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El mecanismo a nivel de inicio de la transcripcién se regula por proteinas que se
unen al DNA en regiones cercanas e inclusive sobre la secuencia que reconoce la RNA
polimerasa {RNApol). Estas proteinas reconocen sccuencias especificas del DNA a
través de estructuras conservadas. de las cuales nosotros hemos analizado cuatro:
hélice-vuelta-hélice {(HTH) de procariontes: homeodominios, hélice-loop-hélice {HLH) y
dedos de zinc de eucariontes. Las secuencias proteicas se obtuvieron a partir de la
base de datos Swiss-Prot. El analisis de los reguladores procariontes., dio por
resultado una distribucién uniforme de grupos funcionales asociados a la posicion de
su HTH. La mayoria de los represores tienen el HTH en posiciéon amino terminal
(NH2-term). los activadores en posiciéon carboxilo terminal (COOH-term): mientras que
el grupo de proteinas duales que es constituido principalmente por miembros de la
familia LysR lo presentan en el NH2-term. La ausencia de una explicacién mecanistica
aparente de dicha relacién junto con otras evidencias adicionales, nos hace pensar
que esta distribucion puede ser explicada en términos evolutivos.

Algunos grupos de proteinas reguladoras eucariontes se analizaron de manera
similar a las proteinas de procariontes. La distribucian del motivo de union al DNA se
conserva fuertemente: las homeoproteinas presentan el motivo de untén al DNA en
posicion COOH-term. los dedos de zinc en posicién NH2-term y los HLH en posicion
central y/o COOH-term.

Para el caso de las proteinas reguladoras de procariontes, la distribucién
observada. en conjunto con otras evidencias, apoyan la hipétesis de un HTH ancestral
al que se le fueron adicionando fragmentos proteicos que determinaron su funcién.



INTRODUCCION

Los genes se organizan en sistemas que responden a estimulos ambientales

externos e internos y podemos clasificarlos con base en su asociacién y/o respuesta,
en:

Operén: Conjunto de genes estructurales se transcriben en un RNA mensajero
{RNAmM) policistrénico. a partir -en general- de un mismo promotor ¥y que se regulan
por proteinas que se unen a sitios reguladores en el DNA.

Regulén: Conjunto de operones o genes individuales controlados por una sola
proteina reguladora (que reconoce una secuencia comun a las regiones de los
operones o genes) y su ligando efector. Por ejemplo, el regulén pho (para la toma de
fosforo} (40). esta constituido aproximadamente por 20 promotores, mas de 14 genes
y dos sistemas de transporte. Estos componentes se ubican en diferentes posiciones
del cromosoma bacteriano (63). Cuando la concentracién de fosfato es baja. la
proteina moduladora PhoR se fosforila a si misma y al regulador PhoB. La fosforilacién
de PhoB permite su pegado a una secuencia conservada 5°'-
CTGTCATA(A/TIA(T/AJICTGTCA(C/T)-3', activando la transcripcién de los genes pho.
Cuando la concentracion normal de fosfato se restaura, PhoR cataliza la reaccion de
defosforilacion de PhoB-fosforilado y la transcripcién se suprime (34).

El control de la actividad de los genes bacterianos asoclados en operones o

regulones. se ejerce usualmente en el inicio de la transcripcién (41). aunque también
podemos encontrarla a otros niveles.

ELEMENTOS DE LA TRANSCRIPCION

RNA Polimerasa

L.a RNA polimerasa (RNApol) de Escherichia coli (EC 2.7.7.6) (32) es la enzima
responsable de la sintesis del RNAm, RNAr y RNAt en esta bacteria. La enzima basica
de 480 kD es la responsable de la elongacién de la cadena de RNA ¥y consiste en un
complejo mulumerico con 2 subunidades « (35kD cada subunidad), una subunidad #
(155kD} v B (165kD)., que son codificadas por los genes rpoA. rpoB ¥y rpoC
respectivamente {49). Las subunidades $'Bac forrman una estructura a manera de
wriangulo. con las 2 subunidades a en la base ¥ las dos subunidades 5 v $° a los
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o. el factor 070 se une en el centro

lados (16). En d. 1es nor Jes de cr

de este triangulo y hace contacto con cada una de las otras subunidades formando la
holoenzima. Este factor, que es codificado por el gene rpoD, puede pegarse al DNA
unicamente cuando esta en contacto con la enzima basica, requiriéndose para el
reconocimiento especifico del promotor en la etapa de inicio de la transcripcion (16,
49) Figura 1. La holoenzima cataliza la transferencia de un ribonucleésido monofosfato
al 3°-OH terminal de la cadena de RNA en crecimiento. usando ribonucleésidos
trifosfatos como sustrato (61).

En el modelo anterior se describe anicamente al factor 070 como parte integral del
complejo de re 1to especifi del promotor. Sin ermbargo. la mayoria de las
bacterias expresan una gran cantidad de factores sigma adicionales (23), que por
aciéon de secuencias se han agrupado en dos grandes familias. La

dio de la
primer famnilia esta relacionada al factor 670 primario de E. colf (31); mientras el
segundo grupo es similar al factor o54 alternativo de la misma bacteria e involucrado
en transcribir genes regulados por nitrégeno (23). Los promotores son reconocidos
por holoenzimas conteniendo algin factor g y presentan secuencias conservadas y
particulares para cada factor asociado (Tabla 1). Las holoenzimas que contienen

factores del tipo-070 son competentes para formar complejos abiertos en ausencia de
mientras los que contienen factores del tipo-oS4 requieren

factores auxiliares,
Pproteinas auxiliares para llevar a cabo la formacion del complejo abierto (23).

A continuacién se describiran Jos dos principales tipos de promotores descritos en
bacterias, aquéllos que son reconocidos por los factores de la familia o70 y los

econocidos por factores de la familia c54.

PROMOTORES Sigma70

Un promotor se define como un segmento de DNA que contiene las senales que
¥ su sub 1te activacion a una

direccionan el pegado apropiado de la holo
forma capaz de jniciar la transcripcién. La comparacién de secuencias en regiones
la presencia de dos hexanucledétidos

reconocidas por el factor ¢70 muestran
conservados. E! hexamero “TATAAT" esta localizado aproximadamente 10 pares de

bases (pb) “upstream” o corriente arriba con respecto al inicio de la transcripcién (+1).

por lo que se le ha denominado caja de Pribniow o -10. La otra caja "TTGACA" se

Jocaliza 35 pb “upstream” respecto al +1 (36). Ambas cajas estan separadas por una

secuencia espaciadora que varia entre 16 y 18 pb de longitud: mientras que una
3
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se pr entre el -10 y el +1 con una longitud de
entre 5-9 pb (30). En algunos promotores de genes ribosomales, se ha descrito un
elemento adicional denominado “UP-like element” rico en AT y localizado
aproximadamente 20 pb arriba de la regién -35 (9), su posible funcién es formar
contactos adicionales con la holoenzima y aumentar la tasa del inicio de la
transcripcion.

El inicio de la transcripcion depende de la capacidad o fuerza del promotor para
establecer interacciones estables con la RNApol. La fuerza del promotor presenta dos
componentes, el de equilibric ¥y que relaciona el grado de ocupacion del promotor
{complejo cerrado)} con una concentracién dada de la Ec70 y el componente cinético.
que relaciona la velocidad a la cual se isomeriza el complejo cerrrado a complejo
abierto (61).

Promotores SigmatS4

Los promotores que reconoce el factor o54 se describieron inicialmente en genes
regulados por nitrégeno y subsecuentemente en algunos genes cuyos productos no
son esenciales para todas las condiciones de crecimiento (33). Inclusive. se propone
que la transcripcion mediada por o54 se asemeja al mecanismo descrito para la
RNApol Il de eucariontes. ya que este factor contiene dos “zipers” de leucina que son
dominios caracteristicos de factores transcripcionales de eucariontes (51).

La holoenzima {EcS4) reconoce promotores con la secuencia conservada.5'-
TGGCAC-NS5-TTGCA-3'. localizada en posiciéon -12 y -24 con respecto al inicio de la
transcripcién. Los dinucledtidos GG en postcion -24 y GC en posicion -12 /son
invariables (Tabla 1}. Aunque la Ec54 se une al promotor y forma el complejo cerradu..
la transicion hacia el complejo abierto requiere la presencia de un act.l\'ador. que ‘se
une a sitios localizados 100 a 150 pb “upstream" con respecto al +1 (21.°33)." Los -
activadores transcripcionales en este tipo de promotores. ayudan a la isomeﬂucién
del complejo cerrado al abierto involucrando la hidrélisis de ATP. o : )

TRANSCRIPCION EN PROCARIONTES

La transcripcion es el proceso central en el desarrolio y crecimiento celular.: en el
cual los genes codlificados en e! DNA doble cadena del cromosoma. son selectivamente
localizados, reconocidos y transcritos por la RNApol para producir los RNA mensajeros
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y los RNA estructurales (61). En E. coli la frecuencia del inicio de la transcripcion varia
Itado de los r 108 regulatorios y de

en un intervalo de diez mil veces como r
la fuerza inherente de los promotores (41).

El modelo del inicio de la transcripcién en promotores de la familia 70 (el factor
sigma mas abundante en células en fase exponencial) sugiere los siguientes pasos
(19). Figura 1:

1 del plejo RNApol-factor sigma70 (proceso reversiblel. generando

A. For
la holoenzima (Ec70). El factor 070 conflere especificidad al complejo para el

reconocimiento del promotor.

B. Formacién del complejo cerrado. La Ec70 reconoce secuencias especificas en el
DNA (promotor). El factor sigma aumenta la afinidad de la enzima basica por los
promotores.. El! reconocimiento especifico del promotor esta en funcién del factor o,

formandose el complejo cerrado. que tiene un potencial definido para isomerizarse
caracterizado por la burbuja de

espontaneamente a un complejo abierto.
transcripcion.

C. Complejo ablerto. Desnaturalizacién o apertura del DNA (reaccién irreversible}
en la zona de contacto entre el DNA y la Ec70, aproximadamente entre la posicion -10
a +1. permitiendo que la cadena templado se encuentre disponible para la
complementacién con los ribonucledtidos. La burbuja de transcripeién se produce
por la desestabilizacion de los puentes de hidréogeno que mantienen unida la doble
hélice produciendo un desenroilamiento local que inicia en el sitio de unién de la
Eo70. La Eoc70 protege alrededor de 75 pb {aproximadamente 250 A) al formar el

complejo ablerto (61).

D. Al iniciar la transcripcién el factor sigma se libera. reciclandose. La RNApol se
mantiene unida al DNA (promotor) mientras se unen los primeros nucledtidos (9
aproximadamente). Inicialmente, se sintetizan cadenas cortas de RNAmM “abortivas™.
pero al sintetizarse una cadena lo suficientemente estable de aproximadamente 8 a 9
nucledtidos. se produce la elongacién de la cadena del! RNAmM. La transcripcion se
realiza corriente abajo del promotor en direccién 5° —> 3'. esto es. la RNApol se
mueve a lo largo de la cadena templado en direccién 3° ~—> 5,



REGULACION DEL INICIO DE LA TRANSCRIFPCION

En E. coli. la tasa del inicio de la transcrip en los pr es 70 se regula
de acuerdo a los requerimientos celulares. La regulacion opera a dos niveles: una
modulacién directa de la especificidad y afinidad de la RNApol-sigma70 para el
re de su pr . ¥ el control por los reguladores que interactuan con
los sitios de pegado generalmente cercanos o sobrelapados al sitio de pegado de la
Eoc70.

Los de regul 6n donde interactuan proteinas reguladoras con sitios de
pegado al DNA (operadores) adicionales al promotor pueden actuar positiva o
negativamente. definida esta propiedad con base en la respuesta del operén cuando
no se encuentra la proteina reguladora.

Los genes bajo control negativo se expresan, a menos que una proteina represora
los inactive {30). Una proteina represora se pega al DNA para impedir que la RNApol
se pegue al promotor e inicie la transcripcién. Las proteinas reguladoras represoras
se pegan al DNA en un sitio localizado corriente abajo del promotor o bien sobrelapado
con este. por lo que la RNApol no puede reconocer el promotor e iniciar la
transcripcion. En el operén lactosa. los tres genes lacZYA se expresan en altos
niveles cuando se encuentra presente la alolactosa. En ausencia de alolactosa. el
represor Lacl se une a un sitio sobrelapando al promotor laec, e inhibe el inicio de la
transcripcién. En presencia de alolactosa. el complejo represor-operador se
desestabiliza por el pegado del inductor a Lacl, formandose el complejo represor-
itnductor, que se separa del DNA. Asi. la Ec70 puede reconocer el promotor e iniciar
la transcripcion (5. 20). .

Para genes bajo control positivo, la expresion inicamente es posible cuando una
proteina reguladora activadora esta presente (30). El pegado de la proteina reguladora
esta cercano al promotor e incrementa la tasa de transcripcion. Los promotores son,
en este caso, débiles paza la interaccion con la Ec70. La proteina activadora contacta
la Ec70 incrementando su afinidad por el promotor. Por ejemnplo. el operén lactosa se
regula positvamente por CRP (Proteina Receptora de Catabolito). La proteina se une a
un sitio adyacente al promotor lac. centrade en posiciéon -61.5 y extendiéndose desde
-72 hasta -52 respecto al +1. Dos posibles mecanismos se proponen por los cuales
CRP podria activar: es posible que CRP contacte con la subunidad alfa de la Ec70. o
bien cambie la estructura del DNA permitiendo que la Ea70 se pegue al promotor con




mayor afinidad, ayudando al tnicio de la transcripeién (30).

Las proteinas reguladoras pueden ser activadoras del inicio de la transcripcion.
incrementando la afinidad de la holoenzima por el promotor a nivel de formacion del
complejo cerrado, incrementando la tasa de formacion del complejo abierto del
promotor o bien aumentando la velocidad con que la holoenzima abandona el promotor
(antes o después de la liberacion del factor sig de la hol ma, para la elor 6N
de la cadena de RNAm). (62). En general, las proteinas activadoras responden a
concentraciones de metabolitos. sustratos. cofactores y segundos mensajeros (62).
por ejemplo, CRP responde a concentraciones de cAMP intracelular. Los activadores
se pegan predominantemente a posiciones entre -80 y -30 con respecto al inicio de la
transcripcion (21).

Los represores estan sujetos a controles similares al de los reguladores positivos y
pueden operar en varios niveles de la funcion del promotor con respecto a su
1 con la hol : ya sea bloqueando totalmente un promotor (eliminandolo
del grupo de promotores que compiten por la Ec70) previniendo el pegado de la
RNAPpo! y evitando la formacién del complejo cerrado o bien evitando la isomerizacion
del complejo cerrado a complejo abierto (62). La region preferencial de pegado de los
represores coincide o sobrelapa con el sitio de pegado de la RNApol (-35. -10)
interfiriendo con su pegado al DNA {9).

PROTEINAS REGULADORAS DE PROCARIONTES

La unidad funcional de la estructura terciaria de las proteinas o dominio. se define
como una cadena polipeptidica que puede plegarse independiente y espontancamente
en una estructura terciaria estable (14). Las proteinas pueden comprender desde un
s6lo dominijo hasta una amplia variedad de los mismos (6).

Las proteinas reguladoras de la transcripeion pre an una or 6n modular
con distintos dominios para vax;ias funciones: dimerizaciéon, pegado a DNA y unién a
inductores. entre otros (28). Estos dominios pueden conservarse entre los diferentes
miembros de cada familia de reguladores transcripcionales. En algunos casos, como
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¢l dominio de pegado al DNA, pueden intercambiarse entre proteinas. evidenciando
dades de pl o independientes {25). Estos

que pueden comportarse como u
o r lan una variedad de disenios: pueden plegarse y presentarse
como protuberancias en la superficie molecular o bien como estructuras flexibles que

1Hos
se extienden a través de la proteina para contactar con Jas bases del DNA. Estos
contactos ocurren en ¢l surco mayor del DNA e incluven puentes de hidrogeno.

algunos mediades directamente por moléculas de agua (represor del operén
triptéfanc). o bien por interacciones de Van der Waals (25},

Una de las estructuras de unién al DNA que es importante para clasificar las
proteinas en grupos es la denominada hélice-vuelta-hélice [HTH). El HTH se presenta

en reguladores transcripcionales. y también se le ha descrito en factores sigma de las
familias del tipo 054 y 070 (31}. ademas de 4 6 5 proteinas que no se unen a DNA y

que funcionan como enzimas {(68).

El HTH consta de un segmento de 20 residuos de aminoacidos, dividida en dos a-
hélices que forman aproximadamente un angulo de 120°. La primer a-hélice contacta |

los grupos fosfato del DNA y la segunda a-hélice o de reconocimiento contacta los
nucledtidos expuestos en el surco mayor del DNA, determinando la especificidad de la

interaccién (66). Figura 2.
La estructura del tipo HTH presente en la mayoria de las proteinas reguladaras de
procariontes s¢ ha propuesto como una estructura originada a partir de un ancestro
comun. La capacidad de pegarse al DNA especificamente es el producto de
reemplazamientos de aminoacidas dentro de la estructura {24). Muchas proteinas
tienen al menos tres a-hélices, que pueden formar probablemente la estructura
globular mas pequena y estabilizar la hélice de reconocimiento: dos a-hélices pueden
colocarse en un plano, pero 3 u-hélices pueden crear una verdacdera estructura
tridimensional. colocando los residuos hidrofébicos dentro de la estructura y los

hidrofilicos fuera (56).

El motivo de unién al DNA o HTH descrito inicialmente en la proteina CRO del fago
lambda y posteriormente en CRP de E. coli, esta ampliamente diversificado en
reguladores transcripcionales de procarfontes. Inclusive. sélo un segundo motivo
estructural diferente al HTH se ha descrito en bacterias como E. coli. Esta estructura.
esta constituida por 3 a-hélices y una B-plegada que ocupan aproximadamente e 50%
de Jas proteinas MetJ y ArcA. Al asocfarse las proteinas en dimeros. las hojas -
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plegadas forman la estructura funcional “3-plegada antiparalela”, que se expone en la
superficie de la proteina a manera de una protuberancia (6}). reconociendo los

nucledtidos del surco mayor del DNA {57). Figura 3.

Antes de describir los principales tipos de estructuras descritas en proteinas

reguladoras de cucariontes, es necesario presentar un panorama general de como se
de e n en estos organismos.

lleva a cabo el

TRANSCRIPCION EN EUCARIONTES

Un gran numero de factores de transcripcion en cucariontes se han identificado.
El mecanismo de transcripcién es precedido por el ensamblaje de un complejo
multiproteico. que consiste de la RNApol II y seis factores generales de transcripcion
(GTFs): TFIIA. TFIIB, TFIID, TFIIE. TFUF y TFIIH. El primer paso en el ensamblaje
del complejo de preinicio es el pegado del factor TFIID a una secuencia especifica de
DNA -la caja TATA- localizada corriente arriba del inicio de la transcripcion. TFIID es
un factor que consiste de un polipéptido involucrado en el reconocimiento de la caja
TATA. denominado TBP o "TATA Binding Protein” (30 kDa). y al menos ocho cadenas
polipéptidicas adicionales. denominados TAF's o factores asociados a TBP. TBP puede
unirse a la secuencia “TATAAA" del surco menor del DNA, localizada entre el -37 al -
25 . TFI1A ayuda al direccionamiento de la transcripcion. Posteriormente TFIIB se une
al complejo TBP-DNA y ayuda al reclutamiento de la RNApol. Finalmente, TFIIF
incorpora la RNApol al complefo e inicia la transcripcién. mientras TFIIE podria estar
involucrado en el posterior reclutamiento de TFIIH v TFIIJ. TFIIH con actividad de

quinasa, fosforila al dominio COOH-term de la RNApol (30). Figura 4.

Una vez que se asocian todos los factores antes mencionados a la RNApol. se
genera el complejo cerrado, que se isomeriza a complejo abierto e inicia la

transcripcion.

PROTEINAS REGULADORAS DE EUCARIONTES

S1 bien es cierto que los reguladores procariontes presentan practicamente un solo
tipo de estrutura de unfon al DNA (HTH). en organismos ecucariontes.,
aproximadarmente el 80% de los factores de transcripcién presentan uno o mas de las
tres estructuras de unién a DNA o “motivos estructurales™ conocidos: hélice-loop-
hélice, dedos de zinc, ziper de leucina y hélice-vuelta-hélice (homeodominios) (6).



mismos que se describen a continuacién:

Homeodominios

Loa homeodominios (Figura 3) pertenecen a una gran familia de activadores
transcripcionales y se han deacrito en un amplio rango de organismos eucariontes.
tales como levaduras. insectos y vertebrados (13). Estos motivos son estructuras de
pegado al DNA de aproximadamente 60 aa que se pliegan en tres a-hélices (descritos
originalmente en genes homeoticos de Drosophila). La parte que contiene las hélices 2
Yy 3 constituyen un HTH tipico de procariontes. La hélice 3 o de reconocimiento
interacciona con los grupos fosfato del surco mayor del DNA: es mas larga que la
desacrita en procariontes y contiene mas residuos basicos en su region COOH-term
{26). El NH2-terrn del homecodominio forma una estructura a manera de brazo
(extendiéndose desde la hélice 1} que se pega en posiciéon adyacente al surco menor.
Aunque muchos homeodominios se pegan con alta afinidad al DNA como monémeros.

en los sistemas vivos se pegan frecuentemente en dimeros a través de interacciones
cooperativas (58). )

Dedos de Zinc

Los dedos de zinc {Figura 4) son motivos estructurales que estan rcpetidos en
tandem para reconocer secuencias de DNA de diferentes longitudes. Cada dedo es
similar en su composicién e interactia con un pequefio numero de bases. El modelo
clasico de dedos de zinc se describe como dos residuos de Cisteina (Cys) y dos
residuos de histidina (His) unidos a un atomo de zinc (6). La secuencia consenso de

un sélo dedo consiste en: Cys-X2-4-Cys-X3-Phe-X5-Leu-X2-His-X3-His (27). donde X
representa cualquier aminoacido.

Hélice-loop-hélice (HLH)

Otro émpo de proteinas que presentan similitudes al grupo de los ziper de leucina
son las que presentan el motivo estructural denominado hélice-loop-hélice o HLH
(Figura 5). Esta estructura consiste de dos a-hélices separadas por un “loop” y se
describi6 inicialmente en un factor que actia como ~“enhancer”. La mayoria de las
proteinas con este motivo son del tipo b/HLH. es decir. presentan una regién basica
conservada en el NHa-term adyacente a la estructura que se requiere para el pegado
al DNA. Otras proteinas presentan adiclonalmente en €l COOH-term un “ziper” de
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1 las pr con

leuctina (2). por lo que son denominadas b/HLH/Z. G
HLH se pegan como dimeros a secuencias conservadas o cajas-E (CANNTG) (46). El
HLH forma una protuberancia con ¢l arreglo de cuatro-hélices usando dos-hélices de
cada mondémero. La regién basica forma una hélice que se ubica en el surco mayor del

DNA (42).
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ANTECEDENTES

Las clasificaciones en biologia son muy importantes, ya que son las herramientas
que nos ayvudan a resumir y a describir la diversidad orgdnica y por las cuales
tratamos de encontrar expli a los fend biolégicos. Las clasificaciones
son el almacén de atributos o caracteristicas no sélo de organismos, sino también de

moléculas.

Las proteinas se han agrupado en familias cuyos miembros divergen de un
es y presentan por lo general secuencias

ancestro comun, tienen pl 1tos
¥ funciones similares (10}. Asi. las proteinas se clasifican para reflejar tanto relacjones

estructurales como evolutivas. Existen diferentes jerarquias que reflejan las relaciones
ya mencionadas, pero las principales son: familia. superfamilia y plegamiento en el

espacio o ~“fold”. que a continuacién se definen.

Familia: Las proteinas agrupadas en una familia muestran una relacion evolutiva
clara. La identidad entre las secuencias es del orden de 30% o wmayor. Por ejemplo.
los miembros de la familia LysR (83) comparten un ancestro comun ) muestran
porcentajes de identidad mayores al 30% y en algunos casos de hasta el 60% (por
ejemplo. CicR y TcbR que regulan el catabolismo de hidrocaruros aromaticos). Ademas
comparten caracteristicas funcionales muy similares. por efemplo. regulan promotores

también podemos encontrar proteinas con una baja

divergentes. Sin embargo.
identidad de secuencias, pero cuyas funciones y estructuras proveen evidencias de

compartir un origen comun.
Superfamilia: Proteinas que tienen una baja identidad de secuencias. pero cuyas
caracteristicas funcionales y estructurales sugieren un origen evolutive comun. Por
ejemplo. las proteinas que unen retinol! (RBP). una proteina de insectos que une el
pigmento ~biliverdina®. y una S-lactoglobulina abundante en la leche con funcién
desconocida, se agrupan en una superfamilia. Estas proteinas son casi de la misma
longitud. pero presentan un pobre porcentaje de identidad de alrededor del 17%.
Cuando se hace la comparacién de las secuencias y la forma como funcionan. se
observa que éstas proteinas pegan grandes moléculas hidrofébicas. a través de una
estructura denorninada “g-barrel” que se enrolla de manera muy similar en las tres
proteinas antes mencionadas (6). por {o que se propone que comparten un ancestro

comun.
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o "Fold”: Son protecinas qQue comparten un

con el > pl a menudo tienen
elementos periféricos de estructuras secundarias y regiones con vueltas que difieren
ent y on. Las prc s que se agrupan dentro de la categoria de un
mismo plegamiento no comparten un origen evolutivo comun: las similaridades
estructurales podrian deberse solo a propiedades fisicas ¥ quimicas que favorecen un
arreglo y topologias muy

plegamiento similar. Diferentes pr

res.

Suzuki y Brenner (56) proponen que las proteinas que se pegan al DNA pueden ser

clasificadas en subgrupos que no siempre estan rel 1ados evolutiv: 1te, 1o cual

sugiere que los plegamientos multi-hélice y muchos DBD (Dominio de pegado al DNA).
son el producto de una convergencia evolutiva. Los plegamientos globulares
multihélices se han encontrado en DBD’s de procariontes y eucariontes.

F de p 1 gulad (Ver apéndice I)

Como ya se mencioné anteriormente. las proteinas involucradas en la regulacion de
la expresion génica se clasifican con base en la comparacion de secuencias de
aminoacidos. En la base de datos Swiss-Prot {3. 4) podemos encontrar al menos 15
familias que agrupan alrededor del 85% del total de las proteinas reguladoras de
procariontes. Sin embargo. no todas las familias estan igualmente estudiadas y de
algunas se conoce poco, como es el caso de la familia ArsR que regula la expresion de
los genes para la resistencia al arsénico (2). De los grupos mis estudiades
encontramos a la familia AraC/XylS (18, 48). LysR (27, 53). CRI’ (54). GalR/Lacl (59.
43. 65). y LuxR (45) y EBP (38) de Ia farmilia de los dos componentes {55).

Las funciones reguladas por las proteinas que forman parte de una misma familia
son muy homogéneas. Ver Tabla 2. Por efjemplo. la mayoria de los reguladores de la
familia GalR/Lacl regulan la expresion de los genes para el catabolismo de fuentes de
carbono: lo interesante de esta familia, es la proteina wransportadora de ribosa o RbsB
asociada a membrana no se une al DNA v que forma parte del grupo (65). Para el caso
de la familia LysR. sus miembros regulan principalmente genes para la biosintesis de
aminoacidos {(27). La familia de los dos componentes agrupa proteinas que responden
a estimulos provenientes del medio extracelular, comparten el dominio de pegado al
DNA y un dominic que es fosforilado por un proteina quinasa (55). Las proteinas de la
familia EBP regulan los genes para la asimilacién de nitrégenoc o procesos que no son
totalmente requeridos para que la sobrevivencia de la célula (38). v finalmente la
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familia AraC/XylS tiene reguladores involucrados en el metabolismo de fuentes de
carbono y patogénesis (18).

Ademas de esta homogeneidad funcional se han descrito otras caracteristicas
conservadas entre los miembros de cada familia. Por ejemplo, los mas de SO
diferentes activadores y represores de la transcripcion de la familia LysR. comparten

una region altamente conservada en el extremo NH2-term que contiene el motivo de
unién al DNA o HTH {(44).

El extremo COOH-term estad menos conservado y

posiblemente esta involucrado en el pegado a los metabolitos (27). La gran
conservacion de la secuencia donde se ubica el HTH (por arriba del 30% de identidad)
sugiere que este motivo estructural presenta un origen comun para los miembros de
la familia (53). En el caso de los miembros agrupados en la familia AraC/XylS. se
presenta una regién altamente conservada en el extremo COOH-term y que
corresponde al HTH. El extremo NH2-term esta menos conservado v posiblemente
esta involucrado en la regulacion alostérica y la dimerizacion de estas proteinas (48).
Finalmente, se ha descrito en la familia GalR/Lacl. que sus miembros comparten al
menos un 60% de similaridad y mas de 30% de identidad. La regiéon mas conservada

se localiza en extremo NH2-term y corresponde al dominio de pegado al DNA (con el
HTH) (65).

También encontramos famillas cuyos miembros presentan un tipo de regulacion
predominante, como es el caso de la familia GntR que agrupa aproximadamente 25
reguladores. descritos a partir del represor del operéon gluconato en Bacillus subtillis
(26). Se ha observado que la mayoria de estas proteinas son represores de la
transcripcién, como por ejemplo el regulador HutC (para la utilizacién de histidina) de
Pseudomonas putida y Klebsiella aerogenes. v el represor FadR para la utilizacién de
acidos grasos. También se han descrito famillas como AraC/XylS donde predominan

activadores de la transcripeién (48) y grupos donde predominan proteinas con
actividad dual. como en la familia LysR.

En general, las famillas donde se agrupan los reguladores transcripcionales

presentan caracteristicas muy particulares en cuanto a secuencia y a funciones se
refiere.
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OBJETIVO

Describir la posicion del motive de unién al DNA con relacién a la actividad
regulatoria de represor, activador o dual en un conjunto de proteinas reguladoras de
la transcripcién de procariontes y eucariontes. Los motivos estructurales de unién al
DNA a analizar son los del tipo hélice-vuelta-hélice (HTH) de procariontes: los
de ztnc y los hélice-loop-hélice (HL.H) de eucariontes.

h d: tos, los

as




MATERIAL Y METODO

Un total de 403 proteinas que se pegan al DNA en procariontes y 458 de
eucariontes se obtuvieron de la base de datos Swiss-Prot versién 31.0 (3. 4). Los
registros se evaluaron con base en los sigutentes criterios:

1) Todas las secuencias parciales se rechazaron.
2) Secuencias con el motivo de uniéon al DNA no determinado se ellmlnaron

también,
3) No se incluyeron secuencias sin funcién determinada.

Las proteinas procariontes a analizar se separaron en los siguientes grupos:

1) Proteinas reguladoras de promotores de la familia 070 (227 proteinas. que a su
vez se subclasificaron en familias que se describen en Swiss-Prot) y de las cuales 86
son activadores. 73 represores y 62 duales; !

2) 50 proteinas que regulan promotores del tipo a54.

proteinas son activadoras de la transcripcién:
3) 69 factores sigma. De los cuales 53 pertenecen a la famﬂla G70 y 16 a la familia

La mayoriane estas

de factores o54.
En el caso de eucariontes, las proteinas se subdividieron en:
1) 95 proteinas con el motivo hélice-loop-hélice. sin descripcion de su actividad

regulatoria:
2) 223 homeoproteinas. En 198 no se describe funcién reguladora, 23 son

activadoras y 2 son represores: y.
3) 140 proteinas con dedos de zinc repetidos en tandem de dos dedos.

GRAFICACION

Posicién relativa del motivo de unién al DNA en la proteina

Para las proteinas con HTH de procariontes. el centro de cada motivo se identificéd
¥ se localizé con respecto a una longitud normalizada para cada proteina. El numero
de proteinas gque tienen el motivo ubicado dentro de un intervalo deflnido cada 10%.
se contaron y se graficaron. El 0% representa el extremno NH2-term y el 100% el

COOH-term proteico.
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Los reguladores transcrip de eucar es se ar on de igual forma que
las proteinas procariontes (previamente descrito). La localizacién y ubicacién del
motivo de unién al DNA dentro de rangos normalizados se realizé de forma
independiente para cada una de las siguientes estructuras: homeodominios, dedos de
zinc y hélice-loop-hélice.

Posicid beol del estr

La posicion central del HTH se obtuvo para cada grupo de proteinas divididas de
acuerdo a su actividad (represores y activadores). El nimero de aminoicidos desde el
centro del HTH al extremo proteico (NH2-term o COOH-ten’n) se calculb e graﬁcé .
con un intervalo de 5 aminoacidos. N .

Un analisis similar se realizé para los factores sigma de procariontes ¥y. para los .
reguladores transcripcionales de eucariontes, estos 1ltimos de’ cue: a cada llpo de
motivo estructural que presentan. B

REVISION BIBLIOGRAFICA

Se hizo una revision blbllogranca para deterrninar si una. pr cin presentaba -
actividad adicional a la descrita en Swiss Prot, ademas, de reallza.r ‘una’ descripclén
funcional de cada grupo o familia, tomando en cuenta las siguientes caracterisucas. |
actividad regulatoria (represor, activador o dual} y autoregulacién, familia (o grupo) a
la cual pertenece. posiciéon y tipo de estructura de pegado al DNA.,entre otras
propiedades.

ANALISIS DE SECUENCIAS
Pileup

Para la comparacién de secuencias. utilizamos el programa Plleup (Genetics
Computer Group, versién 8.1. Universidad de Wisconsin., Madison). que realiza un
alineamiento multiple a partir de un grupo de secuencias rel das, util do una
simplificacién del método de Feng y Doolittle (17). El procedimiento de alineamiento
multiple inicia con la comparacién de las dos secuencias mas similares generando un
grupo o “cluster” de dos secuencias alineadas. Este grupo puede entonces
compararse con la siguiente secuencia mas similar o bien a otro grupo de secuencias
alineadas. El alineamiento final se realiza por una serie de comparaciones progresivas
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entre pares. que incluye un decremento en simfilaridad entre las secuencias y
clusters, hasta que todas las secuencias estén incluidas en el alineamiento final.
Antes del alineamiento, las secuencias se agrupan primero por similaridad para
producir un dendograma o representacién grafica del grado de similaridad entre las
distintas secuencias alineadas. La distancia del efe vertical es proporcional a la
diferencia entre secuencias: mientras que la distancia del eje horizontal no tiene

significado alguno.

Plotsimilarity

Este programa calcula el porcentaje de similaridad (o identidad]} entre todos los
miembros de un grupo de secuencias alineadas en cada posicién en el alineamiento,

utilizando una ventana de desplazamiento para realizar la comparacién. El resultado
es una gréafica en la cual se observa el porcentaje de similitud o identidad entre las

secuencias,
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RESULTADOS

Los d de ln en p se dividen con base en Ia

posicién del HTH y la actividad que 4 en: REF DR -NHZ term.
ACTIVADORES-COOH term y DUALES-FAMILIA LYSR-NH2 term. -

Se analizaron 227 proteinas reguladoras de promotores sigma70 con base en la
posiciéon de la estructura de pegado al DNA (HTH) y su papel como regulador
transcripcional (86 proteinas activadoras. 73 represores y 62 duales). Adicionalmente.
50 reguladores asociados a promotores o54 y 69 factores sigma se analizaron de
forma a Jos reguladores de pr es 070. De este conjunto de proteinas que
se unen a DNA un total de 77 se han descrito en E. coli. mientras que el resto. 150,
se describen en bacterias como Klebsiella pneumoniae y S. typhimurium, entre otras.

Al realizar el analisis de distribucién del HTH en proteinas asociadas a promotores
de la familia o 70 (Figura 8). se observa que ecsta estructura se localiza
predominantemente hacia los extremos proteicos. En el primer 20% del extremo NH2-
term se presenta una poblacién de aproximadamente 114 protcinas, mientras que en
el ultimo 30% COOH-term se localiza una segunda poblacién de 71 reguladores. Al
revisar la actividad reguladora de cada grupo. encontramos que las proteinas que
presentan el HTH en el NH2-term son predominantemente represoras, las proteinas
con el HTH en el COOH-term son activadoras y hay un tercer grupo de proteinas con
actividad dual que presentan el HTH en el NH2-term. E! motivo estructural también
se presenta en la regioén central. aunque Ja predominancia es mucho menor en
comparacién a los dos picos de los extremos observados en la Figura.

La distribucién de la figura 8, es interesante porque describe la relacion entre la
posicién del HTH con respecto a la actividad de regulacién asociada a cada proteina.
Es decir, encontramos tres grupos principales de proteinas. con base a la posicién
del HTH: represores-NH2-term, Activadores-COOH-term y Duales -NH2-term.
Adicionalmente. la localizacién del HTH en este conjunto de proteinas nos describe
que este motivo estructural se restringe casi en su totalidad a los extremos proteicos
¥ que hay restricciones para ubicarse posicién central de la proteina.

La distribucién observada en la figura 8 es el resultado de la localizacién del HTH
en el total de las proteinas reguladoras asociadas a promotores o70. sin embargo.
19



esta distribucién podria estar sesgada por la sobrerepresentaciéon de una proteina,
por lo que nos preguntamos si la distribucién cambiaria al excluir las proteinas
ortologas (proteinas homologas de diferentes organismos gue son el resultado de un
evento de duplicacién génica antes de la especiacién) del conjunto total de proteinas y
realizamos de nuevo el analisis de localizacién del HTH. Lo relevante de este segundo
analisis es que la distribucién del HTH asoctado a la actividad reguladora no se
modifica (Figura 9). Esta evidencia nos muestra que la distribucién originalmente
obtenida no es un artefacto producto de la sobrerepresentacién de un tipo particular
de proteinas. Es decir. se sigue conservando la relacién NH2-term represores y

duales: v activadores COOH-term.

Los grupos obtenidos a partir de la distribucién del HTH y la asoclacién a la
actividad regulatoria. nos mostré que hay regiones preferenciales de localizacién del
motivo de unién del DNA. Asi mismo. hay grupos en donde el HTH se localiza en un
intervalo mas estrecho y grupos donde la distribuciéon del HTH es mas amplia. Esto
sugiere que los picos pueden estar formados por grupos homogéneos de proteinas o
bien por varios grupos diferentes de proteinas. Para verificar esta observacion
analizamos el interior de cada pico. En el caso de las proteinas duales NH2-term. el
HTH se localiza en el primer 10%. sugiriendo homogeneidad funcional entre las
proteinas que componen en grupo. Al verificar los miembros que componen ecste
grupo. encontramos que en su totalidad estan clasificadas en la familia de reguladores
LysR (Figura 10). Este grupo es funcionalmente independiente al de los represores y
activadores. aunque se comporta como los represores-NH2 en cuanto a la ubicacién
del HTH. Lo interesante de esta familia de proteinas reguladoras. es que predominan
los activadores transcripcionales con autoregulacién negativa (lo que les da la
propiedad de reguladores duales).

Continuando con el analisis del segundo pico localizado en posicién NH2-term.
encontramos otro grupo funcional: Los represores transcripcionales {Figura 11a). Lo
interesante de este pico. es que esta formado por miembros de varias familias. entre
las que tenemos: GalR/Lacl. DeoR. AsnC y GntR. entre otras. Finalmente. en el
grupo de activadores con el HTH en ¢! COOH-term predominan miembros de las
familias CRP. LuxR y AraC/XylS, entre otras (Figura 11b).

Para determinar con mayor precisién como estaban conformados los picos
obtenidos en la distribucién de las Figuras 8 y 9. calculamos la posicién absoluta del
HTH para cada una de las proteinas agrupadas de acuerdo a la actividad que
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desempenan. Es decir. para todas las proteinas represoras y activadoras (por
separado) se calculd y graficod la posicién absoluta del motivo de unién al DNA (Figuras
lla y b). De acuerdo a este analisis, cada pico esta integrado por varios grupos o
famlias. Lo interesante, es que la posicién absoluta del HTH es particular y diferente
para cada familia evolutivamente relacionada. Por cjemplo, el grupo de las proteinas
represoras que esta conformado por miembros de la familia GalR/Lacl (entre otras
familias) presentan el HTH centrado aproximadamente en el aminoacido 15 del

extremo NH2-term, mientras que los miembros de la familia DeoR lo presentan
En el caso de las

centrado aproximadamente en el aminoacido 25 (Figura 11la).
proteinas activadoras, la localizacién del HTH es también particular para cada familia:
os de la f: AraC/XylS no cumplen con esta particularidad. ya

aunque los r
que se presentan miembros con el HTH en diferentes posiciones. La familia LuxR

tiene centrado su HTH aproximadamente en el aminoacido 80, tomando como namero
1 el ultimo aminoacido del extremno COOH-term (Figura 11b).

El siguiente grupo de reguladores transcripcionales que analizamos fue el que esta
asociado a promotores del tipo 054, denominados EBP o “Proteinas que actuian como
enhancers™. En este analisis, pensamos en la posibilidad de que el HTH estaria
localizado en una posicion conservada, como se encontré en Jos reguladores asociados
a promaotores g70. La 1igura 12a. muestra la distribucion relativa del HTH en un total
de 50 activadores transcripcionales, predominando la ubicacién de este motivo
estructural en el ultimo 10% del extremo COOH-term. Al describir la posicién
absoluta del HTH. observamos que se presenta en los ultimos 35 residuos de
aminoacidos COOH-term de la mayoria de estas proteinas (Figura 12b). )

Finalmente, realizamos un analisis similar en un total de 69 factores sigma. de los
cuales 53 proteinas pertenecen a la familia ¢70 v 16 a la familia 5% (Ver apéndice
II}. En este caso. las proteinas presentan el HTH en poslcidnes claramente
diferenciables: los miembros de la familia 070 tienen localizado el HTH en’ el ultimo
20% del extremo COOH-term. rientras que las proteinas de la familia o54 lo
presentan entre el 70-80%b respecto al COOH-term (Figuras 13a}. La posicién absoluta
nos diferencia con mayor claridad los dos grupos: el HTH de la familia 70 se localiza
en los ultimos 60 residuos de aminoacidos del extremo COOH-term, mientras que en
la familla o054 se presenta en un intervalc mucho mayor. aproximadamente 100

residuos de aminoacidos del extremo COOH-term (Figura 13b).

Las observaciones anteriores sugieren que. el HTH se localiza en regiones
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preferenciales de las proteinas y que csta asociado a la funcién que desempenan
cuando regulan la expresiéon genética. Ademas que la conservacién posicional se
mantiene y particulariza para cada familia de proteinas. Por lo que esta descripcion de
la posiciéon del HTH vs funcién del regulador (represor. activador o dual). la
describiremos -a continuacién- con base en la agrupacién de las proteinas en familias.

Apr siete grand famit de reguladores agrupan al 60% del total
de proteinas reguladoras con HTH en procariontes; mientras que el resto podemos
considerarias como familias nuevas o bien familias con pocos miembros descritos
(Tabla 2).

Al revisar la longitud de cada uno de los miembros que integran cada familia de
reguladores proteicos, encontramos que pueden tener longitudes variables o
conservadas {Tabla 2). La misma tabla muestra que la posicién del HTH al interior de
cada grupo esta conservada. Hay grupos o familias de proteinas en las que el 100%
de sus miembros tienen ubicado el HTH en el primer 20% NH2-term (familia GalR) o
bien en el ultimo 30% COOH-term, (familia CRP). También encontramos que la unica
familia en que sus miembros presentan el HTH en posicién central es la denomtnada
"ArsR". Finalmente. dentro de cada familia proteica existe una proteina (funcional) de
menos de 100-150 aa y donde se describe un HTH. Esto sugiere que la unidad
minima funcional, para el caso de estas proteinas consta de dominios con un tamarno
de entre 100-150 aa. '

Las caracteristicas descritas en la tabla 2 muestran que las familias son
conservadas en cuanto a funcién y posicion del HTH. Aunado a estas observaciones,
las funciones que son reguladas por los miembros de estas familias también se
conservan cuando analizamos los genes regulados para cada grupo: por ejemplo. la
familia GalR/Lacl regula genes para la toma de fuentes de carbono. mientras que la
familia CRP esta involucrada en respuestas globales.

Después de mostrar una perspectiva de la distribuciéon del HTH en las proteinas
reguladoras de proéaﬂonlcs. nos preguntamos si{ encontrariamos una relacién o
distribucién similar en proteinas reguladoras de eucariontes, por lo que decidimos
analizar tres grupos de proteinas que se pegan al DNA: Homeodominios. Dedos de
zinc y Hélice-loop-hélice {Ver apéndice III}



En 223 homeoproteinas se identificé y localizé el motivo de unioén al DNA u
homeodominios (variante del HTH clasico descrito en reguladores procariontes). La
figura 14, muestra la distribucion del homeodominio. En mas del 50% de este
conjunto total de proteinas el motivo estructural se ubica predominantemente hacia el
ultimo 30% del extremo COOH-term. Si a esto le agregamos que la mayoria de las
proteinas en eucariontes son activadores, podemos decir que estas proteinas se
comportan como las proteinas activadoras bacterianas con el HTH en ¢l extremo

COOH-term.

DEDOS DE ZINC

La posicién de los dedos de zinc se obtuvo para aquellas proteinas que presentan
esta estructura en repeticiones de dos dedos. Se observa que el motivo de uniéon al
DNA se ubica preferencialmente en el extremo NH2-term. Es probable que la
actividad regulatoria de la mayoria de estas proteinas sea la de activar el inicio de la

transcripciéon. Figura 15.

HELICE-LOOP-HELICE

i amos dos pobl con el HLH en diferentes

En este tipo de pr
regiones: la primera poblacién de proteinas lo presenta hacia la region central v la
segunda poblaciéon lo presenta en el ultimo 20% COOH-term. Sin embargo. cuando
vemos la distribucién de grupos al interior de cada pico no encontramos proteinas

relacionadas en cuanto a secuencia se refiere. Figura 16.



DISCUSION

La regulacién de la expresion genética s uno de los temas centrales para tratar de

entender los mecanismos de diferenciaciéon y/o expresion celular. Para que una célula
se diferencie o responda a una funcién definida es necesario que se presenten

diferentes condiciones ambientales, por ejemplo. concentracién de nutrientes.
hormonas. carbohidratos. Acidos grasos. entre otros. La presencia de estos

componentes en el medio extra e intracelular esta intimamente ligado a la presencia
de elementos proteicos que “goblernan”™ la expresion de genes-productos para la

utilizacién de los compuestos disponibles.

Estos factores proteicos se han descrito en una serie de bacterias. ¥ van desde
represores del inicic de la transcripciéon (como el represor del operon lac) hasta
proteinas activadoras (tales como MalT)., pasando por proteinas con actividad dual

(CRP).

Una caracteristica generalizada en este tipo de proteinas reguladoras procariontes.
€s que presentan una estructura del pegado al DNA del tipo HTH (hélice-vuelta-
heélice), también descrita en eucariontes (homeodominios). Otras proteinas como MetJ
de Salmonella thypimurtumy Escherichia coli, y ArcA de E. coll presentan otra

estructura denominada B-plegada anuparalela.

En este contexto. el analisis realizado para detectar la posicién del! HTH en el
conjunto de proteinas reguladoras de procariontes. dié por resultado el descubrir una
relacion entre la posicidon del HTH v la actividad regulatoria. Es decir. hay una
tendencia a que los represores tengan e} dominio de pegado al DNA en la regién NHao-
term. ¥ que los activadores lo presenten en el COOH-term. Los reguladores duales se
comportan (en cuanto a posicion) similar a los represores NHa-term. También
encontramos un pico de proteinas duales en el extremo COOH-term pero en menor
proporcién que los duales NH2-term (figura 8). La descripcion de los grupos al interior
de cada pico obtenido es necesaria para tratar de encontrar una explicacion de esta
relacién funcional encontrada. Asi. al analizar la posicién absoluta del HTH en los
reguladores se obtienen grupos con el motivo de unién al DNA en una posicién
particular v conservada. que corresponden a cada una de las familias de reguladores
proteicos descritos por analisis evolutivos (figuras 1la ¥ 11b) y que M. Riley (50)

obtiene al comparar fragmentos de 100 aa.
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La comparacion de la posiciéon del HTH entre las diferentes proteinas v la actividad
regulatoria P da a nivel f: ilia o grupo 1 relac d nos
describe a estos grupos como unidades f 1 h é s, es decir. la relacion
existente entre la posicién del HTH con respecto a la actividad regulatoria es
caracteristica para cada familia de reguladores.

Pero scoémo explicar la relacidon del HTH vus actividad regulatoria? Una hipétesis
probable. es suponer que cada familia de proteinas ha evolucionado a partir de un
ancestro que se fusiond por recombinacién con una estructura pequena y monomeérica
que contenia el HTH: esta(s) proteina(s) a la cual se fusiondé el HTH y que
probablemente origind cada familia €¢s probable que haya tenido una funcién previa.
por ejemplo, proteinas con funcién er atica o tr 33 tadoras (figura 17). Hay
ejemplos de proteinas reguladoras con funciones adicionales como enzimas {PutA.
BIirA, Ada) o bien proteinas no reguladoras, que no presentan la estructura de unién al
DNA y que son homélogas a reguladores transcrip les {por e en la familia
GalR-Lacl. encontramos al transportador de ribosa: RbsB de S. typhimurium y E. colfl.
Esta hipotesis explicaria la ubicaciéon del HTH en las proteinas, y su relacién con la
actividad regulatoria (represor. activador o dual). ya que cada familia adquirié una
actividad determinada a partir de la funcién inicial que definié cada grupo. Es decir,
un ancestro para la familia GalR/Lacl. probablemente tenia las caracteristicas de
regular negativamente los genes involucrados en el catabolismo de azicares: mientras
que para el caso de la familia LysR {con actividad dual). la familia disené el mecanismo
de autoregulaciéon negativa para impedir su propia transcripcion. pero para activar la
de genes Involucrados en la sintesis de aminoacidos. Ahora bien. scomo explicar la
posicion del HTH en posicion central? La hipdtesis de ancestros individuales para
cada familia podria explicar la relacion obtenida para las proteinas que presentan el
HTH en posicién central y que pertenecen a una sola familia (ArsR) de represores.

Evidencias a favor de esta hipotesis

Las dos zonas donde predominanterﬁen‘c se presenta el HTH en la proteina son
fragmentos pequerios. localizados hacia los extremos proteicos (primer 20 NHa-term
o ultimo 30% COOH-term). Lo interesante es que para cada familia de proteinas
hemos encontrado al menos un miembro funcional de 100 aa de longitud (tabla 2).
que se sale considerablemente del tamano del resto de las proteinas de cada familia.
Debemos agregar que el analisis de la posiciéon absoluta del HTH muestra que la
estructura de pegado al DNA se localiza en un fragmento de aproximadamente 100 aa
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(longitud menor encontrada para una proteina funcional en cada familia de
reguladores}. Asi. en cada grupo o familia proteica. existe una regién preferencial
donde se ubica e! HTH que no rebasa un fragmento de 100 aa, por lo que podemos

decir que el DBD (Dominio de pegado al DNA) ha conservado su tamano y que
nes. solo sustituciones que

preferentemente no se permiten del © amp
cuando las familias

no alteran el tamario preferencial del dominio.
reguladoras se comparan en térrminos de su estructura primaria. la regién mas

conservada se localiza en el dominio de pegado al DNA (DBD) y que presenta el HTH
{figura 18). Cuando observamos el activador del regulén maltosa. MalT, pertenecienie
a la familia LuxR el dominio que lleva a cabo el pegado especifico al DNA se localiza en
los ultimos 95 residuos de aminoacidos del extremo COOH-term (60), y que es donde
se presenta la homologia mas significativa con respecto a los miembros del resto de la

Ademas,

familia de reguladores,
En general, la mayoria de las familias proteicas presentan el mayor porcentaje de
identidad en la regién donde se localiza el dominio de pegado al DNA (DBD. que
contiene el HTH) corno ya se menciondé anteriormente. En el caso de la familia
CRP/FNR. todas las proteinas son homdlogas a FNR, y analogas con respecto al DBD.
aunque no necesariamente con respecto a las senales que inducen la respuesta de las
proteinas. Ademads, los sitios reconocidos en el DNA por los miembros de la familia
también estan conservados. sugiriendo que probablemente hay una conservacién en
el mecanismo de reconocimiento entre DNA-proteina, con diferencias sutiles para

cada miembro (54).

Corno se ha venido sugiriendo. es muy probable que los eventos de recombinacién
de un HTH ancestral y una proteina con actividad previa se hayan llevado a cabo
antes del m smo de la i6n. En el caso de la familia LysR. las grandes
distancias genéticas y el contenido de G+C entre las bacterias donde se presentan
miembros de esta familia sugilere que el ancestro se origind en etapas muy tempranas
de la evoluciéon de los procariontes. La diversidad estructural de los diferentes
coinductores que estimulan a los miembros de la familia para activar la transcripcién
sugiere también una divergencia muy grande en las seriales de reconocimiento. Sin
embargo. los plasmidos auto-transmitibles pudieron promover de forma mas rapida su
diseminacfén y evolucién. El tamano conservado. organizacién y diversidad de la
familia sugiere que son reguladores rmuy antiguos. pero muy eficientes (53}. Los
eventos de duplicacion génica posterifores a la fusién con la proteina ancestral pueden
documentarse., como por ejemplo: NahR de Pseudomonas putida ¥y NodD de
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vacion en la region del HTH) son

Rhtzobtum, con un 35% de id dad {y Ly
e con rek 1 a los genes que regulan y presentan sitios de
pegado al DNA muy similares, incjusive se propone que ambas proteinas pudieron

transcritoes diverg:
haber evolucionado a partir de un ancestro comun {52). Este es uno de los caminos

que pudieron haber seguido no sélo este grupo de proteinas. sino también otras
familias proteicas descritas en los procarfontes. Para la familla GalR/Lacl, es
probable que la mayoria de sus miembros se hayan originado por eventos de
duplicacion. que ocurrieron en un tempo especifico de la historia evolutiva, y¥ después
estos eventos fueron mads escasos y raros, figura 19 (43). En la familla EBP el
dominjos central y e} COOH-term (donde se localiza el HTH) tienen un origen comin
para toda la familia, mientras que e} dominio NH2-term parece ser un dominio comun
les, por.lo que

s0lo para un subgrupo de los activadores de la familia de los dos componentes:
de los d fur

~ ext

ademas. no hay un “"shufil
probablemente son el producto de coevolucion (38).

Par otra parte, Harrison (25) propone que ¢l HTH es un motiva estructural
originado a partir de un ancestro unico y que la capacidad de pegarse a diferentes
operadores especificos en el DNA se adquirtdé por reemplazamientos de aminoacidos
dentro de la estructura {donde predarminan aminoacidos polares e hidrofobicos en fa

Gin, Ser, Thr. Tyr. Asn; lle, Val . Ala).

hel de recor
Esta estructura es exclusiva de proteinas que se pegan a DNA (reguladores

transcripcionales o factares sigmal. a excepcion de 4 ¢ 5 proteinas que no se unen a
DNA ¥ que funcionan como enzimas (citocromo ¢ peroxidasa. proteina ribosomal
L7/L12) (56). La hipdtesis de un HTH ancestral. con capacidad de pegado al DNA que
se fusfond a otra proteina para dar origen a cada familia de reguladores. es apoyado
por el trabajo de Pao, et al. (45), quienes describen que los médulos receptores {det
sistemna de transduccion de senales en bacterias y que consisten en dominfjos unidos
covalentemente a dominios efectores) divergieron de dominios ancestrales comunes. -
diente asociado pudo ser consecuencia del

corresy

Mientras que el d

“shuffling™ proteico.
La evolucién de las proteinas que se pegan a DNA (reguladoras transcripcionales)
a un HTH ancestral. hace suponer que los dominios de

por la adicién de fra

pegado al DNA v de otras funciones se encuentran separados. como puede verse en
ja figura 20. Por otra parte, hay evidencias experimentales que rmuestran que la
funcién de pegado al DNA se encuentra en una unidad funcional separada a otras
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¢ por ¢ plo para el caso del regulador global Lrp de E. coli (HTH NH2-
term), que incrementa la expresién de algunos operones y decrece la expresion de
otros. Se han obtenido mutantes con carmbios en los aminoacidos asociados a la
respuesta a leucina., activacién de la transcripciéon y pegado al DNA, ¥ que se
encuentran en sitios diferentes o dominios separados (47). En el caso de TyrR. los
cambios en la regién NH2-term impiden la capacidad de activar pero no de pegarse al
DNA, sugiriendo que ambas actividades se encuentran en dominios separados de la
proteina (12). Mientras que en el represor del operén lac se han realizado analisis de
los productos obtenidos por proteodlisis y estudios de mutantes que no pueden
pegarse al DNA, observandose que la proteina se divide en dos dominfos. el NH2-term
con 59 residuos de aminoacidos ("headpiece™} y que se pega al operador de forma muy

similar al represor intacto y un dominic COOH-term muy largo, responsable de la
En la familia LysR analisis

tetramerizacién y la respuesta al inductor (65).
mutacionales y de simlilaridad de secuencias identifican tres regiones:{a} un dominio
de pegado al DNA. con el HTH (residuos 1-65), (b} dominios involucrados en el
reconocimiento y/o respuesta al coinductor {residuos 100-173 y 196-206). (c) dominio
requerido tanto para el pegado al DNA como para la respuesta al coinductor (residuos

227-253) (53).

Un ejemplo entre otros que se han descrito en la literatura que apunta en la misma
direccién es la de la quimera realizada entre las dominios de las proteinas LexA-Gald.
E1l hibrido consta de la regién de pegado al DNA de LexA. mientras la regién de
activaciéon es de Gal4. La proteina resultante es activadora de la transcripeién solo si
el operador de LexA esta presente cerca del +1. Con este experimento se evidencia
que la funcién de pegado al DNA por Gal4 puede ser reemplazada por la region de
pegado del represor LexA sin pérdida de la funcion de activacién (7)

de p 4. con fu 6n adicional

nes ad les a las de 1

Las proteinas reguladoras pueden presentar fi
al DNA, que evocan la posibilidad de que las proteinas sean el producto del
intercambio de dominios con proteinas con funciones previas. A continuacién se dan
ejemplos de reguladores transcripcionales con funciones enzimaticas y que han
acoplado sus diferentes funciones optimizando la regulacién transcripcional:

El represor BirA del operén bio en E. coli. actia adicionalmente como biotinil-5°-
adenilato sintetasa (EC. 6.3.4.15). E1l HTH se localiza en la region NHa-term (18-39
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aa), mientras que el motivo para la activacion por biotina se ubica en las posiciones:
83-119 y 189-235 (8. 67).

Ada, actua como O-6-metilguanin-DNA alquiltransferasa (EC 2.1.1.63), involucrada
en la respuesta adaptativa. La funcién de activacién transcripcional se ubica en el
NH2-term: reparacién del DNA por transferencia de un gnapo alquilo en posicién O-6
de la guanina a un residuo cisteina-69 (39).

PutA, una prolina deshidrogenasa (EC 1.5.99.8) {prolina oxidasa)/delta-1-pirrolina-
5-carboxilato deshidrogenasa {(EC 1.5.1.12) (P5C deshidrogenasa). Oxida la prolina a
dcido glutamico (como fuente de carbono/nitrégeno) y también actaa como un
regulador transcripcional {37). Maloy (35) propone que PutA es una proteina
multifuncional que pudo haber evolucionado para prevenir ciclos flutlles de sintesis
endégena de prolina.

icién del HTH con respecto a su

ZTiene alg pld ién estr la p

actividad?
Al parecer la relacién “ubicacién del HTH-actividad reguladora”™ no tiene una
explicacién aparente desde el punto de vista estructural. debido a las siguientes

evidencias:

1. El dominio de pegado al DNA no determina la funcién de represor, activador o
dual de la proteina. sino que es un componente necesario para que la proteina se
Pegue al DNA.

2. Aungue las estructuras de reconocimiento al DNA dentro de una proteina estan

relativamente dispersos en su estructura primaria o secuencia de aminoacidos.
cuando se observan tridimensionalmente, sus posiciones pueden ser similares (56).

3. Al sobreponer los HTH' s de Lacl (localizado en el NH2-term), GalR (localizado en
el NH2-term} y CRP (localizado en el COOH-term), se observan homologias
significativas entre la estructuras que forman las tres proteinas. concluyendo que hay
un mecanismo comun por el cual las proteinas pueden reconocer bases especificas en
el DNA-doble cadena, por medio de los aminoacidos de las a-hélices que se ubican en

el surco mayor del B-DNA (64).



4. E! HTH lo pod rar en p 6n NH2- o COOH-term, para los
represores y activadores predominantemente. sin embargo, encontramos represores-
HTH-COOH-term. activadores-HTHyNH2-term. represores-HTH-posicién central y
HTH-duales en ambos extremos proteicos, aunque en menor proporcién que los

grupos prinicipales ya descritos.

5. Los extremos NH2-term y COOH-term no quedan cercanos al interactuar con el
DNA para el caso de CRP. Cuando observamos la estructura tridimensional del
represor Fis, la separacion entre los extremos terminales es proporcional a una -
hélice que se encuentra entre ambas proteinas al asociarse como dimero proteico.

PROTEINAS REGULADORAS DE EUCARIONTES

La descripcion de la relacién estructura-funcion en los reguladores
transcripcionales de procariontes y en particular. aquellos que estan asociados al
factor sigma54. nos planted la necesidad de revisar los reguladores transcripcionales
de eucariontes para tratar de describir una relacién similar a la encontrada en
proteinas con HTH. Por lo cual. se analizaron tres motivos estructurales: los
homeodominios, los dedos de zinc y los hélice-loop-hélice (HLH). Como en el caso de
procariontes. la ubicacién de los motivos de pegado al DNA en eucariontes se
conserva en los homeodominios y dedos de zinc (repetidos en "tandem~ de dos dedos).
Este analisis rmuestra que las estructuras de pegado al DNA no se encuentran
organizados aleatoriamente en la proteina. Para el caso de las proteinas con HLH. el
analisis mostré la existencia de dos picos predominantes hacia la region central vy
COOH-term de las proteinas. donde parece ser que la distribucién tampoco esta
determinada por el azar. Ahora bien. lo que debemos determinar es la funcién
asoclada a cada proteina (represor. activador o dual) para determinar si realmente
existe una relacidn directa entre la posicién del dominio de pegado al DNA v la
actividad regulatoria de la proteina, como la observada en proteinas procariontes.




CONCLUSIONES

1. De acuerdo a los resultados descritos pr ite, las prof reguladoras de
promotores ©70 en procariontes se pueden asociar en 3 grupos funcionales:
represores-NH2-term, activadores-COOH-term y duales (familia LysR)-NH2-term.

2. La probabilidad de encontrar un represor en ¢l extrerno NHa-term es de 3 a 4
veces mas alta que la de encontrar un activador en este mismo extremo. Sin embargo.
la probabilidad de encontrar una proteina dual-NH2z-term depende del porcentaje de
similaridad/identidad con respecto a los miembros de la familia LysR. En el extremo
COOH-term es 3 veces mas probable encontrar proteinas activadoras que represoras.

3. El HTH convencional (descrito en proteinas de procariontes y fagos) es una
estructura conscrvada en secuencia. funcién y localizacion dentro de cada familia de
reguladores. Por cjemplo, todas las proteinas de la familia GalR/Lacl tienen un
dominio de union al DNA (que contiene el HTH) de 69 residuos de longitud. en el
primer 20% del extremo NH2-term: mientras todas las proteinas de la familia CRP
presentan el HTH en el tltimo 30% del extrerno COOH-term. Las unicas proteinas
que presentan el HTH en posicién central se agrupan en una sola familia de
represores “ArsR”. Finalmente, las proteinas de la familia “EBP" o activadores de la
transcripecion en promotores o54. presentan el HTH en los Gltimos 40 aa del extremo
COOH-term.

4. Los factores sigma de las familias 070 y 654, presentan el HTH en una posicién
definida y practicamente exclusiva para cada una de las familias analizadas. Mientras
en las proteinas de la familia ¢70, el HTH se localiza en los Gltimos 60 aa del extremo
COOH-term, las proteinas de la familia ¢54 lo presentan a una distancia de
aproximadamente 100 aa con respecto al COOH-term.

5. El analisis posicional de las estructuras que sc unen al DNA en las proteinas
nos muestra que se pueden diferenciar perfectamente las proteinas evolutivamente
relacionadas (y que en algunos casos ya han sido clasificadas en familias). Este
trabajo nos sugiere ademas, que con la descripcidn y localizacién de un motivo
estructural podemos clasificar proteinas nuevas y reforzar los criterios de clasificacion
proteica.

6. Es posible que el HTH sea un motivo estructural originado a partir de un
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ancestro comun a todos los reguladores transcripcionales y factores sigma de
procariontes. asi como de las homeoproteinas de eucariontes. Inclusive podemos
decir que esta estructura se originé antes del evento de divergencia de los
procariontes, los eucariontes y las arqueobacterias; ya que en estos organismos
también se han descrito proteinas con el HTH. Es probable que cada familia de
reguladores tenga un proteina ancestral con una funcion definida, a la cual se le
fusiondé el DBD (que contiene el HTH)} a través de un evento de recombinaciéon. en
posicién NH2-term o COOH-term. Posteriormente, esta proteina ancestral origino el
resto de los miembros en cada grupo., por duplicacién génica y diversificacién.

8. En el caso de los reguladores transcripcionales de eucariontes. la distribucién
homogénea del motive de uniéon al DNA nos sugiere que el evento de diversificacion de
los motivos estructurales sigue un patrén no aleatorio y que puede ser diferenciable
para cada grupo de proteinas. Siguiendo la tendencia de los reguladores procariontes.
es probable que la funcién de regulacion también esté asociada a la posicion de cada
motivo de unién al DNA estudiados.



PERSPECTIVAS

1. El anadlisis posicional de los motivos proteicos se puede utilizar para realizar
predicciones en proteinas con funcién desconocida. En el caso de las proteinas que
se unen al DNA con el motivo HTH, la posicién de esta estructura nos puede ayudar a

determinar si una proteina es reguladora y cual es su funcién mas probable.

A continuacién describiremos un primer gjemplo de la utilizacion de informacion la
posicional de los motivos estructurales (en este caso del HTH). para predecir posibles

les ba. OS:

reguladores transcrip

A partir de dos conjuntos de secuencias de proteinas relacionadas que
presentaban el motive HTH., se definieron y realizaron dos matrices de peso
independientes, que representan la frecuencia de un aminoacido en una posicién
dentro de un conjunto de secuencias alineadas. Se utilizaron 8 secuencias de E. coli
con el HTH descrito por analisis bioquimicos y/o genéticos; y 6 secuencias de
reguladores transcripcionales de fagos. Para cada una de estas matrices. se realizé
una busqueda en todas las proteinas de E. coli reportadas en la base de datos Swiss-
Prot versién 31.0 (3. 4) para detectar todas las proteinas que presentan un posible
HTH. Una vez que se Jocalizdé el patron de este motivo estructural. verificamos su
posicién central con respecto al total de la proteina. obteniéndose lo siguiente (se

utilizé el programa Profile de GCG (22)):

Funcién Posible Long

Protefna
Detectada HTH_E.coll HTH_fago

ALPA_E.coli 14-31(3.67) 13-31 {2.67) Represor/Dual 70aa
FECI_E.coli 141-158(4.00) 140-158(4.20) Activador 173aa
TTK_E.coli 48-67(3.57) 49-62(2.68) Represor 212aa
YFHH_E.coli 62-80(2.66) 62-80(3.59) Represor 282aa
HIPA_E.coli 28-47(6.41) 28-47(11.84} Represor 440aa

las 2 matrices reconocieron a las § proteinas. Los

De forma independiente.
numeros entre paréntesis corresponden a la calificacién para cada posible HTH

detectado. En el caso de la matriz generada a partir de las secuencias de E. coli. la

calificacién mas alta para una proteina es de 7.69 (CRP_E. coli} y la mas baja de 2.52

(ORF_1877817}): rnientras que para la matriz generada con secuencias de proteinas de

fagos. la calificacién mas ailta es de 11.84. (HipA_E. colf) y la mas baja de 2.53
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{ORF_3495728). Se realizé la prediccién de la funciédn mas probable para las 8§
proteinas detectadas con ambas matrices con base en la posicién de sus HTHs. Esta
Prediccion funcional se comparé con la funcién que les asigna Swiss-Prot,
observandose que las 2 proteinas AlpA y Ttk (dual y represor) coinciden con la
funcién descrita en la base de datos; las proteinas YfhH y HipA que nosotros
predecimos como represoras, SwissProt (2.3) las describe con funcién desconocida;
finalmente FeclI_E. coli a quién la asignamos la actividad de represor. SwissProt (2.3)

la describe como un posible factor o.

2. Podriamos elaborar un reconocedor para proteinas con funcién desconocida o
bien un modelo que describa las reglas de posicion del HTH con relacién a otros
motivos para los reguladores transcripcionales de procariontes:

Posicion central {porcentual y absoluta) del HTH para cada grupo funcional
{represor, activador y dual). ademas para cada familia de reguladores:

Actividad para cada familia de proteinas reguladoras:

Posicién de otros dominios involucrados en la funcién de las proteinas
{multime: 1, recono ito al inductor, entre otros);

3. Una alternativa interesante. es reconstruir la historia evolutiva de todas las
proteinas reguladoras de la transcripeién en procariontes y tratar de dilucidar las
relaciones o conexiones existentes entre cada una de las familias de reguladores por
arriba de este nivel de clasificaciéon. es decir, intentar agrupar estas proteinas en
superfamilias. También podriamos realizar un analisis evolutivo en las diferentes
proteinas reguladoras de eucariontes y que presentan los diferentes motivos de unién
al DNA: homeodominios. dedos de zinc y hélice-loop-hélice.
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Fig. 1. MODELO DE LA TRANSCRIPCION EN PROMOTORES c70
Modificado de Ebright and Busby. 1995 y Eick, D. et al, 1994.

Complejo RNA pol+Factor c70.
formando el complejo cerrado.
La RNApol-670 reconoce el

promotor de forma especifica...

DNA

Formacion del complejo
abierto. La RNApol-c70 abre
el DNA. formando la burbuja
de transcripcion...

DNA

Transcripciéon abortiva. Se
sintetizan fragmentos de
alrededor 9 nucleétidos de
longitud...

DNA

mRNA's abortivos pequefios

Transcripcion productiva.
Se libera el factor sigma.,
para ser reutilizado en otro
proceso transcripcional.
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ESTRUCTURA HELICE-VUELTA-HELICE

Pares de Bases

Fig. 2. Estructura de pegado al DNA. hélice-vuelta-hélice (HTH). La «-
hélice 1 (NH2-terminal) contacta con los grupos fosfato del DNA,
mientras que la ax—hélice 2 contacta con nuclestidos especificos del
surco mayor del DNA. Esquema tomado de Adhya y Garges (1}.
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. C
%~ Estructura de
Interaccién
especifica

Fig. 3. Esquema de la interaccién de la estructura g-plegada
antiparalela del represor MetJ de E, coli y el DNA. Las dos cadenas 3 se
unen a secuencias especificas en el surco mayor del DNA. Las
interacciones con los grupos fosfato del DNA Ia realizan los “loops™ del

NHz-term.
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Fig. 4. Esquema del mecanismo de la transcripcién en células
eucariontes. La formacién del complejo de transcripeidn se lleva a cabo
por interacciones sucesivas de proteinas (factores) con la RNApol I1. que
es necesario para el inicio de la transcripcién. Para detalles ver el texto

de la pagina 9.
49



La hélice 1 y 2 se ubican sobre
el DNA

l El NH2-term se ubica en
el surco menor
. i

La hélice 3 se ubica en el
surco mayor

Fig. 5. La a-hélice 3 del homeodominio se pega en el surco mayor del
DNA. con las a~hélices 1 y 2 ubicadas fuera de la doble hélice. La a—hélice

3 contacta tanto los grupos fosfatos y las bases especificas. El1 brazo NH2-
terminal., se ubica en el surco menor haciendo contactos adicionales
{(Lewin, 1994).

435



AR IIHAAX XX,
“..."...%.......................&.........
(RAEAAIANLXNX
e o

OO IR L i W 0SNG

R R |

Y /% N7 A/
BRI R

Sy
i

Fig. 6. Se muestra un clasico dedo de zinc. Un atomo de zinc se une a dos

Este motivo estructural se

preferentemente en extremo NH2-term. sin embargo podemos encontrar

cisteinas y dos histidinas.

localiza

casos (receptor de glucocorticoides) que lo presentan en posicién central.



Fig. 7. Hélice-loop-hélice. La estructura consiste de dos a-hélices
unidas por un loop o bucle. Las proteinas que presentan este
motivo se asoclan en dimeros.
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Porcentaje de proteinas

70 —

2.
(o] 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Posicién relativa del hth en los reguladores transcripcionales

100

Fig. 8. Distribucién del HTH en el total de proteinas reguladoras

asociadas al factor 70. En el eje de las “X" el 0% representa el NH2-
term y el 100% el extremo COOH-term. micentras que en el eje de las
“Y™” se representa el % de proteinas represoras, activadoras y duales.
Para detalles ver la seccion de resultados, pag. 19. Para el calculo de

los % del eje de las “Y™ se tomé como 100% el total de activadores.
represores y duales por separado.
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Fig. 9. Distribucién del HTH en el total de proteinas reguladoras
asociadas al factor 070, eliminando a las proteinas ortélogas. En el
eje de las “X~ el 0% representa el extremo NH2-term y el 100% el
extremo COOH-term.

Los calculos para la obtencién del porcentaje se realizaron de forma
similar a la figura 8. .
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Fig.
actividad dual. asociadas al factor ¢70. en comparacién con la
familia LysR. En el eje de las “X" el 0% representa el NH2-term y el
100% el COOH-term. La distribucién no cambia cuando se excluyen
las proteinas ortologas.
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10. Distribucion del HTH en proteinas reguladoras con




Nimero de proteinas

20 T T =T T
O HTH-NH2
@ HTH-COOH
15 GalR/Lacl -
10 -
DgoR AsnC/GntR
s /\ y » |
0 —0 O/- «
o
./.\ ’ \./\ o_ e
o N Pt i
o] 20 40 60 80 100

Posicion absoluta del HTH en proteinas represoras

Fig. 11la. La figura muestra la posicién absoluta de! HTH en el total
de proteinas reguladoras asociadas al factor 070. En el eje de las "X~
se representa la distancia desde el HTH al extremo proteico mas
cercano (NH2-terrm o COOH-term). Ademads. se muestran las
familias que predominan en cada uno de los picos.
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Fig. 11b. La figura muestra la posiciéon absoluta del HTH en el total
de proteinas reguladoras asociadas al factor c70. En el eje de las
“X" se representa la distancia desde el HTH al extremo proteico mas
cercano (NH2- o COOH-term). También se muestran las familias
que predominan en cada uno de los picos.



N
1

Niimero de proteinas

o L A 1 1 —1 R i L —1
o} 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
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Fig. 12a. Distribucién del HTH en las proteinas reguladoras asociadas
al factor o54. En el eje de las “X~ el 0% representa el extremno NH2-
term. y el 100% el extremo COOH-term. Sélo se graficaron 30
proteinas activadoras. Se excluyen de la grafica 10 proteinas duales. 2

represores y 3 con funcién no determinada.
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Fig. 12b. Distribucién absoluta del HTH en el total de proteinas
“X" se

reguladoras asociadas al factor c54. En el eje de las
representan los ultimos 35 aminoacidos del extremo COOH-term de

este conjunto de proteinas donde se ubica predominantemente el

HTH.
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Posicion relativa del HTH en los factores sigma

Fig. 13b. Distribucién del HTH en el total de factores sigma de las
familias 70 ¥y 054. Se observa una clara diferencia entre ambas
familias con base en la posicién del HTH. En el gje de las “X" el 0%
representa el extremo NH2-term y el 100% el extremo COOH-term.
Para detalles ver la seccién de resultados, pag. 19.
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Fig. 13b. Distribucién absoluta del HTH en el total de factores
sigma de las familias o70 y ¢54. Esta griafica muestra una clara
separacion de familias con base en la posicion del HTH. Mientras el
HTH se localiza en los ultimos 60 aa del extremo COOH-term en la
familia c70: en la familia 54 se ubica a una distancia cercana a los
100 aa respecto al extremo COOH-term.
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Fig. 14. Distribucion del HTH en proteinas reguladoras de
eucariontes (homeodominios). En el gje de las "X el 0% representa
el NH2-term y el 100% el COOH-term. Se observa la tendencia de
esta estructura de pegado al DNA a ubicarse hacia el COOH-term

de las proteinas.
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Fig. 15. Distribuciéon de los dedos de zinc en reguladores
transcripcionales de eucarjontes. Se representa la estructura repetida

dos veces en tandem. En el gje de las “X" el 0% representa el NH2-
term. y el 100% el COOH-term.
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Fig. 16. Distribucion del hélice-loop-hélice (HLH} en proteinas
reguladoras de eucariontes. En el gje de las “X" el 0% representa

el NH2-term y el 100% el COOH-term.
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%—g HTH inicial. contenido en un
fragmento de no mis de 100aa
de longitud

A — Adicién de uno o mis
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Proteinas con ¢l HTH en Proteinas con el HTH en
posicién NHz-terminal posicién COOH-terminal
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REPRESORES DUALES: Activadores-
autoregulacién negativa

Fig.- 17. Esquema hipotético que muestra el posible camino evolutivo
para los grupos proteicos que presentan el HTH en posicion NH2-term o
COOH-term. y que fue probablemente debida a la adicién de fragmentos
con funciones previas a un HTH ancestral. La divergencia de actividades
regulatorias (+, - 0 +/-) asociado a la posicién del HTH. se produjo como
una consecuencia directa de estas adiciones.
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Fig, 18. Perfil de identidad (Plotsimilarity-GCG) para las familias de
proteinas reguladoras de procariontes. La region mas conservada esta
localizada en el DBD (*) que contiene el HTH. Para el caso de la familia
EBP, se presenta otra regién conservada, que corresponde al probable sitio
de interaccion con el factor sigma y de fosforilacion(**)}.
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Fig. 19. Analisis evolutivo de la familia GalR/Lacl. La longitud de las

rarmas es proporcional a la distancia filogénetica. Se observa casi una
perfecta simetria radial, lo que implica que todas las proteinas
resultaron de eventos de duplicacién ocurridos en un mismo mormento

de la historia evolutiva (43).



ORGANIZACION DEL DOMINIO DE PEGADO AL DNA EN LAS
FAMILIAS REGULADORAS DE PROCARIONTES

LysR
Lacl
BirA

CRP
EBP

ArxraC

AxsR

TrpR

@ Dominio de Pegado al DNA y que contiene el hth

Dominio de activacién, interaccién con la RNApol
(C_RP). multimerizacién (Lacl).

5255 Dominio de activacién COOR-tesminal
Dominio con funcién desconocida para NifA de l1a
familia EBP

&\“D inio con fi

Fig. 20. Esquema de la organizacién modular de las proteinas
reguladoras asoctadas a promotores oc70 y c54. E1 Dominio de pegado
al DNA esta generalmente conservado en tamaro (aproximadamente

ién d ida en la familia ArsR

100 aa).



Regién -10 |

[ Sigma L Organtsmo I Regién -35
o770 E. coli TTGACA TATAAT
032 E. coli TCTC-CCCTTGAA|CCCCAT-TA
cA B. subtilis TIGACA TATAAT
B B. subtilis AGGTTTAA GGGTAT
oD B. subtilis CTAAA CCGATAT
oE B. subtilis ATATT ATACA
oG B. subtilis TGAATA CATACTA
oK B. subtilis AC CATA--T
oH B, subttlis CAGGA GAATT--T
ogp28 fago SPO1 AGGAGA TTT-77712
agp55 Fago T4 Ninguna TATAAATA
Sigma J Organi l Region -24 Regién -12 I
54 E. coli, CTGGA-A TTGCA

S. typhimuricum
K. pneurmnoniae
Rhizobtum sp.

Tabla 1. Secuencias consenso de promotores reconocidos por la

RNA poltmerasa conteniendo varios factores sigma (23).
T2 de SPO1 representa hidroxtmetiluracil que reemplaza a la

Timina.



FAM PRINCIPALES FUNCIONES REG NH2- COOH- RANGO  MEDIA TAM

LysR Sintesis de aminoicidos +/- 96.4% 122.344  297.46 100
GalR Catabolismo de azicares - 100% 94360  318.08 36
GniR Catabolismo de acidos grasos e histidina - B84.6% 109-493  258.62 27
MerR Resislencia a mercurio - 95% 122-273  164.20 20
DeoR Metab. de fucosa, glucitol y deoxiribosa - 100% 189-269  248.83 18
TetR Resistencla a letraciclina - 76.47% 103-226  200.76 17
AsnC Sint. de aminodcidos y metab. de glicerol - 100% 120-254  169.84 13
AraC Virulencia, transposicion, metab. de azicares + 60.8%106-529  279.49 57
LuxR Biosint, germinacién, melab, del glicerol + 100% 74-901  230.02 37
CRP  Respueslas globales 100% 206-257  232.95 23
ArsR Resistencia a arsénico, Sist. de flujo de cadmlo Zonamedia 104-122 11488 9
IclR  Sintesis de aminodcidos 100% 247-306  271.87 8
TrpR Sintesls de aminodcidos . 100% 107-103  107.75 4
BirA  Sintesis de biotina . 100% 240-325  297.00 4
TWO Forforilcién y respuesta adaplativa L e -
EBP Astmilacién de nitrogeno, sinl. de alginalos  + 100% 98-692 445.04 49
SIG ¥ Reconocimiento especifico del pramotor 100% 60-708  352.61 69

Tabla 2. Principales funclones asocladas a cada familta de reguladores trancripeionales en
procariontes. También se tncluyen los faclores slgma.

FAM Familia de proteinas reguladoras.

PRINCIPALES FUNCIONES Asociadas a los genes regulados.

REG Tipo de regulador: Represores [-), Activadores (+) o Duales (+/-)

NH2- Indica ¢] % de proteinas que tienen el HTH en el primer 20% NH2-term. Por ejemplo: el

94% de las proteinas de la familia LysR tienen el HTH en ef primer 20% NH2-term.
COOH- Indica el % de proeinas que tienen e] HTH en el primer 30% COOH-term, Por ejemplo: el
100% de las proleinas de [a familia CRP tienen el HTH en ef ultimo 30% COOH-term,
RANGO Intervalo de tamano entre la proteina funcional de longitud mas corta y la mas larga.
MEDIA  Longitud promedio de los miembros de la familia.
TAM Nitnero de proleinas que componen a fa familia.
SIG-F Faclores slgma de las familias 670 y 654.



Py 1. tad de p a70 agrupadas de a su funcié
familia.
ORGANISMO PROTEINA FUNCION FAMILIA
AADR + (e o
Pseudomonas aureaginosa ANR + o
Bradyrhizobium japonicum FIXK -+ CRP
Rhizoblum leguminocsarum FX24 + crP
P X - <P
Anabaena sp. NTCA + cAP
Synechococcus sp NTCA + cRP
Synechocystis sp. NTCA + (=2 o4
Pseudomonas stutzeri FNRA - crP
Bacillus subtilis FNR + CrP
E. coll CRP, FNR +/- cRP
S. typhimurium AR /- ca
Haemophilus influenzae R /- CHP
Xanthomonas campestris cLP +/- cRP
Azorhizobium caulinodans FIXK */- [0 o4
Rhizobium meliloti FIXiK +/- (=2 o
S. typhimurium CRP N/D AP
Haemophilus influenzae CRP N/D cRe
Lactococcus lactis P N/D CRP
Bordetella pertussis BTR N/D CRP
Synechococcus sp CYsR N/D CHRP
ETRA N/D cRP

Shewanella putrefaciens

E. coli

Pseudomonas aureaginosa
Pseudomonas putida

" Baciltus subltilis
S. typhimurium

Yersinia anterocolitica
Pediococcus pentosaceus
Streptococcus mutants
Vibrio cholerae
Proteus mirabllis
Shigetia dysenteriae
Yeorsinia pestis
Provigencia stuartil
Erwinia chrysanthemi
Citrobacter freundii
E. coll

S. typhimuriurm

E. coli

CFAD, ENVY, FAPR. MELR. RHAR
RHAS, URER, RNS, AGGR.CSVR,
PERA +
PCHR, EXSA, MMSR +
XYLS, XYS1, X¥S3, XYS4. XYS2 +
ADAA
INVF, RHAS
HRFB

LCRF
RAFR
MSMR
TCPN
URER
VIRF
VIRF
AARP .

ARAC +/-

LR R R IO

RAC
ARAC, MARA



ORGANISMO
E. coli

Shigella flexneri
Haemophilus influanzae
Bacillus subtitis
Streptomyces antibioticus
Streptomyces lividans
Rhodococcus sp
Streptcmyces lavendulae
. coli
S. typhimurium
Enterobacter aerogenes
Enterobacter cioacas

E. coli
E. colr

8. typhimurium

Bacillus subtilis
Pseudomonas aureaginosa
Bordetella pertussis
Bradyrhizobium japonicum
Rhizobium moeliloti
Azorhizobium caulinodans
Rhodobacter capsulatus

Agrobacteri
Agrobacterium vitis
Rhizobium leguminosarum
Vibrio fischeri

Erwinia amylovora
Erwinia stewartii
Kiebsiella pneumoniae

E. coli

Bacillus subtilis
Haemophiius influenzae
Braagyrhizobiurmn japonicum
E. coli

Bacillus subtilis

S. typhimurium
Psaudomonas fluorgscens
Aeoromonas salmonicida

£E. colt
S. typhimutiurm
Erwinia chrysanthemi
Bacillus subtilis

E. coli

Haemophilus influenzae

PROTEINA

ADIY, ROB, SOXS, TETD, XYLR
YFEG, YHIW, YHIX, YIDL, YIJO
E

MXII
XYLR, YAS2
YZBC

ARAL
ARAL
THCR
YMCR
TRPR
TRPR
TRPR
TRPR

AR

UHPA, EVGA, SDIA, MALT,
RCSA, RCSB
UHPA
COM1. CMA1
LASR, GLPR
VGA

B
FIXJ
FIXJ
FixXJ
DCTR
TRAR

IcLA
iCLR
KDGR

YCcsO
YdHl, YiAY
YiAJ

FUNCION

N/D
N/D
N/D
N/D
N/D
N/D
N/D
N/D

R N N i)

ND

E
3

L R




ORGANISMO

Streptomyces lividans
Bacillus subtilis

Baciltus sp.

Shigelia flexneri
Staphylococcus aureus
Pseudomonas aureaginosa
Sarratia marcescens
Bacillus cereus

Bacillus subtilis
Strepromyces lividans
Haemophilus influenzae
E. coli

Haemophnilus influenzae
Bacillus subtilis
Bradyrhizoblum japonicum
Bradyrhizobium sp.

£. coli
E. coli

E. coli
Bacillus subtilis

Rnhodobacter capsulatus

Providencia rettgeri
Pseudomonas aureaginosa
Pseudomonas putida

Bacillus subtilis
Bacilius tirmus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Sraphylococcus xylosus
E. coli

Synechococcus sp

£&. coli

Bacillus megaterium

Haemophitus influenzae
Staphylococcus aureus
Neissena gonorrhosae

Bacillus subtilis

Pseudomonas sp.
Pseugomonas putida
Lactococcus lactis

PROTEINA

TIPA

8LTR

MERR
MERR
MERR
MERR
MERR

GLNR

GLNR
MERR
Y293

YHOM, YEHV, SOXR
YHDM. Y186

TER1. TER2. TER3. TER4, TERS,

ACRR., BETI. ENVR. TETC
B8M3R

FUNCION

+
+

+ /-
PN
PN
/-
+/-
N/D
N/D
N/D
N/D
N/D
N/D

-/~

+7/-

N/D
N/D
N/D

FAMILIA



ORGANISMO

Salmoneila dublin

8. typhimurium
Pseudomonas aureaginosa
Rhodobacter capsulatus
Pseudomonas synngae

E. coll

Rhizobium meliloti
Rhizobium leguminosarurm
Streptomyces coelicolor
Haemophilus influenzae
Kiebsiella pneumoaoniae
Streptomyceas lividans
Yersinia pestis

Chmmanum vinosum
E. coli

Citrobacter freundil
Enterobacter cloacae
Pseudomonas pulida
8Bradyrhizobium japonicum
Rhizobium laguminosarum

Rhizobium meliloti
Ahizobium tropici
Azorhizobium caulinodans
Thiobacillus ferrooxidans
Bacillus subtilis
Haemophilus influenzae
Alcaliganes eutrophus
Bradyrhizobium elkanii
Bradyrhizobium sp.
Rhizobium galagae
Bradyrhizobium sp.
Rhodobactar capsulatus

A P’

>
g

Pseudomonas putioa

Klebsiella pneumnoniae

Streptornyces cacaoi

S. typhimurum
Vibrio cholerae

o

Bacillus subtilis
Rhizobium metiloti
E. coli

Bacitlus sublilis
£E. col

Alcaligenes eutrophus

PFROTEINA

VRPR
VRAPR
AMPR, TRPI
AMPR

GG

TDCA, XAPR
SYRM
SYRM
MPRR
OXYR,CYSB
cvsa

LR R N N

-/

AMPR
NOCR-5, NOCR-7
RBCA .’

ICIA, LYSR. NHAR, CYNR, ILVY.
OXYR

CvySB, METR. O - /-
AMPR -/~
AMPR -/~
NAHR /-
NOD1, NOD2 /-
NOD1, NOD2, NOD3, NODD-t,
NODD-v, NODD -’
NOD1, NOD2, NOD3 -t
NOD1, NOD2 i
NODD +/-
RBCR - /-
GLTC + 7=
ILVY, METR /-
TFOR - /-
NOD1. NOD2 -
NOD1, NOD2

NOD?

NODO

HVRB

GBPR, OCCR

CATR

NAC

BLAA

cyYsB. METR

IRGE

CATM -
cITR -
NOLR -
GCVA, GENR

YR26, YYBE, ALSR, Yywsl, YWFK N/D

YFIE, PSSR, YDHB, YHCS, YAFC.

YEIE, YIAU, YGIP, YFEB, YHAJ.

YiDZ, LRHA, LEUO. YHJC. YJIE N/D

TFDT N/D
as




ORGANISMO

Klebsiella pneumoniae
Haemophilus influenzae
8. typhimurium

E. coli

S. typhimurium
Haemophiilus influenzae
Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacilius subtilis

Bacillus subtilis

E. cofi

Vibrio alginolyticus
Streptococcus pneumoniae
Bacillus polymyxa
Kiabsisila pneumoniae
Kiebsiella pneurmnoniae
Pseudomonas aureaginosa

E. coli

Bacillus licheniformis
Bacillus subtilis
Pseudomonas putida

E. coli

Streptomyces lividans
Kiebsiella pneumoniae
Haemophilus influenzae

Rhizobium mebhiot!
Rhodobacter sphaeroides
E. coli

S. typhimurium
Bacillus subtilis
Haemophilus influenzas

Pyrococcus furiosus
Haemophilus influenzae
Pseudomonas putida
E. coli
Streptomyces coelicolor
Streptomyces griseus
Klebsiella pneumoniae
S. typhimurium
Serratim marcescens
Haemophilus influenzae
Haemophilus influenzae

PROTEINA FUNCION
YNA2 N/D
YHCS, GCVA, Y775 N/D
SINR N/D

RAFR, FRUR, RBSA. ASCG. EBGR
GALR, GALS, PURR. CSCR, LAC)

MALL CYTR -
FRUR, SCRR -
RABSA. GALR. PURR -
ABSR, CCPA -
YR45, YYAG N/D
GRAR +7/-
DEGA -+
YJGS, GNTR N/D
SCRAR -
MALR -
ENOR N/D
RETR -
SCaR -
NFXB -
FPOHR -
GNTR -
GNTR -
HUTC -
FADR /-
KORA -
HUTC -
FADR +7-
YINT N/D
MOCR N/D
YROX D

YIDP, YIDW, FARR. YIHL, LCTR. LLDR
UXUR, PHNF, EXUR. YHCK, YHFR ND

P N/D
YCBG N/D
wan N/D
YGDH N/D
ASNC +
B8KDR

ASNC, LRP -/-
GYLR

GYLR -/~
LRP -~
LRP -
LRP +
LRP -+
Y224 N/D



|

ORGANISMO PROTEINA FUNCION
E. coll FUCR, GLPR, GUTR. SRLA.

DEORAGAR - DECR
Lactococcus lactis LACR - oEOR
Staphylococcus aureus LACR - OEOR
Streptocaccus mutants LACR - DEOR
Haemophilus influenzae GLFR - DEOR
Ag ACCR - oEOR
Haemophilus influenzae FUCA + CEoR
E. coli YIHW, YUFQ, YJIHJ N/D DECR
Bacillus sublilis N/D OEOR
Hasmophilus influenzae YGBi N/D OEOR
Azotobacter vinelandi ANFA, NIFA, VNFA - EBP
& coli - EBP
Rhizoblum melilot/ DCTD, NIFA - =
Alcaligenes eutrophus HOXA -+ (==
Bradyrhizobium japonicumt HOXA, NIFA - £8P
Pseudornonas syringae HRPR, HAPS-s. HARPS-p - EBP
Rhodobacter capsulatus HUPR, NiFA - EBP
5. typhimurium HYDG - EBFP
Azospirillurm brasilense NIFA -+ EBP
Rhodobacter capsuiatus NIFA + [5:
Herbaspirilium seropedicas MNIFA + EBP
Klebsislla pneumoniaa NIFA - EBP
Anizobium leguminosarum NIFA -+ EBP
8. yphimuysium PGTA + o o
Psaudomonas aureaginosa PILR - =
Bacillus subtilis ROCR + EBP
Erwinia stawartii wysa * EBP
Pseudomonas putida XR - EBFP
E. col ATOC, ORDI - EBP
Azospiritlum brasilenseé NTRC + /- EBP
Kiebsiaila pneumoniaa NTRC w i EBRP
Proteus wvulgaris NTRC +/- EBP
Rhizobium meliloti NTRC + /. EBP
Rhodobactsr capsuiatus NTRC LX) EBP
Azorhizobium caulinodans NTRX +/- EBP
£, coll FiS, NTRC. TYRR /- EBP
E. coli YCJB, YGAA N/O EBFP
Clostriciurm begerrinckii sSTC N/D [=: o
+Haemophilus influenzae TYRR N/D 1= o4
Pseudomonas sp. YHYA N/D [=: o

Nota: Los simbolos +, - v +/- representan a las proteinas activadoras, represoras

duales respectivamente.
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APENDICE II

Factores sigma analizados,

procariontes.
ORGANISMO

Escherichia coli
Salmonella typhimurium
Pseudomonas aurpaginosa
Myxococcus xanthus
Bacillus subtilis
Streptomyces coelicolor
Alcatigenes eutrophus
Pseudomonas syringae
Str i
Citrobacter freundii
Bacilius thuringlensis
Bacillus licheniformis

i th

Ag
Vibrio parahaemolyticus
Buchnera aphidicola
Chilamydia trachomatis
Rickettsia prowazekii
Salmoneiia dublin
Shigella tlexneri
Ci

tylicum
Lactococcus lactis
Stigmatetlia aurantiaca
Bacillus maegaterium
Staphylococcus aureus

pertenecientes a las familias 070 y c8S4 de

FACTOR

FliA, FInC, RP32, RP70, RpoE, RpoS
FliA, RpoE, RpoS. AP70

FlUA, RP70. RpsH

CarQ, RPB0, RPSB, RpsC

RpsA, RpsB. ApsD, ApsE. RpsF, ApsG, RpsH, RpskK, SigX
HrdA. HraB, HrdC, HrdO, RpoE. RpoF, RpswW
CnrH

Hrpl.

RpoX, ApsA

RP32

RP28, AP35

RpsH, RpsF

RpsA

LAFS

RP70

RP70, RpsA

RP70

RpoS

RpoS

RpsA, RpsG

RpsA

RApsB

RpsF

RpsP

FACTORES SIGMA DE LA FAMILIA o054

ORGANISMO

E. coli

S. typhimurium

8. subtitis
Alcaligenes eutrophus
Pseudomonas putida
Rhizobium meiiloti
Klebsislia pneumoniae

Azorhizobium caulinodans
Azotobacter vinelandii
Rhodobacter capsulatus
Rhodabacter sphaeroides
Thiodaciltus ferrooxidans

FACTOR

RPS4
RPS4
RAP54
RP5a
RP54
APSS5, APSa
RPSa
RAPS4. RPSS
RP54
RP54
RPS5a4
APS54
RPS54
RPSa




APENDICE II1

A continuacién se listan das las p analizsadas en este trabajo. de acuerdo
al tipo de estr que p En e el

nombsre de la familia en la cual han sido A8 ™
IIIA. PROTEINAS CON HOMEODOMINIOS

ORGANISMO
Drosophila melanogaster

Ustilago maydis

Homo sapiens

Mus musculus
Shizophylium commune
Sacch -

Gallus gallus

Zea mays

Caenorhabditis elegans
Dugesia tigrina
Drosophila virilis
Drosophila melanogaster
Mus musculus

Homo sapiens

Mus musculus
Coturnix coturnix japonica

Xenopus laevis
Brachydanio rerio

Gallus galius
Caenornabditis elegans
Drosophila melanogaster
Gallus gailus

Homo sapians

Mus musculus

Galius gailus

Mus musculus

Homo sapiens

Drosophila melanogaster
Xeonopus laevis
Drosophila melanogaster
Mus musculus

Gallus gallus

Rattus norvegicus
Homo sapians
Caenorhabditis elegans
Brachydanio rerio

PROTEINA

FAMILIA

HMCU, HMES, HMH2, HMN 1, HMOC, HMRO
HMTL, HMZ1, HMZ2, PRO, ZFH1, ZFH2

B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7

HMPH, HX11
MHOX, TES1

MAY 1, MAY3, MAY4, MAZ3. MAZ4

PHO2, YOX1
DEFI, HMPH

HM23
HMH1, HMH2
HMRO

HMAA, HMAN, HMFT, HMSC

HXAS

HOMEOBOX TIPO-ANTP
HOMEOBOX TIPO-ANTP

HXAS, HXB3, HXBS, HXB6&., HX87,

HXCS5, HXC6, HXD3

HOMEOBOX TIPO-ANTP

HXB3, HXB6, HXB7, HXB8. HXC6,

HXC8, HXDB, HXA7, HXBS
HXA7

HXA7, HXB7, HXCE

HX8s, HXB8

HXC6

HXD8

LI139

HMLA

HX81

HXB1

HXA1, HXB1, HXD1

HXA4, HXB4, HXD4
HXA4, HXB4, HXC4, HXD4
HXA4, HXB4, HXC4, HXD4
HMDF

HXB4

HMPS

HXA2

HXAZ

HXA2

HXB2

HM16

HME1, HME2, HME2
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HOMEOBOX TIPO-ANTP
HOMEOBOX TIPO-ANTP
HOMEOBOX TIPO-ANTP
HOMEOBOX TIPO-ANTP
HOMEOBOX TIPO-ANTP

SUBFAM. TIPO ANTP-LABIAL
SUBFAM. TIPO ANTP-LABIAL
SUBFAM. TIPO ANTP-LABIAL
SUBFAM. TIPO ANTP-LABIAL
SUBFAM. TIPO ANTP-DEFORMADO
SUBFAM. TIPO ANTP-DEFORMADO
SUBFAM. TIPO ANTP-DEFORMADO
SUBFAM. TIPO ANTP-DEFORMADO
SUBFAM. TIPO ANTP-DEFORMADO
SUBFAM. TIPO ANTP-PROBOSCIPEDIA
SUBFAM. TIPO ANTP-PROBOSCIPEDIA
SUBFAM. TIPO ANTP-PROBOSCIPEDIA
SUBFAM. TIPO ANTP-PROBOSCIPEDIA
SUBFAM. TIPO ANTP-PROBOSCIPEDIA
QBOX ENGRAILED
HOMEQBOX ENGRAILED



ORGANISMO

Gallus gallus

MHomo sapiens

Mus musculus

Artemia sanfranciscana
Bombyx morf
Drosophila virilis
Drosophila melanogaster
Brachydanio rerio
Gallus gailus

Coturnix coturnix japonica
Homo sapiens

Mus musculus
Drosophila melanogaster
Mus musculus

Xenopus laevis

Gallus gatius
Brachydanio rerio
Dugesia japonica
Caenorhabditis elegans
Drosophila meianogaster
Homo sapiens

Gallus gallus

Xenopus laevis

Mus muscuius

Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana

Mus musculus

Homo sapiens

Mus musculus

Mus musculus

Drosophila melanogaster

Mus musculus

Homo sapiens

Xenopus laevis

Rattus norvegicus

Brachydania rerio

Homo sapiens

Drosophila meianogaster

Caenorhabditis elegans

Brachydanio rerio

Drosophila melanogaster

Mus musculus

Xenopus laevis

Caenorhabditis elegans
it

-hab g
Homo sapiens
Mus musculus
Homo sapiens

PROTEINA

HME 1, HME2
HME 1, HME2
HME1, HME2
HMEN

HMEN. HMIN
HMEN

HMIN

HMMC, HMMD

HMX1

HMX1

HMX1, HMX2

HMX1, HMX2

GSBD, GSBP, HMBC, HMPR
HMGC, PAX3

HMIX

HMAB
HXAA, HXD9, HXDA
HXAB8, HXD8, HXDC
HXBY

HXC9, HXCA, HXDg, HXDA, HXDB8, HXDC
HXD8

HMB1

HMB2

HMB3

oc11

OC3A, OC3B
ocT3

HMC1. HMC4, HMCA
PDM1. PDM2
BRN1. OC3N. OCTe
OC3N. OCTs

POUt. POU2, POU3
BRAN4

POU1

HVMPR

POU

UNBS

POUC

APTE

LH2, ISLY, LiMY
LIM1

MEC3

MEC3

oTX1

oTX1

oTx2
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HOMEOBOX TIPO PAIRED
HOMEOBOX TIPO PAIRED
HOMEOBOX TIPO PAIRED
HOMEOBOX TWO PAIRED
HOMEOBOX TIFO PAIRED

FACTORES DE TRANSCRIPTION POU

FAMILY ABD-B

FAMILY ABD-B

FAMILY ABD-B

FAMILY ABD-B

FAMILY ABD-B

FAMILY ABD-B
FAMILY ABD-8

ATBH-2 Y ATBH-3

ATBH-1 ¥ ATBH-3

ATBH-1 ¥ ATBH-2
PERTENECE A LA CLASE 2-POU
PERTENECE A LA CLASE 5-POU
PERTENECE A LA CLASE 5-POU
HOMEOBOX TIPO CAUDAL
CLASE-2 POU

CLASE-3 POU

CLASE-3 POU

CLASE-3 POU

CLASE-3 POU

CLASE-3 POU

CLASE-4 POU

CLASE-4 POU

CLASE-4 POU

CLASE-6 POU

HOMEOBOX

DOMINIO LIM
DOMINIO LIM
DOMINIO LIM
DOMINIO LIM

SIMILAR A OTD DE Drosophila y OTX2
SIMILAR A OTD DE Drosophila y OTX2
SIMILAR A OTD DE Drosophila y OTX1



ORGANISMO

Mus musculus
Homo sapiens

Mus musculus
Drosophila melanogaster
Caenorhabditis elegans
Mus musculus

Drosophila melanogaster

Sacch.
Drosophila melanogaster
Halocynthia roretzi
Homo sapiens

Ratus norvegicus

Mus musculus

Rattus norvegicus
Caenorhabditis elegans

ORGANISMO

Drosophila melanogaster
Mus musculus
Homo sapiens

Rattys norvegicus
Masocricetus auratus
8os taurus

Meleagris gallopava
Oncorhynchus mykiss
Sus scrola

Gallus gallus

Xenopus laavis
Caenornabditis alegans
Drosophila melanogaster

Rattus norvegicus

FAMILIA

PROTEINA

OTx2 SiMILAR A OTD DE Drosophila y OTX1

PAX8 DOMINIO PAIRED BOX

PAX6 DOMINIO PAIRED BOX

en FAMILIA PBX

MABS SIMILAR A OTROS HOMEOBOX TIPO-ANTP

EVX1 SUBFAM. QUE INCLUYE Eve de
Drosophiia. EVX-1 y EVX-2 de Raton.y
XHOX-3 de Xenopus

HMEV SUBFAM. QUE INCLUYE Eve de
Drosophila. EVX-1 y EVX-2 de Raton.y
XHOX-3 de Xenopus

MTAO, MTA1T go a

ZFH2 Con tres homeobox

HOX1 Similar a H2 de Drosophila

coP Similar a CUT de Drosophila

TTF1 Similar a NK-2 de Drosophila

MOX1, MOX2 SIMILAR A OTROS HOMEOBOX

MOX2 SIMILAR A OTROS HOMEOBOX

YMSE1

PROTEINA FUNCION

CF1A ACTIVADOR

HMPT, HNFA, HNFB, OCT1 ACTIVADOR

HMP1, HNFA, HNFB, OCT1, OCT2 ACTIVADOR

HMP 1, HNFA, HNFB ACTIVADOR

HMC3, tMXT ACTIVADOR

HMP1 ACTIVADOR

HMP1 ACTIVADOR

HMP1 ACTIVADOR

HNFB ACTIVADOR

oCcT1 ACTIVADOR

OCT1 ACTIVADOR

PALT ACTIVADOR

HVEN REFRESOR

MAT2 FREPRESOR

oCTs REPRESOR



IIB. PROTEINAS CON DEDOS DE ZINC

4 con d de zinc repetidos en tandem de

En este bajo se
dos dedos.

PROTEINAS CON 2 DEDOS DE ZINC Y QUE SE PRESENTAN EN ESTE TRABAJO.

ORGANISMO

Homo sapiens

Mus musculus

Drosophila melanogaster
Xenopus laevis

Bos raurus

Aspergilius niger

Emericella nidulans
Caenorhabditis elagans
Avian erythroblastosis virus
Saimo irideus

Manaduca sexta

Oryctolagus cuniculus

Rana catesbeiana
Ustilago maydis
Gallus galius

Rattus norvegicus

PROTEINA

ADR1, MIG1, MSN2, MSN4, NOT4, RGM1, YELS8

ANDR, ARP1, COTF. EAR1, EAR2. ERRY, ERR2, ESTR, GAT1.
GAT2, GAT3, GCRA, GCR, HNF4. MCR. NAK1, PPAR, PPAS,
PPAT. PRGR, ROR1, ROR2, ROR3, RRA1, RAB2, RRG1, RRG2,
RRXA, RAXB, RAXC. THAT, THA2, THB1, THB2, TR2, VDR,
ZEP2, ZN46

ANDR, ELP, ESTR. GAT1. GAT3, GAT4, GCR, NUR1, NUR7,
PPAR, PPAS, PPAT. PPAU, PAGR. RAA1, RRA2, RRB1, RRB2,
RRAB3. ARG, ARG2, ARXA. RRXB, RAXG, THA1, THB1, THB2
7UP1, 7UP2, DHR3. E75A, E75C. ECR. EGON, FTF1, KNIR,
KNRL. TLL. TTK. USP

GAT2, GAT3, GATA, GATB. NGFI, PPAR, PPAS, PPAT, RAG2,
THAA, THAB, THB1, THBS5, THB6, THB?

AD4B

CREA

CREA

ELTY

ERBA

ESTR

MHR3

PRGAR

RARA. RAD

THA

URBt

ESTR, GAT1, GAT2. GAT3. PRGR, RAB1, ARB2, RRXA, THA,
THE

ANDR, ESTR, GCR. HNF4, MCR, NGFI. PPAR, RNR1, RRXA,
THAT, THA2, THB1. THB2. VDR



IIC. PROTEINAS CON HELICE-LOOP-HELICE (HLH)

ORGANISMO

Mus musculus

Rattus norvegicus
Xenopus laavis

Homo sapiens

Mus musculus

Rattus norvegicus
Drosophita melanogaster
Mus musculus
Drosophila metancgaster
Homo sapiens

- Xenopus laevis
Mus musculus

Rartus norvegicus
Gallus gallus
Marmots monax

PROTEINA FAMILIA

ASH1 MYC

ASH1, ASH2 MYC

ASH1 MYC

Ipl, ID2, ID3, ID4 Subfam. ID
IDl, ID2, ID3, ID4 Subfam. ID
IDl, ID2, ID3 Subfam. ID

ATO Subfam. Atonal
MTH1, MTH2 Subfam. Atonal
AST3, AST4. ASTS, AST8, DEI, TWST, MYOD

HEN1, HEW2, LYL1l,MAD, MAX,MYCL, MYCM,

MYCN, MYC. MYF3, MYF4, MYFS5,MYF6,

MF25, MYC2, MYCL, MYCM, MYCN, MYOD, MYFS, TWST
HEN1. LYL1, MYCN, MYC, MYF5, MYOD, MYOG,

TWST, MYF6, MYCL,
MYCS, MYC, MYF6&, MYOD, MYOG

MYCN, MYC, MYF5, MYF6,MYOD, MYOG, SCL

MYC2, MYC1

Serinus canaria MYCN
Avian myelocytomnatosis virus cmii MYC
Avian myelocytomatosis virus mc29 MYC
Avian myelocytomatosis virus hbi MYC
Avian retrovirus mh2e21 MYC

Avian retrovirus ok10 MYC
Callithrix jacchus MYC

Felis catus MYC

Fealine leukemia virus MYC

Feline leukemia provirus fT MYC
MHylobates Iar MYC

Pan troglodytes MYC
Coturnix coturnix japonica MYOG
Lytechinus variegatus SuM1
Caenorhabditis elegans MYOD, YLB7. YMH7
Schizosaccharomyces pombe ESC1

8os taurus MYFS
Coturnix coturnix japonica MYOD

Ovis aries MYQD
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