Neuro2a) presenté un efecto estimulatorio en respuesta a T3.
Este efecto estimulatorio es interesante e inesperado, aunque puede explicarse con la tejido-
especificidad de la respuesta negativa del TRH a las TH que se mencioné anteriormente;
ensayos de co-transfeccién con un vector de expresion para TRB podria arrojar mayor
informacidn al respecto; ademas, existen reportes en los que se describe un efecto activador
de co-represores bien identificados en genes regulados negativamente por TH (Tagami, et al.,

1997; Santos, et al., 2011).
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Figura 5. La respuesta transcripcional del promotor silvestre de TRH a T3 es diferente en cada linea celular. Cultivos de
las lineas celulares indicadas en el eje X se transfectaron con el vector TRH-Luc y se estimularon con T3 100nM
durante 24hrs. Control de cada linea celular=100%. ANOVA una via F=32.98; post-hoc:*=p<0.0005 vs su propio
control. n23. Las barras representan el promedio * el error estandar.

r* r*
GH3 GH4C1

En las lineas C6, GH3 y GH4C1 se observo la inhibicidn de la actividad del gen reportero
cuando se estimularon con T3 100nM por 24hrs. Las lineas derivadas de células hipofisiarias
(GHA4C1 y GH3) fueron en las que se obtuvo una mejor inhibicién, comparable a la reportada
en otros trabajos (Carr, et al., 1992; Ishii, et al., 2004); tales lineas han sido ampliamente
utilizadas para demostrar el efecto transcripcional de T3 en genes como el de la hormona de
crecimiento (Dobner, et al., 1981), de TSH (Carr, et al., 1992; Carr y Wong, 1994), del receptor
de estrogenos (Fujimoto, et al., 2004), entre otros (Hahn, et al., 1999; Ishii, et al., 2004).
Ademas, estas lineas expresan TR enddgenos (Han, et al.,, 1999), lo que nos permitid
determinar la respuesta del promotor de TRH sin necesidad de transfectarlos como en los
reportes previos (Hollenberg, et al., 1995, Satoh, et al., 1996).

Se determiné en platos paralelos, dentro de los mismos cultivos, la respuesta del promotor
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silvestre a la estimulacidn con forskolina. Los resultados muestran diferencias en la respuesta
a la estimulacién pero en diferente magnitud (tabla 3); todas las lineas mostraron una
tendencia a aumentar la expresidén del gen reportero cuando se estimularon con forskolina.
Células de la linea C6 respondieron como lo reportado (Pérez Maldonado, 2010; Barrera-
Dircio, 2010), mientras que la respuesta de las dos lineas GH fue mayor, probablemente
debido a su origen hipofisiario; si bien, la de GH3 presentd una respuesta mucho mayor, lo
gue sugiere que existen diferencias en las concentraciones de co-activadores o
fosfodiesterasas con la linea GH4C1 o simplemente puede ser el reflejo de la diferencia en la

eficiencia de transfeccion obtenida en ambas lineas.

Tabla 3. Respuesta del promotor silvestre de TRH a la activacion de la via de PKA en
distintas lineas celulares.

Linea celular Control Forskolina 10uM 6hrs
Neuro2a 100+10.8 315+72.5
HEK293T 10047.0 143+15.0
NIH-3T3 10043.0 187+48.7

C6 100£1.9 216%32.7
GH3 100£1.5 2,782+456
GH4C1 100+2.0 875+71.5

Se midid la actividad Luc/gal en células transfectadas. n>3. Promedio + error estandar.

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

Si bien la linea celular GH4C1 fue la que presentd una mayor inhibicidon en respuesta a T3,
la eficiencia en la transfeccion fue menor que con la linea GH3 (40 y 65% respectivamente)
por lo que se selecciond esta ultima. Para determinar el papel que juega el sitio CRE1 del
promotor de TRH en la respuesta a la estimulacidon con T3, cultivos celulares de la linea GH3
se transfectaron con el plasmido TRH-Luc o alguna de sus variantes que presentan el
promotor de TRH mutado en el sitio CRE1 (p766, p767, Mut4 y A-CRE1) o el Sitio 5r (Mut5) y
se estimularon por 24 y 48hrs con T3 10nM, los cuales han sido los tiempos y concentracién
mas utilizados en los estudios sobre la transcripcion de TRH (Satoh, et al., 1996; Hollenberg,
et al., 1995). Tal como esta reportado, se observd la inhibicién en la expresion de luciferasa
utilizando el TRH-Luc pero, contrario a lo esperado, los vectores con el promotor mutado en
CRE1 presentaron una inhibicidn de similar magnitud a la mostrada por el silvestre, con solo

una ligera diferencia a las 48hrs con la mutante Mut4 pero sin llegar a ser significativa (figura
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6). Esta respuesta también ocurrié con la mutante Mut5 que tiene alterada la secuencia
+14/+19 del promotor de TRH (figura 4). Estos resultados fueron inesperados, sin embargo
una busqueda en la literatura arrojoé informacién importante la cual se presentan en el

apartado de discusion.
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Figura 6. La respuesta del promotor de TRH al estimulo con T3 no se ve afectada por las mutaciones en el sitio CRE1.
Células GH3 se transfectaron con el vector indicado y se estimularon por 24 6 48hrs con T3 100nM. Control de cada
pldsmido=100%. ANOVA dos vias: F=43.06, plasmido F=3.44, estimulo F=335.89, interaccion F=2.12; post-
hoc:*=p<0.000001 y **=p<0.001 vs su propio control. n26. Las barras representan el promedio * el error estandar.

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

2.1 Cambios en la curvatura tedrica del DNA no disminuyen la actividad del promotor de
TRH.

Como ya se menciond, el andlisis in silico realizado al promotor silvestre y a la mutacién
Mut4 (utilizada por Harris y Hollenberg) con el programa MUTACURVE, predijo un cambio en
la curvatura tedrica del DNA que suponemos podria ser la causa del abatimiento de la
actividad transcripcional. Para tratar de obtener mas informacidn al respecto, se diseiié la
mutante Mut5, que al igual que Mut4 presenta las siguientes caracteristicas: a) la mutacién
estd cerca del sitio de inicio de la transcripcion, b) la secuencia mutante incluye cuatro
adeninas en cadena y c) la mutacion altera la curvatura teérica del DNA predicha por el
programa MUTACURVE; pero a diferencia de Mut4, la mutaciéon en Mut5 se encuentra rio
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abajo del sitio de inicio de la transcripcidn (figuras 2 y 4). Se repitid el andlisis de curvatura
tedrica de las secuencias silvestre y mutante (Mut4) realizado por Ana Gutiérrez y ademas se
incluyd la mutante Mut5 (figura 7). Se observa que, comparadas con la secuencia silvestre,

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

Para tratar de probar nuestra hipdtesis de que el abatimiento en la actividad basal de la
mutante Mut4 reportado por Harris y colaboradores (2001) se debia a un cambio en la
conformacién del DNA y no a la incapacidad de reconocimiento del sitio por CREB-P (ver la
seccion de “antecedentes”) se probd la actividad basal y la respuesta a forskolina de ambas

mutaciones en el promotor de TRH (figura 8).
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Figura 8. La mutaciéon Mut5 y no la Mut4 cambia los niveles de actividad basal del promotor de TRH mientras que la
respuesta a forskolina no se ve afectada. Células GH3 se transfectaron con el vector indicado y se estimularon (B) o no

(A) por 6hrs con forskolina 10uM. TRH-Luc Control=100%. ANOVA una via F=40.35; post-hoc: #=p<0.0006 vs TRH-Luc
basal; *=p<0.003 vs Mut4 Forsk. n=6. Las barras representan el promedio * el error estandar.

A diferencia de lo reportado por Harris, la actividad basal de Mut4 no fue distinta a la del
vector silvestre e inclusive su respuesta a forskolina fue mayor aunque no significativa,
mientras que la actividad basal de Mut5 fue significativamente mayor que la del promotor
silvestre pero la respuesta a forskolina fue menor que la de Mut4 y TRH-Luc. Estos resultados
indican que el cambio en la curvatura tedrica del DNA predicho por el andlisis in silico para las
mutantes Mut4 y Mut5 no afecta la actividad basal y tiene ligeros efectos en la respuesta a la
activacion de PKA, en contraste a lo reportado por Harris. La diferencia entre ambos reportes
podria entonces deberse al cambio en las concentraciones de factores de transcripcion
debido al empleo de distintas lineas celulares y no a un posible cambio en la curvatura del

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

3.1 La integridad del sitio CRE-extendido es importante en la respuesta del promotor de
TRH a la activacion de la via de PKA en la linea C6.

Una vez demostrado que el sitio CRE1 tiene poca participacion en la respuesta del
promotor de TRH a la activacidon de PKA (Tabla 2; Pérez-Maldonado, 2010) quedé por probar
la hipdtesis de la preponderancia del sitio CRE2. Para ello, se midieron las respuestas de las
deleciones en el promotor de TRH en este sitio y en CRE1 en la misma linea celular empleada
para las mutaciones puntuales en los trabajos antes citados (Pérez-Maldonado, 2010;
Barrera-Dircio, 2010). Como ya se menciond, en nuestro laboratorio se demostrd, por
ensayos de proteccidon a DNAsa, que los elementos adyacentes a CRE2 (elemento CACCC y
caja GC; potenciales sitios de unidn para factores del tipo Sp/Kriippel) se protegian con
extractos nucleares de células incubadas con activadores de PKA y, mediante ensayos de
inmunoprecipitaciéon de cromatina se demostré la unién de Spl a esta region luego del
mismo estimulo (Diaz-Gallardo, et al., 2010a; Diaz-Gallardo, et al., 2010b), por lo que resultd
de interés probar también la respuesta a la forskolina en mutantes en estos elementos. Para
evaluar los efectos de las mutantes tanto en la actividad basal como en la respuesta a
forskolina se calcularon los datos de los diferentes cultivos, normalizando a los datos de los
platos control (transfectados con TRH-Luc) incluidos en cada experimento (=100%); asimismo,
los valores de la actividad Luc/gal en respuesta a forskolina de las células control, se
normalizé a 100% y se calcularon las diferencias en las respuestas de las mutantes (figura 9).

La actividad basal disminuyd significativamente en las mutantes que tienen escindido el
sitio CRE2 (A-CRE2, A-CRE1-CRE2), a niveles variables dependiendo de la mutacién,
alcanzando hasta un 84% en A-CRE2, mientras que la mutante A-CRE1 no presentd cambios
significativos. Como se describié anteriormente, cuando el sitio CRE2 es sustituido por otro
sitio CRE1 (tabla 2, mutante p1808) disminuye la actividad basal, curiosamente a un mismo
nivel que el observado en la delecidon de los dos sitos CRE (A-CRE1-CRE2). En el caso de la
mutante a la que se le eliminaron los sitios GC y CACCC (A-Ext) la actividad también
disminuyd, pero a un nivel intermedio, cuando se compara con mutantes en uno solo de los

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

vector A-CRE2-Ext recuperara la actividad basal (figura 9A).
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Figura 9. La delecion del sitio CRE2 ocasiona cambios en la actividad basal y en la respuesta a la activacion de la via de
PKA del promotor de TRH. Células C6 se transfectaron con el plasmido indicado y se estimularon (B) o no (A) con
forskolina 10uM por 6hrs. TRH-Luc=100%. ANOVA una via F=52.84(A) y F=53.28(B), post-hoc: *=p<0.02, **=p<0.002 y
#=p<0.000001 vs TRH-Luc. n=6. Las barras representan el promedio * el error estandar.

Estas diferencias en la actividad basal de las mutantes de CRE2, tan pronunciadas en
algunas de ellas, no se observaron en la respuesta a forskolina ya que todas presentaron una

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

observarse una minima participacidn, aunque significativa, del sitio CRE1 en la respuesta a la
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forskolina, sin embargo las mutaciones puntuales en este sitio no presentan el mismo efecto
que su delecion (tabla 2 y figura 9B). Estos resultados sugieren que la integridad del sitio
CRE2 es esencial en la respuesta a la activacién de la via de PKA y que los sitios aledanos

contribuyen a esta respuesta.
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- *%k
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Figura 10. Las mutaciones en el promotor de TRH tienen basicamente el mismo comportamiento en cultivos primarios
de hipotdlamos fetales de rata que el reportado en la linea celular. Cultivos primarios se transfectaron con el vector
indicado y se estimularon por 6hrs con forskolina 10uM. TRH-Luc control=100%. ANOVA una via F=40.52, post-hoc:
*=p<0.005 y **=p<0.02 vs su propio control; #=p<0.00003 vs TRH-Luc control. n>6. Las barras representan el
promedio * el error estandar.

3.2 Validacion en cultivos primarios.

Al igual que para el sitio CRE1, los resultados obtenidos con las mutantes de CRE2, GC y
CACCC en la linea celular C6 se validaron en cultivos primarios hipotalamicos (figura 10). Se
observa que la respuesta a la activacién de PKA, obtenida con el promotor silvestre, se pierde
si se cambia CRE2 por otro CRE1 (p1808), si se elimina el sitio CRE2 (A-CRE2) o si se eliminan
CRE2, GC y CACCC (A-CRE2-Ext). De forma similar, se reproduce el comportamiento en las
actividades basales de A-CRE2 (disminuye 83%) y A-CRE2-Ext (igual al silvestre) obtenido en
células C6. La mutante A-CRE1 muestra una ligera reduccién en la actividad basal (no

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

mostrada por TRH-Luc.
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secuestramiento de co-reguladores que entonces no estan disponibles para otros factores de
transcripcién; y d) la inhibicién podria ser un efecto artefactual del sistema. En los trabajos
citados (Hollenberg, et al., 1995, Satoh, et al., 1996, Guissouma, et al., 2002) utilizan el TRH-
Luc co-transfectado con vectores de expresiéon para TRB que incrementan la expresion del
reportero en ausencia de T3 y disminuyen en un 60% al adicionar T3 por 24 6 48hrs. Nosotros
en cambio, utilizamos los TR presentes en las lineas celulares. Es posible que ante tal
aumento en la cantidad de reportero ocasionado por el exceso de TRB, no se observe alguin
efecto indirecto de T3 sobre el metabolismo celular u otros eventos. Una busqueda en la
literatura permitié encontrar un reporte en el que muestran que el cDNA de luciferasa de
luciérnaga (empleado aqui como gen reportero) posee elementos regulatorios que inhiben su
expresion en respuesta a T3 independientemente del promotor que lo regule y que este
fendmeno no se observa cuando el reportero es por ejemplo la CAT (cloranfenicol acetil-
transferasa) (Misawa, et al., 2012). Este trabajo incluyd las lineas celulares CV1 y JEG31,
mismas que fueron utilizadas por Hollenberg cuando propuso al sitio CRE1 como el principal
elemento de respuesta a T3 en el gen de TRH. Este reporte explica nuestros resultados ya
gue, como se menciond, el nivel de inhibicién fue muy similar en todas las mutantes. Por lo
tanto, serd necesario cambiar el gen reportero (e.g. CAT) si se quiere continuar con el andlisis
del efecto de T3.

Desde su identificacion en el gen de somatostatina (Montminy y Bilezikjian, 1987),
multiples variantes de CRE se han reportado en otros genes, incluyendo el de TRH (Lee, et al.,
1998). Se ha reconocido que varios factores influyen en el reconocimiento de CRE por CREB,
en particular, el dinucleétido central CpG juega un papel importante (Schumacher, et al.,
2000), asi como la conformacidn del dimero formado por CREB, ya que existen varios tipos de
CREB y ATFs, muchos de los cuales son célula-especificos (Cha-Molstad, et al., 2004). Sin
embargo algunos de los mecanismos moleculares finos por los que CREB actua siguen
estando en discusion, por ejemplo, algunos autores mencionan que CREB se encuentra
constitutivamente unido a las secuencias CRE (Sands y Palmer, 2008), otros, que la
interaccién CREB-DNA no se produce sino hasta la fosforilacion del factor transcripcional

(Cha-Molstad, et al., 2004) y hay quien propone que las diferencias tejido-especificas de la
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funcién de CREB se deben a una combinacion de ambos mecanismos (Carlezon Jr, et al.,
2005). Entre mds se aleja el sitio CRE de la secuencia consenso, la necesidad de
fosforilaciones, interacciones con otros factores del tipo Sp/Kriippel, etc. se vuelven
esenciales.

Los resultados aqui reportados demuestran la participacién de varias secuencias del
promotor del gen de TRH de rata en su regulacion transcripcional. Existe poca participacion
de CRE1 en la actividad basal ya que no se vio modificada en ninguna de las mutantes
empleadas (p766, p767 en tabla 2 y A-CRE1 en la figura 4). La eliminacion de CRE1 o su
mutacion mas alld del posible reconocimiento por CREB tampoco causé cambios en la
respuesta a la activacién de PKA, sélo la mutante p767 vio eliminada tal respuesta a las 4hrsy
disminuida a las 6hrs de estimulo; esto podria deberse a ligeras variaciones en la afinidad de
la maquinaria basal de transcripcién ocasionada por el cambio en la secuencia ya que, como
se menciond anteriormente, el sitio CRE1 se encuentra a sélo 12pb de distancia del sitio
ocupado por el complejo de pre-inicio de la transcripcién. La baja afinidad de CREB por el
sitio CRE1 queda de manifiesto en la mutante a la cual se le cambié la secuencia CRE2 por
CRE1 (p1808), la cual presenté una disminucién del 50% en las actividades basal y estimulada
(tabla 2).

La pérdida de la unién de CREB-P al DNA no es suficiente para explicar la actividad basal
disminuida en las mutantes de CRE2 ya que la mutacion en el elemento CACCC tiene el
mismo efecto (figura 9 y Cote-Vélez, et al., 2011). La actividad basal de TRH depende de
varios elementos en su promotor, entre ellos, sitios para la unidon de factores STAT,
Sp/Kruppel, GR, etc. los cuales pueden ser activados por componentes del suero con el que
se suplementa el medio de cultivo. La secuencia CACCC ha sido propuesta como un elemento
de unidén a factores de la familia Sp/Kriippel que incluye tanto elementos activadores como
represores (Kaczynski, et al., 2003) y que pueden interactuar con factores de la familias de
CREB o AP-1 para activar la transcripcion (Lui, et al., 2006). Nuestros resultados indican que
para una adecuada expresidn basal de TRH es necesaria la unién de factores a los sitios CRE2
y CACCC, sin embargo, las construcciones A-Ext y A-CRE2-Ext no mostraron una actividad

basal disminuida lo que podria indicar que el acercamiento de los elementos GC y CACCC al
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eliminar CRE2 (A-CRE2), pudiera cambiar las asociaciones entre factores de la familia
Sp/Kruppel, favoreciéndose la union de elementos represores, contribuyendo con esto a
disminuir la actividad basal.

El papel fundamental del sitio CRE2 en la respuesta a la activacion de PKA quedd
demostrado al observar que todas las mutantes de este sitio presentan una disminucién en
su respuesta a forskolina que varia un poco de acuerdo a la mutacién. Contrario a lo ocurrido
con la actividad basal, la mutante A-CRE2-Ext fue la que presentd una menor respuesta a la
activacion de la via de PKA (47% de la mostrada por el vector silvestre). La participacién del
sito CRE2 en respuesta a la forskolina es independiente de la presencia de CRE1, ya que
cuando se comparan las respuestas de las mutantes A-CRE2 y A-CRE1-CRE2, se puede
observar que son de igual magnitud. Este resultado y el mantenimiento de la respuesta a la
forskolina de la mutante A-CRE1 (discutido arriba) nos indican que es CRE2 y no CRE1 el sitio
que media la respuesta a la activacidon de PKA. Los resultados obtenidos con las mutantes de
los sitios GC y CACCC, nos permiten establecer su importancia en la respuesta a forskolina
ademas de proponer la participacion conjunta de factores de las familias CREB/ATF vy
Sp/Kruppel en la regulacion positiva del gen de TRH en respuesta a la activacién de PKA
(figura 11). Esta propuesta esta en linea con el hecho de que Spl se encuentra unido al
promotor de TRH en cultivos primarios hipotaldmicos fetales de rata estimulados con AMPc
(Diaz-Gallardo, et al., 2010b). Esta sinergia entre los factores CREB y Spl ya ha sido
demostrada en otros genes (Schumacher, et al, 2000; Raychowdhury, et al., 2002; Mahapatra,
et al., 2006; Cramer, et al., 2008); adicionalmente, secuencias que pueden reconocer un
complejo de factores de transcripcion formado por integrantes de las familias CREB/ATF y
Sp/Krlppel ya se han descrito con anterioridad (Lui, et al., 2006; Wang, et al., 2007).

La relevancia de los sitios CRE2, GC y CACCC en la regulacién transcripcional por AMPc fue
validada mediante cultivos primarios hipotaldmicos (figura 10). Se observan los mismos
resultados a los obtenidos con la linea celular C6 para tres de las cuatro mutantes probadas;
con el vector p1808 no se pudo reproducir el descenso en la actividad basal reportado en mi
tesis de licenciatura, lo que indicaria que otros sitios como el GRE compuesto con sitios

aledafios de reconocimiento a AP-1, o el STAT-3 y quiza la secuencia del CRE1 pueden suplir la
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ausencia de CRE2, al menos en la actividad basal, ya que la respuesta a forskolina se pierde al
igual que con las mutantes que no tienen ni el sitio CRE2 (A-CRE2) ni los elementos GC y

CACCC (A-CRE2-Ext).

CONDICIONES BASALES VIA DE PKA ACTIVADA

Promotor de TRH Promotor de TRH
+ | ——

CRE Extendido

Figura 11. Los factores CREB y Sp/Kriippel actian de manera sinérgica en la activacion del promotor de TRH en
respuesta a la activacion de la via de PKA. De acuerdo a lo presentado en esta tesis y resultados previamente
reportados (Diaz-Gallardo, et al., 2010a; Diaz-Gallardo, et al., 2010b; Pérez-Maldonado, 2010; Barrera-Dircio, 2010) se
propone que la actividad basal del promotor de TRH es debida principalmente a la unidon de CREB al sitio CRE2.
Cuando aumenta la transcripcién a causa de la activacion de la via de PKA, esta union se ve favorecida probablemente

por la asociacion de factores Sp/Kriippel (Spl en Diaz-Gallardo, et al., 2010b) con las secuencias adyacentes formando
asi un sitio CRE Extendido.

Sp/Kriippel
Sp/Kriippel

Perspectivas

e Realizar ensayos de transfeccion como los reportados en el apartado 1.2 de resultados
empleando un gen reportero que no sea sujeto a regulacién por T3 (e.g. la
cloranfenicol-acetil-transferasa (CAT)) para obtener informacién acerca de la
participacién del sitio CRE1 en la respuesta transcripcional del gen de TRH a la
estimulacion con T3.

e Seguir explorando las respuestas diferenciales de los tipos celulares empleados en el
apartado 1.1 de resultados para arrojar mas informacién acerca del posible
mecanismo de regulaciéon transcripcional negativa por T3 al comparar los factores co-

reguladores que se encuentran en cada tipo celular.
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Expression of hypophysiotropic TRH, that controls thyroid axis activity, is increazed by cold exposwre; this
effect is mimicked in rat hypothalamic cells incubated with norepinephrine or cAMP analogs. TRH proximal
promofer ¢ontains three putative CRE: Site-4 or CRE-1 that overlaps an element recognized by thyroid
hormone receptors, CRE-2 with adjacent sequences GC box or CACCC recognized by Sp/Krippel factors
(extended CRE-2), and AP-1 sites flanking a GRE, . To evaluate the role of each element in the cAMP response,

kqwrm_, these sites were mutated or deleted in rat TRH promoter linked to luciferase gene (TRH-luc) and co-

R’H transfected with [4-gal expression wector in varioes cell lines; C6 cells gave the highest response to forskolin,
CRE Basal activity was most affected by mutations or deletion of CRE-2 site, or CACCC [50-75% of wild type—WT).
cANMP Forskolin-indwced 3x stimulation in WT which decreased 25% with CRE-1 or AP-1 deletions; but 50% when
SpEFL CRE-2 or its 5° adjacent GC box was altered. SH-SY3Y cells co-transfecred with CREB-expression vector
Hypothalamus increased dB-cAMP response in the wild type but not in the CRE-2 mutated plasmid; cotransfecting CREB-A [a
THRSi D, dominant nesative expression vector] strongly diminished basal or cAMP response. Primary cultures of
hypothalamic cells transfected with plasmids containing deletions of CRE-1, CRE-2, or extended CRE-2 failed
to respond to forskoelin when CRE-2 was modified. Thesa results corroborate the CRE-2 site as the main cAMP-
respanse element of rat TRH promster, not exclusive of transcriprion factors of hypothalamic cells, and stress

the relevance of adiacent Sp-1 sites, important mediators of some metabolic hormones.
Published by Elsevier BV,
1. Introduction thyrotropin or prolactin (respectively) [6-8]. In vitra, TRH biosyn-

Thyrotropin releasing hormone (TRH) was originally identified
{and named) as the hypophysiotropic hormone controlling the
adenohypophysial release of thyrotropin |1]. TRH and its receptors
were later detected in seweral brain regions where it functions as a
neuromodulator {2]. Biosynthesis of TRH in the parvocellular neurons
of the hypothalamic paraventricular nudei (PVN] is tightly modulated
by hormonal influences including thyroid hormones, glucocorticoids,
and leptin, and in a fast and transient manner by neuronal inputs that
respond to metabolic changes or o environmental stimuli such as
cold [1.3-5]. TRH mRNA levels increase in a fast and transient manner
in rats exposed to cold (1 h} or in dams after 30 min of suckling,
conditions that stimulate the release of TRH and in turn, that of

Abbreviarmns: TRH, thyrotropin refessing hormone: GRE. glrcocorioid responss
eleme i, CAMP., cyclic AMP, Luc Jucilerase; Fsk. lorskolin; PYN. passventnicular nucleus
of the hypothalam us: TPA, 12-D-tetradecanoylpherhol- 13-seerate; {4-pal fi-galactnsi-
dase; W, wild type: 1PS, lipopalysacharide
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thesis has been studied in primary cultures of hypothalamic or
pancreatic islet cells, as well as in various cell lines co-transfected with
the TRH promoter linked to a reporter gene and expression vectors of
thyroid hormone receptors or CREB [5.9-19). These systems have
provided information of transcriptional down-regulation by thyroid
hormones [5,14,16,17] as well as the stimulatory effect of newromo-
dulators, or cAMP analogs that activate protein kinase A (PKA) [3,10-
13.17,18], Stimulation of hypethalamic cells by cAMP analogs or by
norepinephrine mimics the fast increase in TRH mRNA levels seen in
vivo, after cold expesure [6-8,10.11,13,17.18]. Primary cultures of
hypothalamic cells increase TRH mRNA levels and TRH release within
1 b of noradrenaline or 8Br-cAMP treatment | 13|, while it takes over
2 b by protein kinase C (PKC) stimulation [10,11,19).

The muitifactorial modulation of TRH gene expression involves
sewveral transcription factors interacting with their cognate recogni-
tion elements, or with other transducing molecules that affect their
binding to DNA. TRH gene promoter contains response elements to
various transcription factors whose binding has been demonstrated
(CREB [12.13,17.18]. thyroid hormone receptor (TR) [59.17] GR
[13.18). STAT [12]. c-Jun | 13,18}, c-Fos [18], Sp-1{15.18]). The CREB
response element (CRE) of the TRH promoter was first suggested | 12]
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to be the one overlapping the thyroid hormone response element,
named Site-4 [5.9] (TGACCTCA; at —59/—52 of rat TRH promoter
[20]}. 5ite-4 is a functional thyroid response element [THRE) that
binds TR and mediates T3-induced repression of TRH transcription
[4.58,16.21]. Its role as a CRE was characterized in 2B3T cells
transfected with —900/+55 human TRH promoter linked to a
reporter gene and CREB expression vectors [12]. However, binding
of nuclear extracts of primary cultures of embryonic rat hypothalamic
cells stimulated with cAMFP analogs to labeled oligonucleotides
containing Site-4 (or CRE-1) is lower than to oligonucleotides
containing the CRE-2 sequence (TGCCGTCA: at — 101, —94 bp of rat
TRH gene} [13]; only the latter region is protected in DMase
footprinting assays |17} The sequences of both response elements
are conserved in various eutherian species including human, mouse
and some primates [22]. DNA-footprinting analyses, using rat TRH
promaotar and muclear extracts of hypothalamic cnltures incohatert
with 8Br-cAMP, revealed a protected region extending at both sides of
CRE-2 [extended CRE-2) that contains the seguences of a GC box
{GGGOGLG at —119/—113 bp) and a CACCC motif (at —92/—88 bp}
| 17,1820]; both are response elements of Sp/Kriippel-like factors (Sp/
KLF} | 23]. Another element located upstream is also protected, the 3'-
AP-1 site [TTAGTCA) of a composite GRE {cGRE: —218/—197 bp] that
contains a GRE half site flanked by two AP-1 recognition sites; binding
to both AP-1 sites is increased with PKC activation |13,18,19]. The
preferential binding of phospho CREB {pCRER) to the region contain-
ing the extended CRE-2 was demonstrated by chromatin immuno-
precipitation (ChiP) assays | 17,18]. ChiP analyses of cAMP-stimulated
hypathalamic cells revealed pCREB, c-Fos, ¢-Jun and 5p1 binding to
the extended CRE-2 region and to that containing cCRE, c-Fos, c-Jun
and in a lower proportion, pCREB; a negligible signal was detected in
the pCREB-immunoprecipitate of short chromatin fragments selec-
tively amplified for the CRE-1 region [ 18].

The differences observed in the involvement of CRE-1 between
transfected heterologous and hypothalamic cells could involve either
cell specificity of CREE proteins, the intrinsic difference of the
nucleosome-free DMA template vs. organized chromatin, species.
cell type, or the use of endogeneous transcription factors vs.
transfected expression vectors. A parallel comparison of the impor-
tance of the CRE-1 and CRE-2 sites on TRH transcription has not been
performed. We therefore studied the contribution of each of these two
proposed CRE sequences, as well as the AP-1 of cGRE, in the response
to PKA stimulation on TRH transcription. Since protection of the
extended CRE-2 region included the GC box where Spl binding has
been demonstrated by EMSA [15]. or by ChiP assays using nuclear
extracts from stimulated hypothalamic cubtured cells [18], the role of

this and of the CACCC site was also studied. Different cell types were
initially tested to identify a cell line with a robust transcriptional
respanse to cAMP, measured with a plasmid containing the rat TRH
promater linked to luciferase (pNASS-TRH-Luc plasmid, —776/+85
pb of rat promoter) [24]. The transcriptional activity (basal and
forskolin-stimulated ) of site-directed mutants and deletion constructs
was compared to that of the wild type plasmid. Finally, plasmids
containing deletions in the CRE-1 or CRE-2 sites were transfected into
primary culiures of hypothalamic cells to verify the results obtained in
the cell lines,

2. Material and methods
2.1; Plasmids

Masmids were amplified in F roli-DHS.00 Soorce of plasmids-
pCH110 containing P-galactosidase under SV40 promoter (GE
Healthcare, Piscataway, M]}; pUC18 (Fermentas, Life Sci., MD,);
PMNASS-TRH-Luc (—776/+85 pb of rat TRH gene promoter linked to
luciferase reporter, kindly danated by Dr. Wayne Ballan, U. Miami
[24]). CREB [25| or CREB-A [26] expression vectors were kindly
donated by Dr. K. Goodman (Institut Vollum, Oregon University].
Mutanis of the CC box (m-CC: cGGGCTAC) or CACCC site (m-CACCC:
tcalTCCCcty) were constructed using pNASS-TRH plasmid and the
CA).

22, Construction of mutated plasmids

For cloning purposes, using standard molecular biology strategies,
we first eliminated an undesired Aatll restriction site present in the
pNASS-TRH-Luc vector, This extra Aat!l site is located around 60 base
pairs upstream of the —35 box of the beta-lactamase gene promoter.
pMNASS-TRH-Luc was mutated using the strategy reported [27] to
obtain the mutations and deletions described in Fig. 1. Briefly,
synthetic oligonucleotides containing the desired alterations
(Table 1) were mixed with an external oligonudeatide {ExtTailStul)
flanking the Stuf restriction site; a PCR reaction was carried out using
PNASS-TRH-Luc as DNA template. The resultant PCR product was
agarose gel-purified and wsed in a second PCR reaction containing
again pNASS-TRH-Luc as DNA template and a new external oligonu-
cleotide flanking the Aatll restriction site {ExtAatll). To avoid TRH
promater wild type sequence contamination, this second PCR reaction
used an olignnucleotide complementary only to the Tail portion of the
Tail5tul prirner added during the first PCR reaction.
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Fig- 1. Diagram of response elements in the proximal promoter of TRH geoe and sequences of mutated plasmids used o this work. ) The following sies are signaled in bold-itlics:
the GRE, ; of composite GRE [¢GRE], with the sequence of and the'adjacent AP-1 sités ptder the areows: theexiended CRE-2, with the GC box a1 the 57side in bobd-italics, belaw the
CRE-Z sequence, above the CACCC of the 3 sidie: Site-4' = CRE-1 with the CRE-like sequence in bold-itdlies. B) The sequences of the differest mutations next to the plasmid number
are gepregsented, 45 well as the sequences remaining after deletions {A) /7 = locus ol deletion (s).
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Table 1

Eequences of oligonudleonides used e copstruct plasmids containing matations
{underiined), or deletions, of the CRE-¥(Site-d), CRE-2 and adjacent sequences: GO
box and CACCE, and eomposite GRE preseist in tat TRI promater (Fig. L. Abbreviitians:
Del, debeted: Forw, forward: Back, Dackward.

Clone Diigonuclectides

CRE-TMuth (p756) 5 COCCCCTCCOEGETAGGTCACAGGCLOC
GCGTCTCCACCTCA 37
5 GOCCCCTCCOEGCTTAACCCACAGGCGECGOG
TCTCCAGCTCA 3
5 COGGAAAGCGLGOGEETCCCCEGEOTCTGACCTCA
GCACCCCTGT CITCGGCT ——
5 COGLAAAGCGGGCOEETOCCCOGGOTCTOOGETCA
GCACCCCTCTC TTCCGE-3
5 COGLAAAGCGOGCCCGTOCCCEGGCTCITCAGGCA
GCACCCCTCTC TTCGGE-S
5 COGLAAAGCGOGCTAGTCOCCCOGETCTCOCETCAG
CACCCCTGTC TTEGGE3T
S CCGGAAAGCEEECEEETCOCCOGGITCTGIOGTCA
GGTCCCCTGTCITOGGE-3"

5 CCGCGAGOCGTGGATCGTGGAACACTTCCGTA
CAGCGECTAGAAG TAAT

CRE- IMuth [p767)
CRE-2 1o CRE-1 (1808
CRE-2Mutd (p1802)
CRE-2MutB | pIEOS)

m-GC

m-CACC

ExrTallfiul

ExeAatll
Tail 5 CCGOGACCOGTGGATCGTGS 3¢

DebCre- IBack SOLCCGOCAGLOLOOGE 3
DelCre-2Farw S COCCCCCOTOL CACCCOTCICTT 3
DelCre-IBack SOLCACCOGCGLGACCOGT 3

DelCre-2 + ExtForw S CAGCCOCCCACCACCOTTTCCCCAMA
GOCGGCTCGOCTGYCTICGGEC 3

DelCre-2 4+ ExtBack SCCOGAAACCCTLGTCGEG 5

DetCREForw SCCCTCCCTITGTTCCCAGACCTECGGAGE 1
DelGRERack SOOGAACAAAGGLAGGG 3

DelExtFais STICCGGAAAGCCGGOCICTG CCGTCACCETGTCITCOLOC
DetExiBack SUACCCCAGAGCCCGCTTT 37

DedCre-1 + Cre-2Forw. SCOCCCCOCTOG CACCCCTOTCTICCCLCTOOGOCTOC
TCOCOGCCAGGLGEOOOGT 37
SGLGAGCCCGGGGACCCGE 3¢

STITCTCTCTCGATGTCTCCG 1

Dellre-2Back
Extdatll-X

The deleted variants were constructed by overlap-extension PCR
|28] using the oligonucleotide pairs described in Table 1. Forward
[Forw] oligonucleotides were mixed with the external oligonucleotide
ExtTailstul described earlier. Backward (Back) oligonuclestides were
mixed with the external oligonuclectide ExtAatll-2. Forw and Back PCR
products were gel-purified and mixed together to produce the complete
TRH promoter region in an overlapping PCR reaction using the external
oligonucleotides [ExtTailStul and ExtAaatil-2]. To construct the triple
CRE-1 + CRE-2 + cGRE deleted variant an extra PCR was done using the
DelcGREForw and DelCRE-2Back oligonucleotides. The gel-purified PCR
product was mixed with the cGREBack/ExtAatil-2 PCR product and a
new PCR product was produced by overlapping PCR using the
oligonucleotides CRE-2Back and ExtAatll-2. This gel-purified PCR
product was then mixed with the DelCRE-1+ CRE-2Forw/ExtTailStul
PCR product by a new overlapping PCR with the external oligonucleo-
tides ExtTailstul and ExtAatll-2 the final TRH promoter triple deleted
variant was obtained.

All complete PCR products were gel-purified and digested with
Aatll and Stul restriction enzymes and ligated to pNASS-TRH-Luc
vector previously prepared with the same restriction enzymes. All
constructs were verified by nucleotide sequencing. Plasmids are
ampicilin resistant and were purified with Qiagen columns.

Mutated sequences were analyzed for recognition of the family of
CREB/ATF transcription factors with Matlnspector Genomatix Soft-
ware |28], within the —776/+85 pNASS-TRH-Luc ar, in fragments
containing the mutated regions: —89/—42 [includes adjacent 10 pb
of Site-4/CRE-1); —112/—41 {includes CRE-2, the 10 adjacent 5'-
bases, up to CRE-1), and the —226/+44 sequence that includes the
cGRE with its flanking AP-1 sites and the two CREs. The program
approved CREB recognition of the wild type and the p766 mutant but
not the p767 mutant. Mutant p1808 containing the CRE-1 sequence at

its original site and replacing that of CRE-2 was recognized by the
program as CRE but only the one at the original CRE-1 site and not
when inserted in the CRE-2 locus [ — 101,/ —94). Mutants with deleted
regions did not recognize the proper transcription factor; however.
deletion of the region containing the CRE-1 site (—52/—59) created a
new Sp/KLF site: CCOCGCC |23).

2.3. Cell culture

The cell lines tested were from ATCC (Manassas, VA): NIH-3T3
(derived from mouse embryonic fibroblast; CRL-1658), Meuro-Za
(mouse brain neuroblastoma; CCL-131), C6 (rat brain glioma; CCL-
107), and CO5-7 {maonkey kidney fibroblast, CRL-1651). SH-5Y5Y
cells, derived from human neuroblastoma, were kindly donated by Dr.
R Padros (U Puebla; [13]}). SH-SY5Y, CO5-7 and NIH-3T3 cells were
grown in Mulherrn’s Modified Fagle's Mediom (DMEAM: Invitropgen |
supplemented with: 0.25% glucase, 10% bovine fetal serum (BiowWest,
Nuaillg, Fr}, 2 mM glutamine {Sigma, St. Louis, MO}, 1.65 pg/ml insulin
{Sigma) and 0.5% vitamins {Invitrogen }; C6 cells were grown in F-12K
{Invitrogen} with supplements and Neuro-2a cells in supplemented
MEM (Modified Eagle's Medium, Invitrogen). SH-SY5Y were differ-
entiated as described [13]; briefly, cells were treated with 16 nM of
12-0-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA, Sigma) on the 2nd day
in culture and medium was changed every third day. When cultures
achieved confluence (3-6 days), cells were detached with 0.125%
trypsin-EJTA (Invitrogen), and plated at a density of 2 = 10° cells in 24
wells pre-coated with 15 ng of poly-p-lysine [Sigma).

Primary cultures of rat fetal hypothalamic cells were prepared and
maintained as described [11,13] using embryos from: anesthetized
dams at 17th day of gestation. Hypothalami were dissected from each
embrya, cells dispersed, seeded on 1.5 pg/ml poly-o-lysine pre-coated
plates, and cultured for 12 days in vitro (DIV) in 15 mm plates (6 107
cells; vield: 2.7 10% hypothalami) in supplemented DMEM. Cultures
were maintained at 37 °C with 7% C0.; 93% air atmosphere, and 90%
humidity.

2.4, Transient transfection and reporter gene assay

Cells were transfected, at confluence, on the 2nd day after seeding
except for hypothalamic primary cultures that were transfected on
the 12th DIV. The mixture containing the plasmids {200 ng of pNASS-
TRH-Luc or of the mutated vector [Fig. 1], 250 ng pCH110 [P-gal
expression vector], 350 ng pUCI8) was preincubated for 20 min at
room temperature with Lipofectamine 2000 in fresh medium
containing glucose as indicated (Invitrogen)., When the CREB (or
CREB-A) expression plasmid was co-transfected, the quantity of
pUCTE was adjusted for a final DNA amount of 800 ng. In each well,
100l of incubation medium were replaced with 100 of the
transfection mixture and incubated for 4-6 h at 37 °C; medium was
then discarded, 700 il of fresh supplemented medium was added, and
the cells were left undisturbed for 48 h. 500l of incubation media
were replaced with fresh supplemented medium containing {or not)
FKA stimulating drugs (B-Br-cAMP, db-cAMP or forskolin, Sigma} at
doses and times indicated in results. Forskolin was dissolved in DMSO
(Sigma); controls contained the samie volume of DMS0. At the end of
the experiment, media were withdrawn and cells washed with PBS
once, 50 pl of lysis buffer { Promega Biotech, Madison, W1) were added
and after 5min, cells of two identical plates were scraped and
transferred to a microcentrifuge tube. Tubes were centrifuged at
12,000 = g, 4 °C. 2 min. The supernatant was recovered, 10 pl separat-
ed for protein quantification [30] and the rest, keptat —70° C.

Since luciferase activity (Luc) in lysate of SH-5YSY cells transfected
with TRH-Luc was linear from 1.5-20 g of protein, 5 pg were used for
each lysate and quantified with the Luciferase assay system
(Promegz} in a luminometer (Monolight 3010, Pharmigen, NJ).
Results were normalized against [*-galactosidase activity, measured
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as described [13] using 50 pg of protein (linearity observed in the 30-
60 g protein range ). Optical density {o.d.) was read in an ELISA lector
at 405 nm.

25 Sratistical analyses

Since two identical plates were pooled to obtain adequate protein
guantity for enzyme activity determination, this pool was considered
as n= 1. Each plasmid was tested in at least 2 independent cultures
always including in each, a group with the wild type plasmid and
alternating, in different experiments, the various plasmids under
stody; in each culture, n=3-4/group. Results of Luc/3-gal were
calculated against the values of the basal activity of cells transfected
with the wild type TRH-Luc in each trial, taken as 100%, for an
adequate comparison between different experiments. Results are
expressed as the mean+5EM. except when a results from a
representative experiment has n=3/group, then the 5.0. of the
mean is included in the graph (i.e. Fig. 4B). Statistical significance was
calculated by one or two way {2w) ANOVA considering controls of
each culture {p=0.05], followed by post hoc Bonferroni or Tukey
multiple comparison (software Statview or SP55 13.0).

3. Results

Cells from different origins were transfected with pNASS-TRH-Luc
and assayed for their response to PKA activation by incubating each
with 1, 10 or 100 pM forskolin for 3 h. [*-galactosidase activity was
similar in the different cell lines but luciferase activity varied
considerably, suggesting differences in modulating TRH promoter.
The lowest basal luc/j5-gal activity was observed in NIH-313 cells (967
4215 relative light unitsjug protein) increasing over 4000 fold in
C05-7 cells and even maore, in SH-5Y5Y cells. The response to forskolin
differed, being highest in the glioma cell line €6; in most, the highest
forskolin response was artained with 10 pM [not shown). Fig. 2 shows
data of a representative experiment where all cell lines were tested
for their response to 10 gM forskolin (Fy =29, p=0,0001, n=4/
group); the experiment was repeated providing similar results, The
C6 cell line was thus chosen for studying the effect of mutations in the
TRH promoter on the transcriptional activity.

Basal activity was not significantly affected by mutations in the
CRE-1 sequence compared to the wild type (WT), neither forskolin
induced activity except for plasmid (p) 767, that was unresponsive at
4 h (Fig. 3A; mean of 2 independent cultures with n= 8-%/group, 2w
ANOVA: differences between plasmids: F; =36 p=0.031; treat-
ment: Fy gy =638 p<0.0001; interaction: no significant). In contrast,
mutations at the CRE-2 site {TGCCOGTCA) diminished forskolin
response; changing the central CpG for GpC (p1802) decreased the
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respanse to forskolin but not basal activity (Fig. 3B). The mutant with
several base changes, including the central CpG {pl1805), was
unresponsive to forskolin stimulation although basal activity was
preserved. When the CRE-Z site was substituted for the CRE-1
sequence (pl808}, basal and forskolin-induced activities were
reduced by 50% ( Fig. 3B; results are the mean of each plasmid assayed
in 3 of 4 independent cultures, n = 12/group except for p1808 n= 14
and WT = 16, 2w ANOVA: differences between plasmids: Fy ;50=133
p=0.0001; reatment: F, 5= 19 p=0.0001; interaction: F;;5=6
p=0.0001 ).

To confirm the prevalent role of CREB in the cAMP response, C6
cells were co-transfected with 150 ng of CREB-A plasmid and pNASS-
TRH-Luc and incubated (or not) 6 b with 10 pi forskolin [ Fsk); CREB-
A reduced basal transcription and impeded the response to cAMP
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stimulation (Luc4-gal activities of a representative experiment: WT
controls: 1004+ 4%, WT-Fsk; 348 +17%;, WT + CREB-A controls;
47 £ 2%, WT+CREB-A Fsk: 56+ 3%"°; Fypo =205, p=0.0001, post
hoc: *p=0.0001, “p=.0075 ws. WT controls; "p=0.0001 between
forskolin stimulated groups; n=4}. We then used the SH-3Y5Y cells
since they had a small response to forskolin (see Fig. 2). Different
doses of cAMP analogs or forskolin were first assayed: BBr-cAMP
(1-3 mM), db-cAMP {0.2-1 mM]}, or (1,10,100 pp) forskalin, A small
increase in juciferase activity was significant onby after 4 h incubation
with cAMP analogs, increasing more by 6 h (not shown) and similarly
with forskolin or noradrenaline (representative experiment n=4/
group: 100+ 6% in controls; 158 4 13%", 1 mM dB-cAMP; 154 + 62",
10 uM forskolin: 216 +21%°, 10nM NA; Fy =205, p=>0.0001; post
hoc *p=<0.002 vs control). Plasmids expressing CREB or the dominant
negative CREB-A [26] were co-transfected with pNASS-TRH-Luc in
SH-5Y5Y cells. and incubated with 1 mM dB-cAMP only for 3 h to
evaluate the fastest response possible; luciferase activity slightly
increased after cAMP stimulation in TRH-Luc/|-gal transfected cells,
and over 2 fold when cells were co-transfected with CREB expressing
vector; db-cAMP-induced activity decreased considerably when the
dominant negative CREB-A was co-transfected with pNASS-TRH-Luc
(Fig. 4A, n=4/group; Fy,; =566, p>0.0001). When the pl180S
mutant was co-transfected with the CREB expression vector into
SH-5Y¥5Y cells, basal transcription was lower than in cells transfected
with the pNASS-TRH-Luc, and no response was observed after
forskolin stimulation, in contrast to wild tvpe vector that showed

the previously observed 2 fold increase {Fig 4B shows results of a
representative experiment n= 3/group; F; 24 = 26, p=0.0001). These
results confirmed CREB's involvement in TRH transcription, indepen-
dently of the cell line used.

The fallowing experiments were performed in C6 cells to have a
complete assessment of various response elements in a homogeneous
cell population. The contribution of the Sp/Kriippel recognition
elements adjacent to each side of the CRE-2 was studied mutating
them as shown in Fig. 1. Transfected cells were incubated with
forskolin or with TPA, since this drug stimulates PKC but does not
increase pCREE or 571 binding to the extended CRE in hypothalamic
cells [18] and may stimulate some factors of the Sp/KFL family [31].
Basal activity was lower in the m-CACCC than in the m-GC box or the
WT [Fig. 3C); in contrast, the response of these mutant to forskelin
stimulation was lower than WT. but lowest for the m-GC [Fig. 3C;
mean nf 3 independent cultires, 0= R/group; 2w ANOVA: differpnces
between plasmids: Faug=36.3 p=00001; treatment: Fyup=18
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Fig. 5. Effecrof mutagions, or delenons, in diferenr cAMP response elements of the rac
TRH pramoles, on the rapscriptional activity in C8 cells. U6 cefls were transfected with
fhegal expresion vector and wild type pMASS-TRH-Luc [WT) or the mutated plasmids
stated in abocissa_ After 43 I, cells were incubated 6 § with fresh medium or with 10 ghd
af fnrckalin 47 Flferr nn hacal acrivir Farsarh risltiire valies af e fi-gal activiries
were calcubitee against values of conteels transfected with WT | = 100%), 8] Values af
Lue/ [5-gal Extvities of cels stimutated with forskolin were caleulated against values af
celly trandfecred with WT and stimulated with forskolin (= 100%]. Esch plasmid was
tested in, arleast. 2 independent coltures; n= & except those stated in brackers below
legend in & okis. Post hoe significance: * va WT p=0.0001; " vs  ACRE-2; ® vi. m-CACCC:
* ova @G0 ps 0001 [symbols wndeglined indicate the geoup agaist which the
differences ire evaluated ). Triple Del: plasmids with delered CRE-1, CRE-2 and cGRE
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p<0.0001; interaction: Fyes =5 p=0.0002). TPA had no effect in the
WT, nor in the mutants, despite the stimulatory response observed in
hypothalamic cultured cells [10,13,12],

Each of the possible CRE sites, including the AP-1 of the cGRE, as
well as the GC box and CACCC adjacent to CRE-2, were deleted to
evaluate their particular contribution in TRH promoter activity.
Cultures included some of the previously assayed plasmids. In each
culiure, results of each plasmid were calculated against the wild type
values, either basal or forskolin-stimulated, to be able to compare the
behavior of éach mutant in the basal expression [Fig. 5A; one way
AMNOVA: Fia2 =32, p=0.0001) or, in the response to forskelin
{Fig. 5B; Fiq20; =38, p=0.0001; n, stated in the figure}. Deletion of
CRE-1 produced the same tendency as the p767 mutant on this site;
basal activity was slightly reduced without achieving statistical
significance. In contrast, when CRE-2 site was deleted, basal activity
wias maximally reduced (hy RBO% ). pyven more than when CRF-2 and
CRE-1 were both deleted, which produced an activity similar to that of
the p1B08 mutant (54%; Fig. 5A). Deletion of both Sp/KLF sites also
affected basal activity (25%), although maximal reduction (50%) was
observed when the CACCC site was mutated, while no significant
effect was obtained with mutations in GC box located at the 5° side of
CRE-2 ar, the complete extended CRE-2 (lacking CRE-2 and the
adjacent Sp/KLF sites: both GC box and CACCC site). If CRE-2 together
with CRE-1 were deleted [ACRE-1, ACRE-2), the basal activity
diminished by 60%. Deleting only cGRE had no effect on basal activity
while deletion of the 3 possible CRE binding sites: CRE-1, CRE-2 and
cGRE produced an activity similar to ACRE-1, ACRE-2 (Fig. 5A).

Forskolin response of cells transfected with WT (34 fald of
cantrol values) was considered as 100%. Mutating or deleting the CRE-
| site slightly but significantly decreased the forskolin response {11-
27% respectively), except for p766 whose response was higher than
WT, Any alteration of the CRE-2 site diminished by 40-50% the
forskolin-incuced activity of the TRH promoter, whether mutating the
GC-hox, deleting 3' and 5' Sp/KLF sites, or the whole CRE-2 extended
region. In contrast to the strong reduction of basal activity in the

CACCC-deleted mutant. its response to forskelin was stronger than

other alterations of this cluster-site (Fig. 5b). Only 253 decrease was
obtained with cCRE-deletion. The triple deletion still presented
forskolin response, albeit as low as the deleted extended CRE-2,
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0 R jag ol reqnrter plasased {(WT NASSTRH- b snaitassd i CRE-T0 (1 81 ar dabated
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To verify the prominent role of CRE-2 on TRH transcription in an
homolagous system, cultured hypothalamic cells were transfected
with the wild type plasmid ar with those containing deletions in CRE-
1, CRE-2, or the extended CRE-2, and with plasmid containing CRE-2
replaced by CRE-1 sequence (p1808). Compared to the basal activity
of WT, only that of ACRE-2 was decreased (to 17 +2% of WT controls].
Forskolin stimulated transcription of the WT. and of ACRE-1
transfected hypothalamic cells, albeit to a lower extent than in (6
cells but similar to SH-5Y5Y; forskolin response decreased but was
still significant in pl1808, while ACRE-Z, or ACRE-2 extended was
unresponsive (Fig. 6, mean results of 2 independent cultures, n=#6/
group; ANOWVA: By op =47, p=0.0001),

4. Discussion

Oir resailts deminnstrate that the warinns seqnences of the rat TRH
proximal promoter that bind transcription factors in response to
cAMP activation are functional and contribute o regulate TRH
promoter activity in €6 cells. They support the crucial role of CRE-2
and the contribution of the adjacent sites, Sp/KLF-respanse elements,
to the basa activity (site CACCC) and to the response to forskolin
{mainly the GC box). Although CRE-1 or cGRE affected only slightly
basal activity, both diminished significantly (by 25%) the response to
PKA activation. The critical role of CRE-2 in cAMP-indured TRH
transcription was confirmed in hypothalamic cells [17.18).

A differential response to 3h incubation with forskolin was
observed among different cell types transfected with the pNASS.
TRH-Luc reporter and the contrel [3-gal reporter; from no response
[NIH-3T3) to a 2-4 fold induction [COS-7 or C6 glial cells). These
differences could stem from the amount of adenylate cyclase, cell-
type specifiity of pCREB binding on cAMP-response elements [32],
varying phosphodiesterase activities, relative importance of CREB-
independent regulation, varying concentrations of other interacting
transcription factors (see subsequent discussion), coregulators, or
specific tissue transcription factors pertaining to the basal transcrip-
tion machinery [3334]. Some of these cell types increased their
transcriptional capability if co-transfected with CREB expression
plasmd, as the NIH-3T3 |13}, C6 or the SH-5Y5Y cells {these results].
‘We decided to use the glioma cell line C6 as it showed the highest
respanse to forskolin stimulation, and we corroborated by western
blots that it expressed CREB and 5p-1 in higher amounts than SH-
SYSY [not shown). The significant contribution of CRER on TRH basal
and c-AMP-induced transcriptional activity was evidenced by the loss
of both activities when either C6 or SH-5Y5Y cells were co-transfected
with the dominant negative CREB-A [26].

When the central CpC sequence of CRE-1 was changed to GpG, a
slight increase in activity was observed; whether this mutation
improves binding of c-Jun, or allows it in a better orientadon |34,
remains to be studied as c-Jun 15 always observed in ChiP from
hypothalamic cells [18), and it is able to bind factors of the basal
transcrptional machinery [35). The low affinity of CREB for the CRE-1
site |13] s further supported by the mutant containing the CRE-1
sequence in the CRE-2 site that diminished over 50% basal activity.
Deleting the CRE-] site; or mutating it beyond recognition by AP-1
factors (Geromatix analyses), caused only a slight decrement in the
response to forskolin. CRE-1 is only 10 bp afar from the 40 bp that
constitute the essential core promoter an TATA-CONtAININE Promoters,
recognized by TATA binding protein (TBP) [35]; recent studies find TBP
and RNA polymerase Il bound to the core promoter region up to —50pb
or further upstream [37,38). TBP and other 14 associated factors [TAF)
constitute the general transcriprion factor TFU-D, the main compenent
within the transcriptional machinery capable of recognizing and
targeting specific promoter DMA, activator-dependent coactivator
targeting [ie. TAF7 and 4 interact with 5p-1). and other enzyme
activities as histone acetylation |36,39]. The pre-initiation complex
hinds to the core promoter in a defined sequence; even in nucleosome-
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free DNA templates, RNA polymerase Il binding to TATA requires soime
general cofactors, TBP and the mediator complex [36]. The decrease of
the PKA-induced transcription, evident only at 4 h in the p767 mutant
that has the CRE-2 intact, could be due to changes in DNA conformation
altering binding of the required basal transcription factors | 36]. The CRE-
1 deleted mutant, in which a GC rich site is formed, may allow the
binding of Sp/KLF related proteins with repressor or antagonizing
activities |23,35,36.40]. ChIP assays using these mutants are required to
identify the possible factors bound {or lack of) to this region.

Basal activity was strongly diminished by altering CRE-2 or the 3'
CACCC sequence. The loss of pCREB binding is not sufficient to explain
the low basal activity of the CRE-2 deleted plasmid since mutating the
CACCC sequence without altering CRE-2 was also deleterious. Basal
activity is dependent on the various response elements present,
inchading those localized upstream (STAT, GRE half-sites, etc] [20]
and,_ the existing transcription factors artivated by comprnents nf the
incubating medium such as serum, insulin, and possibly released
growth factors [41] as epidermal growth factor that requires the
extended CRE-2 region for regulating TRH transcription [15]). Insulin
for example, stimulates Spl transcriptional activity [42]; serum
induced kinases that may influence c-Jun acrivity [34] which in turn
may interact with Sp/KPL [40.43), or growth factors through their
effects on the Ras and MAPK pathways that influence the phosphor-
ylation of CREB-related factors |[44] as well as binding of Sp-like
elements [40], in a cell specific fashion. The CACCC sequence has been
proposed to bind class-1l factors of the Sp-KLF family [23] and as
mentioned, some of their members have clear stimulatory transcrip-
tional activity while others inhibitory, as they compete for the same
sequence; the effect might thus vary upon the interaction with pCREB
or other factors [40.4345]. Our results support the requirement of
factors bound to CRE-2 and CACCC for an adequate expression of TRH
basal transcriptional activity. However, neither the AGC, ACACC
construct, nor the one without the complete extended CRE, showed
the low activity observed when only CRE-2 was deleted suggesting
interaction of different members of the Sp/KLF family able to interact
after binding to the now closer GC and CACCC sites. An important
consideration is that the CACCcc sequence found in the rat promoter is
not present in the human or mouse promoters; instead, there is a
COCCec which might still bind Sp/KLF factors, but its relevance
remains to be confirmed [22],

The forskolin response of the different mutants suggests that all
possible CRE sites of the proximal promoter may contribute to the
regulation of TRH transcriptional activity, albeit in different propor-
tions since, compared to that of the wild type, there is only 20-30%
less stimulation by deleting CRE-1, cGRE, or CACCC, In contrast to the
apparent lack of effect in modulating basal activity of the m-GC or the
A-extCRE-2, these mutants had the strongest effect on forskolin
response reducing it over 50%, similar to the triple-deleted mutant
lacking CRE-1, CRE-2 and cGRE. Altering the essential core of CRE
[CGTCA) decreased cAMP induced-activity by 50% coincident with the
critical importance of central CpG in the binding of CREB [46], and
with the reduced affinity of CREB observed for sequences differing
even by one nucleotide from the consensus (TGACGTCA) [25]. This
was further supported by the lack of cAMP response of SH-SYSY cells
co-transfected with CREB expression vector and pl805 mutant
Another potential CRE site is the AP-1 response element present in
the 3' cGRE, protected from DNase digestion by nuclear extracts of
cAMP or TPA stimulated hypothalamic cells, and where ChiP reveals
¢-Fos and c-Jun binding in cAMP-stimulated hypothalamic cells [18];
its role in basal or forskolin-induced activity was similar to that of the
CRE-1 (15-20% of wild type activities) in contrast to the requirement
of adequate GR binding [ 18,19 but and when deleted, together with
CRE-1 or CRE-2, responded similarly to the mutant lacking only CRE-1
and CRE-2 suggesting it does not play a major role on cAMP response.

Of interest was the lack of transcriptional response of C6 cells o
TPA stimulation that may activate Sp-like proteins [31] and is able to
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increase TRH mEMNA or transcription in hypothalamic cells [13]
However, the degree of stimulation is considerably lower than that of
cAMP; furthermore, no c-Fos, pCREB or Spl containing the sequence
of TRH promoter is immunoprecipitated from chromatin of TPA
stimulated cells despite being able to protect the 3' AP-1 sequence of
CGRE [18 . These results give further support to the cell-specificity of
regulatory factors since, as mentioned. the extent of the cooperative
effect of tie CRE-2 with its adjacent 5p/KFL recognition sites may vary
between different cell types likely due to differences in the proportion
of the varous members of the families of CREB/ATF, Jun/Fos or Sp/KFL
transcription factors. The relevant rote of the CRE-2 site was however
confirmed in hypothalamic cells since only plasmids lacking CRE-2 or
extended CRE-2 sequences were unable to respond to forskolin. As
with C6 cells, hypothalamic cells transfected with ACRE-2 had a very
low basal expression while the other mutants were similar to the WT
suggesting Fither the presence of nther transeriptinon factors recng-
nizing CRE-1 (p1808) in hypothalamic cells, or absence of those
responsible for decreasing expression in C6 (GC sequence formed in
ACRE-1). However, as the primary culture of fetal hypothalami
contains different nuclei able to express TRH [PVN, dorsomedial,
lateral [1.3]), it is not possible to assume that results reflect behavior
of hypophysiotropic neurons. However, since we previously demon-
strated that in response to PKA activation, Sp-1 was recruited to the
endogencus TRH gene promoter to a similar extent as pCREB and RNA
polymerase Il in primary cultures of rat fetal hypothalamus [18], the
ensemble of these results confirms the CRE-2 site as the main CRE of
the rat TRH gene proximal promoter, and reveals the importance of
the adjacent sequences to CRE-Z. CREB is phosphorylated within
minutes of neuronal activation through receptors that stimulate PKA
activity as well as by other kinases as Ras-MAPK [44]; these enzymes
also phosphorylate Sp-1 inducing its nuclear transport and trans-
activatior capabilities [40]. Sp-1 is a member of a family of related
proteins that, as the Kriippel-like proteins (15 members) recognize
CC boxes present in many genes [23], The versatility of these factors
includes for example, mutual antagonism or cooperation, or com-
bined effects. depending on the cell type or the promoter, between
5p-1 and Sp-3 or 5p-4 [42,4547|. They are important components
regulating the mechanisms of nuclear signaling elicited by several
hormanes, as they interact with many regulatory transcription factors
as well as with those of the basal transcriptional machinery
facilitating the sequential recruitment of TFl D and RMA polymerase
Il [3540,42]. A functional interplay between 5p-1 and CREB, that
depends on their phosphorylation, was first reported for the gastrin-
activatior of chromogranin A or B promoters [31,45.48]; the presence
of adjacent sequences that might recognize a cluster of transcription
factars that include Sp/KLF and CRE/ATF recognition elements is found
in many other promoters [43,49]. Sp-1 related factors may stabilize
CREB binding to non consensus sequences [ 23], as has been proposed
for bindirg of the viral protein Tax that recognizes the same elements
as Sp and interacts with CREB [50]. The co-activation of CREB and
members of 5p-1 family, produced by PKA activation increasing their
binding t» extended CRE-2, could provide the mechanism whereby
TRH mRMA levels or TRH-Luc expression increase in either hypotha-
lamic primary cultures or cell lines of neuronal or glial origin.

5. Conclusion

The present work demonstrated the important role of the ex-
tended CRE that provides a platform for a cluster of transcription
factors able to bind and affect basal and PKA-stimulated transcription
of the rat TRH gene. The Sp/KLF recognition elements flanking the CRE
site proved essential for maintaining basal and forskelin stimulated
transcription. The 5p-1 cooperativity with pCREB may influence the
response of TRH transcription to diverse enwvironmental and hormonal
signals able to activate or inhibit, in different spatio-temporal
expression patterns, Sp-related factors. For example, the human
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TRH gene transcriptional response to leptin involves cooperation
between Sp-1 and 5TAT3 |12} Given the important role of
hypophysiotropic TRH in energy homenstasis, Sp-like factors could
play a pivotal role in translating multiple signals: Sp-1 is invariably
recruited to the prometers of insulin-regulated genes, high glucose
increases nuclear translocation of Sp-1, TNFo or interleukin-6
decrease Sp- 1. and lipopolysacharides (LPS) rapidly de-phosphorylate
Sp-1 in lung cells promoting its degradation [42]. Whether the
decreaze of PVN TRH mRNA observed after LPS injection |51} is due to
the de-phosphorylation of Sp-1 remains to be verified.

Adequate experiments in homologous systems, complemented by
in vivo strategies [52], are thus required to define if the response of
hypophysiotropic TRH neurons of the PVN to neuromal stimuli,
through PKA activation, might be modified by the prevailing
hormonal status as glucocorticoids, insulin or leptin 3.5
131718 53] Furthermore, TRH expressinn in reginng of the limhir
system is also stimulated by neuronal acrivation in a regional-specific
manner dependent on the stimulus [54,55.56], the specificity may
arise on the particular effectors involved and the ratio of activated
transcription factors present.
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