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RESUMEN

La proteina E2F-1 es un factor que regula diversos genes implicados en el crecimiento y en
el control del ciclo celular por la presencia de sitios de unién para este factor en sus promotores.
Aunque atin no es muy claro el mecanismo por el cuat E2F-1 activa la transcripcion, se sabe que su
dominio transactivador es responsable y participa en el inicio de la sintesis del RNA asocidndose
con diversos factores de la maquinaria transcripeional basal. En esté trabajo se demuestra que E2F-1
se asocia con los co-activadores hTAF;31 y hTAF,80, ¥ que dicha unién favorece la activacién
transcripcional. Por medio de estos resultados se puede describir un posible mecanismo de Ia

activacion transcripcional mediada por E2F-1.
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Ciclo Celular

La divisién celular es un proceso en el cual se deben coordinar la replicacién del DNA y la
separacion de los cromosomas para asegurar que el genoma se replique por completo, y que solo
una copia sea heredada a cada célula hija correctamente. A todo este fenémeno se le conoce como
el ciclo celular en donde una serie de eventos regulados dan por resultado la proliferacién celular. EI
ciclo celular consta de una fase M (mitdtica), una fase Gl (la primera brecha), la S (sintesis del
DNA), la fase G2 (segunda brecha) y regresa a la fase M. Las fases entre dos mitosis (G1, S y G2)
son conocidos de forma colectiva como la interfase. Las células quiesentes o en reposo, suspenden
su ciclo celular después de la mitosis y poco antes de la sintesis del DNA, este estado de descanso
se nombra GO (Lodish et al., 1995).

Muchos de los eventos claves que permiten el progreso del ciclo celular son iniciados por
una familia de protein-cinasas que conservan residuos de serina/treonina en su secuencia, las
llamadas cinasas dependientes de ciclinas (CDKs), que se activan por medio de las ciclinas. Los
complejos ciclina-CDK son modulados por otras proteincinasas, fosfatasas y por 1a unitn especifica
con proteinas inhibidoras. La gran variedad de formas en que se pueden regular los complejos
ciclina-CDK, permite que el ciclo celular responda tanto a sefiales externas de crecimiento como a
internas generadas por el propio ciclo. La proliferacién incontrolada de algunas células cancerosas

se puede deber a defectos en el control de los complejos ciclina-CDK (Peters et al., 1997).

El cambio de una fase a otra en el ciclo celular esta regulada por los puntos de control que
permiten: el compromiso de otra vuelta de sintesis del DNA (Fase M a Gl), la iniciacién de la
replicacion del DNA (fase G1 a 8) y el inicio de la mitosis (fase G2 a M). Los puntos de control son
regulados por los complejos ciclina-CDK permitiendo la sucesidn del ciclo celular (Peters et al.,
1997).

Puntes de Control y de Chequeo
Entre los puntos de control la célula es capaz de responder a condiciones adversas al
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chequeo son silenciosos, pero sefiales especificas los activan deteniendo el ciclo celular, usualmente




modulado por los complejos ciclina-CDK. Los puntos de chequeo evitan fallas o dafios en el DNA,
la entrada a la mitosis con DNA sin replicar y el inicio de la anafase antes del alineamiento correcto
de los cromosomas en el huso mitético que causan muerte, aneuploidia o células mutantes. En
organismos unicelulares, estas lesiones disminuyen la capacidad reproductora del organismo, en
cambio en seres multicelulares la aneuploidia y las mutaciones pueden causar una proliferacidn
descontrolada que origine cancer. Las células utilizan tres mecanismos que aseguran la transmisidn
correcia de su informacion genélica: mecanismos de reparacion que corrigen errores espontianeos o
ambientales causados al DNA y al alineamiento de los cromosomas, los mecanismos de retraso que
detectan errores y arrestan el ciclo celular hasta completar la reparacion € inducir la muerte a células
dafiadas como una forma de prevenir una progenie mutante. El término punto de chequeo se refiere
al proceso de monitorear todos los eventos del ciclo celular como la replicacién del DNA y la
formacidn del huso, generando sefiales en respuesta a errores en estos procesos y deteniendo el ciclo
celular en un punto determinado. El términe también se aplica para otros controles que previenen la

produccion de células dafiadas, que en lugar de repararlas, las destruye (Murmray, 1994).

Regulacidn de las CDK's por ciclinas y CAK

Diferentes complejos ciclina-CDK permiten que la célula pase a través de los puntos de
control méas importantes del ciclo celular, en algunos esta mejor definido su papel que en otros. En
el caso de cdc2, es de las cinasas principales a lo largo del ciclo celular, CDK2 es necesaria para la
transicion de Gla S, y para la fase 8 propiamente. CDK4 y CDK6 estin involucradas en el punto de
restriccién, y CDK7 aparentemente tiene una doble accién, como una cinasa activadora de CDK
(CAK) y como parte del complejo TFH (factor transcripcional H). De forma concisa, podemos
aclarar que la actividad proteincinasa de todas las CDK's es controlada de la misma manera; por la
sintesis de ciclinas, por la unién con ciclinas, por la destruccién de ciclinas, por fosforilacién y por
la unidén de inhibidores (Morgan, 1995).

La actividad de las CDK's se puede regular al controlar la cantidad de ciclina con la que se
une, La mayoria de las CDK's estdn presentes de manera constante a lo largo del ciclo celular y
deben unirse a una ciclina para ser activas. A diferencia de las CDK s, la transcripcion de los genes
de las ciclinas es dependiente dei ciclo celular y de igual forma son degradadas en puntos precisos
durante et ciclo celular {Pines, 1995). Un complejo ciclina-CDK adquiere su actividad cuando una
CAK fosforila un residuo de trecnina en la region conocida como vuelta T (T ioop) que estd
conservada en las CDK's (Morgan, 1995 y Pines, 1995).




Regulacién de los complejos ciclina-CDK por fosforilacién y desfosforilacién

Los complejos ciclina-CDK son regulades de forma negativa cuando se fosforilan los
residuos en la region de union a2 ATP. En el caso de cdc2 y CDK2 los residuos son tirosina 15
(Y15), un sitio de fosforilacion conservado evolutivamente en todos los homélogos de cdc2, el otro
es treonina 14 (T14), un sitio de fosforilacién especifico en células animales (Norbury, et al,, 1991).
Aiin no se sabe con certeza si todos los complejos de ciclina-CDK son regulados por la
fosforilacidn en T14/Y15, pero sin duda alguna es importante para la regulacién de cdc? (Peters et
al., 1997). Hay indicios que muestran que después de dafio en el DNA, se fosforila Y15 para regular
a CDK4 y al complejo ciclinaE-CDK2 en el momento de iniciar la fase S (Terada, et al., 1995). La
fosfatasa Y5 ha sido identificado en levaduras como el producto del gen cdc25. En los mamiferos
hay una familia homéloga a cdc25 compuesta de al menos tres miembros, CDC23A, B y C, que
actiian en diferentes etapas del ciclo celular. Se sugiere que CDC25A actla en la transicién de G1 a
§, activando a ciclinaE-CDK2. De igual forma CDC25C activa al complejo ciclinaB-cdc2 en la
transicion de la fase G2 a M (Dunphy, 1994).

Regulacién mediada por inhibideres de CDK

En cétulas de mamifero se han descrito dos clases de proteinas que inhiben a los complejos
ciclina-CDK. El primer grupo es el de las proteinas INK4, que se unen a la forma monomérica de
CDK4 y CDKS6. El grupo INK4 se conforma de las proteinas p13, p16, pl8 y p19, de las cuales pl6
estd implicado como un importante supresor de tumores (Lundberg y Weinberg, 1999). La otra
clase de inhibidores incluye a p21, p27 y p57, que presentan una homologia significativa entre ellos
en su extremo amino-terminal., que les permite unirse a una variedad de complejos ciclina-CDK.
Estas proteinas a diferencia de las INK4 solo se une a los heterodimeros ciclina-CDK y se requiere
m4s de una molécula del inhibidor para reprimir la actividad cinasa. El hecho de que el complejo
ciclina-CDK puede mantener su actividad cinasa cuando solo tiene unida una proteina inhibidora le
confiere un segundo papel de blanco para que otras proteinas se unan al complejo (Zhang, et al.,

1994).

Regulacién por la proteolisis de las ciclinas

Un aspecto Jlamativo sobre las ciclinas es que son destruidas a lo largo del ciclo celular, lo
que consecuentemente inactiva a su CDK compaiiera y contribuye al progreso de una fase del ciclo
celular a la siguiente. La degradacién de las ciclinas involucra la protedlisis mediada por la
ubiquitina que requiere de una enzima conjugada a la ubiquitina (UBC), usualmente en complejo

con una ubiquitin-ligasa, para transferir a la ubiquitina al sustrato, las ciclinas son reconocidas por




ubiguitin-ligasa pero usualmente solo cuando estin unidas a una CDK. Una vez que la ciclina se ha
ubiquitinado, se degrada en el proteosoma 26S. Las ciclinas se pueden separar en dos tipos segiin
como se destruyan; aquellas ciclinas cuya constitucion es muy inestable y son degradadas a través
del ciclo celular {ciclinas D y E), y aquellas que solo se degradan en un punto especifico del cicle
celular (ciclinas A y B). Las ciclinas D y E son proteinas de muy poca duracion (tz~20min), por
ello sus niveles de expresién estin determinados principalmente por su tasa de transcripcidn. A
diferencia de las ciclinas D y E, las ciclinas A y B son estables a lo large de |la mayor parte de la

interfase, pero son degradadas rapidamente una vez iniciada ta mitosis {Ciechanover, 1994).

Desregulacién de los complejos ciclina-CDK en células cancerosas

En célutas cancerosas, los puntos de control y de chequeo se pueden desregular o abatir si
un regulador positivo de las CDK es sobre-expresado o si se elimina un regulador negativo, casos
de estas dos condiciones se han encontrado en tumores. Algunos tumores sobre-expresan cierto tipo
de ciclinas, especialmente a las D. En otros tipos de tumores se han perdido proteinas inhibidoras.
La regulacion del ciclo celular también es esencial para los destinos alternativos de la célula
(diferenciacién, senesencia y meiosis). A causa de que algunos reguladores del ciclo celular tienen
importancia en la diferenciacién celular, su desregulacién evidentemente-se ve involucrado en la

oncogénesis (Peters et al., 1997).

De todas las ciclinas, las de tipo D son las que actlan mis como proto-oncogenes. La
ciclina D} se ubica en el cromosoma 11q I3 y originalmente se conocia como el proto-oncogén
PRADI o BCLI. En los adenomas paratiroideos, la ciclina D1 esta sobre-expresado a causa de una
inversion cromosomal inv{11) (pl5;ql3), tal que llega a ser controlado por los elementos
regulatorios de la hormona paratiroidea localizados en el cromosoma 11p 15 (Sherr, 1993). La
sobre-expresion de la ciclina Dt resulta en una lesién proliferativa porque los tumores son benignos
v no invasivos. El locus de la ciclina D también se amplifica y es sobre-expresada en una amplia
variedad de tumores incluyendo cancer de mama, carcinoma faringeo, y carcinomas de células

escamosas (Sherr, 1993 y Peters et al,, 1997),

Una de las formas por la cual se identificd a la cictina A, fue como un sitio de integracion
del virus de hepatitis B (HBV} en un carcinoma hepatocelutar. La integracion se da en el primer
intrén del gen, generando una proteina de fusion entre ta proteina pre-S del HBV y la ciclina A,

eliminando la regién amino-terminal de la ciclina A en la cual se localiza el dominio que controla su




destruccion. Sin embargo ain no es claro si este evento es [a causa del carcinoma y tampoco si ¢l

cambio ocasiona siempre una forma no degradable de la ciclina A (Wang, et al., 1990).

Los puntos de control y de chequeo en la sucesion del ciclo celular.

En la fase G1 la célula se decide por otra vuelta de replicacion del DNA y mitosis, en lugar
de otros destinos alternativos ya sea la quiesencia o la diferenciacién que usualmente retiran a la
célula del ciclo celular, mientras que en la fase G1 el crecimiento estd acoplado a la proliferacion.
Es durante fa fase Gt que se hace la decision de iniciar el ciclo celular mitdtico, pero es en un punto
especifico en el cual muchas de las influencias externas inducen a la célula a entrar al ciclo celular,
y curiosamente, los componentes implicados en la regulacion de esta decisién son los méds cercanos
involucrados en el cancer (Lundberg y Weinberg, 1999). El momento cuando la célula se
compromete a proliferar se llama el punto de restriccidn (R). R se define como el punto en el cual
las células ya no requieren suero para continuar hacia la fase S. Se ha postulado que el punto R es
regulado por complejos ciclina-CDK, tales como ciclina D o E, que son necesarias para pasar a
través de R (Croy y Pardee, 1983). De manera alterna, si las sefiales recibidas durante este periodo
no han sido propicias para el crecimiento, la célula puede regresar y reingresar en GO, la fase
quiescente de la cual emergid anteriormente, o podria comprometerse a entrar a un estado de

diferenciacion (Lundberg y Weinberg, 1999).

Una vez que la célula decide dejar la fase G1 y entrar a S, el resto de la progresion del ciclo
celular es automdtica y muy predecible. Para asegurarse, una serie de puntos de chequeo operan por
lo restante del ciclo celular para asegurar que el programa de crecimiento y divisidn a través de la
mitosis se complete de forma adecuada. Los pasos realizados desde el principio de la fase S hasta el
final de la mitosis se encuentran rigidamente programados y proceden en un tiempo pre-arreglado,
al menos de que ocurra algin evento inesperade como una disrrupeion metabélica, dafio en el DNA
o fallas en el huso, que descontrole la rutina. Por esta razdn, se requieren de los puntos de chequec
que aseguran que la replicacion del DNA en la fase S sea completada antes que las preparaciones
para entrar a la fase M se lleven a cabo, para que, de haber daflo en el genoma se arreste el ciclo
celular hasta que el dafio sea reparado, y que avance a través de la mitosis siendo detenido hasta que
los husos se hayan ensamblade y alineado. Estos controles tienen en esencia funciones de
mantenimiento para asegurar que todo €l proceso se realice de manera eficiente y sin errores

(Lundberg ¥y Weinberg, 1999).



Inicio de sintesis del DNA

El factor transcripcional que estd implicado en la estimulacion de los genes de sintesis del
DNA mas cercanc es E2F, El sitic consenso de unién a E2F se encuentra en muchos genes tales
como el de la DNA polimerasa o, la timidina cinasa, la ribonucledtido reductasa vy la dihidrofolato
reductasa, al igual que en componentes del ciclo celular como son la ciclina A y ciclina E que son
necesarios para la fase S (Verona, et al., 1997). Para que E2F pueda unirse al sitio consenso del
promotor, debe formar un heterodimero con fa proteina DP. La actividad de E2F es regulada por
una familia supresora de tumores conformada por Retinoblastoma (pRB), pl07 y pl130 que

presentan homologia significativa entre si en una region llamada et “bolsillo” (“pocket”) (Weinberg,
1995).

Cuando las células entran en la fase G1, E2F-1 se libera de su asociacién con pRB. Esto
implica a E2F-1 en la transcripcion de genes requeridos para la sintesis del DNA_ Sin embargo,
E2F-1 por si solo no es suficiente para llevar la célula 2 la fase S. Por tanto, diferentes complejos de
E2F controlan la transcripcidn de diferentes juegos de genes, desde aquellos necesarios para
reingresar al ciclo de proliferacion hasta aquellos requeridos para la sintesis del DNA (Peters et al.,
1997).

Actividad de los complejos ciclina tipe D-CDK

La aparici6n de ciertos complejos ciclina-CDK se correlaciona con la transicion a través del
punto R, en particular, son los complejos ciclinaD-CDK4/CDKG6 y ciclinaE-CDK2. Sin embargo,
los dos tipos de ciclinas regulan diferentes aspectos de la fase G1, y es porque Ja actividad de las
ciclinas D aparece antes que la actividad de las ciclinas E, lo que muestra una relacién mis cercana
con F (Sherr, 1993).

Se conocen tres tipos de ciclina D, DI, D2 y D3, que muestran ser tejido especificas. La
mayoria de las células contienen a la ciclina D3 y alguna otra ya sea ciclina D1 o ciclina D2 pero no
a las tres. Las ciclinas D actian como indicadores de la presencia de factores de crecimiento porque
en ausencia de suero, la transcripcidn de ciclinas E se detiene y las anteriormente presentes,
desaparecen con rapidez. Las ciclinas D tienen varias propiedades que las separa del resto de las
ciclinas (ciclinas A, B1, B2 y E). Solo las ciclinas D presentan una secuencia L-X-C-X-E (leucina-
cualquier aminoécido-cisteina-cualquier aminodcido-glutamato) que les permite unirse directamente

a pRB (Dowdy et al., 1993). Las CDK4 y CDK6 solo se unen a la ciclina D, a diferencia de CDK2



que se puede unir a la ciclina D, ciclina A o ciclina E. Las CDKs 4 y 6 pueden unirse a la familia de
proteinas inhibidoras INK4 (pi5, p16, p18 y p19) (Sherr, 1993 y Peters et al , {997).

La familia INK4

Los complejos ciclinaD-CDK son regulados negativamente por la familta de inhibidores
INK4, curiosamente se ha visto que estas proteinas estin desreguladas en células cancerosas. La
proteina pl6™ " se pierde con frecuencia en células transformadas. En ocasiones p16™** se
encuentra mutada de tal forma que se vuelve incapaz de inhibir la actividad del complejo ciclinaD-
CDK (Peters et al., 1997).

No se han encontrado mutaciones tan frecuentes en los demis miembros de la familia INK4

en células trasformadas. La proteina pl 5™

® forma parte de una ruta que causa arresto celular en
respuesta al factor de crecimiento transformante B (TGFB). Una vez inducido p15™%*E, bloguea la
actividad de los complejos ciclinaD-CDK4/6, previniendo €] avance a través del punto R en Gl
medio/tardio. La ruta de TGFP estd interrumpida en una variedad de tumores, en algunos no se
expresan los receptores a TGFP, otros pueden expresar receptores mutantes y otros pueden expresar

sefiales defectivas o ausentes de las proteinas smad que sirve de intermediario entre los receptores y

los genes blanco (Lundberg y Weinberg, 1999).

El punto de chequeo G1-S

Durante la proliferacién celular, es crucial que se replique el DNA sin dafic alguno, porque
la replicacion de DNA dafiado puede originar pérdida cromosomal o rearreglo genémico. Por esta
razén la céluta cuenta con un punto de chequeo en la fase tardia G1, que se activa a causa del dafio
en el DNA. En este punto, se previene a las células de entrar a la fase S. La proteina p53 es
requerida, ya que aumenta la estabilidad genética de la célula evitando la replicacién del DNA
dafiado, esta es una de las formas en las que p53 funciona como supresor de tumores (Levine,
1997).

Un efector importante del amesto en G1 dependiente de p533 es el inhibidor de CDKs
p21¥4MCiM Al parecer p21 es un inhibidor general de casi todos los complejos ciclina-CDK, pero su
actividad es mis eficiente en algunos complejos (ciclinaD-CDK4, cilcinaE-CDK2 y ciclinaA-
CDK2), a diferencia de otros complejos en donde la inactivacion no es tan notable (ciclinaB-cdc2).
La inhibicion de 1a actividad de las CDKs mediada por p2] es muy importante en cuanto a [a

progresion del ciclo celular se refiere y se cree que la ruta principal por la cual p21 regula ¢l




crecimiento, es a través del control indirecto de la actividad de E2F (Delavaine v La Thangue,
1999). El gen de p2} tiene un sitio consenso de unién a pS3 en su promotor, se activa cuando existe
dafio en et DNA y p53 incrementa los niveles de p21 para que pueda arrestar a la célula al inhibir a
los complejos ciclinaD-CDK4 y cictinab-CDK2 principalmente. Altos niveles de p21 previenen a
los complejos ciclina-CDK de fosforitar a la proteina pRB, a cual se mantiene hipofosforilada, por
tanto se mantiene unida a E2F lo que causa el blogqueo de la transcripcidn de los genes regulados
por E2F (Black y Azizkhan-Clifford, 1999). Una mutacion en p53 le impide activar la transcripcion
de p21, esto explica porque el punto de chequeo G1-5 es deficiente en muchas células tumorales y
también explica porque hay tan poco p2l unido a los complejos cilcina-CDK en células
transformadas (Levine, 1997). En p21 se han reconocido al menos dos dominios funcionales, uno
de los cuales es responsable de la unidn e inhibicion de ciclina-CDK en el extremo amino-terminal,
el otro se encuentra por la parte media del extremo carboxi-terminal que sirve para asociarse
directamente con PCNA, la subunidad auxiliar de la DNA polimerasa 5 (Delavine y La Thangue,
1999).

Ademas de p21™*C®' hay al menos otros dos inhibidores de complejos cictina-CDK que

Kikt y p57¥"%2, |as tres se relacionan por su secuencia en el dominio de unién e inhibicién de

son p27
ciclina-CDK. Al igual que p21, p27 es capaz de arrestar a las células en Gl aunque los niveles de
p27 no aumenten por un estimulo en la transcripcién, mas bien p27 se encuentra de forma latente en
el citoplasma a través de su asociacion con un represor termolabil, que se libera por un tratamiento
con TGFB o por el contacto de célula con célula. Las células transformadas usualmente no
responden a la inhibicion de contacto y 1a razén de esto puede ser por la cantidad de p27 o la forma

en que se encuentra en estas células (Kato et al,, 1994).

El punto de control de Gl a §

La evidencia mas clara apunta a la ciclina E como el regulador primario de la iniciacion de
la fase S, por estudios realizados en Drosophila que tienen mutado el gen de la ciclina E. En estas
moscas sus células se arrestan en G1 cuando sus reservas maternas de ciclina E se agotan, solo es
posible inducir a las células a otra ronda de replicacién del DNA por medio de la expresion ectdpica
de ciclina E {(Knoblich et al., 1994).

La ciclinaE-CDK2 interactiia con E2F en la fase Gl tardia a través de la2 unidn con pl107.
Sin embargo la cantidad de E2F que se une a ciclinaE-CDK2 es pequeiia y su efecto sobre E2F ain

no es claro (Peters et al., 1997).




La fase G puede acortarse ligeramente cuando se sobre-expresa a la ciclina E, que es una
ligera evidencia corroborando que efectivamente la ciclina E puede ser determinante para la
decision de pasar de Gl a S. Sin embargo, no esta claro si la actividad de la ciclinaE-CDK2 es
regulada por Ja cantidad de ciclinz y proteinas inhibidoras o si la fosforilacion de Y15/T14 es
también un factor significante, La fosfatasa CDC25A aparenlemente es necesaria para la entrada a
la fase 5, y puede activarse al fosforilarse. Jn vitro, CDC25A es un buen substrato para la cilcinaE-
CDK2 pero si puede ser su blanco in vivo aitn no se ha confirmado. Sin embargo, hay una relacién
entre la presencia del complejo ciclinaBE-CDK2 y CDC25A en la iniciacién de Ja fase S (Dunphy,
1991).

Durante la fase S predomina el complejo ciclinaA-CDK2 mientras que el complejo
ciclinaA-cdc? aparece después en la fase G2. Esto indica que la ciclina A debe tener una
participacién importante en la replicacién del DNA cuando se asocia con CDK2 y adquiere una

funcidn diferente cuando se une con cdc2 en G2 (Girard et al., 1991).

Replicacién del DNA

La iniciacién de la replicacién del DNA es uno de los puntos del control que esta regulado
con mayor cuidado en el ciclo celular, Es muy importante que las células repliquen cada parte de su
genoma una vez por ciclo celular. Ei mecanismo por el cual una célula distingue entre DNA
replicado y no replicado ain no es muy claro, pero hay informacién que lo conecta con el estado del
origen de replicacion y con cuales complejos ciclina-CDK se encuentran presentes en ese momento

en la célula (Petets et al., 1997).

Se ha visto que los origenes de replicacion presentan unidos a ellos una estructura
multiprotéica a lo large del ciclo cetular llamado complejo para ¢l reconocimiento del crigen
{ORC). El ORC difiere entre los origenes en G1 cuando son capaces de iniciar la sintesis del DNA
paro atn no son activos, comparados con los de las fases § y G2 cuando se inicia Ia replicacién del
DNA. Esto nos habla de complejos de pre-replicacién que se arman en los origenes durante G1, que
difieren en uno o mas componentes comparado con aquellos que han iniciado la replicacién (Liang

et al., 1995).

La ruta p53-p21 proporciona up medio de arrestar células después de dafio cavsado por
rayos UV mientras se replica el DNA. Esto es porque p21 es capaz de unirse e inhibir a PCNA, que

s requerido para la sintesis de la hebra guia en la replicacion del DNA. Durante la reparacion del



DNA después de una excision, se requiere de PCNA oue no es sensible a 1a inhihirian madiada nnar
p2l, para que las células puedan reparar su DNA mientras que la replicacion se encuentra
bloqueada, esto nos podria establecer un modelo de un punto de chequeo en la fase S que involucra
ap2]l yaPCNA (Lietal, 1994).

El punto de chequeo en la fase G2

Algunos componentes de la maquinaria de la replicacién del DNA, tal como la DNA
polimerasa o y &, también se cree que ayudan a generar una sefial inhibitoria de la mitosis, que
eventuaimente desaparecera cuando el dltimo complejo de la replicacion se desensamble una vez
completada la sintesis del DNA (Navas et al,, 1995). Algunos datos muestran que se puede causar
arresto cuando se inhibe la fosforilacién de Y135 en cde2 por medio de una proteina inhibidora. Se
piensa que esta proteina inhibidora podria ser algiin miembro de la familia de p21, pero por el hecho
de que ninguna de estas es muy eficiente en inhibir a la ciclinaB-cdc2, se cree que se trata de un

inhibidor de cinasas mitdticas muy especifico ain no identificado (Peters et al., 1997}

El punto de control de la fase GZa M

La tmitosis se inicta por la activacién de una reserva de complejos ciclinaB-cde2 que se han
acumulado a lo fargo de la fase G2. Hay un namero de diferentes complejos ciclinaB-cdc2 en las
células de mamifero, estas aparentemente actilan tanto como activadores rio arriba de otras cinasas
mitdticas y como cinasas internas que fosforitan a numerosos componentes del citoesqueleto para

que sea posible reorganizar la estructura celular durante la mitosis (Peters et al., 1997).

Una de las principales formas de regular la actividad cinasa de la ciclinaB-cdc2 es a través
la fosforilacién de Ti14 ¥ Y15 de cdc2. Cuando se mutan estos sitos por residuos que no son
fosforilables 1a mitosis se desregula parcialmente cuando se introduce esta forma mutante de cdc2
en células de cultivo. Si ambos residuos se encuentran mutados la célula es incapaz de prevenir la
activacion de la cdc2 cinasa y causa que la célula entre en mitosis prematuramente (Peters et af,,
1997). La cinasa T4 se encuentra asociada a la membrana y su actividad sobre ciclinaB-cdc2 es
muy importante para su regulacién. Y15 es fosforilado por wee/! y mik/ para mantener a la ciclina-
B-cdc2 en un estado inactivo. Durante la mitosis la actividad cinasa de weel y mikl disminuye
cuando son fosforilados por diferentes protein cinasas. Al mismo tiempo que las fosfatasas T14 y
Y15, CDC25C se activa al fosforilarse, lo que causa una retroalimentacion positiva y ciclica entre |a

ciclinaB-edc2 activa y CDC25C (Dunphy, 1994).



Las células de mamifero tienen dos tipos de ciciinaB. la B1 v la B? Se cree ane niede
haber otros tipos de ciclinas tipo B en mamiferos porque en nemdtodos v en Drosophila hay
ciclinaB3, las ranas presentan cinco tipos de ciclinaB. Los diferentes tipos de complejos ciclinaB-
cde2 son activados € inactivados en el mismo punto del ciclo celular pero difieren en su localizacion
celular lo que permite saber cual es su papel en l2 mitosis. La ciclina B2 es una proteina
citoplasmica que se encuentra asociada casi en su totalidad al aparato de Goigi. Por ello la ciclina
B2 se involucra cuando se desarma el aparato de Golgi y se inhibe el transporte de membranas
durante la mitosis. La ciclina B2 se mantienc asociada con las vesiculas membranales a lo largo de
la mitosis, antes de ser degradada junto con las demas ciclinas B cuando las células inician la
anafase. En contraste, ia ciclina B esti asociada con microtibulos, pero en la mitosis s¢ transporta
hacia el nicleo antes del rompimiento de 1a envoltura nuclear. En la metafase la ciclina B1 se asocia
fuertemente al aparato mitdtico. La actividad cinasa de ciclinaB-cde2 cambia la estabilidad

dindmica de los microtubulos reorganizindolos para formar al huso mitdtico (Peters et al., 1997).

El punto de chequeo entre la metafase y la anafase

Normalmente, una vez que los cromosomas estan correctamente pareados en ¢l plano de la
metafase, la ciclina B es degrada y las células entran en Ja anafase. Cuando los cromosomas se
alinean incorrectamente en la metafase o el huso esta incompleto, se activa un punto de chequeo y
las células se mantienen en metafase hasta que se repare el error. Este punto de chequeo se logra a
través de la inhibicion de la maquinaria proteolitica responsable de la degradacidn de la ciclina B
que se encarga de unir a las crométides hermanas. La alta actividad cinasa de la ciclinaB-cdc2
conserva al huso y mantiene unidas a las crométides hermanas, y por esto la célula se queda en la
metafase. Una célula puede sentir los errores en el huso a través de la falta de tensidn en los
microtiibulos. Solo cuando todos los microtibulos estin bajo la misma tension sera cuando la célula
comience la anafase. Incluso un solo cinetocoro mal alineado puede generar una sefial positiva para
inhibir la anafase, esto puede explicar porque las células pueden arrestarse en la metafase incluso si

solo un cromosoma se retrasa al alinearse con los demas (Peters et al., 1997).

La decisién de entrar a la fase §

En las células eucariotas la decision clave para determinar si debe o no dividirse es la
decision de entrar a la fase S. En la mayoria de los casos, una vez que la célula se compromete a
entrar a la fase S, después de este punto la célula tiene que seguir su progreso a través del resto del
ciclo celular hasta que complete la mitosis. Como se menciond con anterioridad las células pueden

detener el ciclo celular solo en un punto de la fase G1, ¢l estado quiesente G0. Una vez que la célula



pasa por ¢l punto R, se dice que la célula ha pasado por el prto de no reereso porve tiene aue
concluir el ciclo celular y no Ye es posible regresar a la fase GO0. Los genes que codifican para varias
de las proteinas involucradas en la sintesis del DNA y desoxinucledtidos deben ser inducidos para
que sea posible la ransicion-de la fase G1 a la S. El factor de transcripcion E2F es requeride para la

transcripcion de algunos de estos genes (Lodish et al., 1995).

La familia E2F

E2F es un regulador transcripcional que tiene una participacién fundamental en la
proliferaciéon celular, ya que muchos de los genes identificados que responden a E2F son
componentes de la maquinaria de control del ciclo celular (ciclina E, ciclina A y cdc2) o
relacionadas con la maquinaria de sintesis del DNA (dihidrofolato reductasa, timidina cinasa y
DNA polimerasa c) (Verona et al., 1997). Estos genes presentan ia secuencia TTT(C/GYC/G)CGC
en su promotor, que permite que E2F se una al DNA (Johnson y Schneider-Broussard, 1998).

Originalmente a E2F se le conoci6 como el Factor E2 porque se identificé come un factor
celular activado por la proteina E1A y que estaba involuerado en la activacién de promotor E2 det
adenovitus {Lodish et al., 1995). En mamiferos, E2F es una familia conformada por seis miembros
(E2F-1 a E2F-6) que pueden ser divididos en tres grupos segin los dominios que presente cada una
de las proteinas E2F (Cartwright et al., 1998). Todos los miembros presentan dominies de unién al
DNA y de dimerizacion en su extremo amino-terminal, después de estos dominios le sigue una
regién conservada Ilamada la caja marcada la cual podria estar involucrada en la dimerizacion y en
la unién al DNA. En todos los miembros excepto E2F-6, hay un domino de transactivacion en el
extrema carboxi-terminal responsable de unirse a las proteinas supresoras de tumor relacionadas a
retinoblastoma (pRB, p107 y pl130). E2F-1, E2F-2 y E2F-3 difieren de E2F-4, E2F-5 y E2F-6 en
que presentan un dominio amino-terminal anterior al dominio de unién al DNA que permite su
asociacion con la ciclina A, y E2F-6 se diferencia de los demas miembros en que carece del
dominio transactivador. Los dos miembros de fa familia DP (DP1 y DP2) presentan una ligera
homologia con E2F, especialmente en los dominios de union al DNA y de dimerizacién. Por
mecanismos de empalme alternativo DP2 puede presentar una extensidn en su extremo carboxi-
terminal, pero aiin no se conoce su funcion (Black y Azizkhan-Clifford, 1999). Ambas proteinas DP
pueden unirse a cualquiera de los seis miembros de E2F para formar heterodimeros que les permite
unirse con una mayor afinidad al DNA ya que por separado la unién es muy débil y dificil de
mantener (Helin, 1998, Black y Azizkhan-Clifford, 1999). La formacién de heterodimeros DP con
E2F también resulta en una unién sinérgica para unirse con pRB. DP es una proteina regulada

durante el ciclo celular segiin su nivel de fosforilacion. Durante la fase temprana de! ciclo celular




DP se encuentra hinofosforiladn 2 medida nne nrnareca ol ricla calplar aumantn oo pival do
fosforilacién lo que causa un incremento en la unién dei heterodimero DP/E2F al DNA. El
complejo ciclinaA-CDK2 es quien se encarga de fosforilar a DP en el transcurso del ciclo celular ya
que E2F presenta su dominio de union con la ciclina A que le permite reclutarla (Lam y La
Thangue, 1994).

E2F es una proteina que se encuentra conservada evolutivamente y se encuentra en insectos
al igual que en mamifercs. En las levaduras se han encontrado factores parecidos a E2F e incluso
sitios de unién a E2F en el DNA (Black y Azizkhan-Clifford, 1999). En la planta del tabaco
también se ha caracterizado una proteina homéloga a E2F denominada NtE2F. NtE2F presenta el
dominio de unién at DNA, la caja marcada y el dominio de transactivacion muy conservados con
E2F en células de mamifero. NtE2F muestra una mayor homologia con E2F-1, E2F-2 y E2F-3 que
con los otros tres miembros aunque NtE2F carece de la region de unidn potencial a ciclinas (Sekine
et al., 1999). En Drosophila se han identificado dos miembros de la familia de E2F con diferentes
propiedades transcripcionales: mientras que uno de estos factors activa diferentes genes, el otro los
reprime {Sawado et al., 1998). En las aves al igual que otros vertebrados es posible encontrar
miembros de la familia E2F pero los estudios se han enfocado principalmente a E2F-1 (Espanet et

al., 1998).

Relacitén entre pRB y E2F

La familia de inhibidores consiste de pRB y de las proteinas relacionadas p107 y p130. Los
dominios conservados entre pRB, p107 y p130 se distribuyen a lo largo de las proteinas pero se
encuentran principalmente en la regién “pocket”, consistente en su habilidad de unirse a diferentes
proteinas entre las cuales estd E2F y EiA. Las proteinas p107 y p130 estin mas relacionadas entre
ellas que con pRB, debido a que presentan una regidn espaciadora que divide al “pocket”. La region
espaciadora de pl107 y pl130 les permite formar asociaciones estables con los complejos ciclinaA-

CDK2 y ciclinaE-CDK2 (Peters et al., 1997).

Diferentes componentes del ciclo celular median la actividad de las proteinas “pocket”. En
el caso de pRB, presenta distintos sitios de fosforilacion en residuos de serina o treonina. Las
ciclinas de clase D son las que se implican mas en la fosforilacion de pRB, sin embargo, la ciclina

A y la ciclina E también actian sobre las proteinas “pocket” (Weinberg, 1995).




La proteina pRB se puede asociar con cada miembro de la familia E2F. excepto con E2F-5
y E2F-6, mientras que p)07 se une E2F-4 exclusivamente y p130 se une tanto a E2F-4 como a E2F-
5. La formacion de complejos entre E2F y las proteinas “pocket” dependen del ciclo celular
{Takahashi et al., 2000). Durante G0 y G1 temprano las proteinas “pocket” se encueniran
hipofosforiladas y solo estas formas pueden interactuar con los miembros de la familia E2F. La
union de las proteinas “pocket™ enmascara al dominio transactivador de E2F y por tanto bloquea su
habilidad de activar la transcripcién. Inicialmente la ciclinaA-CDK4/6 fosforila a pRB ¥y
posteriormente lo hace la ciclinaE-CDK2. Dado que estas son formas hiperfosforiladas de pRB ya
no son capaces de unirse a E2F, liberandolo del complejo inhibitorio resultando en una acumulacién
de dimeros E2F/DP capaces de activar la transeripcién en la fase media y tardia de G) (Black y
Azizkhan-Clifford, 1999). La fosforilacién de las proteinas “pocket” es regulada por la actividad de
los inhibidores de CDKs, que al mismo tiempo son regulados por diferentes sefiales de crecimiento.

La induccion dependiente de p53 de p21 VAFICIF!

evita que los complejos ciclina-CDK fosforilen a
las proteinas “pocket”, las cuales se mantienen hipofosforiladas, interactuando con E2F e
inhibiendo la transcripcion de los genes regulados por E2F. Otros inhibidores de CDKs que
permiten que se mantenga la actividad de las proteinas “pocket” son las proteinas pl6™*** Y

p15™® que bloguean la accion de CDK4 y CDK6 (Lundberg y Weinberg, 1999).

El papel que tiene pRB en la regulacién de la proliferacion celular tiene una gran
importancia por el hecho de que es blanco de los productos de genes de diferentes tipos de virus
causantes de tumores. Principalmente el antigeno T grande del virus del simio 40 (SV40), el
oncogen E7 del papiloma virus humano (HPV) y la proteina inmediata temprana E1A del
adenovirus. Estas oncoproteinas interactdan con la regidn “pocket” de pRB e interrumpen su
interaccién con E2F, de esta forma se mantiene activa la transcripcion mediada por E2F (Weinberg,
1995, Black y Azizkhan-Ciifford, 1999).

Relacidén entre p53 y E2F

Mientras que la disfuncién de pRB/ciclinaD/CDK4/pl6 parece ser necesaria para la
tumorigénesis, no es suficiente. La perdida de la funcion de pRB usualmente lleva a la apoptosis
dependiente de p53 en células con genomas dafiados o mutados. Consecuentemente, mutaciones en
p53 son observadas frecuentemente en conjunto con pRB (Miller y Helin, 2000). La primera
evidencia de la cooperacion entre p53 y pRB emergio de estudios de oncoproteinas que inactivan a

ambas moléculas. La infeccién de las células con HPV es un caso en el que tanto p33 como pRB




quedan inactivadas. E6 es la oncoproteina de HPV aue inactiva a n53 v intn can B7 ama carnectra 2

pRB se sobreponen a la apoptosis e inducen a la generacion de tumores (Lam y La Thangue, 1994).

Cuando hay una sobre-expresion de E2F tal que anula la represién que ejerce pRB, de
alguna forma manda una sefial que detecta p53 para que induzea a la célula a entrar a apoptosis. El
mecanismo por el cual p53 monitorea los niveles de E2F aiin no se conoce con claridad pero se cree
que tiene que ver con la saturacidn de pRB con E2F y con la misma activacién que induce E2F
(Lam y La Thangue, 1994)}.

La principal funcion de p53 es la de actuar como un regulador negativo de la proliferacion
celuiar y de la transformacidn. p53 es un factor transcripcional con actividad de unién al DNA que
puede activar o reprimir a los promotores. Cuando se causa dafio en ¢l DNA ocasiona que los
niveles de p53 aumenten para estabilizar a a célula por medio del amresto del ciclo celular para
reparar al DNA. Cuando ¢l dafio sobre el DNA sobrepasa a [a habilidad de la célula para arreglarlo,
es entonces cuando se inicia la apoptosis (Miiller y Helin, 2000). El arresto celular mediado por p53
se da principalmente por la activacion del inhibidor de CDK’'s p21 que se une a diferentes
complejos ciclina-CDK (ciclinaD-CDK4, ciclinaE-CDK2, ciclinaA-CDK2 y ciclinaA-cde2). Una
molécula de p21 por complejo no inhibe a las CDK's, aparentemente actuando como un factor de
ensamble, mientras que dos moléculas de p21 por complgje inhiben la actividad cinasa y bloquean:
el progreso del ciclo celular. Dos de los genes regulados por p53 que pueden influenciar 1a entrada a
ia ruta apoptdtica son Bax e [GF-BP3. BCI2 sobre-expresadoe puede unirse a p53 y bloquear la
apoptosis. Bax se une a Bel2 y permite que se induzca la apoptosis. Por otro lado la proteina IGF-
BP3 bloquea la ruta de sefialamiento del factor de crecimiento parecido a la insulina, impidiendo

que se una a su receptor lo que aumenta la posibilidad de apoptosis en Ja célula (Levine, 1997).

MDM?2 se considera una oncoproteina porque puede unirse al domino transactivador de p53
y desregular su actividad transcripeional. La sobrexpresion de MDM2 conlieva a la degradacion de
p53, sin embargo p19*™ puede evitar esta degradacién al unirse al complejo MDM2/p33 ¢ incluso
mediar el arresto celular dependiente de p53 funcional. Mientras que pl9 requiere de p53 para
funcionar, p53 es independiente porque en células que carecen de pl9 conservan su punto de
chequeo mediado por p53 en respuesta a dafio en el DNA. Curiosamente p19 aparentemente modula
la actividad de p53 como parte de un punto de control en respuesta de sefiales oncogénicas
hiperproliferativas, como se da en el caso de una sobrexpresion de E2F y ocasiona que se active la

transcripcion de p19 (Miiller y Helin, 2000).




Regulacién de E2F

La actividad de E2F estA controlada por al menos seis diferentes mecanismos. Regulacién
de sintesis de E2F, degradacion por la ruta del proteosoma, fosforilacion de DP-1 por el complejo
ciclinaA-CDK2 que se asocia a la perdida de Ja actividad de unién al DNA, unién a las proteinas

“pocket” y diferente localizacion subcelular (Miilller y Helin, 2000).

De todos los miembros de la familia E2F, E2F-1 y E2F-4 son de las mas inestables porque
presenian una secuencia en su extremo carboxi-terminal que las hace blanco para la degradacion
mediada por el proteosoma. Sin embargo, la union con las proteinas “pocket” estabiliza tanto a
E2F-1 como E2F-4, alterando su vida media desde ~2hrs hasta >8hrs. Aparentemente la
estabilizacion causada por las proteinas “pocket” se debe a que cuando se unen a E2F enmascaran el
dominio de desestabilizacion. La union de E2F con MDM2 aumenta las posibilidades de que E2F
sea degradado de una forma similar como sucede con p53 (Black y Azizkhan-Clifford, 1999).

Como se mencioné anteriormente, E2F-1, E2F-2 y E2F-3 coentienen un dominio que
permite su unidn con la ciclina A, lo que permite que la CDK2 asociada a la ciclina A desregule a
E2F al fosforilar a DP-1. Esto da por resultado una inhibicién de la actividad de unién al DNA

posiblemente a causa de una desestabilizacién del heterodimero E2F/DP (Johnson y Schneider-
Broussard, 1998).

Todas las proteinas “pocket™ pueden regular la proliferacion celular a través de su habilidad
de asociarse con los factores E2F. La unién con las proteinas “pocket” inhibe la actividad
transcripcional de E2F, porque bloquea su dominio transactivador y en algunos casos convierte a
E2F en represores durante GO y Gl temprano (Johnson y Schneider-Broussard, 1998). En Gl
medio, pRB es fosforilado en primera instancia por el complejo ciclinaD-CDK4/6 y después por el
complejo cilcinaE-CDK2. Dade que estas formas hiperfosforiladas de pRB no pueden mantener su
unién con E2F; E2F se libera del complejo inhibidor, resultando en una acumulacién de E2F libre y
conlleva a la activacion de genes con sitios E2F en su promotor durante la fase G1 media-tardia. La
interaccion de pl07 y p130 con E2F es regulada de forma similar (Black y Azizkhan-Clifford,
1999). La presencia de los complejos E2F con las proteinas “pocket” varia a medidz que la célula
entra, atravieza y sale del ciclo celular. En células quiescentes la mayor parte de la actividad de
uni6n de E2F al DNA contiene a p130. Cuando las células entran al ciclo celular, el complejo p130
se pierde durante Gl media a tardia. En la transicién de la fase Gl a la S se pueden detectar

complejos pl07-E2F-4 gue a su vez pueden contener también a complejos ciclina A o E asociadas a
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unirse de manera estable al dominio espaciador de p107 (Johnson y Schneider-Broussard, 1998). La
funcién de estos complejos pl07-E2F-4-ciclinaA/E-CDK2 ain no es claro y es posible que no estén
asociados directamente a la transcripcion dado que se han encontrado en el citoplasma y se ha
propuesto que estan involucrados en la inhibicién de la actividad cinasa asociada a ciclinas (Verona
etal,, 1997).

La localizacioén subcelular de los diferentes miembros E2F esta regulada de una forma
dependiente al ciclo celular. Mientras que E2F-1, E2ZF-2 y E2F-3 son aparentemente exclusivos del
nicleo, una porcién significativa de E2F-4 y E2F-5 esta presente en el citoplasma. En GO y Gl
temprano, E2F-4 y E2F-5 se encuentran en el niicleo al igual que en el citoplasma, sin embarge, en
otras fases del ciclo celular son aparentemente exclusivos del citoplasma. Las diferencias en la
localizacién nuclear son explicadas por la presencia de una sefial de localizacién nuclear en el
extremo amino-terminal de E2F-1, E2F-2 y E2F-3 pero que se encuentra ausente en E2F-4 y E2F-5.
Se sugiere que la asociacién de E2F-4 y E2F-5 con pl07 y pl30 podria ser la causa de su
redistribucién. También se ha revelado que la mayoria de los complejos E2F-pl107 y E2F-p130 se
encuentran en el citoplasma mientras gue los complejo§ E2F-pRB son exclusivos del nacleo, lo que
indica que la localizacion subcetular de E2F también depende en parte con cual proteina “pocket” se
unié. La regulacién de E2F por medio de la localizacion subcelular ofrece un sistema
complementario dado que en el caso de E2F-1, E2F-2 y E2F-3, su interaccion con los promotores es
inhibida mediante su fosforilacién por el complejo ciclinaA-CDK2, mientras que para E2F4 y E2F-

5 su regulacién esta dada por su secuestro hacia el citoptasma (Verona et al., 1997).

Todos les procesos regulatorios de E2F antes descritos participan en el control de la
expresién de E2F dado que la transcripcion de todos los miembros de la familia E2F depende de los

sitios E2F en su promotor (Lam y La Thangue, 1994).

Actividad transcripcional de E2F

De manera general, se cree que las combinaciones especificas de los heterodimeros E2F/DP
y las proteinas pRB pueden regular diferentes juegos de genes. Varios trabajos muestran a E2F4
juega un papel prominente en la represién transcripcional de miltiples promotores durante GO y G1
temprano. Mas tarde en la fase G y en la fase S, E2F-1, E2F-2 y E2F-3 se unen a la mayoria de los
promotores involucrados en la transicion a la fase S y aqueilos necesarios para la sintesis del DNA

(Takahashi et a., 2000).
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Gnicamente en un complejo inactivo. Mds bien, los complejos E2F-pRB, E2F-p107 y E2F-pi30
pueden funcionar como represores transcripcionales activos (Johnson y Schneider-Broussard,
1998). La represién mediada por las proteinas “pocket™ se logra por al menos dos mecanismos. La
primera actividad represora de las proteinas “pocket™ se debe a que pueden interactuar fisicamente
con la desacetilasa de histonas HDAC1. La HDAC] fortalece la interaccién entre el DNA con carga
negativa y las histonas con carga positiva, de esta forma promoviendo la formacion del nucteosoma
que suprime la transcripcion (Miilier y Helin, 2000). El segundo mecanismo involucra a los factores
transcripcionales PU.] y NFkB que interactdan con pRB para bloquear la interacci6n de los factores

de transcripcién entre ellos E2F con los componentes de la magquinaria basal transcripcional (Black
y Azizkhan-Clifford, 1999).

La razdn por la cual E2F-4 funciona como represot en ciertos promotores durante GO y G1
temprano se debe principalmente a su fuerte unién al promotor durante estas fases, lo cual ocasiona
que los genes se encuentren transcripcionalmente silenciosos. Ademas durante G1 tardio y S, E2F4
ya no se encuentra unido 2 los promotores cuando se induce Ia transcripcion (Takahashi et al,,
2000). Este comportamiento de E2F-4 también se relacionan con el hecho de que E2F-4 se localiza
principalmente en el nficleo durante GO y G| temptano y que migra hacia el citoplasma en la fase §
(Verona et al., 1997). Se sugiere que durante GO y G1, E2F-4 se localiza en ¢] nicleo en donde es
capaz de unirse a los promotores y reclutar a p130. La unién de E2F-4-pi30 con los promotores

resulta en la represidn a causa de las histona-desacetilasas (Tekahashi et al., 2000).

A medida que la célula entra a G1 medio-tardio, E2F-4 rdpidamente es reemplazado por
E2F-1, E2F-2 y E2F-3. Esto se debe a que estas proteinas, particularmente E2F-1 y E2F-3 tienen un
papel fundamental en la activacién de la transcripcién de diferentes genes durante la transicion de la
fase Gl a la S. Después de hacer estas observaciones es posible establecer un modelo de ja
actividad de E2F. Cuando pRB es fosforilado por los complejos ciclina-CDK se generan las formas
libres de E2F (E2F-1, E2F-2 y E2F-3) que van a empezar a sustituir a los complejos E2F-4-p130
para poder activar la transcripcion de los genes antes reprimidos (Takahashi et al., 2000).

E2F-6 como se menciond anteriormente, difiere de los demas miembros E2F porque carece
de los dominios de transactivacion, unién a las proteinas “pocket” y unién a ciclina A. En otras
regiones comparte homologia significativa con las demds proteinas E2F principalimente en los

dominios de dimerizacién y el de unién al DNA. Sin embargo, E2F-6 aparentemente contiene un




dominic 2SETISST G e Lansuipeitn ivcaiizago en el extremo carboxi-terminal. Aunque el
mecanismo por el cual E2F-6 actia no estd bien establecido, se sabe que puede inhibir la activacion
de genes dependientes de E2F-1 a través de [a competencia por el promotor, Dado que E2F-6 carece
de los dominios que permiten la regulacién del resto de las proteinas E2F, se sugiere que deben ser

diferentes los mecanismos por los que se controlan los niveles de E2F-6 (Cartwright et al., 1998).

El dominio de transactivacién de E2F es blanco para la represién mediada por pRB. Un
andlisis detallado de la estructura y funcién de este dominio indica que pRB se une a la sccuencia
que es esencial para la funcidn activadora de E2F. Una mutacién que afecta a unién de E2F con
pRB, también ocasiona un decremento en la activacién transcripcional de E2F, El hecho de que los
residuos requeridos para la unién con la proteina de unién con la caja TATA (TBP) sean requeridos
para la activacioén transcripcional mediada por E2F-1, sugiere la relevancia de esta interaccién en el
mecanismo. Sin embargo, se sabe que TBP no es suficiente para la transeripcidn, porque en un
estudio se mostréd que cuando el dominio transactivador de E2F presentaba diferentes mutaciones
puntuales que no afectaban su unién con TBP, si tenian efecto sobre la transactivacion. Esto deja
abierta la posibilidad de que E2F puede asociarse con otras proteinas involucradas en la
transcripcion como podria ser el TFIID en general o diferentes factores asociados a TBP (TAF's)

especificos (Hagemeier et al., 1993).

Factores de transcripcion

La holoenzima Pol Il es un complejo pre-ensamblade que se compone de [a enzima RNA
polimerasa IT y de varios factores de transcripcién: TFIID, TFUA, TFIiB, TFHE, TFLF, TFIIH y
TFI1L. Entre estos, solo TFIID es capaz de unirse de forma sitio especifica al DNA y se compone de
la proteina TBP y entre ocho y diez TAF's (Lu y Levine, 1995). TBP es una proteina que reconoce
y se une a la caja TATA, que es una secuencia especifica de DNA localizada en el promotor de
muchos genes eucariotas (Chang y Jaehning, 1997) y tiene un papel importante en la transcripcion
porque TBP ayuda a que la RNA polimerasa se acomode en el lugar correcto con respecto al sitio
de inicio de sintesis deP RNA mensajero (Struhl y Mogtaderi, 1998). Los TAF’'s son proteinas
coactivadoras de la transcripcién cuyo peso molecular varia desde los 20 hasta 250 Kd y ayudan a
orientar y estabilizar a la maquinara transcripcional basal (Albright y Tjian, 2000).

Los coactivadores TAF al igual que TBP son proteinas que se encuentran conservadas
evolutivamente pern las qne presentan mayor hemeologia con los TAF s de las céiuias de mamiferos

son los TAF's de las levaduras y los de Drosophila. En las células de Drosophila fue en donde se
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histonas H3, H4 y H2B (Hahn, 1998). Posteriormente se identificé en levaduras que el yTAF,17
tenia homologia con !a histona H3, yTAF;60 con H4 y yTAF;68/62 con H2B. Finalmente se
reportd que en las células de mamifero también existen TAF's con dominios similares a las
histonas, que son hTAF;31 homélogo a H3, hTAF;80 homdlogo a H4 y hTAF;20 homdlogo a H2B
(Albright y Tjian, 2000). Los TAF's parecidos a las histonas H3-H4 forman una estructura
tetramérica muy similar a la observada en el nucleosoma. Por esta razdn se ha propuesto que la
estructura ensamblada por fos TAF's parecidos a las histonas H3 y H4 se pueden unir al TAF
similar a H2B y en conjunto formar una estructura parecida al nucleosoma dentro del factor
transcripcional TFIID (Berk, 1999).
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Interaccion de E2F y p53 con MDIM2

MDM2 es una proteina celular que inhibe la actividad de p53 at unirse a su dominio amino-
terminal y bloquear su actividad transcripcional. En condiciones normales p53 induce la
transcripcion del gen mdm2, por lo que la interaccion entre p53 y MDM2 forma un ciclo de
realimentacién negativa en el cual ambos componentes limitan la actividad del uno al otro. En
varios tipos de tumores MDM2 se encuentra amplificado, adquiriendo una capacidad oncogénica

por enmascarar por completo la activacion transcripcional de pS3 (Martin et al., 1995).

La proteina MDM2 también puede establecer un contacto funcional con E2F, al unirse con
su dominio de activacion en su extremo carboxi-terminal. Sin embargo, a diferencia de su actividad
represora sobre la actividad de p53, MDM2 estimula la capacidad de E2F para activar a otras
proteinas (Martin et al., 1995). El mecanismo por el cual MDM2 estimula la actividad de E2F ain
no es muy claro. Considerando que MDM2 tiere un domino que activa la transcripcién en las
levaduras, se especula que MDM2 actila como un co-activador para el dominio de activacion de
E2F. Sin embargo, también se cree que MDM2 pueda de alguna forma afectar las interacciones de
E2F con otras proteinas que tengan influencia con su capacidad transactivadora (Black y Azizkhan-
Clifford, 1999).

Homologia entre E2F y p53

EZF y p53 pueden interactuar uno con ¢l otro y esta interaccidn es capaz de inhibir la
funcién transactivadora de ambos factores. La inhibicién es mediada, al menos en parte, a través de
la unién dei extremo carboxi-terminal de E2F con el extremo amino-terminal de pS3 (Black y
Azizkhan-Clifford, 1999). Curiosamente, €l dominio transactivador de E2F y ef de p53 tienen un
cierto grado de conservacion (26% de identidad), que en ambos casos se sobrelapa con la regitn
necesaria para unirse con MDM2. El péptido TFSGLW (treonina, fenifalanina, serina, glicina,
leucina y triptofano) es esencial para la union con MDM?2 y est4 particularmente bien conservado en
E2F. La similitud de secuencia también se extiende a lo largo de la region de E2F y p353 necesaria
para unirse a TBP, lo que indica que ¢l parecido observado refleja la conservacion de sitios para

interactuar con otras proteinas (Martin et al., 1995).
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La proteina p53 activa la transcripcion de genes blanco al unirse & una secuencia especifica
en el DNA e interactiia con la maquinaria transcripcional de la RNA polimerasa . El dominio
amino-terminal de p53 interactia con hTAFp31 uno de los componentes del complejo basal
transcripcional TFIID. Este TAF ha sido identificado como una proteina critica requerida para la
activacion mediada por p53. Se ha demostrado que hTAF;31 interactia con el dominio
transactivador de p53. En solucién p53 y hTAF;31 se asocian e inmunoprecipitan cuando se
utilizan anticuerpos monoclonales anti-p53. Cuando se mutan los residuos 14/19 o 22/23 del
extremo amino-terminal de p53, se interrumpe la asociacién con hTAF,31 en solucién. Estas
mismas mutaciones reducen o eliminan la habilidad de p53 para actuar como un factor
transcripcional. Se sabe que estas mutaciones no afectan a p53 en cuanto a su unién con el DNA y
tampoco alteran su conformacién estructural. Cabe mencionar que las mismas mutaciones que
causan que p53 no se asocie con hTAF3], son las mismas responsables de que la proteina MDM2

no se pueda unir a p53 (Lu y Levine, 1995).

Interaccion de E2F-1 con hTAF31

Dado que E2F activa diversos gencs al unirse 2 un sitio consenso ¢n €l promotor al igual
que lo hace p53, se cree que e! mecanismo por el cual E2F recluta a la maquinaria basal
transcripcional debe ser muy parecido al de p53 dada la h()mologié que presentan ambos en su
dominio transactivador (Martin et al.,, 1995). Se asume que ¢l dominio transactivador de E2F-1
interactha con al menos uno de los factores que componen al TFIID. Resultados no publicados

obtenidos por el grupo dirigido por et Dr Weinmann, muestran que E2F-1 puede asociarse a
hTAF31.

Relacién entre hTAF3t y hTAF,80 en la transcripcién

Como se sabe TFIID es un factor de transcripcién general que se une de forma estable a la
caja TATA, sirviendo de pilar para que se una la RNA polimerasa II ensamblando asi a un compleje
de pre:nlcnacmn funcional. Se compone de TBP y de ocho a diez TAF’s (Albright y Tjian, 2000).
La actlvac:on transcripcional requiere de los factores de transcripcion y de varios coactivadores, lo
que suglere que deben haber diferentes asociaciones entre estas proteinas. Las interacciones que se
conocen hasta el momento son las TAF-TAF que son necesarias para ensamblar al TFIID y las
interacciones TAF-activador que se cree son importantes para activar la transcripcion. Se sabe gue
hTAF;80 presenta un dominio en sn extremo amino-terminal que le permite unirse o hTAF, 20 ya

hTAFy31. Estos tres TAF's forman parte del TFIID y posiblemente juegan un papel crucial en la
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transcripeion sino que es necesaria la participacidn conjunta de varios TAF's para poder activar a

genes blanco (Hisatake, 1995).

OBJETIVOS

Objetivo General
Analizar la participacion de los factores hTAF31 y hTAF,80 en la activacion

transcripcional inducida por el factor E2F-1.

Objetivos Particulares

* Estandarizar las condiciones de transfeccién para establecer la concentracién de E2F-1 que
induzca una mejor activacién sobre su promator,

s Analizar la interaccion funcional entre E2F-1 y hTAF;31.

*  Anazlizar la interacci6n funcional entre E2F-1 y hTAF,80.

» Evaluar el comportamiento conjunto de hTAF,31 y hTAF,;80 con E2F-1.
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genes blance (Hisatake, 1993).

OBJETIVOS

Objetivo General
Analizar la participacién de los factores hTAF 3] y hTAFu80 en la activacién
transcripcional inducida por el factor E2F-1.

Objetivos Particulares

+ Estandarizar las condicicnes de transfeccion para establecer la concentracién de E2F-1 que
induzca una mejor activacién sobre su promotor.

¢ Analizar la interaccion funcional entre E2F-1 y hTAF31.

*  Analizar la interaccién funcional entre E2F-1 y hTAF;80.

s  Evaluar el comportamiento conjunto de hTAFy31 y hTAF;80 con E2F-1.

24



ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Cultivo de Células Transformacion de la
C33A en medio cepa DH5a de E. coli
DMEM-F12 con diferentes plasmidos
h Y
Siembra de Purificacién del DNA
600,000 células en pldsmidico con columnas
cajas p35 de afinidad QIAGEN

Trasnsfeccion por el
método de CaPO,

h 4

Cosecha de las células
38hrs después de la
transfeccion

h 4

Ensayo de luciferasa
PROMEGA

25



MATERIAL Y METODOS

Linea Celular C334A

La linea C33A fue obtenida a partir de una biopsia de un carcinoma cervical, extraida de
una mujer caucdsica de 66 afios de edad. La linea exhibe una motfologia epitelial, presenta un
crecimiento adherente formande una monocapa. Inicialmente, las células tienen un cariotipo
hipohaploide, es decir que no todos sus cromosomas tienen su par comespondiente, y se ha
observado que después de un cierto ndmero de pasajes las células adquieren una inestabilidad
cariotipica, por 10 que se recomienda no utilizarlas después de pasajes altos (entre 90 y 100). C33A
expresa al gen Rb, pero su proteina es de tamafio anormal; la expresion de p53 es elevada pero tiene
una mutacion puntual en el codén 273 que resulta en la sustitucion de un aminoicido arginina por
una cisteina. La presencia de DNA y RNA del virus de papiloma humano (HPV) es negativa en
C33A (ATCC, 2000).

Las células C33A se crecen en cajas de cultive pl100 (100mm de didmetro, Corning) con
medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco y medio de cultivo F12 (DMEM-F12, Gibco-
BRL) ¢n una proporcién 1:1, suplementado con antibiticos {penicilina 50U/m] y estreptomicina

100pg/ml), glutamina 2mM y suero de bovino neonato al 10% (NCS, Equitec).

El pasaje de las células C33A se realiza cuando la monocapa alcanza una confluencia del
90-100%, para ello se retira el medio y se lava la monocapa dos veces con 2m] de buffer de fosfatos
salino (PBS; NaCl 137mM, KCI 3mM, Na,PO, 2mM, y KH,PO, 2mM a un pH de 7.4). Después de
los lavados con PBS, se adiciona 1ml de tripsina 1x (diluida con PBS, Gibco) y se incuba de 3 a §
min a 37°C, una vez transcurrido el tiempo, se le dan ligeros golpes a la caja de cultive para facilitar
la separacién de las células. La tripsina se neutraliza con 4ml de medio de cultivo y se pasan las
células a un tubo cénico de 15ml (Falcon) y se centrifugan a 1000rpm durante 3min. Se elimina el
sobrenadante con vacio, se le agrega a la pastilla de célutas 5Sml de PBS, se resuspende y se vuelve a
centrifugar a 1000rpm durante 3min. Nuevamente se elimina el sobrenadante, las células se
resuspenden en 5ml de DMEM-Fi2, se siembran a una proporcién 1:5 en una caja pl00 nueva con
10ml de medio de cultivo y se incuban a 37°C. Se recomienda cambiar el medio de cultivo de dos a

tres vE€CEs por sgmana.
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Plasmidos

Los plasmidos que serin utilizados son: pE2F-Luc que presenta en su promator cuatro sitios
para la unién de E2F-1 (TTTCGCGC), seguido del gen reportero de luciferasa. E| plasmido
pCMVEZF que codilica para fa proteina E2F-1. Los plasmidos pCEP4TAF31 y pCFTAF80 que
expresana hTAF,31 y a hTAF;80. Y el plasmido pG4E2F que da origen a una proteina quimérica,

donde el dominio amino-terminal es de la proteina Gal4 y el dominio carboxi-terminal es de E2F-1.

Preparacién de bacterias competentes

La cepa DHSa de la bacteria Escherichia coli es 1a que mds se utiliza para mantener a los
plasmidos. Antes de la transformacidn de las bacterias con aigin plasmido, es necesario darle a las
bacterias un tratamiento con iones de Ca™ 6 Mg"" que las haga permeables y permita la entrada del
DNA. Las bacterias se precultivan a 37°C durante la noche en medio SOB (Bacto-triptona 2%,
extracto de levadura 0.5% y NaCl 0.05% a un pH de 7.5) y en agitacion constante a 200rpm.
Posteriormente se inoculan 500ul del precultivo a 50ml de medio SOB en presencia de MgSO,
10mM, se vuelve a incubar a 37°C y en agitacion constante hasta que las bacterias alcancen una
densidad 6ptica de 0.5 a 550nm. Se transfiere el cultivo a tubos cénicos de 15ml y se refrigeran
durante 10min. Se empastillan las bacterias a 2500rpm durante 12min a 4°C y se elimina totalmente
el sobrenadante. Se resuspende la pastilla en 10ml del buffer RF! (KAc 30mM, RbCl; 100mM,
CaCl, 10mM, MnCl; 50mM y glicerol 15% a un pH de 5.8) y se incuba en hielo por |5min. Las
bacterias se vuelven a centrifugar a 2500rpm durante 12min a 4°C, se elimina el sobrenadante y la
pastilla se resuspende en 4m] del buffer RF2 (MOPS 10mM, CaCl; 75mM, RbCl; 10mM y glicerol
15% a un pH de 5.0). Se incuba en hielo por 15min, s hacen alicuotas de 200ul en tubos eppendorf
y se almacenan a -80°C (Maniatis et al., 1989).

Transformacién de bacterias competentes

Las alicuotas de las bacterias competentes se sacan de —80°C y se dejan en hielo hasta que
se descongele la suspension celular. A los 200pl de bacterias se le adicionan de 1 a 10pg del
plasmido, tratando de no agregar un volumen mayor a 20ul y se mezcla con cuidado. Se incuba en
hielo durante 20min e inmediatamente después se les da a las bacterias un choque térmico a 42°C
por 90sep. Se regresan las bacterias al hielo y se incuban por 2min. Después se adicionan 800ui de
medio SOC (medio SOB suplementado con MgSO, 10mM y glucosa 20%) y se agita suavemente.
Las bacterias se incuban a 37°C en agitacién constante durante 45min. Una vez transcurrido ¢l

tiempo se siemhran 50nl de las hacterias en una caja con agar-
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correspondiente (en el caso de los plismidos mencionados anteriormente todos presentan &l oen da

resistencia a Ampicilina) y se incuban a 37°C durante la noche (Maniatis et al., 1989).

Purificacion de los plismidos

Con un asa de siembra se pica una colonia aislada de la caja de cultivo con las bacierias
transformadas con algiun plismido, se cultiva en 5ml de medio Luria liguido con Ampicilina
100pg/ml para usarse como precultivo y se incuba a 37°C en agitacion moderada durante 12hrs. Se
toman 150ul dei precultive para sembrarlos en 100m] de medio Luria liquido con ampicilina

100pg/ml y se cultiva de 14 a 16hrs a 37°C en agitacién constante (Maniatis et al., 1989).

Una vez transcurrido el tiempo, las bacterias se empastillan 2 5000tpm por 10min a 4°C, se
elimina por completo el sobrenadante y se resuspende la pastilla en 10m) del buffer P1 (Buffer de
resuspencién; Tris-Cl 50mM, EDTA 10mM y RNasa A 100ug/ml a un pH de 8.0} sin dejar
agregados de bacteria, después se agregan 10ml del buffer P2 (Buffer de lisis; NaOH 200mM y
SDS 1%), se mezcla por inversién del tubo 4 o 6 veces con mucho cuidado y se incuba a
temperatura ambiente (TA) por Smin, el pH alcalino que tiene el buffer sirve para desnaturalizar al
DNA cromosomal de las bacterias sin que afecte al plasmido. Se neutraliza al buffer P2 con 10ml
del buffer P3 enfriado (Buffer para neutralizar; Acetato de potasio 3.0M a un pH de 5.0), se mezcla
completamente invirtiendo el wbo de 4 a 6 veces gentilmente y se incuba en hielo por 20min,
durante este proceso se renaturaliza al DNA cromosomal, debido a la alta concentracidn del acetato
de potasio el DNA se agrega formando una red insoluble, de igual forma causa la precipitacion de
los complejos proteina-SDS y del RNA de alto peso melecular degradado poer la RNasa A. De esta
forma la mayor parte de las tres macromoléculas contaminantes son co-precipitadas y facilmente
removidas cuando la muestra se centrifuga a 13000rpm durante 30min a 4°C para empastillarlas, de
ser necesario se pasa el sobrenadante a un tubo limpio y se vuelve a centrifugar a las mismas
condiciones para asegurar que se climinen todos los desechos (Birnboim y Doly, 1979, Qiagen,
1999).

La columna de intercambio de antones QIAGEN-tip 500 se equilibra con 10m} del buffer
QBT (Buffer para equilibrar; NaCl 750mM, MOPS 50mM, isopropanet 15% y Triton X-100 0.15%
a un pH de 7.0), no se debe permitir que la columna se seque. Una vez libre de deshechos el
sobrenadante con ¢l plasmido se carga en la columna y se permite que drene por gravedad. Se lava
la celumna dos veces con 30ml del buffer QC (Buffer de lavado; NaCl 1.0M, MOPS S0mM -

isopropaiiol 15% a un pH de 7.0), después se separa al plismido de la columna con 15m) del buffer
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QF (Buffer para eluir; NaCl 1.25mM, Tris-C) 50mM e isopronannd 1207 o . 1v G0 335} y se
colecta el reflujo en un tubo limpio. E1 DNA se precipita con 10.5ml de alechol isopropilico, se
mezcla completamente vy se centrifuga a 12rpm por 30min a 4°C. Se lava el DNA con 5ml de
alcohol etilico al 70% y se centrifuga a 12000rpm por 15min a 4°C. La pastilla de DNA se seca y se
resuspende en 600ui de agua bidestilada desionisada y estéril y se deja toda la noche. Se colecta ¢!
DNA en un tbo de microfuga limpio, se etiqueta y se almacena a 4°C (Qiagen, plasmid hand
book,1999).

Cuantificaciéon de DNA

Para saber a que concentracién se encuentra €l plismido que se aisld, se toman 5ul del
plasmido y se diluye en 450p] de agua bidestilada desionisada y estéril. La lectura 2 260nm permite
calcular la concentracién del acido nucléico en la muestra. Una densidad éptica de “1” comesponde
aproximadamente a 50pug/ml de DNA de doble cadena. Dado que no siempre se tiene una D.O. de
uno, se calcula la concentracién del pldsmido usando la formula:

Densidad dptica x 50 x factor de dilusidn
1000

El rango de lectura entre las lecturas a 260nm y 280nm (D.0.360/D.0.250) proporciona una

estimacion de la pureza del icido nucléico. Una preparacion pura de DNA tiene un valor
D.0.36/D.0.25 de entre 1.8 y 2.0 (Maniatis et al., 1989).

Transfeccion por el método de CaPOy

Para el ensayo se cuentan las células con una cdmara de Neubauer y se siembran 600,000
células C33A en cajas de cultivo p35 (35mm de didmetro) de 24 a 26hrs antes de la transfeccién. El
medio de cultivo de las células se debe de cambiar al menos una hora antes de que se realice |a
transfeccion, con el propésito de que el medio tenga un pH neutro que no interfiera con la
precipitacion de los cristales de CaPO,. Se hace una mezcla del DNA usando el o los pldsmidos que
se quicran transfectar, se usa DNA de esperma de salmén por dos razones; la primera de ellas es
para ajustar la concentracién de DNA para que cada ensayo tenga la misma cantidad y segundo el
DNA de esperma de salmédn sirve como acarreador para facilitar la entrada de los plismidos a la
célula. La mezcla de DNA debe llevar CaCl; a una concentracion final de 125mM vy el resto de la
solucion se lleva a 125pl usando agua bidestilada desionisada y estéril. La solucién del DNA se
agrega al HeBs 2x (NaCl 275mM, KC] 10mM, Na,HPO, 1.4mM dextrosa 10mM y Hepes S0mM a
un pH de 7.05) muy despacio, adicionands una gola por guia y en constante agitacién para asegurar

que ambas se homogenicen adecuadamente (Van Der Eb y Graham, 1980),
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El CaCl causa la formacian de nracinitadss 22 CalC, Lwa ta pnesencia ae 1ones fostatos en
el HeBs 2x. Los plismidos y el DNA acarreador co-precipitan con el CaPO,, un proceso que se
puede acrecentar incubando [a solucién por un minute a 37°C, porque los precipitados consisten de
un gran nimero de particulas muy pequefias que cubren casi por completo la superficie de células
individuales (fordan et al., 1996). Dado que el CaPQ, es toxico para las células el exceso debe de
ser eliminado, por ello de 12 a 14hrs después de la transfeccion a las células se les remueve el

medio y se le dan dos lavados con PBS y se les adiciona medio fresco.

Cosecha de las células

Las células se cosechan antes de que transcurran 40hrs post-transfeccion para lo cual se le
elimina el medio de cultivo y se lava dos veces la monocapa con PBS, se adicionan 175l del buffer
de lisis 1x (Promega) y se incuba a TA durante 15min y en agitacién constante. Ei buffer de lisis no
siempre desprende a todas las células de la caja y es necesario usar un fragmento de hule limpio
para raspar ¢l resto de la monocapa. Se toman 170pl del lisado dado que es un volurnen pequeiio,
parte del buffer de lisis se evapora y no se recuperan los 175pl exactos. El volumen se pasa a un
tubo de microfuga limpio, se agita ligeramente con vortex y se congeia en hielo seco por Smin. El
lisado se saca del hielo seco y se deja descongelar a TA, se agita ligeramente con vortex y se
centrifuga a 12000rpm durante 5min a 4°C. Se recuperan 125ut del sobrenadante y se pasan a un
tubo timpio.

Cuantificacién y normalizacién de las proteinas

Se toman Spul del extracto celular y se le agregan 45ul de agua bidestilada desionisada y
estéril, después se le agregan 450l del reactivo de Bradford 1x (azul brillante de Coomasie G-250
0.01%, etanol 4.7% y 4cido fosforico, Sigma), se mezcla bien la solucidn y se lee a 595nm. Cada
ensayo se debe normalizar para asegurar que todos tengan la misma concentracién, todas las
densidades opticas se dividen entre la densidad éptica menor (ft), el resultado se multiplica por 90
para después restarle 90 y el resultado (fx) son los pl que se tienen que agregar al extracto para que
tenga la misma concentracion que el extracto con la densidad Optica menor. La formula es la

siguiente, D.O. mayor/D.O. menor = fi x 90-90 = fx (Manialis et al,, 1989).

Ensayo de luciferasa
Los genes reporteros se usan ampliamente en la biologia celular y molecular para el estudin

de las funciones de los genes y los eventos celulares relacionados. El gen que codifica para la
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luciferasa de la luciérmaga ha probado ser altamente aficiente nara ante croeZoits 5000 la aviividau
de la enzima es extremadamente sensible, rdpida y sencillo de realizar. La luciferasa es una proteina
monomérica (6ikDa) que no requiere de procesamiento post-traduccional para su actividad
enzimatica y por ello puede funcionar como un reportere genético inmediatamente después de la
traduccion. La oxidacion de Ja luciferina es catalizada por la luciferasa que lleva a la produccién de
un fotén. Bajo condiciones convencionales de reaccién, fa oxidacién ocurre desde un intermediario
de la enzima luciferil-AMP. Sin embargo la Coenzima A (CoA) también es un sustrato de la
luciferasa. Por ello, en presencia de CoA, la oxidacién ocurre en la forma de luciferil-CoA en lugar

de luciferil- AMP con una actividad mas favorable (Wood, 1990).

El ensayo de luciferasa se realiza en una placa blanca de 96 pozos, en cada pozo donde se
va realizar una reaccidn se agregan 30pul del buffer de lisis 1x y 40pl del extracto de proteina
normalizado. Se monta la placa en un luminémetro (Labsystems), se le adicionan 50p] del reactivo
de luciferasa (uciferil-CoA, Promega} y se deja que el aparato haga las lecturas de la luminiscencia

y los valores se registran en unidades relativas de luminiscencia (RLU).
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La proteina E2F-1 es homédloga de p53 dado que su dominio transactivador presenta una
.conservacion de secuencia cercana al 26%. Esta homologia se observa en una region esencial para
que tanto p53 como E2F-1 se puedan asociar con MDM2. La similitud en la secuencia también se
extiende a las regiones de unién con TBP y pRB, sin embarge la conservacion de la secuencia no es

tan nhotoria en estas regtones (Fig. 1).

Unién a
TBP

Union a Unidén a
MDM2 RB
I 1r I

E2F-1 380 ADSLIEHVREDISG'L -- - FEFFISLSPPHEAL D% H! GLEEGH GIRDLFIXCDFGDLTPLDF 437
P53 1! TSLELPLSQ b T i5¢-! WKLL-PE DILPSP-IICMD Y L PQDVE! FI EGPSEALRVSGAPAAQ 71

L1
Unién a
MDM2
L |
Unién a
TBP

Fig. 1 Similitud de secuencia entre tos dominios de activacién de E2F-1 y p53. Los residuos homdiogos estdn marcados
en gris. Las lineas horizontales indican las regiones de E2F-| requeridas para la unién con RB, TBP y MDM2 y las
regiones de p53 necesarias para su asociacidén con MDM2 y TBP (Martin et al_, 1995).

La proteina p53 interachia con algunos factores de la maquinana transcripcional basal
conocidos como hTAFp31 y hTAF;80 para poder llevar a cabo su funcion de activador
transcripcional. Se ha demostrado que algunas de estas mteracciones involucran la region que
conserva homologia con la region transactivadora de E2F-1. Estas observaciones, permitieron
generar la hipotesis de la posible mmteraccion de E2F-1, con los mismos factores de la maquinaria

transcripcional basal que utiliza p53 para activar la transcripcion.

De esta manera, se inicié la busqueda de la posible interaccion de E2F-1 con el factor h\TAF,31.
Las proteinas E2F-1 y hTAF 31, interactban con una eficiencia comparable a aquella con la que lo
hacen E2F-1 y pRB. Aunque el heterodimero E2F-1/DP| también se asocia a hTAF31, esta unién
es aparentemente menos eficiente que la unidn con E2F-1 por si solo (Fig. 1Ay 1B
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copias del articulo). También se determiné que DPI no contribuve a la unidn ron RTAT 23 oo

cuando E2F-1 y DP1 se usaron por separado para interactuar con hTAF,31, la asociacion sélo

ocurrid en el caso de E2F-1.

La unién entre E2F-1 y hTAF,31 es mis estable que la unién entre p53 y hTAF;31, ya que
tratando los complejos E2F-1/ hTAF,31 y pS3/ hTAF;31 con diferentes concentraciones de NaCl,
el analisis por Western Blot mostré que a una concentracién de 1.0M de NaCl, E2F-1 se mantiene
unido con hTAF,31, mientras que p33 comienza a disociarse de hTAF;31 a una concentracion
0.6M de NaCl.

El factor E2F-1 activa un promotor que contiene sitios de unién para este factor
regulando al gen de la luciferasa (pldsmido pE2F-Luc). Los resultados de las transfecciones
indican la actividad del gen reportero por medio de la emisién de luz generada cuando reacciona la
luciferasa con su sustrato luciferil-CoA. Dependiendo de su actividad serd mayor o menor la
emision de luz, Dado que pE2F-Luc tiene un promotor artificial con cuatro sitios E2F, se debia
demostrar que el plismido pCMVEZ2F que expresa a la proteina E2F-1, era capaz de activar al gen
reportero cuando se une a su promotor, Ademas, era necesario conocer [a concentracién éptima de
E2F-1 que indujera la mejor activacion del plasmido con la menor variacién entre un ensayo y otro.
Para analizar la actividad de ambos elementos se transfecté 1pug del plasmido pE2F-Luc para
establecer la actividad basal del mismo. Posteriormente se adicionaron diferentes concentraciones
de E2F-1 (desde 12.5ng hasta 500ng) y se observé que 25ng de E2F-1 no solo inducia una mayor
actividad sino que ademas era constante su efecto sobre la actividad det gen reportero (Fig. 2).
Después de obtener estos resultados, las demis transfecciones se realizaron usando lIpg del
plasmide pE2F-Luc {(actividad basal) y 25ng de E2F-1 (segunda basal). En otro ensayo se utilizé at
plismido pE2FM-Luc que tiene mutados los sitios E2F en el promotor, estas mutaciones son
responsables de que E2F-1 no sea capaz de unirse al DNA y por ello tampoco pueda activar la
transcripcién (Fig. 2). Cabe mencionar que aunque la actividad basal de ambos plasmidos tanto
pE2F-Luc y pE2FM-Luc esta representado en porcentaje de activacidn, la actividad de pE2FM-Luc

en unidades relativas de luminiscencia es de 20 a 30 veces menor que la actividad de pE2F-Luc.
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E2F-Luc Ipg + + + + + + + . .
E2FM-Luclpg - - - - - - - o+
CMVE2F - 12.5ng 25ng SOng 100ng 250ng 500ng - 25ng

Fig. 2 pCMVEZF activa la transcripeidn del prometor E2F-Euc pero no al plismide E2FM-Luc. Se muestran diferentes
concentraciones de E2F-1 donde 25ng inducent la mayor aclivacion con una variacién menor entre ensayos. En otro
ensayo s¢ trensfectd al plasmido pE2FM-Luc que tiene mutados los sitics E2F, donde se observa que dichos sitios son
necesarios para la activacidn mediada por E2F-1,
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E2F-1 se une a hTAF;;31. Tomando en cuenta que hTAF,31 se asocia a p53 y que dicha
INTEraccion €s necesaria para la activacion mediada por p33, se cree que hTAF, 31 pudiera asociarse
de forma semejante con E2F-1. El siguiente resultado permitié establecer el efecto de hTAF;31
sohre la actividad transcripcional de E2F-1. Al igual que en el ensayo anterior, primero se transfectd
pE2F-Luc por si solo, después se le agregd E2F-1 y finazlmente se adicionaron diferentes
concentraciones de hTAF, 31 (desde 12.5ng hasta 100ng). Los resultados de este ensayo muestran
que 25ng de hTAF;31 causan un ligero incremento en la actividad del gen reportero. Sin embargo,

a) aumentar la concentracién de hTAF 31 la actividad disminuye gradualmente (Fig. 3).

300%
250%
200% }
150%
100% -
50% -
0%
1 2 3 4 5 5
E2F-Luc Ipg + + + + + +
CMVEZF 25ng - + + + + +
hTAF;31 - - 12.5ng 25ng 50ng 100ng

Fig. 3 hTAF,31 coopera en la activacién mediada por E2F-1. Al agregar diferentes concentraciones de hTAF,31 es
posible observar que la actividad del promotor tiene un Jigero incremento con 25ng de hTAF,31; sin embargo este
fenémeno no es dosis-dependiente porque al aumentar la concentracion de hTAF3 | la actividad del promotor regresaa la

activacion inducida Gnicamente por E2F-1.

E2F-1 se asocia con hTAFy80. Siendo TAF80 una proteina que también presenta
homologia con las histonas al igual que hTAF,31, se decidié probar la pesible interaccidn con
hTAF;80 y determinar el efecto que tiene esta asociacion sobre la actividad de E2F-1. E] ensayo se
realizé igual que con hTAF31 y los resultados mostraron que hTAF;,80 interactia con E2F-] de
forma similar que hTAF,31 porque 25ng de hTAF;;80 también causan un ligero incremento en la
actividad y cuando se aumenta su concentracidn, la actividad disminuye hasta alcanzar la actividad

que induce solo E2F-1 sobre el gen reportero (Fig. 4). Después de obtener estos resultados se
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decidit usar también 25ng de hTAF;31 6 25ng de hTAFuRD carandn an ol aneasr o2 2gil e uia

concentracién constante de uno o del otro.

s I

200%
| 150%
‘ 100%
50%
0% f
1 2 3 4 5 6
L —_ . .=
E2F-Luc lpg + + + + + +
CMVE2F 25ng - + + + + +
hTAF80 - - 12.5ng 25ng 50ng 100ng

Fig.4 hTAF 80 también coopera con E2F-1 ¢n la activacién transcripcional del promotor. De igual forma que hTAF, 31,
25ng de hTAF B0 aumentan ligeramente la transcripeién del gen reportero mediado por E2F-1.

El extremo carboxi-terminal de E2F-1 es responsable de 1a union con hTAF,31. Al
transfectar E2F-1 y hTAF31 junto con pG4E2F, el cual expresa una proteina quimérica que consta
del extremo amino-terminal de Gal 4 y del extremo carboxi-terminal de E2F-1, se observd gue el
extremo carboxi-terminal de E2F es la regién involucrada en la interaccion con TAF31. Aunque
GA4EZF puede asociarse con los factores de transcripeion por presentar el extremo carboxilo de E2F-
1, no es capaz de unirse al DNA y tampoco le es posible activar la transcripcién. Por esta razén
G4E2F compite con E2F-1 por hTAF,31. El resultado de este ensayo muestra que hTAF;31 se une
al extremo carboxi-terminal de E2F-1 porque al aumentar la concentracion de G4E2F tiende a
suprimir la activacion inducida por la cooperacion de E2F-1 y hTAF,31 (Fig. 5). hTAF;80 también
interactiia con el extremo carboxilo de E2F-1, porque al realizar un ensayo similar al anterior pero
sustituyendo a hTAF,31 por hTAF;80 también se observd que G4E2F compite con E2F-1 por
hTAF 80 de forma similar a como sucede con hTAF,31. Otra aportacion que nos brinda este
resultado es que G4E2F secuestra a hTAF,80 por completo desde el primer momento que se
introduce a] sistema. La rapidez con la que actia G4E2F indica que la afinidad que tiene E2F-1 por

hTAFy;80 es menor que la que presenta por hTAF,31 dado que en el ensayo anterior se requiere de



una mayor concentracién de G4E2F en el sistema nara nue —onds oo

hTAF31 (Fig. 5).

Cuvohar pul COMPICIO a

400%
350%

250%
200%
150%
100%

0%

L

E2F-Luc lpg + + + + +
CMVEZF 25ng - + + + +
hTAF,31 25ng - - + + +
G4E2F - - - 50ng 100ng

+
+
250ng

450%
400%

300%
250% -
200%
150%
100%

50%

E2F-Luc lug + + + + +
CMVEZF 25ng ) + + + +
hTAF,;80 25ng . - + + +
G4E2F - - - 50ng 100ng

+

+

250ng

Fig. 5 El extremo carboxi-terminal de E2F-1 es responsable de la asociacion con hTAF,;31 y con hTAF80. G4E2F

compite con E2F-1 por los TAF's. En la gréfica superior se observa que G4E2F secue

stra @ hTAF 31, por lo que Ia

actividad de] promotor tiende a reducirse. En la grifica inferior es pesible apreciar que no es necesario utilizar alias

concentraciones de G4E2F para secuestrar a hTAF;80, lo que sugiere que la afinidad de

que por WTAF, 31,

E2F-1 por hTAF, 80 ¢s menor
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hTAFu31 y hTAF;80 participan en conjunte durante la activacién transcripcional
mediada por E2F-1. Manteniendo constante la concentracién de uno de los TAF's y variando la
concentracion del otro, pudo observarse la participacin conjunta de ambos factores en la
regulacion mediada por E2F. En el primer ensayo se transfectaron 25ng de hTAF,80 y se
adicionaron concentraciones crecientes de hTAF;31 {desde 12.5ng hasta 250ng). Lo interesante de
este resultado fue que [a actividad del gen reportero aumentd de forma dependiente a la
concentracién de hTAF,31 lo que nos indica una cooperacion de ambos TAF's en la actividad de
E2F-1 (Fig. 6).

E2F-Luc Ipg + + + + + + + T
CMVE2F 25ng - + + + + + + +
hTAF;80 25ng - - + + + + + +
hTAF);31 - - - 12.5ng 25ng  SOng 100ng 250ng

Fig. 6 hTAF,31 y hTAF,80 participan en la activacién transcripcional del promotor mediada por E2F-1, hTAF,80
incrementa ligeramente la actividad del gen reportero, at agregar a hTAF) 31 al sistema la actividad de} promotor aumenta
de forma dependiente a Ja concentracion de hTAFy31. Esto indica que se requicren ambos TAF's en ¢l mecanisme de

activacion transcripcional mediado por E2F-1.
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En bajas concentraciones hTAF;;80 participa en la activacidn transcripcional mediada
por E2F-1 junto cor hTAF;31; en concentraciones mayores hTAF;,80 compite con E2F-1 por
hTAF31. Este ensayo se hizo de forma inversa al anterior, h\TAF;31 se mantuvo constante y las
concentraciones de hTAF;80 se manejo a concentraciones crecientes. Inicialmente se esperaba un
efecto de activacién similar al anterior dado que hTAF,3t y hTAF;;80 por separado se comportan
de forma muy parecida cuando actban junto con E2F-1. Sin embargo, cuando se variaron las
concentraciones de hTAF;80 se presentd un efecto de incremento hasta una concentracién dada,
después de la cual la actividad decae hasta llegar a la segunda basal (Fig. 7). Este comportamiento
abservado sugiere que hTAF;80 puede estar compitiendo con E2F-1 por h'TAF;;31 o tal vez después

de cierta concentracion, hTAF80 este saturando e] sistema y por eso disminuye lz actividad.

E2F-Luc 1ug + + + + + + + +
CMVEZF 25ng - + + + + + + +
hTAFu31 25ng - - + + + + + +
hTAFL30 - - - 12.5ng 25ng  30mg_ 100ng  250ng

Fig. 7 Un cxceso de hTAF 80 compite con E2F-1 por hTAF;31. La actividad de hTAFy80 tienc un comportamiento
activador hasta cierta concentracién, en esta figura se muestra que 50ng de hTAF;;80 inducen una mayor actividad a la
que provoca hTAF,31. Al aumeniar la concentracién de hTAF,80 la actividad de! promotor sz reduce debido a este

aumento lo cual sugiere que altas concentraciones de hTAF; 30 secuestren a hTAF, 3| del sistema.
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El extremo carboxi-terminal de E2F-1 se asocia al heterndimavs foooc oo
hFAF,31 y hTAF,80. En este experimento se usaron concentraciones fijas de ambos TAF's
{concentraciones cercanas al punto maximo de activacién) para inducir la activacion del promotor,
para después agregar diferentes concentraciones del competidor G4E2F (250ng, 500ng y 1ug). Los
resultados mostraron que al igual que en los ensayos de competencia anteriores, G4E2F compite

con E2F-1 por el heterodimero hTAF, 31/ hTAF,80 (Fig. 8).

700%
| 600%

400% -
300%
200%
100% -

E2F-Luc Ipg + + + + + +
CMVE2F 25ng - + + + + +
hTAF,80 25ng - - + + + +
hTAF;31 500ng - - + + +
G4E2F - - - 250ng 500ng lpg

Fig. 8 El extremo carboxi-terminal de E2F-1 esta involucrado en la unién con el heterodimero hTAF, 31/ hTAF,80. En el
momento en que sc agrega al plasmide G4E2F, la actividad del gen reporiero diminuye, cvando se duplica la
conceniracitn de G4E2F, la actividad vuelve a cacr hasta egar al nivel de activacion inducido (inicamente por E2F-1. Se
ebserva que al volver a duplicar la concentracién de G4EZF la actividad del gen reportero se mantiene, lo que puede
significar que al transfectar a hTAFy31 y hTAF80 se estd generando un factor transcripeional capaz de iniciar la sintesis
de RNA.
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La activacién del plaismido pE2F-Luc se debe a la interaccién de E2F-1 con hTAF,31
¥ h 1 AFy3U. Para poder corroborar que la activacion de E2F-Luc por E2F se debe a la interaccion
con los TAF's, se realizdé un ensayo de transfeccion usando los parametros en los cuales se obtenia
un efecto de activacibn pero sustituyendo a pE2F-Luc por pEZFM~i_uc. Dado que E2F-1 no se
puede unir al promotor de este plasmido, trae como consecuencia que no se exprese el gen de la
luciferasa. Los resnltados de este ensayo nos muestran que efectivamente E2F-1 y los TAF's son
necesarios para la actividad de la luciferasa dado que los valores estin por debajo de la actividad

basal (Fig. 9).

E2FM-Luc lpg + + + + + +
CMVEZF 25ng - + + + o+ +
hTAFu80 25ng - - + + + +
hTAFu3I - - - 12.5ng 25ng 50ng

Fig. 9 La presencia del sitio E2F-1 ¢s necesaria para la activacion mediada por E2F y los TAF's. Este experimento sirve
de control para mostrar que los resultados de los ensayos anteriores son dependicntes de la presencia de sitios E2F-1 y de
su asociacién con los TAF's. En esta figura se observa que ain cuando estdn presentes todos 1os elementos necesarios
para la activacién del promotor, st E2F-1 no puede acarrear a los TAF's hacia el DNA y mantenerlos ahi no se iniciard la

sintesis del RNA.
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DISCUSION

Existe una variedad de genes celulares que poseen en sus promotores sitios de unién para el
factor E2F-1, como son los genes de las ciclinas A y E, el de la cdc2, el de B-myb, el de [a
dihidrofolato reductasa, el de la timidina cinasa, el de l]a DNA polimerasa @, e incluso ¢l propio
E2F-1 (Verona et al,, 1997). Sin embargo, todos estos promotores ademas de poseer sitios de union
a E2F, contienen también secuencias para la union de muchos otros factores reguladores de la
transcripcion (Lu y Levine, 1995 y Takahashi et al., 2000). Cuando se desea disectar ¢l mecanismo
de regulacion de un factor transcripcional, si se utiliza un promotor complejo, existe una elevada
probabilidad de que el efecto de todos estos factores pueda enmascarar la actividad de regulacion de
nuestro factor de interés (E2F-1, en nuestro caso). Por esta razén para €l presente trabajo se decidié
utilizar un promotor en el que de manera artificial se insertaron cuatro sitios de unién para el factor
E2F-1 (TTTCGCGC), con la certeza de que el tnico regulador transcripcional que actuara sobre la
construccion E2F-Luc sera E2F-1 (Helin et al., 1993). Por otra parte, también se uso el plismido
pPE2FM-Luc como control para asegurar que la activacién del gen reportero se debia a la unién de
E2F al promotor. El plasimido pE2FM-Luc tiene mutados los sitios E2F en donde se sustituyen dos
nucledtidos (TTCGGCGC). Este cambio de bases provoca que E2F-1 no reconozea este sitio en el
promotor y por tanto no sucede la activacion transcripcional del misme (Helin et al, 1993).

La actividad basal del promotor se obtiene introduciendo inicamente al plasmido pE2F-Luc
a la célula. Se sabe que el plasmido se esta transcribiendo y traduciendo porque es posible medir 1a
actividad del gen reportero. Esta actividad se debe a que existen niveles endogenos de E2F-1, y que
el factor reconoce los sities E2F en el promotor, y una vez unido el factor recluta a la maquinaria
basal transcripcional de la célula para inictar la sintesis del RNA (Fig. 10).

E! término segunda basal se aplica cuando se adiciona al sisterna un plasmido que posee el
c<DNA para el factor E2F-1, permitiendo asi la expresién de E2F-1. De esta forma, la actividad
transcripcional del plasmido pE2F-Luc serd regulada por los niveles endégenos (expresado
normalmente por la célula) y del E2F-1 exdgeno (aportados por el plasmido de expresion de E2F),
razon por la cual la actividad del promotor se verd incrementada (Fig. 11). La activacién del
promotor no tiene un comportamiento dependiente de la cantidad del plismmdo de expresion de
E2F-1 que se transfecta. Ya que en la célula muchos de los genes con sitios E2F en sus promotores
son reguladores del crecimiento y del ciclo celular ¥ un exceso de EZF-1 puede desregular estos

Prosesss y & su vez activar mecainisimos allemmailivos para impedir que se ocasionen dafios
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irreparables en la célula (Black y Azizkhan-Clifford, 1999). Se sabe también que un exceso de E2F-

! oo unt ool Wiinia un la voiula Yue Gispard ta 9POLOSIS Gepenalente de pdJ3 (verona, et al., 1997).

TITICGCGC  TATA

>

|

I‘X

L

TATA

-

IX

—

TATA

-

Fig. 10 Actividad basal del promotor. Aqui se esquernatiza la forma en que las concentraciones enddgenas de E2F-1 se

unen para activar al promotor E2F-Luc.

TITTCGCGC TATA
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Fig. 11 Segunda Basal. La actividad del gen reportero aumenta al introducir E2F-1 exégeno alacélula que también activa

al promaotor.

Varias lineas de evidencias demuestran que hTAF;31

interactua con el dominio

transactivador de p53 (Lu y Levine, 1995). Similitudes presentes en la region transactivadora de

E2F-1 permitieron predecir ia posibie asociacion entre WIAFy3l y E2F-1.

Ensayos in vitro
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brindaron evidencias suficientes sobre la interaccion fisica entre E2F-1 y hTAF;31, mostrando
SdKamas yus v LIPielo es estable aun en presencia de altas concentraciones de NaCl (Garrido,
et al,, articulo en preparacion). Los experimentos realizados en este trabajo prueban que E2F-1 y
hTAF,31 forman un complejo funcional que induce en cl promotor una actividad transcripcional

superior a fa inducida Unicamente por E2F-1 (Fig, 12).

La proteina hTAF80 contiene una region homdloga con la histona H4 asi como hTAFu3i
tiene un dominio conservado de la histona H3, estas secuencias de tipo histona permiten que
hTAFu31 y hTAF80 formen heterodimeros (Hisatake, et al_, 1995). A causa de esta relacion entre
ambos TAF’s se decidid analizar también la manera en que hTAFp80 podria participar en la
activacion transcripcional mediada por E2F-1. E2F-1 se asocia con hTAF;80 de manera similar
como sucede con hTAF331, ya que el complejo E2F-1/hTAF80 (formado por la co-transfeccion de
ambos plasmidos de expresion), aumenta de forma notable la actividad del gen reportero (Fig. 12).

La interaccién de hTAFg31 con p53 se atribuye a los residuos TFSGLW en el dominic
transactivador (Lu y Levine, 1995), y se ha mostrado que este péptido también es responsable de la
asociacion de p53 con MDM2 (Martin, et al., 1995). La ‘secuencia TFSGLW en p53 tiene una
participacion muy importante en su union a MDM2 y hTAF;31, porque cuando son mutados los
aminoacidos T y F se pierde por completo la afinidad de p53 por MDM2 y h'TAFy31. En el dominio
transactivador de E2F-1 la secuencia con mayor similitud con p53 es ¢l péptido DFSGLL que
también esta involucrado en ia umon de E2F-1con MDM2 (Martin, et al,, 1995). A pesar de que no
existen reportes de que ¢l péptido DFSGLL esté involucrado en la asociacién de E2F-1 con alguno
de los TAF's, se sabe que el dominio transactivador de E2F-] es indispensable para su actividad
transcripcional, porque cuande se elimina o se bloquea este dominio, la habilidad de E2F-1 para
activar la transcripcién se suprime por completo (Hagemeier, et al., 1993). El plasmido G4E2F
codifica para el dominio carboxi-terminal (transactivador) de E2F-1 y el dominto de unién al DNA
del factor transcripcional Gald. Este plasmido al expresarse, permite que su producto fincione como
un competidor en los ensayos de transfeccién, Estos ensayos muestran que hTAF;31 al igual que
hTAFu80 se asocian al extremo carboxi-terminal de E2F-1 y es posible que ses el dominio

transactivador de E2F-1 la region relacionada con esta interaccidn (Fig. 13).
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TTFFOGOGE TATA |

TITICGCGC TATA |

]

Fig. 12 Cooperacion del hTAF,;31 y HTAF,80 en la activacién transcripcional. Se cree que cuando hTAF,31 y hTAF,80

son co-transtectados forman un complejo que sustituye a TFID y ocastona un aumento en ta actividad del promotor.

TTTTCGOG  TATA I

TTTTOGO(H.  TATA

Fig. 13 hTAF;3} y hTAF;80 se unen al extremo carboxilo de E2F-1. La proteina quimérica Gal4E2F-1 compite con E2F-
1 por hTAFy31 y hTAF,80 dado que no presenta el dominio de unién al DNA sectiestra a los TAF's y no activa la
transcripei6n,
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Ei factor de transcripcién TFID esta formado per la proteina TBP y entre ocho v diez
taciores asociados (I'AF’s). Se ha mostrado también que las mteracciones TAF-TAF son
importantes para poder ensamblar al factor TFIID (Albright y Tiian, 2000). Varios estudios sobre
hTAFg80, han indicado que presenta al menos tres dommios que le permiten interactuar con TBP y
diferentes TAF's. El extremo amino-terminal de hTAFp80 esta involucrado en la unién con la
region amino-terminal tanto de hTAF;31 como de hTAF,20. Es importante mencionar la relacion
de secuencia que existe entre el dominio amino-terminal de hTAF,80 ylla region globular de la
histona H4, el extremo amino de hTAF31 v la region globular de la histona H3, y entre ¢l dominio
amino-terminal de hTAF20 y la region globular de la histona H2B, ya que se cree que la
aseciacién entre hTAFg80, hTAFg31 y hTAF;20 forma una estructura similar al complejo que
ensamblan las histonas (cotnplejo “histone-like™) a través de interacciones paralelas a aquellas
observadas en ¢! nucleosoma (Hisatake et al., 1995). Esta interaccién fue uno de los antecedentes
mas directos que nos llevaron a decidir usar a hTAF)31 y hTAF80 junto con E2F-1, para analizar

su actividad sobre ¢l promotor.

La relacion tan cercana que se presenta entre hTAF30 y hTAFp31 puede ser [a causa de
que ambos TAF's participen en la activacion transcripcional mediada por E2F-1. Particularmente,
cuando se mantiene comstante la concentracion de hTAF 80 y se incrementan los niveles de
hTAF31, la actividad del promotor aumenta con respecto a la concentracion de hTAFg31 hasta un
punto donde la actividad se mantiene constante aunque se introduzcan cantidades mayores de
hTAF;;31 al sistema. La razon de que a mayor concentracién de hTAFn31 sea mayor la actividad
del promotor, se puede deber a la fuerte afinidad que tiene hTAFp31 por E2F-1, es posible que de
alguna manera hTAF;31 participe como proteina niciadora del complejo transcripcional y con la
ayuda de hTAF,80 una vez asociados a E2F-1 sean capaces de acarmrear otros factores de la
maquinana basal transcripcional hacia el promotor favoreciendo el inicito de la sintesis del RNA

(Fig. 14).

Durante la sintesis del RNA se ha visto que la union de hTAFs31 con E2F-1 no es
suficiente para inducir la transcripcion del promotor porque requiere de la intervencion de hTAF30
para la activacion transcripcional. Sin embargo, como lo reportan los resultados, cuando se tiene un
exceso de hTAF;80 en el sistema la actividad del promotor disminuye considerablemente. Este
comportamiento indica que el exceso de hTAF80 interfiere de alguna forma en la transcripcion. Es
posible que hTAF,80 esté secuestrando 2 hTAF; 31 impidiendo que se asocie con E2F-] a causa de

una mayor afiidad pu UTAFIS 1, gue ia que tiene hTAFy31 por E2F-1. Otra explicacion para este
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comportamiento puede ser que hTAF80 esté bloqueando al promotor impidiendo la union

manuinaria boool SRnsillpciial v el promotor (1g. 15).

de la

Fig. 14 hTAF, 31 presenta una participacion importante en la activacién transcnipeional, Los resultades del trabajo

stgieren que hTAFg31 promueve la formacidn de un complejo transeripcienal activo que requiere de hTAF;80 para darle

estabilidad,

TTTTCGOGN

[ TIITOGOGE TATA

Fig. 15 En exceso hTAF,30 reprime la tramscripcién. Se creé que hTAF;80 liene dos mecanismos para inhibir la

transcripeién; el primero planten que el incremento de hTAF;80 satura el sistema impidiende que se unan los factores de

transcripeién al DMA, y el segundo sugiere que hFAF,80 secuestra a hTAFy31al competir con E2F-1,
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La transcripcion de un promotor por medio de la RNA polimerasa Il requiere del ensamble
4 TSTwee loviuvies de Bmiciacion para formar al complejo de preiniciacion que se compone de los
factores generales de transcripcion (GTF) TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFHF, TFIIH y la RNA
polimerasa II (la asociacion entre los GTF y la RNA polimerasa 1l se conoce como la holoenzima
Pol I1). Experimentos in vitro han demostrado que la formacion del complejo de pre-iniciacion se
logra a través de una serie de pasos sucesivos; sin embargo, otros ensayos comciden en que el
rechitamiento de 1z holoenzima Pol Il int vive se realiza a partir de un solo paso (Coulombe, 1999).
Se pensaba que la formacién de este complejo tenia como pilar a la protgina de unidn secuencia-
especifica TBP exclusivamente. En la actualidad, se ha aislado y caracterizado un complejo
multiprotéico que carece de TBP o un factor similar a TBP, pero se compuesto por varios TAFs y
otras proteinas, Este complejo puede sustituir a TFIID en promotores que contienen a la caja TATA
y a aquellos que carecen de la caja TATA. Este nuevo complejo se ha nombrado complejo
contenedor de TAF's g libre de TBP (TFTC) y los TAF's mas importantes que lo componen son
hTAF20, hTAFR30, hTAF31, hTAFS5, hTAF,80, hTAFy100 y hTAF,135 (Wieczorek, et al,,
1998). Cuando G4E2F secuestra al complejo formado por hTAFR31 y hTAF80 la actividad del
promotor se ve afectada disminuyendo, pero este decremento no iguala a la actividad basal, sino que
se mantiene cercana al nivel de activacion inducido por E2F-1. Es posible que hTAFy31 y hTAF,80
estén ensamblando un complejo independiente a TFIID que no tenga una afinidad tan fuerte con el
promotor como TFIID, posiblements porque el competidor al solo suprimir la actividad
incrementada por la cooperacion de hTAF,31 y hTAF,80 no secuestra a la maquinara basal
transcripcional de la célula que utiliza E2F-1 cuando actita por si solo.

El primer modelo de la sintesis del RNA planteaba que la holoenzima Pol II se unia sobre ¢l
promotor linearizado para iniciar la transcripcion, hasta que surgio un problema en el modelo. La
longitud del promotor va generalmente desde la base —60 hasta la +40 (30nm aproximadamente), y
que la Pol Il se acerca al promotor en diferentes regiones entre los nuclectidos —40 y +13. Esta
regién mide alrededor de 18nm de DNA y es mas largo que la holoenzima (14nm). También se
detect6 al factor TFLIF a lo largo del trayecto —56 a +34 del promotor (30nm). La anica razén por la
cual se podia explicar esto era si ¢l promotor envolviera al complejo de pre-iniciacion. Por medio de
microscopia electronica, se corroboraron estas hipétesis ya que las imagenes mostraron al DNA
envolviendo al complejo, concluyendo que se requiere de 120 bases para poder envolver por

completo a Ia holoenzima Pol II (Coulombe, 1999).
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Algunos experimentos han revelado que el DNA del promotor se envuelve alradadar An
fozior TIiD funmango una estructura muy similar al complejo que ensambla la holoenzima con ¢l
promotor. Ambas estructuras envueltas ocupan la misma region dentro del promotor, lo cuzl sugiere
que ambos complejos no pueden co-existir. Se estipula que el promotor envuelve primero al factor
TFIID y posteriormente lo sustituye por la holoenzima Pol II (Oelgeschiager, et al, 1996 y

Coulombe, 1999},

Analizando estas observaciones y los resultados obtenidos en este trabajo es posible

plantear un modelo donde se explique el fenémeno antes mencionado:

Durante la fase tardia Gl, el complejo ciclinaD-CDK4/6 iicia la fosforilacién de la
proteina RB, subsecuentemente el complejo ciclinaE-CDK2 hiperfosforila a RB lo que causa la
liberacion de [a proteina transactivadora E2F-1. E2F-1 libre se asocia con la proteina DP, formando
un heterodimero que tiene mayor afinidad por los sitios E2F en los promotores celulares. Una vez
unido el heterodimero al promotor, E2F-1 recluta al factor TFIID debido a la afinidad que presenta
por hTAF31 y hTAF80 y TFIID a su vez se une a la caja TATA del promator por medio de TBP.
De forma alternativa, E2F-1 podria rechitar al complejo TFTC en lugar de TFIID dado que
hTAFy31 y hTAF 80 también forman parte de esta estructura. E2F-1 pueds ocasionar el
doblamiento del DNA, aunque no se ha probado se cree que el dominio de la caja marcada es
responsable de que el promotor envuelva a TFIID o a TFTC. Una vez envueltos los complejos
formando una estructura semejante a la del nucleosoma, se comienza el acarreo de la holoenzima
Pol 1 por medio de interacciones proteina-proteina. Dado que el factor TFID y ¢l complejo de pre-
iniciacién no pueden ocupar el mismo espacio dentro del promotor, se ha .propuesto un modelo en
donde se reemplaza a los TAF's por los factores generales de la transcripcion junto con ia RNA
polimerasa H. De manera que cuando queda envucha la holoenzima Pol II, es posible iniciar la
sintesis del RNA.

Otros factores que pueden estar interviniendo en la activacion transcripcional mediada por
E2F-1 son p300 y CBP. CBP y p300, las cuales son proteinas co-activadoras transcripcionales muy
retacionadas entre si, que pueden estimular !a actividad de diferentes factores de transcripcion.
Tanto CBP como p300 se unen a E2F-1 a través de un sitio en ¢l dominio transactivador de E2F-1.
Experimentos de co-expresion han revelado que CBP y p300 pueden aumentar la actividad
transcripeional de E2F-1. Tanto CBP como p300 tienen una funcién de histona acetilasa y ademas

pueden reclutar a la histona acetitasa P/CAF. La unicn de TBP y p300 con E2F-1 y su habilidad de
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acarrear proteinas con actividad histona-acetilasa, representa un importante mecanismo para
contrarestar la represidn transcripcional ocasionada por la interaccion E2F/RB que recluta histona-
desacetilasas (Trouche, et al., 1996 y Lee, et al., 1998).



CONCLUSION

Los resultados de este trabajo demuestran que el factor transcripcional E2F-1 interactua con
los co-activadores hTAFp31 y hTAF;80, v que el extremo carboxi-terminal (dominio de activacion

transcripcional) de E2F-1 es la region responsable de dicha asociacion.

También se muestra que la union de E2F-1 con hTAF31 y hTAF80 es una interaccion

funcional, ya que la asociacion de hTAF31 con hTAF,80 coopera en la activacién transcripcional
mediada por E2F-1.

Los diferentes comportamientos que causan hTAFp31 y hTAF80 cuando cooperan con

E2F-} en la activacion transcripcional, permiten especular que E2F-1 presenta mayor afinidad por
hTAFp31 que por h\TAF80 y que hTAF80 es mas afin por h\TAF31 que por E2F-1.
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GLOSARIO

Adenosin 5™-trifosfate (ATP): Es un nucledtido que contiene dos enlaces fosfoanhidro de alta
energia. Es la molécula que participa en la captura y transferencia de energia en todas las células.
Aparato de Golgi: Organelo celular con'lpuésto de estructuras membranosas que se encarga de
procesar y arreglar a las proteinas y lipidos destinadas a otros compartimentos celulares.

Apoptosis: Muerte celular programada.

Caja TATA: Secuencia consenso en la region del promotor de diferentes genes eucariotas en la que
se unen factores generales de transcripeion.

Carcanoma; Tumor maligno derivado de células epiteliales.

Ciclinas: Un grupo de proteinas relacionadas cuyos niveles varian dependiendo del ciclo celular y
que son necesarias para activar a las CDK’s.

Cinasas dependientes de ciclinas (CDKs): Un grupo de proteincinasas que requieren de las
ciclinas para ser activadas y participan en el progreso del ciclo celular.

Cinetocoro: Una estructura proteica localizada cerca del centromero de los cromosomas y del cual
se extienden microtubulos que participan ¢n el movimiento cromosomal durante la anafase.
Crométides Hermanas; El par de cromosomas homologos formados en la fase S,

Cromosoma: Es la unidad estructural del material genético en eucariotas y se conforma de DNA de
doble cadena y proteinas asociadas.

Diferenciacién: Proceso que involucra cambios en la expresion de genes por el cual una célula
precursora se convierte en un tipo de célula especializada.

Dimerizacion: Union de dos proteinas que pueden ser iguales (homodimeros) o diferentes
(heterodimeros).

DNA polimerasa: Enzima que se encarga de copiar la hebra guia del DNA.

Dominio: Region de una proteina que tiene una estructura terciaria independiente al resto de la
molécula.

Drosophila: El género de la mosca de la fiuta.

Eucariota: Célula que presenta un nicleo organizado.

Extremo amino-terminal: Es el extremo de la que tiene libre el grupo amino del primer
aminoacido.

Extremo carboxiterminal: Es el extremo de la que tiene libre el grupo carboxilo del iltimo
aminoicido.

Factores asociados a TBP (TAF’s): Son proteinas co-activadoras que aparentemente estabilizan a

los factores de transcripcién por medio de su union con TBP,
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Fosfatasa: Enzima que separa grupos fosfato de las proteinas.

Fvaivs Hacions Froceso n el cual una cinasa agrega grupos fosfato a las proteinas.

Gen: Unidad funcional y fisica de la herencia que lleva la informacion de una generacion a otra.
Genoma: La informacion genética total de una célula u organismo.

Hebra guia: Es la cadena de DNA que sirve de tempiado para su replicacion.

Histona: Un grupo de proteinas conservadas que se asocian a la cromatina para formar al
nucleosoma.

Homologia: Similitud de secuencia de una proteina o acido nucleico que refleja un mismo origen
evolutivo.

Huso Mitético: Es el conjunto de microtubulos necesarios para [a separacién de los cromosomas
durante la mitosis.

Inhibidor: Aquel factor que bloquea o interrumpe la funcién de otro.

Maquinariz basal transcripcional: Un grupo de proteinas necesarias para iniciar o regular la
transcripcion.

Meiosis: Un tipo especial de division celular compuesto de dos divisiones celulares sucesivas y una
sola ronda de sintesis de DNA que da por resultado a cuatro células con la mitad de la informacién
genética (células haploides).

Mitosis: Proceso por el cual una célula se divide para dar origen a dos células hijas geneticamente
iguales.

Mutante: Una proteina o icido nucleico que ha sufrido una vaniacién en su secuencia y ocasiona un
cambio o perdida en su fim¢ionamiento normal.

Nemitodo: Un grupo de gusanos que presentan su cuerpo redondeado.

Nucleosoma: Una pequefia unidad estructural de la cromatina que consta de un niicleo formado por
varias histonas y esta rodeado por un segmento de DNA.

Oncogén: El producto de un gen involucrado ya sea en la transformacion celular o en la induccion
del cancer.

Péptido: Un polimero pequefio que usualmente contiene alrededor de 30 aminodcidos.

Plasmido: Una pequeiia molécula de DNA circular extracromosomal capaz de replicarse y son
usados cominmente como vectores de clonacion.

Procariota: Aquellas células que carecen de un nicleo estructurado.

Proliferacién: Cuando una o un grupo de células son inducidos a crecer progresivamente.

Promotor: Una secuencia de DNA que determina el sitio de inicio de 1a transeripeidn del RNA.
Proteina de unién con la caja TATA (TBP); Proteina que forma parte de la maquinaria basal

transcripcional Gue FOOROE ¥ 56 UiE a la caja TATA.
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Proto-oncogén: Un gen normal cuya alteracion puede promover la formacion de tumores.
urescente: Cuando una célula ha salido del ciclo celular y se mantiene en GO,

Regulador: Factor que regula fa expresion de un gen.

Replicacién del DNA: Proceso por el cual se duplica una doble cadena de DNA.

RNA polimerasa I1: Enzima que se encarga de simetizar una cadena de RNA a partir de un
templado de DNA.

Secuencia: El orden lineal de monomeros de las proteinas y acidos nucleicos principalmente.
Senesencia; Termino que se aplica a las células viejas.

Sobrexpresitn: Cuando el producto de un gen se sintetiza por arriba de los niveles normales.
Transactivacidn: Aquellas proteinas que reconocen y activan secuencias en el DNA que codifican
proteinas difusibles que controlan genes del mismo cromosoma o diferentes.

Transcripcion: Proceso por el cual se sintetiza una cadena de RNA a partir de un templado de
DNA
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