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PRESENTACIO

Aquest treball es troba emmarcat en un projecte d’estudi de la regulacié del gen
dihidrofolat reductasa (dhfr) que codifica per a la diana terapéutica del quimioterapic
Metotrexat. La sobreexpressié de la proteina DHFR cursa amb un augment de la resisténcia
al tractament amb aquest farmac. Estudis previs al nostre grup van demostrar que el
promotor del gen dhfr era regulat al llarg del cicle cel-lular gracies al factor de transcripcio
Sp1 i que la unié de Sp1 al promotor augmentava al llarg de la proliferacié. Fins a aquell

moment, s’havia considerat que Sp1 era un gen ubicu i que la seva expressid era constant.

Paral-lelament, en el nostre grup, es va estudiar la interaccié entre Sp1 i la proteina
supressora de tumors Retinoblastoma. Aquestes dues proteines formen un complex que
s’uneix al promotor del gen dhfr a través de la seqiiéncia de reconeixement de Sp1 i es pot
detectar a totes les fases del cicle cel-lular. A més, els nivells de proteina de Sp1 i Rb
augmenten al llarg de la proliferacié. Altres estudis del nostre grup van demostrar que els
nivells de mRNA de Sp1 augmentaven amb la incubaci6é de cél-lules amb concentracions
baixes d’inhibidors de CDKs com la roscovitina, I'olomucina, TUCN-01 o l'inhibidor endogen
p21. Aquests inhibidors també produien un augment en els nivells de mRNA de Rb.
L'augment en els nivells de Sp1 i Rb es correlacionava amb un augment de I'activitat DHFR i

un augment de la resisténcia al Metotrexat.

Donada la importancia de Sp1 en la regulacié del gen dhfr, es va estudiar el promotor del
factor de transcripcié Sp1. Aquest promotor esta regulat principalment per Sp1, Sp3 i NF-Y,
tot i que E2F1 tambés és capag¢ d’activar-lo. Sp1 és capag¢ d’activar la seva propia

transcripcié mentre que Sp3 és capag de contrarestar aquesta activacio.

Els estudis sobre el promotor de Sp7 van permetre constatar un cop més que la regulacié
dependent de Sp esta determinada de forma molt notable pel balang Sp1/Sp3 a les cél-lules,
de forma que l'efecte final sobre un promotor especific dependra del context i el tipus
cel-lular. Per aix0, en el present treball, ens hem centrat especialment en 'estudi de la
regulacié del factor de transcripciéo Sp3, regulador dels gens estudiats anteriorment, dhfri
Sp1. En aquesta direccié, ens vam proposar estudiar la regulacié del promotor de Sp3, tot
comparant-la amb la regulaci6é del promotor de Sp1, aixi com aprofundir en els mecanismes

de regulaci6 del promotor de Sp1.

Hem portat a terme una analisi detallada de la regié promotora del factor de transcripcio

Sp3 amb la identificacio dels inicis de transcripcio i les possibles caixes d’unié per a diferents
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factors de transcripcié. Aixi mateix, hem definit la seqiiéncia minima promotora i hem
demostrat la uni6é dels factors Sp1, Sp3, NF-Y, NF-1, c-Myb, B-Myb i c-Jun a aquesta
seqliéncia. D’altra banda hem estudiat I'efecte de la sobreexpressi6 i la inhibicié d’aquestes
proteines sobre I'activitat del promotor de Sp3 i sobre els nivells enddgens del seu mRNA.
Sp3 s’autoregula de forma positiva i és també activat per Sp1, NF-Y, Myb, AP-1 i NF-1. Per

contra, la transcripcidé de Sp3 és reprimida per la sobreexpressié de E2F1/DP1.

Addicionalment s’ha estudiat la interaccié de Sp1 amb diferents proteines implicades en
la regulacié del cicle cel-lular i s’ha caracteritzat I'efecte de la seva sobreexpressidé sobre
I’'activitat del promotor de Sp7, ja que aquest és regulat per Sp1. Sp1 és capag
d’interaccionar amb CDK4, p21, SKP2 i BRCA2. El promotor de Sp1 és regulat de forma
positiva per la sobreexpressié de CDK4, SKP2, BRCAZ2, Ciclina D1, E2F1/DP1 i Stat3;
mentre que és reprimit per la sobreexpressié de p53 i NFkB. Els efectes d’aquestes
proteines es van analitzar sobre els nivells de mRNA de Sp1, aixi com sobre I'activitat d’un

promotor artificial que només contenia caixes Sp1.

La interacci6 entre Sp1-p21 va ser objecte d’estudi en més detall, gracies a la
col-laboracié amb el grup del Dr. Roninson (Albany, NY). L'expressié de p21 en cél-lules de
fibrosarcoma indueix el promotor de Sp1 aixi com els nivells de mRNA, pero, al mateix

temps, indueix la degradaci6 de Sp1.

En resum, en aquest treball hem demostrat que la regulacio6 transcripcional de Sp1 i Sp3
€s un procés molt complex que depén de I'efecte conjunt de diferents factors de transcripcio,
aixi com d’altres proteines que fins al moment no havien mostrat tenir efectes

transcripcionals.
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INTRODUCCIO

Perqué la informaci6 genética de I'individu (genotip) es converteixi en les proteines
que li donen les caracteristiques individuals corresponents (fenotip), el DNA s’ha de
convertir primer en RNA mitjangant el procés de transcripcio.

L'inici de la transcripcidé requereix una seérie de processos que inclouen la
descondensacio del locus, el remodelament del nucleosoma, les modificacions de les
histones, la uni6 dels factors de transcripcié i coactivadors a les seqléncies
promotores i enhancers i el reclutament de la maquinaria basal de transcripcio al
promotor.

La maquinaria basal de transcripcié esta formada per la RNA polimerasa Il
juntament amb altres proteines, anomenades comunment factors de transcripcié (Tjian
and Maniatis, 1994). Els factors de transcripcié poden estar units directament a la RNA
polimerasa, a altres factors de transcripcié o a les seqlieéncies cis de DNA. Tipicament,
el lloc d’uni6é del complex iniciador de la transcripcid, format per la RNA polimerasa |
juntament amb d'altres proteines, és 'anomenada caixa TATA localitzada a uns 30
parells de bases del lloc d’inici de la transcripcié. En abséncia de caixa TATA, linici de
la transcripcié es du a terme gracies a la preséncia d’elements iniciadors o altres
seqliéncies promotores com les caixes GC on s’uneixen els factors de transcripcié de
la familia Sp.

El promotor d’'un gen és la seqiiencia de DNA que conté els llocs d’uni6 per a la
RNA polimerasa i els factors de transcripcié necessaris per a la transcripcié normal. A
més del complex transcripcional de la RNA polimerasa Il, existeixen nombrosos
elements d’unié per a factors de transcripci6 a les regions promotores dels gens. Molts
d’aquests factors sén actius només en preséncia d’'un determinat estimul o a un teixit
concret, permetent la regulacié de la transcripcié en determinades situacions. Altres
factors estan actius de forma constitutiva i s6n capagos d’unir-se al DNA i interaccionar
amb el complex basal de transcripcié augmentant la transcripcié d’'un gen concret.

Aixi doncs, la regulacié transcripcional s’exerceix per I'acci6 combinada de la unié
de proteines a diferents elements promotors i enhancers. Els llocs d’'unié al DNA sén
reconeguts normalment per diferents proteines relacionades estructuralment
(Latchman, 1990).

13
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1. LA FAMILIA SP/KLF

La familia de proteines Sp/KLF (specificity protein/Krippel-like factor) és una familia
de factors de transcripcid que es caracteritzen per la seva capacitat d’unir-se al DNA a
les caixes GC i GT o CACCC presents a les zones promotores d’'una gran varietat de
gens cel-lulars i virals. Aquestes caixes s’han trobat i analitzat en promotors,
enhancers i regions de control de locus (locus control regions LCR) de gens que estan
sota diferents mecanismes de control, com la regulacié del cicle cel-lular, I'activacié
hormonal i el patré de desenvolupament (Philipsen and Suske, 1999).

La caracteristica més important dels membres de la familia és la preséncia de tres
dits de zenc tipus Krippel. Aquest tipus de dits de zenc son presents a la proteina
Krippel (de l'alemany lisiat) de Drosophila melanogaster i tenen com a
caracteristiques diferencials que el zenc esta quelat mitjangant dos residus de cisteina
i dos d’histidina i que els dits estan connectats per una seqiiéncia caracteristica. Per
aquesta rad alguns dels membres de la familia s’han anomenat Krippel-like factors
(Turner and Crossley, 1999). S’ha descrit un gran numero de proteines que contenen
dits de zenc tipus Kriippel, perd que no pertanyen a la familia Sp/KLF. Per a que siguin
considerats de la familia, els factors han de tenir els dits de zenc a la zona C-terminal
(Turner and Crossley, 1999). Els factors Sp-related també es troben en organismes
simples pluricel-lulars com el nematode Caenorhabditis elegans, perd no en
organismes unicel-lulars com el llevat Saccharomyces cerevisiae (Suske et al., 2005).

La familia Sp/KLF esta formada per 26 membres (Taula 1 i Fig 1) agrupats en dues
subfamilies segons la seva similitud estructural: la subfamilia Sp i la subfamilia KLF.
Tot i que totes les proteines reconeixen els mateixos llocs d’unio, les afinitats relatives
per les seqliiéncies varien i s’ha demostrat que els factors Sp s’'uneixen amb més
afinitat a les caixes GC (Thiesen and Bach, 1990) mentre que els KLF s’uneixen
peferentment a les caixes GT (Crossley et al., 1996, Feng et al., 1994, Matsumoto et
al., 1998, Shields and Yang, 1998).

Nom  Sinonims AN aa Chr Fenotip knockout Ref.
SP1 NM_138473.2 785 12913.13 Letal embrionari (E10) [1]
SP2 NM_003110.3 606 17g21.32

SP3 SPR-2 NM_003111.1 781 2q31.1 Letal perinatal. Hematopoiesi i [2-4]

desenvolupament de dents i
ossos danyat
SP4 HF1B NM_003112.1 784 T7p15 Retardament del creixement, [5-7]
SPR-1 desenvolupament sexual

anormal, mort cardiaca
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SP5
SP6
SP7
SP8

SP9
KLF1

KLF2

KLF3

KLF4

KLF5

KLF6

KLF7

KLF8

KLF9

KLF10

KLF11

KLF12

KLF14
OSX, osterix

EKLF

LKLF

BKLF

GKLF
EZF

CKLF, IKLF
BTEB2
COPEB,
GBF, ZF9,
BCD1,
CPBP,
PAC1, ST12
UKLF

BKLF3,
DXS741,
ZNF741
BTEB,
BTEB1

EGRA,
TIEG, TIEG1
FKLF,
FKLF1,
TIEG2
AP2REP,
AP-2rep,
HSPC122

NM_001003845.1

NM_199262.2
NM_152860.1
NM_182700.2

(hCT1831218)
NM_006563.1

NM_016270.1

NM_016531.2

NM_004235.1

NM_001730.2

NM_001300.2

NM_003709.1

NM_007250.2

NM_001206.1

NM_005655.1

NM_003597.2

NM_007249.3

398
376
431
508

484*
362

355

345

470

457

283

302

359

244

480

512

402

2q31.1
17q21.31/32
12q13.13
7p21.2

2931
19p13

19p13.1

4p14

931

13921.33

10p15

2932

Xp11.21

9q13

8g22.2

2p25.1

13q22.1

repentina.

Sense fenotip aparent

No formacio ossia

Mortalitat perinatal.
Malformacions del cervell,
esquelet posterior axial truncat i

membres curts

Letal embrionari (E14).

Anémia severa.

Letal embrionari (E12E14).
Multiples alteracions.

Desordre mieloproliferatiu
progressiu

Letalitat perinatal degut a la
perdua de la barrera de pell.
Requerit per a la diferenciacié de
les cel-lules globet del colon.

Letalitat temprana embrionaria.

Fallada letal de I'eritropoiesi.

Mort produida per defectes
neuronals severs a 2 dies del

naixement.

Defectes del comportament
lleugers. Hiperplasia uterina i
resisténcia parcial a la
progesterona.
Desenvolupament dels ossos
alterat.

Sense fenotip aparent

(8]

9]
[10,11]

[12,13]

[14-17]

(18]

[19,20]

[21]

[22]

[23,24]

[25,26]

[27]

(28]
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KLF13 BTEBS, NM_015995.1 289 15g13.2 Viable amb defetes a la [29]
FKLF2, diferenciacio6 de les cél-lules T.
NSLP1,
FKLF-2,
RFLAT1,
RFLAT-1
KLF14 BTEB5 NM_138693.1 323 7qg32.2
KLF15 KKLF NM_014079.2 325 3g21.3 Viable amb susceptibilitat [30]
augmentada a la distrofia
cardiaca
KLF16 DRRF, NM_031918.1 252 19p13.3
BTEB4,
NSLP2
KLF17 NM_173484.3 389 1p34.1

Taula 1. Tots els factors representats son humans. Els niumeros dels aminoacids corresponen a la
isoforma més gran coneguda. * Deduit de la base de dades Ensembl human genome per

comparacié amb Sp9 de ratoli AY591908. [1] (M. Marin et al., 1997), [2-4] (Bouwman et al., 2000, Gollner et al.,
2001b, Van Loo et al., 2003), [5-7] (Gollner et al., 2001a, Nguyen-Tran et al., 2000, Supp et al., 1996), [8] (Harrison et al.,
2000), [9] (Nakashima et al., 2002), [10,11] (Bell et al., 2003, Treichel et al., 2003), [12,13] (Nuez et al., 1995, A. C. Perkins
et al., 1995), [14-17] (Kuo et al., 1997a, Kuo et al., 1997b, Wani et al., 1998, Wani et al., 1999), [18] (Nilson et al.,
2006)[19, 20] (Katz et al., 2005, Segre et al., 1999), [21] (Shindo et al., 2002), [22] (Matsumoto et al., 2006), [23,24] (Laub
et al., 2006, Laub et al., 2005), [25,26] (Morita et al., 2003, Simmen et al., 2004), [27] (Subramaniam et al., 2005), [28]
(Song et al., 2005), [29] (M. Zhou et al., 2007), [30] (Fisch et al., 2007)

La majoria dels factors de la familia Sp/KLF son activadors transcripcionals, pero
alguns d’ells poden tenir efectes inhibitoris de la trancripci6é. Concretament, s’ha
demostrat que Sp3, Sp4, KLF3, KLF5, KLF4 i KLF9 poden activar o reprimir la
transcripcié depenent de la linia cel-lular o del promotor examinat (Hagen et al., 1994,
Turner and Crossley, 1999).

L’analisi filogenética de la familia mostra una gran quantitat de subgrups. A
excepcid del domini de dits de zenc, hi ha relativament poca homologia entre els

membres de la familia (Kaczynski et al., 2003) (Fig. 1).
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Figura 1. Relacié entre els diferents factors de transcripcié Sp/KLF humans. Els factors
més similars estan agrupats. L’arbre filogenétic s’ha extret de (van Vliet et al., 2006). Per a
generar I'arbre es van utilitzar les seqiéncies completes de les diferents proteines.

1.1. EL DOMINI D’UNIO AL DNA

L’agrupacié dels tres dits de zenc és la caracteristica més important dels membres
de la familia Sp/KLF. Sense excepcions, el domini de dits de zenc de les proteines
Sp/KLF de mamifers consisteix en 81 aminoacids que formen una estructura repetida
de moduls independents amb la seqiiéncia consensus (Tyr, Phe)-X-Cys-X; 4-Cys-Xs-
Phe-Xs-Leu-Xo-His-X35-His-Xo6. Estructuralment un dit de zenc Cys,-His,; és un motiu
Bpa estabilitzat per la quelacié d’un i6 de zenc unit a histidines i cisteines, i s’uneix a
una sequiéncia concreta de 3bp a través de la a-hélix (Pavletich and Pabo, 1991). El
fet de que estiguin altament conservats, no només en les unitats Cys,-His,, si no
també en les regions entre dits (Fig. 2), recolza la idea de que els dits actuen com una
sola unitat.

La porcié a-hélix de cada dit és capag¢ d’encaixar al solc major del DNA de manera
que la unio dels dits successius fa que la proteina s’enrotlli al voltant del DNA. Cada dit

de zenc tipicament reconeix 3 parells de bases successius de la seqiencia del DNA.
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Figura 2. Caracteristiques dels membres de la familia Sp/KLF. Seqiiencies consensus
del domini en dits de zenc de tots els factors Sp i KLF. Es mostren les seqiiéncies per als
factors Sp, KLF i per a la familia completa. Tots els dominis s6n de 81 aminoacid en
humans. La regi6 altament conservada BTD a la zona N-terminal dels dits de zenc només
es troba a les proteines Sp. Les fletxes indiquen els residus que probablement
determinen I'especificitat de reconeixement dels dits a través dels contactes amb les
bases del DNA. (Suske et al., 2005)

El conjunt dels tres dits de zenc reconeix la seqiéncia general de CCN CNC CCN
(Klevit, 1991), per tant, reconeix una sequéncia rica en G i C, anomenada GC
(GGGGCGGGEG) o GT(GGTGTGGGEG) i també caixa CACCC. S’ha determinat per
cristal'litzacié I'estructura del domini de dits de zenc de Sp1 unit a la seva diana (Elrod-
Erickson et al., 1996, Pavletich and Pabo, 1991). Els tres dits de zenc ocupen el solc
major del DNA (Elrod-Erickson et al., 1996). La proteina interacciona amb les dues
cadenes de DNA, perd la major part del contacte es fa amb la cadena rica en
guanines. S’ha observat que els tres dits de zenc no contribueixen amb la mateixa
forca en la unié al DNA. Els dits de zenc 2 i 3 tenen una major afinitat d’'unié al DNA
que el dit de zenc 1 (Kriwacki et al., 1992, Kuwahara et al., 1993, Saegusa et al., 1997,
Yokono et al., 1998). Aquest fet també es demostra perqué la seqiiéncia de DNA on
s’uneixen els dits de zenc 2 i 3 esta més conservada que la del dit de zenc 1 (Bucher,
1990, Shi and Berg, 1995, Thiesen and Bach, 1990).

En el cas del factor de transcripcid6 Sp1 s’ha analitzat la forma d’unié concreta de

cada dit de zenc al DNA, com es mostra a la seguent figura:
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Figura 3. Diagrama del reconeixement modular entre el triplet de DNA que conté les
bases permeses i els tres dits de zenc. Les fletxes indiquen contactes directes, mentre
que els asteriscs representen discriminacié per repulsié electrostatica. Les caixes
puntejades contenen bases situades a fora del lloc d’unié minim. (Marco et al., 2003).

1.2. LA FAMILIA SP

Sp1 va ser considerat durant molt de temps la Unica proteina capa¢ de regular la
transcripcié a través de les caixes GC i GT. Aquesta visi6 va canviar quan es van
clonar els factors relacionats Sp2, Sp3 i Sp4 (Hagen et al., 1992, Kingsley and Winoto,
1992). Va seguir la identificacié de Sp5 (Harrison et al., 2000), Sp6 o KLF14 (Scohy et
al., 2000), Sp7 o Osterix (Nakashima et al.,, 2002) i Sp8 (Ravasi et al., 2003).
Finalment, Sp9 es va identificar per comparacié de seqléncies a partir de la proteina
aillada en pollastre i encara no s’ha estudiat la proteina Sp9 humana (Kawakami et al.,
2004).

Els membres de la subfamilia Sp, a més de tenir en comu el domini d’'unié al DNA,
tenen regions conservades a la zona N-terminal. La caracteristica diferencial més
important entre les proteines Sp i KLF és la preséncia a les proteines Sp de
'anomenada caixa Buttonhead (Btd) immediatament a la regié N-terminal del domini
de dits de zenc (Harrison et al., 2000). Aquesta regié conservada d’onze aminoacids
va ser identificada a 'homolog de Sp1 de Drosophila Buttonhead (Btd) (Wimmer et al.,
1993) i es creu que contribueix a la capacitat transactivadora d’aquestes proteines
(Athanikar et al., 1997, Yieh et al., 1995) El fet que la caixa Btd també es trobi als
factors Sp de Drosophila i C.elegans suggereix que té un paper important a nivell
fisiologic. Una altra regié conservada entre les proteines Sp és la caixa Sp que
consisteix en la seqiiéncia SPLALLAATCSR/KI localitzada a I'extrem N-terminal de les
proteines. Aquest element conté un lloc de tall endoproteolitic i esta a prop de la regid

N-terminal diana de la degradaci6 dependent del proteasoma in vitro (Su et al., 1999).
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Les proteines Sp estan agrupades en clusters génics HOX (Philipsen and Suske,
1999) i situades de dos en dos amb els promotors encarats 'un a l'altre (Fig.4). L’anic
membre que esta localitzat independentment als altres és Sp5. Sp1-Sp7 es troben al
cromosoma al 12q13.13 (HOX C); Sp2 - Sp6 al 17921.31/32 (HOX B); Sp3 — Sp9 i Sp5
al 2g31.1 (HOX D); Sp4 - Sp8 al 7p21.2 (HOX A). Aquests agrupaments suggereixen
que els gens Sp provenen d'un avantpassat comu per duplicacions en tandem i

duplicacié cromosomica.
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sps P
LOC643684

Figura 4. Localitzaci6 cromosdmica dels gens de les diferents proteines Sp. Les
fletxes negres corresponen als gens Sp. Els numeros al comencament i final de la
linia corresponen al niUmero de nucleodtid del cromosoma.

Sp1, Sp2, Sp3 i Sp4 formen un subgrup basat en la seva similitud estructural (Fig.
5). Sp1-4 contenen dos dominis activadors rics en glutamina A i B necessaris
per a I'activacié transcripcional. Al costat d’aquests dominis, es troben seqliéncies
rigues en serina/treonina que poden ser dianes de modificacions post-traduccionals.
Sp2 només conté un domini activador amb les seqliéncies adjacents altament
conservades amb els altres membres del grup. Amb I'excepci6 de les caixes Btd i Sp,
la regié N-terminal de les proteines Sp5-9 és completament diferent de la dels factors
Sp1-4 i semblen ser formes truncades d’aquestes, on les regions N-terminals s’han

deleccionat (Bouwman and Philipsen, 2002).
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Figura 5. Caracteristiques estructurals de les proteines Sp. Esquema representatiu on
es mostren les caixes Btd, Sp, regions riques en serina/treonina, glutamina i amb
aminoacids carregats, els dits de zenc, els dominis activadors (AD) i inhibidor (ID). Les
regions A, B, C i D de Sp1 (Courey and Tjian, 1988) també estan indicades. A la dreta la
longitud en aminoacids segons els numeros d’accés: P08047 (Sp1), M97190 (Sp2),
Q02447 i AF494280 (Sp3), CAA4853 (Sp4), XM_092566 (Sp5), XP_064386 (Sp6),
AF477981 (Sp7) i AK056857 (Sp8). (Bouwman and Philipsen, 2002). La proteina Sp9
encara no ha estat caracteritzada i per aixd no es troba representada.

L’alineament aminoacidic del domini d’'unié al DNA, dins dels membres de la familia
Sp, mostra com les proteines Sp1, Sp3 i Sp4 estan més properes entre elles que de
Sp2. Conseqlientment, Sp1, Sp3 i Sp4 reconeixen la seqliéncia classica consensus
d’'unié per Sp1 amb igual afinitat (Hagen et al., 1992) mentre que Sp2 reconeix una
sequiéncia consensus lleugerament diferent degut a la substitucié d’una histidina per
una leucina en el primer dit de zenc (Kingsley and Winoto, 1992).

El patr6 d’expressié varia entre les diferents proteines Sp. Mentre Sp1, Sp3 i Sp6
s’expressen a tots els teixits i Sp2 s’ha detectat en diferents linies cel-lulars, Sp4
s’expressa de forma elevada al sistema nerviés central i és abundant als teixits
epitelials, dents en desenvolupament i testicles. Sp5 té un patré d’expressié molt
dinamic durant 'embriogenesi en ratolins al cervell en desenvolupament, la medul-la
espinal, el gangli trigeminal i altres zones del sistema nervios. Els ratolins knockout de

Sp7 no poden formar ossos, demostrant la importancia d’aquesta proteina en aquests

21



INTRODUCCIO

teixits. El patré d’expressié de Sp8 i Sp9 encara no esta encara estudiat (Bouwman
and Philipsen, 2002).

1.2.1. EL FACTOR DE TRANSCRIPCIO Sp1

Sp1 va ser un dels primers factors de transcripcié eucariotes en ser identificat i es
va clonar per la seva capacitat d’unir-se al promotor del Simian Virus 40 (SV40)
(Dynan and Tjian, 1983) i al promotor de la timidina quinasa (TK).

Sp1 esta codificada per un mRNA complet de 8,2 Kb, tot i que s’han descrit altres
formes minoritaries. S’han observat fins a quatre variants d'empalmament diferents
durant I'espermatogénesi en ratolins (4.1, 3.7, 3.2 i 1.4 Kb), que codifiquen per a
diferents formes de la proteina (90-60KDa) amb funcions diferencials durant el
desenvolupament de les cél-lules geminals masculines (K. Thomas et al., 2007). A
més, s’han observat variants de trans-empalmament al mRNA de Sp1 en cél-lules
humanes HepG2 i en cél-lules de rata formant-se la seqiéncia d’exons 3-2-3 en
ambdos casos i 3-3 en rata (Takahara et al., 2000, Takahara et al., 2002).

Pel que fa a la proteina, només s’ha identificat una forma en humans, d’entre 95 i
105 KDa, mentre que en ratolins s’ha identificat una forma de 48kDa anomenada
mSp1-S produida per empalmament alternatiu, on falten els dominis A i B necessaris
per a interaccionar de forma sinérgica. La capacitat transcripcional de mSp1-S és
diferent de la de Sp1 sencer (Persengiev et al., 1995).

Sp1 és important per al control de la transcripcié dels gens constitutius que no
contenen caixa TATA ni element iniciador, ja que és capag¢ d’unir-se a la maquinaria
basal de transcripci6é i determinar I'inici de transcripcié d’aquests gens. Durant molt de
temps es va considerar que la seva Unica funcié era la regulacié d’aquests gens
constitutius, perd actualment es sap que els nivells de Sp1 varien al llarg del
desenvolupament (Saffer et al., 1991), del cicle cel-lular (Black et al., 1999, Noe et al.,
1997) i de la diferenciacio (Leggett et al., 1995, Vinals et al., 1997) i que Sp1 juga un
paper important en la regulacié de gens en tots aquests processos.

L’activitat transcripcional de Sp1 és molt complexa i tot i que es comporta
habitualment com a activador transcripcional també s’ha descrit com a inhibidor de la
transcripcié en algunes ocasions (N. Li et al., 1998a, Murata et al., 1994, Ogra et al.,
2001, Shou et al.,, 1998, Zaid et al.,, 2001). Aquesta complexa regulacié ve
determinada per diferents mecanismes interelacionats entre els que es troben: els
nivells de proteina, les modificacions posttraduccionals, les interaccions proteina-

proteina i la competicio pel lloc d’unié amb altres proteines.
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1.2.1.1. REGULACIO DELS NIVELLS DE Sp1

L’alteraci6 dels nivells de Sp1 s’ha relacionat amb diverses malalties com el cancer
(Safe and Abdelrahim, 2005), I'esquizofrénia (Ben-Shachar and Karry, 2007) o
'Alzheimer (Santpere et al., 2006).

Els nivells de proteina Sp1 varien al llarg del cicle cel-lular en cél-lules de hamster
amb una disminucié de la proteina després de deprivacié de sérum i un posterior
augment després d’addicionar-lo (Noe et al., 1997). D’altra banda, nombrosos estudis
han demostrat una disminuci6 en I'activitat de Sp1 en teixits d’animals vells aixi com
en cél-lules senescents (Adrian et al., 1996, Ammendola et al., 1992, Araki et al., 1991,
Bouwman and Philipsen, 2002, Helenius et al., 1996, J. E. Oh et al., 2007) degut a una
disminucié en la seva estabilitat (J. E. Oh et al., 2007, Spengler and Brattain, 2006).
Per tant, els nivells intracel-lulars de proteina Sp1 depenen de la transcripcié del gen i
la degradaci6 de la proteina.

Per a determinar la regulacié de la transcripcié de Sp1, el nostre grup va clonar i
estudiar el promotor de Sp1. Es va situar l'inici de transcripcié a la posicio -63 de l'ini
de traduccié i es va establir el promotor minim entre les posicions -443 i -20 (Fig. 6).
El promotor de Sp1 és una zona rica en GC i sense caixa TATA ni element iniciador.
La transcripcié de Sp1 esta regulada principalment per les proteines Sp1, Sp3 i NF-Y.
Es destacable el paper que té Sp1 sobre la seva propia regulacié de manera que Sp1
esta autorregulat positivament mentre que Sp3 es comporta de forma inactiva i
competeix pel lloc d’'unié6 amb Sp1, contrarrestant aixi el seu efecte. NF-Y i E2F1 s6n

també activadors transcripcionals de Sp1 (Nicolas et al., 2003, Nicolas et al., 2001).

- 63nt
o /N
[/ Sp1
NF-Y NF-Y Spidown ppr  *
ATG

Sp1lup

Figura 6. Regié promotora del gen Sp1. S’indiquen les diferents caixes per a
factors de transcripcio, aixi com linici de transcripcié (fletxa). La numeracié és
relativa a l'inici de traducci6.

La degradacié de Sp1 pot ser activada per diferents estimuls. Les proteases que
regulen la degradacié de Sp1 i el mecanisme que activa aquestes proteases varia
considerablement amb el tipus cel-lular i estimul. En cél-lules T humanes els retinoids

promouen la proteolisi per activacié de les caspases, i genera un péptid de la zona
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C-terminal que podria ser un inhibidor de la transcripcié, donat que és capag¢ d’unir-se
al DNA perd no d’'activar la transcripcio (Rickers et al., 1999).

En cél.lules de ronyé de rata, s’ha descrit un procés de degradacioé en que primer es
produeix un tall endoproteolitic dels 54 aminoacids de la regié N-terminal i
seguidament una degradacié de la porcié C-terminal. Estudis recents han demostrat
que la proteina que es forma després del primer tall és més activa que Sp1 sencer tot i
que és inestable. (Su et al., 1999). La degradacié de Sp1 en cél-lules de pulmé també
pot tenir lloc a través d’'una proteasa trypsin-like de rata en preséncia de LPS (Ye and
Liu, 2002).

Sp1 també pot ser degradat per una proteasa cathepsin-like anomenada Spasa que
s’expressa a la linia cel-lular de rony6é de mico CV-1 (Nishinaka et al., 1997). Aquesta
Spasa té relativa especificitat de substrat i també és capa¢ de degradar Rb fosforilat,
perd no a altres factors com c-Jun o c-Fos. L'expressié d’aquesta proteasa és regulada

a través del cicle cel-lular amb nivells maxims en G1/S (Fu et al., 1998).

1.2.1.2. MODIFICACIONS POSTTRADUCCIONALS DE Sp1

L’alteracié de l'activitat de Sp1 relacionada amb patologies pot cursar amb nivells
normals de proteina i mRNA i estar produida per una alteracié de les modificacions
posttraduccionals. En el nostre grup s’ha observat una relacié entre 'augment de la
fosforilaci6 de Sp1 en cél-lules resistents al quimioterapic metotrexat i la
sobreexpressi6é de la AKR1C1 en aquestes cél-lules, factor que afavoreix la resisténcia
(Selga et al., 2008).

La primera evidéncia de que la proteina Sp1 era modificada posttraduccionalment
correspon a l'observacié de que la proteina Sp1 produida en Escherichia coli es
comporta com a un activador transcripcional menys efectiu in vitro que la proteina
derivada de cél-lules HeLa (Kadonaga et al., 1988).

Les principals modificacions que afecten a Sp1 son: fosforilacio, glicosilacio,

acetilacié i sumoilacié (Bouwman and Philipsen, 2002, Spengler and Brattain, 2006).

1.2.1.2.1. Fosforilacio de Sp1

La fosforilacié6 de Sp1 pot regular gens de forma positiva i negativa. Sp1 pot ser
fosforilat per moltes cinases i aquesta fosforilacié es veu afectada per fosfatases. La
fosforilacié té lloc a diferents posicions de Sp1 de les quals s’han identificat cinc
diferents (Fig. 7, taula 2), incloent la regi6 C-terminal. Els efectes de la fosforilacié
produeixen canvis funcionals com l'alteraci6 de la capacitat d’uni6 al DNA o la

capacitat transactivadora. Les cinases capaces de fosforilar Sp1 sén: DNA-PK, PKA,
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PKC-g, casein kinase Il, ERK, CDKs i altres identificades només pel seu pés molecular
i I'activitat cinasa (Chu and Ferro, 2005). Sp1 es pot fosforilar com a resposta a
diferents senyals com infeccions viriques, factors de creixement, certes drogues,

citocines, estrés, etc (Chu and Ferro, 2005).
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Figura 7. Representacioé esquematica dels llocs de fosforilacié als diferents dominis de Sp1.
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Pel que fa a les infeccions virals, la infeccié per SV40 és un exemple classic que
produeix un clar augment dels nivells i la fosforilacio de Sp1 (Jackson et al., 1990). Es
creu que aquest augment de la fosforilacié és produit per la supressi6 de fosfatases,
com la proteina fosfatasa 2 (PP2A) (Pallas et al., 1990). La fosforilacié6 de Sp1 també
es veu augmentada per la infeccio del virus HIV-1 gracies a la cinasa DNA-PK i aixd
s’ha correlacionat amb I'activacié de I'expressié del promotor de HIV-1-LTR (long
terminal repeat) per la proteina Tat del virus (Chun et al., 1998).

Durant el cicle cel-lular es produeix un augment de la fosforilacié en G1 que es
correlaciona amb un augment de l'activitat de Sp1 i la regulacié de certs gens
importants per a aquesta fase del cicle. S’ha proposat que la fosforilacié de Sp1 pot
produir-se al llarg de tot el cicle per complexes ciclina-CDK, excepte en la fase M. Fins
al moment, s’ha descrit que Sp1 pot formar complexes estables amb ciclina E/CDK2 i
ciclina A/CDK2 mentre esta unit al DNA (Banchio et al., 2004), tot i que no es pot
descartar la seva unié amb altres CDKs.

Diferents factors de creixement sén capacos d’induir la fosforilacié de Sp1. EGF
(epidermal growth facor) activa la fosforilacié de Sp1 a través de MEK (Chupreta et al.,
2000, Milanini et al., 1998, Zheng et al., 2001). La via de senyalitzacié de MEK-ERK
també fosforila a Sp1 quan és activada per FGF-2 (fibroblast growth factor) (Bonello
and Khachigian, 2004). D’altra banda també s’ha proposat que la disminuci6é de la
fosforilaci6 de Sp1 esta relacionada amb un creixement rapid, indicant que els efectes

sobre Sp1 varien en funci6 del factor de creixement (Chu and Ferro, 2005).
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Cinasa o Fosfatasa  Senyal Residus Efecte Ref
DNA-PK HIV-1 Tat N-terminal  Sense canvis [1,2]
(610aa)
Ser131
CKll Diferenciaci6é terminal  C-terminal  Disminuci6 [3,4]
(Thr579) unio
CDK2 CyclinA Ser59 Augment [5,6]
unié i efecte
ERK2 EGF Augment [7,8]
PKA Augment [9]
PKC-C Augment [10]
Activitat kinasa Estimulacié amb aa 612-678 Augment [11]
associada a Sp1 serum activitat
(growth-related)
60kd cinasa Neu differentiation Augment [12]
factor (NDF)
P42/p44 MAPK Thr453 Augment [13]
Thr739
P13 kinase HNF Augment [14]
activitat
ERK1/2 FGF-2, drogues Thr453 Augment [15,16]
antiinflamatories no Thr739
esteroidals
PP1 Glucosa, Disminucié [17-20]
Trombopoietina
PP2A CD2/CD28 estimulacié Disminucié [21,22]

Lysophosphatidylcoline

Taula 2. Llistat de fosforilacions de Sp1 amb les cinases i fosfatases implicades. [1,2]
(Chun et al., 1998, Jackson et al., 1990), [3,4] (Armstrong et al., 1997, Leggett et al., 1995)
[5,6] (Fojas de Borja et al., 2001, Haidweger et al., 2001), [7,8] (Chupreta et al., 2000,
Merchant et al., 1999), [9] (Rohlff et al., 1997), [10] (Rafty and Khachigian, 2001), [11] (Black
et al., 1999), [12] (Alroy et al., 1999), [13] (Milanini et al., 1998), [14] (Reisinger et al., 2003),
[15,16] (Bonello and Khachigian, 2004, Pan and Hung, 2002), [17-20] (Chu et al., 2003, Daniel
et al., 1996, Schafer et al., 1997, Z. Wang et al., 1999b), [21,22] (Cieslik et al., 1999, Lacroix

et al., 2002)
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1.2.1.2.2. Glicosilacio de Sp1

Sp1 va ser el primer factor de transcripcié pel que es va descriure una modificacio
d’aquest tipus (Jackson and Tjian, 1988). Aquesta modificacioé és catalitzada per la O-
GIcNAc transferasa (OGT) i consisteix en la modificacié de residus de serina i treonina
per monosacarids O-liked N-acetylglucosamine (O-GIcNAc).

Cada moléecula de Sp1 té multiples llocs susceptibles de ser glicosilats (Jackson
and Tjian, 1988) i existeixen evidéncies de que alguns residus de Sp1 poden ser
fosforilats i glicosilats alhora i que les dues modificacions sén excloents.

Existeixen resultats contradictoris sobre I'efecte de la glicosilacié de Sp1 degut al fet
de que pot ser glicosilat en diferents punts. Aixi, la glicosilacié de Sp1 pot ser
modulada per la disponibilitat de glucosa extracel-lular i serveix com a sensor de la
disponibilitat de nutrients, permetent I'acoblament de I'estat metabdlic i la transcripcié
de gens. La deprivacié de glucosa juntament amb la activacié de I'adenilat ciclasa té
com a resultat la hipoglicosilaci6 de Sp1 que facilita la seva degradacié pel
proteasoma (Han and Kudlow, 1997).

D’altra banda, la glicosilacié del domini activador de Sp1 sembla inhibir la seva
capacitat transcripcional degut a la inhibicié de les interaccions proteina-proteina entre
Sp1 i altres activadors (Yang et al., 2001). Per contra, la hiperglicemia pot induir la
glicosilacio de Sp1, augmentant la seva capacitat transcripcional per una disminuci6é de

la seva fosforilacié (Du et al., 2000).

1.2.1.2.3. Acetilacié de Sp1

Sp1 esta acetilat de forma constitutiva a la lisina 703. El domini d’'unié al DNA de
Sp1 pot interaccionar amb la regi6 acetiltransferasa de p300 per a ser acetilat (Song et
al., 2003, T. Suzuki et al., 2003). Un cop unit al DNA, Sp1 no pot unir-se a p300 ni ser
acetilat (T. Suzuki et al., 2003). Estudis in vitro sugereixen que I'acetilacié de Sp1
augmenta la seva uni6é al DNA i per tant la seva activitat. A més, s’ha determinat que la
incubacié amb inhibidors de HDAC augmenta l'acetilacié de Sp1 i la seva capacitat
activadora (Ferrante et al., 2003, H. Ryu et al., 2003). El problema que presenten
aquests resultats és que no és possible discernir entre I'efecte dels inhibidors de
HDAC sobre Sp1 i sobre la inhibicié del reclutament de HDAC a la construccié

reportera. Es necessari per tant estudiar el paper de I'acetilacié de Sp1 en més detall.
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1.2.1.2.4. Sumoilacié de Sp1

La sumoilacié és el procés pel qual SUMO-1, -2 -3 son lligats de forma covalent
reversible a lisines especifiques de les proteines diana. La sumoilacié s’ha relacionat
amb diverses funcions reguladores com la localitzacié subcel-lular, I'estabilitat protéica,
la regulacié de l'estructura de la cromatina, l'activitat dels factors de transcripcio, la
unié al DNA i I'ensamblatge de complexes protéics. Generalment, la sumoilacio
reprimeix I'activitat transcripcional encara que alguns estudis han demostrat I'efecte
contrari (Gill, 2003, Verger et al., 2003).

Sp1 conté un motiu consensus de sumoilacié localitzat a la regié de regulacié
negativa N-terminal (Spengler and Brattain, 2006). La lisina 16 sembla ser un punt de
control important perqué quan s’ubiquitina, el proteasoma és reclutat i es produeix el
tall d’'un domini d’unié a co-repressors que genera una forma de Sp1 més activa. Quan
SUMO-1 competeix per la unié covalent de la lisina 16, la integritat del domini d’'uni6 a
co-repressors es manté, fent possible la unié de co-repressors que produeixen una

repressioé de la transcripcié dependent de Sp1 (Spengler and Brattain, 20086).

1.2.1.3. INTERACCIONS DE Sp1 AMB ALTRES PROTEINES

Sp1 és capag de formar interaccions amb ell mateix i amb nombroses proteines, i
aquestes interaccions son de gran importancia per a I'efecte final de Sp1.

Quan interacciona amb ell mateix un cop unit al DNA, Sp1 és capa¢ de formar
multimers gracies a la formacié de llagos al DNA (L. Li et al., 2004). L’habilitat per
formar complexes d’ordre superior amb ell mateix a través del seu domini D té com a
resultat I'activacio trancripcional sinérgica per unié a multiples llocs. Aixod suggereix
que Sp1 pot establir interaccions entre promotors i elements regulatoris distals a través
d’aquest mecanisme. A més, quan s’organitza com a multimer, Sp1 presenta mdltiples
llocs d’unié per a proteines localitzats al llarg de tota la proteina.

Les proteines que interaccionen amb Sp1 es poden agrupar en diferents categories:
la maquinaria basal de transcripcio, altres factors de transcripcio, reguladors del cicle

cel-lular, receptors nuclears i altres proteines.

1.2.1.3.1. Interaccié de Sp1 amb la maquinaria basal de transcripcio

Com molts altres activadors, Sp1 requereix el complex factor de transcripcié 1ID
(TFIID) per a una estimulaci6 eficient de la transcripcio in vitro (Pugh and Tjian, 1990,
Smale et al.,, 1990, Tanese et al., 1991, Q. Zhou et al.,, 1992). A més, Sp1 pot
estabilitzar directament la uni6 de TFIID a les regions promotores (Kaufmann and
Smale, 1994).
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Diferents estudis han demostrat la interaccié de Sp1 amb altres cofactors associats
a la maquinaria basal de transcripci6 com TBP (TATA binding protein), dTAFII130,
hTAFI1130, a través dels dominis activadors A i B, i hTAFII55 a través del domini C-
terminal (Bouwman and Philipsen, 2002).

L’activacié dependent de Sp1 requereix de la seva interacciéo amb el complex CRSP
(S. Ryu and Tjian, 1999, S. Ryu et al., 1999, Taatjes et al., 2002). CSRP funciona en
conjuncié amb els factors associats a TBP i conté subunitats Uniques polipeptidiques

que es comparteixen amb altres complexes de cofactors (S. Ryu et al., 1999).

1.2.1.3.2. Interaccié amb altres factors de transcripcio

La majoria de dades sobre proteines que interaccionen amb Sp1 respon a la seva
interaccié amb altres factors de transcripcid, ja sigui mentre un dels dos o tots dos
factors estan units al DNA o independentment de la seva uni6 al DNA.

Alguns d’aquest factors son Oct-1, NF-Y, NFkB, E2F, Jun, MEF-2 i les proteines
GATA. Aquests factors poden activar la transcripcié de forma sinérgica juntament amb
Sp1 (Bouwman and Philipsen, 2002, Safe and Abdelrahim, 2005). Per exemple, Sp1
pot interaccionar directament amb E2F1-3, perd no amb E2F4-5 (Lin et al., 1996) i
aquesta interaccié sembla necessaria per a la transcripcié de gens regulats al llarg del
creixement i el cicle cel-lular com la timidina kinasa (Karlseder et al., 1996).

La unié amb factors de transcripcio pot tenir també efectes negatius sobre
I’'activacié produida per aquests factors a través de diferents mecanismes. Per
exemple, la proteina PML (pro-myelocytic leukemia protein) s’associa amb el domini
de dits de zenc de Sp1 i no permet la seva uni6 al DNA (Vallian et al., 1998). Aquest
mateix mecanisme té lloc quan c-myc interacciona amb el domini d’'uni6 al DNA de
Sp1 impedint la seva uni6é al promotor de p271 i per tant inhibint I'activacié de p21
(Gartel et al., 2001).

1.2.1.3.3. Interaccié amb reguladors del cicle cel-lular

Sp1 és capag¢ d’interaccionar amb diferents reguladors del cicle cel-lular que
inclouen oncogens i gens supressors de tumors.

La transcripcio dependent de Sp1 és una diana per a la transformacié oncogénica
produida per la mutaci6 de p53, donat que p53 salvatge és capag¢ d’inhibir la
transcripcié d’alguns gens com IGF-I, IGF-Il i els promotors del receptor d’insulina
mentre que p53 mutat té I'efecte oposat (Webster et al., 1996, L. Zhang et al., 2000). A
més, I'habilitat de p53 d’inhibir 'angiogénesi s’ha relacionat amb la seva capacitat
d’'inhibir VEGF a través de les caixes Sp (Salimath et al., 2000). La unié directa de Sp1

amb p53 s’ha correlacionat tant amb I'augment com amb la disminucié de I'activitat de
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Sp1 i també amb l'alteraci6é de la unié de Sp1 amb la maquinaria basal de transcripcié
(Black et al., 1999).

Estudis al nostre grup van demostrar la interacci6 de Sp1 amb la proteina
Retinoblastoma. Aquesta interaccié és independent de la fase del cicle cel-lular i es
correlaciona amb un augment de I'activitat del promotor del gen dhfr (Noe et al., 1998).

El factor de transcripcié Sp1 pot interaccionar amb la Ciclina A a través dels dits de
zenc de Sp1 i la part N-terminal de la Ciclina (Haidweger et al., 2001). A més, s’ha
descrit que la Ciclina D1 es pot unir a Sp1 i inhibir la transcripcié mitjangada per aquest
(Opitz and Rustgi, 2000).

1.2.1.3.4. Interaccié amb receptors nuclears

Sp1 es pot unir a diferents receptors nuclears com el receptor d’estrogens (ER),
progesterona (PR), androgens (AR), acid retinoic (RAR), retinoic X (RXR), PPARY,
vitamina D, HNF-4 i altres (Safe and Abdelrahim, 2005).

Els receptors nuclears poden formar complexes ternaris amb Sp1 i el DNA ric en
GC. La uni6é de Sp1 augmenta en preséncia de receptors nuclears possiblement degut
a canvis conformacionals que incrementen |'estabilitat de la interacci6 Sp1-DNA
(Husmann et al., 2000). La majoria dels receptors estudiats sén capacgos d’incrementar
la unié de Sp1 al DNA, indicant que estan competint entre ells per la seva uni6 amb
Sp1.

L’estrogen pot induir I'expressié dels gens de resposta a estrogen per la formacio
de complexes entre el receptor d’estrogen (ER) i Sp1 (K. Kim et al., 2003), on ambdés
factors poden afavorir la unié de l'altre. Per exemple, ER-a pot augmentar I'afinitat de
Sp1 per a activar el gen SK3 en cél-lules L6 (Jacobson et al., 2003). D’altra banda, la
interaccio fisica entre Sp1 i el receptor d’acid retinoic (RAR) comporta un augment de

la transcripci6 de 'activador de urokinase plasminogen (Y. Suzuki et al., 1999).

1.2.1.3.5. Interaccié amb altres proteines

S’ha demostrat que el domini en dits de zenc i el domini inhibitori de Sp1 estan
involucrats en interaccions proteina-proteina amb els corepressors SMRT, NcoR i
BcoR i que aquestes interaccions so6n importants per a la regulaci6 transcirpcional de
Sp1 (J. A. Lee et al., 2005).

La unié de Sp1 amb la histona deacetilasa 1 (HDAC-1) pel seu domini C-terminal
converteix a Sp1 en un repressor de la transcripcié. La coexpressié de E2F1 es capag
de desplacar HDAC1 de Sp1 (Doetzlhofer et al., 1999). A més d’interaccionar amb
HDAC1, Sp1 també pot interaccionar amb una forma modificada de HDAC2, perd no
amb HDAC3 (J. M. Sun et al., 2002).
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1.2.2. EL FACTOR DE TRANSCRIPCIO Sp3

Sp3 es va clonar a través de dos estudis independents sobre la contribucié dels
elements GC i GT a la transcripcidé especifica de teixit (Hagen et al., 1992, Kingsley
and Winoto, 1992). Estudis amb ratolins Sp3-/- han revelat que existeix redundancia
de funcions entre Sp3 i altres membres de la familia, perd que Sp3 és imprescindible
per a la diferenciacié d’alguns tipus cel-lulars com les dents, els ossos o les linies
geminals eritroides i mieloides (Gollner et al., 2001b, Van Loo et al., 2003, van Loo et
al., 2007).

La regulacié per Sp3 ha estat molt controvertida. La proteina Sp3 és una proteina
bifuncional descrita com a activador i repressor transcripcional, i la seva funcié depén
del context cel-lular i de I'estructura del promotor. Aquesta dualitat és deguda a la
preséncia dels dominis activadors i d'un domini repressor situat entre el segon domini
activador i el domini de dits de zenc. El domini inhibitori de Sp3 sembla tenir funcié
inhibitoria per ell mateix, ja que és capag de funcionar independentment de la seva
posicié a la proteina o quan esta fusionat a altres dominis activadors (Dennig et al.,
1996). S’ha proposat que Sp3 pot comportar-se com a repressor quan esta unit a
promotors que contenen multiples caixes d’'unidé, mentre que en promotors amb una
Unica caixa d’'unié es comporta com a activador (Majello et al., 1997).

Durant molts anys es va considerar que la forma completa de Sp3 era derivada d’un
inici de traduccié en un cod6 no-AUG i que dues isoformes més petites derivaven de
llocs d’inici de traduccié AUG interns (Kennett et al., 1997). Estudis per Oleksiak et al.
van demostrar que la seqiiéncia de DNA genomic de Sp3 estava formada per tres
exons addicionals en 5’, que implicaven I'existéncia de 85 aminoacids més (Oleksiak
and Crawford, 2002). Recentment, Sapetschnig et al. van demostrar I'existéncia de
quatre isoformes diferents, totes elles derivades d'’inicis de traduccié alternatius AUG.
Les dues isoformes grans es comporten com a activadors transcripcionals, mentre que
les dues petites que deriven d’inicis de traduccié a I'ex6 4 semblen ser sempre
inactives (Sapetschnig et al., 2004).

Estudis recents han demostrat que el gen Sp3 esta format per 7 exons que
s’estenen més de 55kb i que existeixen tres transcrits predominants: el sencer amb 4
kb (AY441957), una variant d'empalmament de 3,6kb a la que li manquen I'ex6 3 i
'exd 1 (AY441958), i que per tant no conté el primer domini activador, i un transcrit de
3,9 kb que no conté els exons 1 i 2 i que contindria una regi6 5-UTR alternativa
(AY070137) (Fig.8) (Moran et al., 2004). A més s’ha descobert I'existéncia d’un
pseudogen al cromosoma 13 (Moran et al., 2004). Un pseudogen es defineix com una
seqgliéncia no funcional amb una elevada homologia a un o més gens. Els pseudogens

processats es caracteritzen per I'abséncia d’introns i de regions promotores (Mighell et
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al., 2000). El pseudogen del cromosoma 13 és 93% idéntic al cDNA sense introns de
Sp3, i esta flanquejat per seqiiéncies repetitives, suggerint que es podria haver insertat
al genoma per retrotransposicié (Mighell et al., 2000). Es desconeix si aquest

pseudogen es pot transcriure o no.
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Figura 8. Estructura del cDNA de Sp3 i variants d'empalmament. Els rombs
representen llocs putatius d’inici de la traduccié i els niUmeros a sobre dels rombs
representen el nucledtid a dins del transcrit. Els hexagons representen els dominis
activadors i les rodones negres els dits de zenc.

Tot i que Sp3 va ser descoberta fa més de 14 anys, fa relativament poc temps que
es té coneixement de la seva forma completa i les seves isoformes aixi com dels
mecanismes posttraduccionals més importants per a la seva regulacié. Aixd implica
que la majoria de treballs publicats fins al moment on s’han utilitzat plasmids
d'expressié per Sp3 sense una part important de la regié6 N-terminal son treballs
incomplets.

Al igual que Sp1, la funcié de Sp3 pot ser regulada a diferents nivells que inclouen:
la regulacié dels seus nivells, les modificacions posttraduccionals, la interaccié amb

altres proteines i la competicio pels llocs d’unié amb altres factors de transcripcio.

1.2.2.1. REGULACIO DELS NIVELLS DE Sp3

Els nivells de Sp3 estan augmentats a diferents patologies com el cancer o

'Alzheimer (Boutillier et al., 2007). Els mecanismes de regulaci6é dels nivells de Sp3
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sbn encara forca desconeguts i, fins al moment, el promotor de Sp3 no havia estat
clonat ni analitzat.

S’ha observat que, durant la diferenciacié de cel-lules CaCo-2, els nivells de Sp3
disminueixen i aquesta disminucié es correlaciona amb un augment de la monoamino
oxidasa B (MAO) (Wong et al., 2003). Els nivells relatius de les diferents isoformes de
Sp3 varien al llarg de la diferenciacié amb un augment de I'expressio de les isoformes
grans respecte a les petites en cél-lules CaCo-2 diferenciades (Gartel et al., 2000).

Tot i que no s’ha demostrat, és possible que la Spasa pugui degradar també a Sp3,
donat que el tractament amb aquesta proteasa produeix la completa abolicié de

I'efecte d’algunes caixes Sp (Bouwman and Philipsen, 2002).

1.2.2.2. MODIFICACIONS POSTTRADUCCIONALS DE Sp3

Donada la similitud estructural que existeix entre Sp1 i Sp3, és possible que moltes
de les modificacions que pateix Sp1, afectin també a Sp3.

Les modificacions posttraduccionals que pot patir Sp3 inclouen: fosforilacio,
acetilaci6é i sumoilacié. Al contrari que Sp1, Sp3 no pot ser glicosilat (Sapetschnig et
al., 2004).

1.2.2.2.1. Fosforilacié de Sp3

Es sap que Sp3 és una fosfoproteina tot i que la seva fosforilacié no ha estat tan
estudiada com la de Sp1.

Sp3 pot ser fosforilat per la cinasa Erk, en una regi6 que només contenen les
isoformes llargues, i aquesta fosforilacié té un efecte positiu sobre l'activitat de Sp3
(Bakovic et al., 2003, Pages, 2007). A més, s’ha observat un augment de la fosforilaci6
de les isoformes curtes i una disminucié de la fosforilacié de les isoformes llargues en
cél-lules transformades amb Ha-Ras (Bakovic et al., 2003).

L’augment dels nivells de ciclina A s’ha correlacionat amb un augment de la unié de
Sp3 al possiblement per la fosforilacié de Sp3 (Haidweger et al., 2001).

L’estat de fosforilacid de Sp3 és regulat també per fosfatases i s’ha observat que la
proteina fosfatasa 2 és capag¢ de defosforilar Sp3 en cél-lules de pulmé de rata (Chu et
al., 2003).
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1.2.2.2.2. Sumoilacioé de Sp3

La funcié inhibitoria de Sp3 s’ha atribuit a un triplet carregat (KEE) localitzat al
domini inhibitori (Dennig et al., 1996). La lisina d’aquest triplet pot ser sumoilada i
acetilada. La mutacié d’aquesta lisina converteix a Sp3 en un potent activador
transcripcional similar a Sp1 (Braun et al., 2001). La modificacié de Sp3 per sumoilacié
és una de les més importants per a la regulacié de la seva activitat i pel seu
comportament com a activador o repressor transcripcional.

Sp3 és una diana de SUMO-1 in vivo i el lloc majoritari d’aquesta modificacié és la
lisina localitzada al domini inhibitori Lys551. La mutacié d’aquesta lisina o la
cotransfeccié amb la proteasa de SUMO-1, SuPr-1, converteix a Sp3 en un activador
transcripcional potent (Ross et al., 2002).

La sumoilacié de Sp3 és un procés dinamic; la modificacié ve mitjangada per
I'activacio de I'enzim E1 Aos/Uba2, la conjugacioé de I'enzim E2 Ubc9 i la lligasa E3
PIAS1. La desumoilacié és mitjancada per SENPs (SUMO-specific proteases).

A més la sumoilacié de Sp3 modifica la seva localitzacié cel-lular. En condicions
normals, Sp3 es troba a la periféria nuclear i en punts nuclears, i I'eliminacié de
SUMO-1, fa que la distribucié de Sp3 al nucli sigui més difosa (Ross et al., 2002).

Les quatre isoformes de Sp3 s6n modificades per SUMO (Sapetschnig et al., 2004)
i 'efecte és diferent en cadascuna d’elles. Estudis recents demostren que fins i tot les
isoformes curtes de Sp3, tradicionalment considerades com a inactives, sbn capaces
d’activar la transcripcié del promotor de SRC1A quan s’evita la seva sumoilacié, pero
no quan s'evita la seva acetilacio (Ellis et al., 2006). Aquestes dades posen novament
de manifest la importancia de la sumoilacié en el paper dual activador/repressor de
Sp3.

1.2.2.2.3. Acetilacié de Sp3

La lisina 551 situada al domini inhibitori pot se acetilada per CBP i p300, perd no
per PCAF. Els efectes de l'acetilacié sobre Sp3 sén poc clars degut a que aquesta
lisina pot ser modificada també per sumoilacié. A més els estudis amb inhibidors de
I'acetilacié no permeten discriminar entre els efectes sobre Sp3 i sobre les HDACs.

Aquest residu de lisina és critic per a I'efecte inhibitori de Sp3 i, sembla que el
control més important sobre ella és degut a la sumoilacié. Es possible que I'efecte de
I'acetilacio sigui precisament evitar la sumoilacié del domini inhibitori i per tant la

inhibicio de 'activitat de Sp3.
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1.2.2.3. INTERACCIONS DE Sp3 AMB ALTRES PROTEINES

La majoria d'interaccions proteina-proteina estan descrites per a la proteina Sp1,
perod la similitud entre Sp1 i Sp3 i el fet que algunes interaccions es donen en dominis
de Sp1 amb alta homologia amb Sp3 com el C-terminal, suggereix que moltes
d'aquestes proteines poden interaccionar també amb Sp3.

Una de les hipotesis de 'accié negativa de la sumoilacioé sobre I'activitat de Sp3 es
basa en que SUMO és capacg de reclutar corepressors que reprimeixen l'activitat de
Sp3. Aquesta teoria esta d’acord amb el clonatge de la proteina SIF-1 (Sp3-interacting
protein 1) que interacciona especificament amb el domini inhibitori de Sp3 (Suske,
1999).

Existeixen evidéncies de que Sp3, al contrari que Sp1, no pot formar multimers i,
per tant, no pot establir els mateixos complexes protéics d’ordre superior (Yu et al.,
2003).

Les dades sobre la interaccid entre Sp1 i Sp3 son contradictories, alguns estudis
demostren que es troben formant part d’'un mateix complex, mentre altres demostren
que no és aixi (L. Li et al., 2004). Aquestes diferéncies podrien ser degudes als
diferents métodes exprimentals o a que la interaccié Sp1/Sp3 fos dependent del tipus
o estat cel-lular.

Algunes proteines de la maquinaria basal de transcripciéo es poden unir tant a la
isoforma gran com a les petites de Sp3 (Kennett et al., 2002).

Sp3 pot reclutar a HDAC1 i HDAC2 al promotor de TFIIB i inhibir la seva activitat
(Spencer and Davie, 1999). A més, les HDACs semblen jugar un paper important en la
funcio repressora de Sp3 (Spengler and Brattain, 2006).

Finalment, diferents estudis han demostrat la interaccié de Sp3 amb altres
reguladors transcripcionals com E2F i NF-YA, GABP, la familia de p53 (p63 i p73),
NFxB o Rb i aquestes interaccions semblen tenir efectes positius sobre l'activitat de
Sp3 (Koutsodontis et al., 2005, Liu et al., 2004, Rotheneder et al., 1999, Udvadia et al.,
1995, Yamada et al., 2000).

1.2.3. LA REGULACIO DEPENDENT DE Sp1/Sp3

La similitud estructural entre Sp1 i Sp3 aixi com la seva expressid ubicua
semblaven indicar originariament que totes dues proteines tenien propietats similars i
funcions equivalents. Estudis bioquimics i bidlogics han demostrat posteriorment que
Sp1 i Sp3 presenten multiples diferéncies en quan a la seva funcié i a la regulacio

d’aquesta funcié. El que si és cert, és que el fet que ambdues reconeguin les mateixes
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seqliencies d’unié al DNA fa que aquestes dues proteines actuin conjutament sobre

els mateixos promotors ja sigui amb efectes equivalents o contraris.

1.2.3.1. SIMILITUDS | DIFERENCIES ENTRE Sp1 i Sp3

Sp1 i Sp3 comparteixen un 95% de similitud al domini d’'unié al DNA, pero
presenten algunes diferéncies. La diferéncia més clara entre ambdues és que Sp3
presenta quatre isoformes mentre que Sp1 només una. Les isoformes grans de Sp3
tenen un tamany similar a Sp1 i per tant una estructura similar, pero les dues petites
sén diferents ja que han perdut un dels dos dominis activadors (L. Li et al., 2004).

Ambdues proteines son modificades posttraduccionalment per fosforilacio,
acetilacié i sumoilacié, pero el paper d’aquestes modificacions no és el mateix. La
sumoilacié de Sp3 té un paper clau en la regulaci6é del pas d’activador a repressor,
mentre que per Sp1 no sembla tenir un paper tan important. A més, mentre la
glicosilaci6 de Sp1 té un paper important en la seva estabilitat, Sp3 no sembla
glicosilar-se (L. Li et al., 2004, Sapetschnig et al., 2004).

Una altra caracteristica diferencial entre Sp1 i Sp3 és la seva localitzacié
subnuclear. Sp1 i Sp3 no colocalitzen probablement degut a la seva associacié amb la
matriu nuclear (He et al., 2005). La diferent localitzacié de Sp1 i Sp3 pot jugar un paper
en l'efecte temporal sobre un promotor per un factor abans que per l'altre. Sp1 i Sp3
mantenen aquesta localitzaci6 separada al llarg de la mitosi i sébn completament
desplagats dels cromosomes condensats i dispersats per la cél-lula (He and Davie,
2006). Els dos factors es reparteixen a parts iguals entre les cél-lules filles i Sp3 és
capag d’entrar als nuclis fills abans que Sp1 per a unir-se als llocs d’unié abans que
aquest (He and Davie, 2006).

La funcié bioldgica de Sp1 i Sp3 també és diferent ja que els ratolins deficients en
Sp1 o Sp3 presenten diferents fenotips. Els embrions Sp1-/- moren al voltant del dia
10,5 de desenvolupament embrionari (M. Marin et al., 1997) mentre que els embrions
Sp3-/- arriben fins al naixement i moren només néixer per fallada respiratoria
(Bouwman et al., 2000).

1.2.3.1. RELACIO Sp1/Sp3

Sp1 i Sp3 es poden unir als mateixos llocs d'uni6 i per tant competeixen pel lloc
d’'unié. Aquesta competicié no té efectes molt importants quan les dues proteines es
comporten com a activadors transcripcionals, perd es de gran importancia quan Sp3

es comporta com a repressor. De fet, en aquests casos, Sp3 es comporta com una
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proteina inactiva que competeix amb Sp1 pel lloc d’unié contrarrestant I'efecte
d’aquest. Mutants de Sp3 que no contenen el domini d’unié al DNA no sén capagos
d’inhibir 'activacié de Sp1 (Hagen et al., 1994). Aixi doncs, en aquells promotors en el
que Sp1 sigui activador i Sp3 inhibidor, la relacié a la cél-lula entre Sp1 i Sp3 és la que
determinara el grau d’activacié final del promotor. Nombrosos estudis han descrit la
regulacié de regions promotores per la relacié Sp1/Sp3, donat que Sp3 es comporta
en moltes ocasions com a inhibidor.

L’abundancia de Sp1 i Sp3 varia entre les diferents linies cel-lulars. En queratinocits
primaris, els nivells de Sp3 superen els de Sp1 i aquesta relacié s’inverteix quan les
cél-lules es diferencien (Apt et al., 1996). També es produeixen canvis en la relaci6é
Sp1/Sp3 quan es cultiven miocits C2C12 en condicions hipdxiques. La hipoxia
produeix una disminucié progressiva de Sp3 mentre que els nivells de Sp1 es
mantenen (Discher et al., 1998). Aixi, alguns enzims glicolitics com la isoforma M de la
piruvat quinasa o la R-enolasa estan regulats per la relacié Sp1/Sp3 i estan
sobreexpressats en condicions d’hipdxia (Discher et al., 1998).

L’'efecte final sobre els promotors regulats per la relacié Sp1/Sp3 vindra també
determinat per I'estat de les modificacions posttraduccionals d’aquestes proteines aixi
com de la relacié existent entre les diferents isoformes de Sp3.

A més de competir entre ells pel lloc d’'unié, Sp1 i Sp3 han de competir amb altres
proteines de la familia Sp/KLF, aixi com amb altres factors que tinguin caixes d’unié
solapades. Aquest és el cas per exemple del promotor minim de Sp1, que conté dues
caixes Sp1, una d’elles solapada amb una caixa per al factor de transcripcié NF-Y. La
mutacioé de la caixa NF-Y té com a resultat un augment de I'activitat del promotor
produit per una unié majoritaria de Sp1, que és un activador més potent (Nicolas et al.,
2003).

1.2.3.1. VIES REGULADES PER Sp1/Sp3

Sp1 i Sp3 s’han descrit com a reguladors de gens constitutius, especifics de teixit i
virals, aixi com de diferents processos com el cicle cel-lular o la diferenciacié. A més,
Sp1 és necessari per a prevenir la metilacié de les illes CpG (L. Li et al., 2004).

Els ratolins knock out de Sp1 i Sp3 demostren que cap de les dues proteines és
essencial per a I'expressio de molts gens que préviament s’havia demostrat que eren
controlats per elles. Els knock out de Sp3 presenten alteracions morfoldgiques a nivell
de la formacié dels ossos i les dents (Gollner et al., 2001b), aixi com alteracions de
I’'hematopoiesi (Van Loo et al., 2003) i del desenvolupament del cor (van Loo et al.,

2007). Els ratolins heterozigots compostos Sp1+/- Sp3-/+ no soén viables i presenten
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una gran varietat d’anormalitats com anémia i defectes a la placenta. Aquests resultats
indiquen que Sp1 i Sp3 actuen de forma conjunta en la regulacié de dianes del
desenvolupament de la placenta i altres teixits (Kruger et al., 2007).

L’alteracié dels nivells de Sp1 i Sp3 ha estat ampliament relacionada amb el cancer
(Black et al., 2001, Safe and Abdelrahim, 2005). Cada cop existeixen més evidéncies
de que els factors de la familia Sp estan involucrats en la regulacié de I'apoptosi i els
promotors de molts gens proapoptotics contenen caixes Sp. Aquests gens inclouen
Fas i el lligand de Fas, Bcl-2,-3,-x, Bak, Bax, survivina, TGF-R i els seus receptors,
TNFa (Black et al., 2001). Els factors Sp també juguen un paper important en
'angiogénesi ja que Sp1 i Sp3 estan involucrats en la regulacié de VEGF i FGF, dues
molécules centrals en el procés angiogénic. L'expressié de VEGF en linies cel-lulars
tumorals esta regulada a través de les caixes Sp (Safe and Abdelrahim, 2005). A més,
Sp1 i Sp3 juguen un paper important en la regulaci6 de gens associats amb el
creixement cel-lular i la progressié a través del cicle cel-lular com p21, ciclina D1,
E2F1, c-fos o TGFa, en la regulacié de gens del metabolisme de purines i pirimidines
com la timidilat sintasa, adenosina deaminasa, DNA polimerasa o (Safe and
Abdelrahim, 2005) o dihidrofolat reductasa (dhfr), la regulacié de la qual ha estat
ampliament estudiada en aquest grup (Ciudad et al., 1992, Ciudad et al., 1988, Noe et
al., 1998, Noe et al., 1997). Estudis del nostre grup han relacionat I'increment de
l'activitat de Sp1 amb un augment de la resisténcia al quimioterapic metotrexat, ja que
auquest és un inhibidor de la dhfr, i aquest gen esta regulat a través de caixes Sp
(Noe et al., 2001, Noe et al., 1997, Selga et al., 2008).

L’alteracié de l'activitat de Sp1 i Sp3 ha estat relacionada amb altres patologies.
S’ha detectat abséncia o nivells molt baixos de Sp3 en cél-lules monocitiques de
circulacié periférica de pacients d’esclerosi multiple (Grekova et al., 2000). A la malaltia
d’Alzheimer també s’han trobat alteracions a la funcié6 de Sp1 i Sp3. S’ha descrit
'augment dels nivells de Sp3 i Sp4 en cervells de malalts d’Alzheimer (Boutillier et al.,
2007) i altres estudis han demostrat que les proteines Sp regulen I'expressi6 dels gens
APP (R-amyloid precursor protein), BACE1, BACE2 i tau, totes elles proteines
importants per al desenvolupament de la malaltia (Christensen et al., 2004, Heicklen-
Klein and Ginzburg, 2000, X. Sun et al., 2005). A més, s’ha observat que els nivells de
Sp1 estan disminuits en esquizofrénia i aixd sembla estar relacionat amb I'expressio
anormal de certs gens en aquesta patologia (Ben-Shachar and Karry, 2007).

A més de la regulacio directa dels factors Sp sobre els diferents processos, les
proteines Sp poden tenir un efecte indirecte sobre I'expressié d’altres gens ja que

regulen la transcripcié d’altres factors de transcripcié que, al seu torn, podran estar

38



INTRODUCCIO

regulant I'expressié de molts altres gens. Per exemple, Sp1 pot regular I'expressio dels
factor de transcripcié E2F1 (W. Wang et al., 1999a) i B-Myb (Sala et al., 1999).

Aixi doncs, la familia de factors de transcripcié Sp esta involucrada en la regulacio
de gens de tot tipus i la seva accié esta regulada a diferents nivells fent que sigui
possible la coordinacié correcta dels diferents processos regulats. La resposta de les
caixes Sp a un estimul concret cel-lular variara en funcié del promotor i del context
cel-lular i intervindra la competicié entre els diferents membres de la familia que
dependra de l'estat de les seves modificacions posttraduccionals i dels nivells relatius
de tots ells. (Fig. 9).

Modificacions Posttraduccionals

Fosforilacio, Acetilacio, Glicosilacié, Sumoilacio

Interaccié amb TF units al DNA

Competicio pel lloc d’unid
(dependentment del DNA)

Interaccié amb altres proteines
(independentment del DNA)

Figura 9. Model de la regulaci6é dependent de Sp i les vies que la regulen (Safe and
Abdelrahim, 2005)
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2. ALTRES FACTORS DE TRANSCRIPCIO

2.1. LA FAMILIA AP-1

AP-1 es va identificar com una proteina que s’unia al DNA de forma induible a
elements reguladors situats al promotor del simian virus 40 (SV40) i al gen de la
metalotioneina (Angel et al., 1987, W. Lee et al., 1987a, W. Lee et al., 1987b). La seva
purificacié bioquimica va demostrar que AP-1 no era un factor de transcripcié unic, si
no una serie de complexes dimeérics formats per proteines bZIP (basic region-leucipe
zipper) que pertanyen a les subfamilies Jun (c-Jun, JunB i JunD), Fos (c-Fos, FosB,
Fra-1 i Fra-2), Jun dimerization partners (JDP1 i JDP2), ATF (activating transcripction
factors) (ATF2, LRF1/ATF3 i B-ATF) i Maf (v-Maf, c-Maf, Nrl, MafB, MafF, MafG i
MafK) (Shaulian and Karin, 2001).

Les proteines Jun poden formar homodimers estables que s’uneixen al DNA,
mentre que les proteines Fos no formen homodimers perd formen heterodimers amb
les proteines Jun, més estables que els dimers Jun:Jun (Halazonetis et al., 1988,
Kouzarides and Ziff, 1988). Les proteines ATF poden formar homo i heterodimers amb
les proteines Jun i, finalment, algunes de les proteines Maf poden heterodimeritzar
amb c-Jun i c-Fos, mentre que altres heterodimeritzen amb c-Fos per6 no amb c-Jun
(Shaulian and Karin, 2001).

El lloc d’uni6 al DNA de AP-1 sén les regions TRE [phorpol 12-O-tetradecanoat-13-
acetate (TPA) reponse elements, 5-TGAG/CTCA-3’], anomenades aixi per la seva
habilitat d’estimular la transcripcié en resposta a TPA (Angel et al., 1987), o les
sequéncies CRE (cAMP responsive elements, 5-TGACGTCA-3’), reconegudes
principalment per les proteines ATF (Angel et al., 1988). L’afinitat per la unié al DNA
aixi com la capacitat de transactivacié de les proteines Jun varia considerablement, c-
Jun és el que es comporta com l'activador més potent (Ryseck and Bravo, 1991). La
unioé de c-Jun amb c-Fos augmenta la seva capacitat transcripcional per la formacié de
dimers més estables (Halazonetis et al., 1988) mentre que la dimeritzaci6 amb JunB
atenua el potencial activador de c-Jun (Chiu et al., 1989, Schutte et al., 1989). A més,
s’ha descrit I'antagonisme entre c-Jun i JunB. En el cas de les proteines Fos, c-Fos i
FosB contenen dominis activadors que no estan presents a la resta de membres de la
subfamilia (Shaulian and Karin, 2002).

Inicialment, es va descriure AP-1 com un factor que contribuia a la transcripcio
basal i que responia a I'estimul del TPA (Angel et al., 1987, W. Lee et al., 1987a), pero
posteriorment es va descriure la seva reposta a altres estimuls com la radiacié UV i
ionitzant, I'estrés oxidatiu, la despolaritzacié neuronal, citoquines (TNF-a., interleukina-

1, gamma interferon) i infeccions virals (Shaulian and Karin, 2001). Cadascuna de les
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proteines AP-1 respon de forma diferent als diferents estimuls extracel-lulars i s’ha
proposat que aquest mecanisme és un dels més importants a I'hora de modular la
seva activitat (Chiu et al., 1989). A més, les proteines AP-1 poden ser fosforilades, el
que representa una altra ruta de control a través d’estimuls extracel-lulars (Karin, 1995,
1998).

Les proteines AP-1 poden interaccionar amb altres factors de transcripcié que
poden augmentar o disminuir la seva activitat transcripcional (Chinenov and Kerppola,
2001). S’ha descrit que c-Jun pot interaccionar amb els factors de transcripcié Sp1 i
Sp3 i que pot activar la transcripcié independentment de la seva unid al DNA gracies a
la seva interaccié amb Sp1. Sp1 pot actuar com a proteina d’ancoratge per a c-Jun a
promotors que contenen caixes Sp com el promotor de la 12(S)-lipoxigenasa (Chang
and Chen, 2005).

2.1.1. REGULACIO TRANSCRIPCIONAL PER AP-1

La familia AP-1 esta considerada com una familia de proto-oncogens perqué
presenten una elevada homologia amb algunes proteines virals oncogéniques (v-Jun i
v-Fos) i pel seu paper en processos cel-lulars com la proliferacio, la supervivéncia i
I'apoptosi (Shaulian and Karin, 2001). A més, l'activitat d’AP-1 es veu augmentada per
alguns promotors tumorals i oncoproteines (Shaulian and Karin, 2002).

Els factors de creixement poden activar AP-1 principalment a través de la via de
ERK MAP quinasa (MAPK). Aixé condueix a la induccié dels gens fos que poden
heterodimeritzar amb les proteines Jun, i aquests dimers Jun:Fos poden activar el
promotor de c-jun per a augmentar encara més l'activitat AP-1 (Angel et al., 1988).
Una altra via que regula la funcié proliferativa d’AP-1 és JNK i p38 MAPK; JNK pot
fosforilar c-Jun per a augmentar la seva activitat (Karin, 1996). L’activacié d’AP-1 pot
produir la inhibicié de gens supressors de tumors com p53, p21 o p16 (Shaulian and
Karin, 2001).

c-Jun i c-Fos sén necessaris per a la proliferacié i la progressio a través del cicle
cel-lular. Una ruta a través de la qual aquestes proteines regulen el cicle cel-lular és
I'activacio del promotor de Ciclina D1 (Shaulian and Karin, 2001). Els defectes més
importants en la proliferacié s’han observat en ratolins c-dJun-/- (R. S. Johnson et al.,
1993), mentre que per a tenir efectes importants sobre la proliferacié deguts a la
inhibicié de les proteines Fos, és necessari analitzar knockouts dobles c-Fos/FosB
(Brusselbach et al., 1995).

AP-1 té un paper important en la regulacié de la supervivéncia i la mort cel-lular i
existeixen dos models que expliquen el seu paper en aquests processos. D’'una banda,

la induccié d’AP-1 produeix I'activacié de diferents gens com FasL, Bim o Bcl3 i les
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proteines resultants tenen efectes positius o negatius sobre I'apoptosi. L’efecte final
sobre I'apoptosi vindra determinat pel balan¢ entre els gens diana positius i negatius
per al procés apoptotic. Aquest balan¢ dependra de I'estimul i el tipus cel-lular. D’altra
banda, s’ha proposat que AP-1 podria actuar com a regulador homeostatic mantenint
la céllula en un estat de proliferacié determinat. L’activacié persistent d’AP-1 produiria
apoptosi a través dels mateixos mecanismes que produeixen mort cel-lular per

I'expressio constitutiva d’'oncogens (Shaulian and Karin, 2002).

2.2. LA FAMILIA E2F

E2F és una familia de factors de transcripcié formada per vuit gens que codifiquen
per a nou proteines majoritaries molt relacionats entre elles (E2F1 a E2F8) (laquinta
and Lees, 2007), originariament identificades per la seva capacitat d’unir-se al
promotor de I'adenovirus E2 (Kovesdi et al., 1986).

Els membres de la familia E2F presenten dominis forca conservats, com sén el
d’'unié al DNA, el de transactivacio i el de uni6 a pocket proteins (lvey-Hoyle et al.,
1993, J. A. Lees et al.,, 1993). El domini d’'uni6 al DNA reconeix la seqléncia
consensus TTT(G/C)(G/C)CG(G/C), que es troba al promotor de gran quantitat de
gens. La capacitat d’activar o reprimir la transcripci6 varia entre els diferents membres
de la familia.

Aquesta familia forma heterodimers amb membres de la familia de factors de
transcripcié DP (DP-1 i DP-2) per a donar lloc a complexes més actius que s’uneixen
al DNA (La Thangue, 1994). Aquesta uni6 augmenta I'activitat transcripcional i és
necessaria per a la unié de E2F amb els membres de la familia Rb. Els Gnics membres
que so6n capacos d’unir-se al DNA sense formar dimers amb les proteines DP son
E2F7 i E2F8 (laquinta and Lees, 2007).

Les proteines E2F presenten un domini d’unié a “pocket proteins” o proteines de la
familia Rb. La uni6é entre E2F i les pocket proteins produeix la inhibicié de I'activitat de
E2F per dos mecanismes diferents: per 'emmascarament de residus critics per a la
seva activitat transcripcional i pel reclutament de complexes co-repressors als
promotors (laquinta and Lees, 2007). Aquests complexes es formen en diferents
etapes del cicle cel-lular amb els complexes Rb a la fase G1 del cicle, els complexes
amb p107 tant a la fase G1 com la fase S i els complexes amb p130 a la fase GO (N.
S. Thomas et al., 1998). E2F5, 7 i 8 no presenten el domini d’'unié a pocket proteins,
perd sdn capagos de reprimir la transcripcio per altres mecanismes.

La unié entre E2F1 i Rb és molt important per a la regulacié del cicle cel-lular, ja que

només es produeix quan Rb esta hipofosforilat durant la fase G1 del cicle, de manera
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que inhibeix l'activitat transcripcional de E2F1. A mesura que les cél-lules superen la
interfase G1/S, es produeix la fosforilacié de Rb pels complexes ciclina/CDK i E2F
queda lliure per a actuar sobre els promotors dels genes diana (Chellappan et al.,
1991). Aixi, a cada cicle, E2F passa de forma coordinada d’activador a repressor
transcripcional. A nivell de la fase S, E2F es troba complexat amb p107, ciclina A i
CDK2; aquest complex té activitat cinasa H1 i es pot unir a seqliéncies especifiques de
DNA (Shirodkar et al., 1992). Durant la fase G1 es forma un tercer complex format per
E2F, p107, ciclina E i CDK2 que desapareix quan les cél-lules entren en fase S (E.
Lees et al., 1992).

El dany al DNA pot induir canvis en I'estat de les modificacions posttraduccionals de
E2F. En primer lloc, E2F1 és fosforilat per ATM/ATR afavorint aixi la seva degradacié.
D’altra banda, E2F1 és acetilat en resposta a dany al DNA de manera que augmenta
la seva activitat transcripcional.

E2F1 pot interaccionar fisicament amb altres proteines entre les que s’inclou Sp1.
La interacci6 E2F1-Sp1 podria explicar com promotors que no tenen seqiéncies
classiques d’unié pel factor E2F poden regular la seva transcripcié a través del cicle
cel-lular. En aquest sentit, s’ha observat que després de I'estimulacié per serum en
cél-lules 3T3, sequéncies d’'uni6 pel factor de transcripci6 Sp1 poden induir la
transcripcié del promotor de la dhfr al final de la fase G1 (Jensen et al., 1997), al
mateix temps que s’indueixen E2F-1-2 i —3. Tot i aixi, s’hauria de determinar si aquesta
activacio mitjangcada per seqiiéncies d’'unié per Sp1 depén de la interaccié directa de
E2F-Sp1. Altres modificacions podrien estar influenciant en aquesta regulacio, com la
fosforilacio de Sp1 que es produeix en la mateixa zona on Sp1 interacciona amb E2F
(Black et al., 1999), o bé el paper de la proteina pRB, que també s’uneix a aquestes

proteines.

2.2.1. REGULACIO TRANSCRIPCIONAL PER E2F

Els gens regulats per E2F comprenen gens implicats en la sintesi de DNA, com el
de la dhfr (Slansky and Farnham, 1996), la DNA polimerasa a (Pearson et al., 1991), la
timidina quinasa (Dou et al., 1991), la histona H2A (Oswald et al., 1996) i el PCNA (H.
H. Lee et al., 1995); gens implicats en la regulacié del cicle cel-lular, com el de la
ciclina E (Botz et al., 1996), la ciclina A (Schulze et al., 1996), la cdc2 (Tommasi and
Pfeifer, 1995) i Rb (Shan and Lee, 1994); i gens que codifiquen per a factors de
transcripcié, com el factor B-myb (Lam et al., 1992), jun (La Thangue, 1994), Sp 1
(Nicolas et al., 2003) i el propi E2F (Hsiao et al., 1994).
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Durant molt de temps es va considerar que E2F es comportava com a activador
transcripcional, perd s’ha observat que en molts promotors les seqiéncies d’unié
d’E2F actuen més aviat com a repressores. Aquest és el cas dels promotors dels gens
B-myb (Lam et al., 1992, Shan and Lee, 1994), el mateix E2F-1 (Cress and Nevins,
1996) i la cdc2 (Tommasi and Pfeifer, 1995). En el cas del promotor del gen dhfr, el
nostre grup havia establert que la mutacié de la seqliiéncia de reconeixement d’E2F, la
qual aboleix la unié d’aquest factor de transcripcié al promotor minim del gen dhfr, no
altera la regulacié de I'activitat transcripcional del gen dhfr al llarg del cicle cel-lular
(Noe et al., 1997). Jensen i col-laboradors demostraren en un sistema heteroleg, que
el paper I’E2F en quant a la regulacié transcripcional del promotor del gen dhfr es
reduia a una accio6 repressora en la fase GO/G1 del cicle (Jensen et al., 1997).

E2F1 també juga un paper important en I'apoptosi ja que regula I'expressidé de gens
com Bcl-2 o p73 intermediaris de senyals apoptotics i també regula I'expressié de la
propia maquinaria apoptotica incluint caspases iniciadores (caspases 8 i 9) i efectores
(caspases 3 i 7) (Nahle et al., 2002). A més, E2F1 activa I'expressio de la proteina
supressora de tumors p14ARF humana (el seu homodleg a ratoli és la proteina
p19ARF), la qual s'unira al complex MDM2-p53 prevenint la degradaci6 de p53 (Bates
et al., 1998). L'increment en els nivells de p53 conduiran a les cél-lules a una aturada

en el cicle o a I'apoptosi.

2.3. LA FAMILIA MYB

Els gens Myb (A-myb, B-myb i c-myb) sén una familia de factors de transcripcio
relacionats amb el control de la proliferaci¢ i diferenciacié de cél-lules normals i
tumorals (I. H. Oh and Reddy, 1999). c-Myb és el prototip de la familia i és ’homoleg
en mamifers de v-Myb, un oncogen que contenen els retrovirus E26 i AMV i que
produeix leucémia aguda en ocells (I. H. Oh and Reddy, 1999).

Les proteines codificades pels gens myb tan virals com de mamifer es localitzen al
nucli i es poden unir al DNA per a funcionar com a reguladors de la transcripci6.
Encara que els tres gens presenten una elevada homologia, el seu patré d’expressié
és forca diferent. Mentre que c-myb s’expressa principalment en cél-lules
hematopoiétiques immadures (Shin et al., 2001, Zorbas et al., 1999), A-myb
s’expressa principalment en limfocits B germinals i cél-lules dels sistemes reproductors
femeni i masculi (Toscani et al., 1997, Trauth et al., 1994) i B-myb s’expressa de forma
ubicua i els seus nivells protéics depenen del grau de proliferacio de les cél-lules
(Nomura et al., 1988, Sala and Watson, 1999).

El domini d’'uni6 al DNA de Myb és una estructura poc usual de tres repeticions en

tandem de 50 aminoacids (R1, R2 i R3) que reconeixen la seqiiéncia consensus
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C/ATAACNG (l. H. Oh and Reddy, 1999). A més, totes les proteines Myb contenen un
domini inhibitori a la regi6 C-terminal, I'eliminacié del qual augmenta la seva activitat
transcripcional (Ness, 1999).

La funcié transcripcional varia entre els diferents components de la familia. c-Myb i
A-Myb so6n activadors transcripcionals (I. H. Oh and Reddy, 1999). La capacitat
activadora de A-Myb varia segons el context i s’ha descrit que es pot arribar a
comportar com a activador transcripcional 6-10 vegades superior a c-Myb (Apt et al.,
1996). Per contra, B-Myb és capag¢ d’activar o reprimir la transcripcié de gens diana
depenent del tipus cel-lular i el context del promotor (Sala, 2005). Aquest efecte dual
pot ser degut a interaccions proteina-proteina entre B-Myb i altres coactivadors o
corepressors (Brandt and Kroll, 1997, Tashiro et al., 1995).

La funci6é de les proteines Myb esta regulada per modificacions posttraduccionals i
interaccions proteina-proteina (Ness, 1999, I. H. Oh and Reddy, 1999). c-Myb és
fosforilat en mdltiples regions in vivo. La caseina kinasa |l pot fosforilar c-Myb a dues
serines de la regié N-terminal amb un efecte inhibitori directe sobre l'activitat de Myb,
perque afecti a la seva capacitat d’'unir-se al DNA, o indirecte perqué afecti a la
interaccié amb altres proteines (Luscher and Eisenman, 1990, Oelgeschlager et al.,
1996). Pel que fa a les altres proteines de la familia, la seva regulacié per CK-ll és poc
clara. S’ha demostrat que B-Myb és fosforilat durant la fase S del cicle cel-lular a
través de les ciclines A i E augmentant la seva capacitat transactivadora (Robinson et
al., 1996, Sala et al., 1997).

A més de I'efecte dependent del lloc d’'unié, B-Myb pot activar la transcripcié per
altres mecanismes, com a través de la unié amb Sp1. S’ha descrit que el promotor del
propi B-myb esta regulat positivament per B-Myb a través de caixes Sp1 (Sala et al.,
1999). De forma similar, B-Myb és capa¢ d’activar la transcripcié de les Ciclines D1 i
A1 gracies a la seva uni6 directa o indrecta amb Sp1 a través de la regié C-terminal
(Bartusel et al., 2005). No es pot excloure que B-Myb sigui capa¢ d’unir-se també a

altres factors de la familia Sp.

2.3.1. REGULACIO TRANSCRIPCIONAL PER MYB

Diferents estudis han demostrat la relacié entre les proteines Myb i la proliferacio
cel-lular. El tractament de diferents tipus cel-lulars amb oligonucleoétids antisentit contra
c-Myb produeix una disminucié de la proliferacié cel-lular sense afectar a la
diferenciaci6 i, a més, provoca una aturada de les cél-lules en G1 (Gewirtz et al., 1989,
Gewirtz and Calabretta, 1988). Els ratolins knockout de c-Myb es desenvolupen
normalment fins al dia 13 de gestacidé, perd moren al voltant del dia 15 per anémia

severa. L’analisi dels embrions va demostrar que I’eritropoiesi fetal no estava afectada
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pel silenciament de c-Myb, perd I'eritropoiesi de tipus adult estava greument
disminuida, demostrant un important paper de c-Myb en aquest procés (Mucenski et
al.,, 1991). A més, la inhibicié6 de B-Myb s’ha correlacionat amb una disminuci6 de la
proliferacié en cél-lules mieloides i limfoides, aixi com en fibroblasts (Arsura et al.,
1992). Els knockout de B-Myb no és viable, ja que es produeix mort embrionaria
temprana per falta de formacié de massa cel-lular (Tanaka et al., 1999).

Les proteines Myb s’han relacionat també amb la diferenciacié cel-lular, ja que
I'expressid de c-Myb és elevada en ceél-lules hematopoietiques immadures, pero
disminueix conforme aquestes esdevenen més diferenciades (Westin et al., 1982).
L’expressio de c-Myb és dependent del cicle cel-lular amb un pic a la fase G1 mitjana o
a la fase S (I. H. Oh and Reddy, 1999). Es creu que I'expressié de B-Myb també esta
regulada a través del cicle cel-lular ja que es correlaciona amb proliferacié cel-lular.

Alguns dels gens regulats per c-Myb semblen ser especifics de cél-lules
hematopoiétiques mentre que altres estan involucrats en la regulacié general del cicle
cel-lular, el que permet relacionar I'expressié de c-myb amb la progressio del cicle.

Les proteines Myb s’han relacionat amb la regulacié de I'apoptosi a través de

I'activacié de gens diana clau com Bcl-2 (Frampton et al., 1996, Salomoni et al., 1997).

2.4. LA FAMILIA NF-1

Aquesta és una familia de factors de transcripcio i replicacié implicada en la
replicacié de diferents virus, aixi com en la regulacié de la transcripcié6 d’'un gran
numero de gens cel-lulars i virals. Les proteines NF-1 (Nuclear Factor 1) s’han associat
amb canvis a I'estat de creixement cel-lular i amb diferents processos oncogénics i
patologics (Gronostajski, 2000).

NF-1 es va clonar inicialment per la seva capacitat d’unir-se a I'origen de replicacié
de I'adenovirus (Nagata et al., 1982). Les proteines NF-1 s’'uneixen com a dimer a la
seqléncia consensus simétrica TTGGC(N5)GCCAA, perd també a llocs partits
(TTGGC o GCCAA) amb una afinitat menor (Meisterernst et al., 1988). El fet que NF-1
pogués regular tant la transcripcié com la replicacié va ser un dels primers indicis de
que les mateixes proteines podien ser importants per a ambdos processos (Jones et
al., 1987).

Existeixen quatre gens NF1 en humans (NF-1A, NF-1B, NF-1C, NF-1X). Els
transcrits provinents de cadascun dels gens poden patir empalmaments alternatius
generant multiples proteines per a cada gen (Gronostajski, 2000). La proteina NF-1
tipica esta formada per un domini N-terminal d’'uni6 al DNA i dimeritzacié i un domini

C-terminal per a I'activacio o repressié transcripcionals (Gronostajski, 2000). La
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dimeritzacié és essencial per a la uni6é al DNA i per a I'estimulacié de la replicacio dels
adenovirus (Armentero et al., 1994, Bosher et al., 1990). EI domini d’'unié al DNA no
presenta homologia detectable amb atres dominis d’unié al DNA.

Les proteines NF-1 poden activar o inhibir la transcripcié depenent del tipus cel-lular
i del context del promotor. El mecanisme més conegut d’activacié de la transcripcid per
NF-1 és la interacci6 directa amb proteines de la maquinaria basal de transcripcié com
TFIIB (T. K. Kim and Roeder, 1994). Un altre mecanisme és el desplagament
d’histones repressores per competicio en la unié al DNA o per uni6 directa entre NF-1 i
la histona (Gao et al., 1998, Ristiniemi and Oikarinen, 1989). A més, s’han descrit
interaccions entre NF-1 i altres coactivadors, com TAFII55 o p300/CBP, que juguen un
paper important en l'activacié transcripcional (Chiang and Roeder, 1995). Pel que fa a
la repressio transcripcional, un mecanisme d’accié és la competicidé directa pel lloc
d’'unié amb altres factors activadors més potents com Sp1. La competicioé pel lloc
d’'unié entre NF-1 i Sp1 ha estat descrita per al promotor de a-col-lagen de ratoli (Nehls
et al.,, 1991) i la cadena A de PDGF (Rafty et al., 2002). En aquest ultim cas, es va
descriure el desplacament de Sp1 del seu lloc d’unié per una interaccié directa amb
NF-1X. De forma similar, s’ha descrit la competicié pel lloc d’unié entre NF-1 i HNF4
per la preséncia de llocs d’uni6 solapats al promotor de la piruvat cinasa de rata
(Bernier et al., 1993). A més, existeix la possibilitat de que NF-1 pugui funcionar com a
repressor actiu in vivo pel reclutament de co-repressors a través de la regié C-terminal
(Gronostajski, 2000).

2.4.1. REGULACIO TRANSCRIPCIONAL PER NF-1

Donat que els productes dels gens NF-1 s6n coexpressats i s’uneixen a les
matexies seqliéncies de DNA, és molt dificil determinar els papers individuals de cada
membre de la familia en I'expressié genica durant el desenvolupament.

Knockouts de NF-1C/CTF presenten anomalies en la formacidé de I'arrel dentaria,
mentre que knockouts de NF-1A moren al poc temps de neixer i els supervivents
presenten defectes neurologics (das Neves et al., 1999, Steele-Perkins et al., 2003).

Les proteines NF-1 afecten a I'expressié de gens regulats en resposta a vies de
senyalitzaci6 com les controlades per la insulina, TGF-B, cAMP, hormones
esteroidees, vitamina D i altres (Gronostajski, 2000); perd és dificil determinar si els
efectes sobre NF-1 son directes o indirectes.

S’han caracteritzat llocs d’unié per a NF-1 en gens expressats especificament a la
majoria de teixits i organs i per a la majoria d’ells, els llocs d’'uni6 per a NF-1 han
resultat ser importants per a I'expressié del gen. NF-1 juga un paper important en el

desenvolupament, pero existeixen pocs estudis al respecte (Gronostajski, 2000).
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Les proteines NF-1 s’han relacionat amb el control del creixement cel-lular en
humans. El gen NF-1B pot patir una translocacio amb el gen HMGIC en adenomes
pleomorfics humans, I'extrem C-terminal de NF-1B es fusiona a HMGIC i la proteina
aberrant s’expressa al teixit afectat (Geurts et al., 1998). D’altra banda, la
sobreexpressié de les proteines NF-1 produeix resisténcia a la transformacio per
diferents oncogens nuclears com fos, jun i qin en fibroblasts d’embrié de ratoli (Schuur
et al., 1995). Finalment, la sobreexpressido de NF-1X evita I'aturada del creixement
produida pel TGF-B en cél-lules d’epiteli de pulmé de visé (P. Sun et al., 1998),
relacionant un cop més NF-1 amb la proliferacié cel-lular.

El fet de que les proteines NF-1 siguin capaces d’activar la replicacié d’alguns virus
i estiguin implicades en la proliferacié cel-lular indica la possibilitat que aquestes

proteines siguin capaces de regular la replicacié del DNA.

2.5. EL FACTOR DE TRANSCRIPCIO NF-Y

El factor de transcripcid6 NF-Y, nuclear factor-Y (també anomenat CBF [CAAT-
binding factor], a-CP1 i CP1) va ser identificat originalment per la seva uni6 a la caixa
Y del complex major d’histocompatibilitat (MHC) classe Il (Dorn et al., 1987).

NF-Y és un factor de transcripcié heteromeéric format per tres subunitats, NF-YA,
NF-YB i NF-YC, totes elles necessaries per a la uni6 al DNA (Maity and de
Crombrugghe, 1998, Mantovani, 1999). La subunitat NF-YA es caracteritza per tenir un
domini ric en glutamines, i NF-YB per tenir varies zones riques en aminoacids acids
(R. Hooft van Huijsduijnen et al., 1990). NF-YB i NF-YC contenen motius tipus histona
(histone fold motifs, HFMs) que sén comuns a totes les histones principals; la
dimeritzacié de NF-YB i NF-YC és essencial per a I'associaci6 de NF-YA i la unié
especifica al DNA (Romier et al., 2003, Sinha et al., 1995). En aquest sentit, s’ha
observat que NF-Y presenta activitat histona acetiltransferasa per la associaci6 fisica
amb enzims histona acetiltransferasa com GCN5, P/CAF o p300 (Currie, 1997, Jin and
Scotto, 1998, Q. Li et al.,, 1998b). L'estructura de NF-YA es pot dividir entre el
subdomini d’associaci6 i el subdomini d’'unié al DNA (Maity and de Crombrugghe,
1992, Mantovani et al., 1994, Xing et al., 1993, Xing et al., 1994).

Les tres subunitats son regulades a diferents nivells. NF-YA presenta dues
isoformes majoritaries que es formen per empalmament alternatiu i s’expressen
diferencialment als diferents teixits (X. Y. Li et al.,, 1992). NF-YC també presenta
diferents isoformes que estan regulades de forma ceél-lula-especifica (Benatti et al.,
2008). La localitzacié nuclear de NF-YC és regulada al llarg del cicle cel-lular i depén
de la preséncia de NF-YB (Frontini et al., 2004). Els heterodimers NF-YB/NF-YC es
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detecten a la majoria de teixits, mentre que NF-YA no és detectable al muscul
esquelétic adult ni al teixit cardiac (Gurtner et al., 2003).

NF-Y reconeix la seqiieéncia de DNA 5-CCAAT-3’ (Dorn et al., 1987, Hatamochi et
al., 1986, R. A. Hooft van Huijsduijnen et al., 1987, C. G. Kim and Sheffery, 1990). Les
caixes CCAAT soén element promotors comuns que, en eucariotes superiors, es troben
a les regions promotores d' aproximadament el 60% dels gens (Y. Suzuki et al., 2001).
La seqliencia CCAAT va ser un dels primers elements identificats com a seqiiéncia de
reconeixement per factors de transcripcié (Benoist et al., 1980, Efstratiadis et al.,
1980). La majoria de caixes CCAAT situades properes a l'inici de transcripcié sén
reconegudes pel factor de transcripcié NF-Y, tot i que s’han identificat altres proteines
capaces d’unir-se a aquesta sequéncia (Bucher, 1990).

NF-Y no és un activador transcripcional molt potent perd és necessari per a
organitzar la cromatina propera als llocs d’inici de la transcripcid, afavorint aixi la unié
de coactivadors (Caretti et al., 1999, Q. Li et al., 1999).

2.5.1. REGULACIO TRANSCRIPCIONAL PER NF-Y

Un gran nombre d’estudis han demostrat la importancia de les caixes CCAAT tant
per I'expressié de gens constitutius i regulats com per les seves diverses funcions
incloent la regulacié de la transcripcié durant el desenvolupament i el cicle cel-lular
(Collins et al., 1985, Gelinas et al., 1985, Knight et al., 1987, van Wijnen et al., 1988).

Un estudi bioinformatic va mostrar una abundancia remarcable de caixes CCAAT
en promotors regulats durant la fase G2/M (Elkon et al., 2003). Posteriorment, assajos
de ChIP van demostrar que la interacci6 de NF-Y amb promotors regulats durant el
cicle cel-lular com CDC2, CDC25A/B/C, ciclina Aa, ciclina B1/B2 i E2F1 és altament
variable durant el cicle cel-lular (Caretti et al., 2003).

NF-Y ha estat relacionat amb la modulacié de l'activitat de promotors del cicle
cel-lular en resposta a un dany al DNA a través de la inhibici6 transcripcional de p53
(Adachi et al., 2000, Imbriano et al., 2005, Manni et al., 2001, Yun et al., 1999). NF-Y
pot formar un complex amb p53 a les regions promotores que contenen caixes CCAAT
i, quan es produeix una lesié al DNA, aquest complex pot reclutar HDACs i produir la
repressio d'aquests promotors (Imbriano et al., 2005). A més, la inhibicié de NF-YA en
cultius primaris de fibroblasts de ratoli comporta un bloqueig total de la progressi6 del
cicle cel-lular (Bhattacharya et al., 2003).

A la literatura existeixen molts exemples de gens regulats per caixes GC i CCAAT, i
per tant susceptibles de ser regulats conjuntament pels factors de transcripcié Sp i NF-

Y. S’ha observat que al promotor de E2F1 es forma un complex entre ER/Sp1 i NF-Y
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que regula la seva activitat basal (W. Wang et al., 1999a). En aquest exemple, queda
demostrat com el factor de transcripcié Sp1 augmenta la capacitat d’'unié del factor de
transcripcié NF-Y, pero no a l'inrevés. De manera molt similar, als promotors dels gens
de l'acid gras sintasa i del complex d’histocompatibilitat classe Il, la proteina Sp1
també augmenta la uni6 de NF-Y al DNA. Aquest fet es podria relacionar amb un
augment de la vida mitja d’'uni6 de NF-Y al DNA mitjancada per Sp1 (Roder et al.,
1997, Wright et al., 1995). Existeixen molts altres exemples de promotors regulats
conjuntament pels factors de transcripci6 NF-Y i Sp1 com és el cas del promotor del
propi Sp1 (Nicolas et al., 2003) on es troba una caixa Sp1 solapada amb una per a NF-

Y, de manera que NF-Y disminueix I'activacié produida per Sp1.
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3. EL CICLE CEL-LULAR

El cicle cel-lular és la seqiiéncia d’esdeveniments que condueixen al creixement i la
divisi6 cel-lular en cél-lules eucariotes. Quan les cél-lules quiescents (en fase G0) sén
estimulades a proliferar, es posen en marxa una série de processos bioquimics per tal
d’iniciar la replicacié del DNA (fase S) i finalitzar amb la divisié cel-lular (fase M). Entre
les fases GO, S i M es troben les fases G1 i G2 que poden ser de longitud variable.
Cada etapa del cicle cel-lular comprén una serie d’etapes que han d’estar coordinades
i que requereixen la sintesi de nous components.

L’entrada i sortida de les diferents fases del cicle cel-lular esta finament controlada
pel que s’anomenen checkpoints que produeixen una aturada del cicle per a reparar
els possibles errors produits i bé continuar amb el cicle o entrar en apoptosi (Grana
and Reddy, 1995, D. G. Johnson and Walker, 1999).

3.1. CONTROL DEL CICLE CEL-LULAR

Els principals reguladors de la transicié d’una fase del cicle a l'altra sén les cinases
depenents de ciclines (CDKs). Les CDKs sén proteines de pés molecular entre 35 i 40
KDa que s’associen a subunitats reguladores anomenades ciclines formant un
heterodimer actiu. Els nivells de ciclines oscil-len al llarg del cicle cel-lular determinant
aixi la funcionalitat de les CDKs. Les ciclines no tenen activitat catalitica i les CDKs
son inactives en abséncia de les ciclines. Quan les CDKs so6n activades per la unié
amb les ciclines s6n capaces de fosforilar diferents proteines diana per tal d’activar-les
o inactivar-les, i coordinar I'entrada a les fases consecutives del cicle cel-lular. Les
diferents combinacions de ciclines-CDK determinen les proteines diana que seran
fosforilades (Fig.10).

La primera fase del cicle cel-lular (G1) prepara a la cél-lula per a la fase S. Diferents
estimuls, com els factors de creixement, determinen que una cél-lula en estat
quiescent comenci a proliferar. La progressié a través de G1 esta regulada per un
mecanisme complex que necessita al menys tres CDKs (CDK4, CDK6 i CDK2) i els
seus corresponents reguladors (Malumbres and Barbacid, 2005). Aquestes CDKs
s’associen amb ciclines del tipus D (D1, D2 o D3 segons el tipus cel-lular) al
comengament de la fase i amb ciclina E cap al final. Els complexes actius de CDK4 o
CDK®6 amb ciclines del tipus D fosforilen membres de la familia retinoblastoma (pRb,
p107 i p130) (Fig. 10).

Retinoblastoma va ser el primer gen supressor de tumors identificat i és una
fosfoproteina de 928 aminoacids important per al control del cicle cel-lular. Existeix una

forma activa defosforilada i una forma inactiva fosforilada. En el seu estat actiu Rb
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evita la replicacié cel-lular perqué esta unit al factor de transcripcié E2F, impedint que
aquest s’uneixi al seu lloc d’'unié del DNA i activi la transcripcié de gens importants per
a la fase S del cicle cel-lular. Quan Rb és fosforilat pels complexes ciclina/CDK,
allibera E2F i aquest pot activar la transcripcié de gens per a la progressio en el cicle
(Fig.10).

La fase S o de sintesi es caracteritza perqué tot el DNA del nucli de la cél-lula es
replica completament i de manera precisa en un periode de poques hores. Una errada
en la replicacié completa dins de la fase S pot donar lloc a una fragmentacio
cromosomica en la mitosi que ve a continuacié. La progressio entre S i G2 requereix la
ciclina A unida a les CDKs 2i 1 (Cdc2) (Pines and Hunter, 1990, Tsai et al., 1991).

Després de la replicacio del DNA és necessaria una fase de sintesi proteica (fase
G2) abans d’entrar a la fase M. La transici6 G2/M necessita de I'acumulacié de

ciclina B.

Figura 10. Esquema del cicle cel-lular en eucariotes. Es mostren els complexes
Ciclina/CDK, I'estat de fosforilacié de Rb i el lloc d’actuacio6 dels inhibidors de CDKs.

Un mecanisme de control de la regulacié de les CDKs consisteix en la interaccio
amb els inhibidors que actuen com a mitjangadors d’estimuls antimitogénics. Aquests
inhibidors actuen principalment a la fase G1 del cicle cel-lular abans del punt de
restriccid, després del qual, ja no hi ha marxa enrera en la progressi6é a través del
cicle. S’han descrit dues families diferents d’inhibidors dels complexes ciclina/CDK. La
familia Ink4 i la familia Cip/kip inclouen les proteines p21Cip1/Waf1, p27Kip1 i p57Kip2
(Coqueret, 2003). La proteina p21 (també anomenada Cip1, Sdil, Mada6 i Cap20)
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s’associa principalment als complexes CDK4/ciclina D i CDK2/ciclina E formant un
complexe quaternari que també inclou PCNA (proliferating cell nuclear antigen)
(Harada and Ogden, 2000). S’ha descrit que els complexes amb una sola molécula de
p21 associada mantenen l'acivitat catalitica, mentre que I'augment del numero de
molécules de p21 és el que produeix la inhibicié d’aquests complexes (Elledge et al.,
1996, Harper et al., 1995). Alguns treballs han demostrat que p21 és necessari per a la
progressio del cicle cel-lular desde la fase G1 a la S. Aix6 pot ser degut a que p21 pot
promoure I'acoblament del complex CDK4/cilina D1 i dirigeix el complex cap al nucli
(Coqueret, 2003).

Els nivells de p21 estan controlats a nivell transcripcional per p53 (Gorospe et al.,
1998). L’activacio de p21 per p53 requereix de la preséncia dels llocs d’unié per a Sp1
al promotor de p21 en cél-lules HepG2 humanes i SL2 de Drosophila (Koutsodontis et
al., 2001). p53 pertany a una familia de factors de transcripcié que inclou també als
seus homolegs p63 i p73 amb funcions similars a p53 (Levrero et al., 2000, M. C.
Marin and Kaelin, 2000). Aquestes proteines poden actuar com a activadors o
inhibidors transcripcionals, el seu efecte repressor és produit en alguns casos per la
interaccié amb el factor Sp1 que evita la seva uni6 al DNA i la consegiient activacié
transcripcional (Borellini and Glazer, 1993, Yamabe et al., 1998). La relaci6 entre p21 i
p53 permet I'aturada del cicle cel-lular dependent de p53 en resposta a estimuls
d’estrés, tot i que p21 pot aturar el cicle a través de mecanismes independents de p53
(Macleod et al., 1995, Sheikh et al., 1994, Zeng and el-Deiry, 1996). La pérdua de
funcié de p53 o p21 afavoreix el creixement cel-lular i s’han descrit mutacions
d’aquests gens en diferents tipus de tumors (Harada and Ogden, 2000).

Estudis recents han demostrat que perturbacions en el cicle cel-lular poden
comportar I'activacié de la via de NFxB (Thoms et al., 2007a). NFkB és un factor de
transcripcié format per diferents subunitats que juga un paper clau en la resposta
cel-lular davant de diferents senyals extracel-lulars, com les infeccions viriques o
bacterianes, i que regula la transcripcié de gens importants en la proliferaci6 i
supervivéncia cel-lular. L’aturada del cicle cel-lular produida per la inhibicié de la CDK4
o la ciclina D1 comporta la degradacié de la proteina repressora de NFkB, IkB, i
indueix la translocaci6 de RelA (un component de NFkB) des del citoplasma al nucléol.
El segrestament de RelA al nucléol pot produir la repressié de la transcripcié regulada
per NFxB i de I'apoptosi (Stark and Dunlop, 2005). Aquest mateix efecte es produeix
quan el cicle cel-lular s'atura en resposta a una inhibici6 de CDK4 (Thoms et al.,
2007b). Hi han diferents hipotesis per a explicar I'activacié de NFkB deguda a inhibicio

de CDK4. Una de les hipotesis és pel fet conegut de que el factor de transcripcié E2F
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pot estabilitzar IkB i, per tant, I'atenuaci6é de I'activitat de E2F per inhibici6 de CDK4
podria produir la desestabilitzacié de IkB i la subsegiient activacié de NFkB (Thoms et
al., 2007a).

Existeixen diferents factors que juguen un paper important en la regulacié de la
transcripcié de gens implicats en el control del cicle cel-lular i que per tant, la seva
desregulacié pot conduir a una desregulacié de la progressié del cicle. Un d’aquests
factors és el factor de transcripci6 Sp1 que pot ser fosforilat pels complexes
ciclina/CDK (Banchio et al., 2004) i pot activar el promotor de reguladors del cicle com
Rb o E2F (Penuelas et al., 2003, W. Wang et al., 1999a). S’ha descrit que el factor de
transcripci6 STAT-3 és important per la transici6 G1 a S a través de la via de la
subunitat gp130 del receptor de citocines. Aixi, deprés de I'estimulacié de gp130 per
citocines es produeix la sobreexpressié de les ciclines D2, D3 i A, i de cdc25A, aixi
com la repressi6é de p21 i p27, afavorint la progressié del cicle. Les formes mutades de
la subunitat gp130 que elimina l'activaci6 JAK-STAT-3 produeixen la reduccié de
I'expressio de ciclines i de I'activitat CDK2, CDK4 i CDKG6 (Fukada et al., 1998).

Tots aquests processos es poden controlar a diferents nivells. D’'una banda, trobem
checkpoints que controlen la replicacié correcta del DNA reparant el DNA danyat.
D’altra banda, els processos de degradacié so6n importants per a l'eliminacié de

proteines necessaries en fases concretes del cicle.

3.2. REPARACIO DEL DNA

La causa més frequent de dany al DNA és la radiacio ionitzant que indueix ruptures
a la doble cadena. Les cinases de deteccio del dany inclouen ATM, ATR i DNA-PK i
transdueixen el senyal a altres proteines que afecten a I'activacié de la via (Jeggo and
Lobrich, 2006). Aqueta funcié cinasa impedeix la divisié cel.lular i inicia les vies de
reparacio del DNA (Fig. 11).

Per una banda, les cinases de deteccié del dany poden induir la fosforilacié de p53,
la qual cosa produeix la seva estabilitzacioé i activacié (Kohn, 1999). Els nivells de p21
incrementen rapidament en resposta a aquests estimuls i s’indueix I'aturada del cicle
cellular en G1 (Gorospe et al., 1998, Suardet et al., 1996). La induccié de p53 produira
I'aturada del cicle cel-lular o I'apoptosi depenent del context cel-lular (Fig. 11).

ATM, ATR i CHK2 sén capacgos de fosforilar la proteina BRCA1 en resposta a dany
al DNA permetent que es pugui localitzar a nivell de les forquilles replicadores on esta
unit el PCNA (Scully et al., 1997, J. E. Thomas et al., 1997). BRCA1 pot formar
complexes amb les proteines BRCA2 i Rad51 per a activar la reparacié de les
ruptures de doble cadena (DSBs) en el DNA i per a iniciar la recombinacié homologa
(HR) (Yoshida and Miki, 2004) (Fig. 12).
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Figura 11. Esquema de la resposta cel-lular davant els DSB.

A més, BRCA1 també pot activar la transcripcié de p21 per a aturar el cicle cel-lular.
Mutacions als gens BRCA han estat relacionades amb la predisposicié en dones de
patir cancers de pit i d’ovari (Yoshida and Miki, 2004). BRCA1 i BRCAZ2 tenen activitat
transcripcional potencial (Milner et al., 1997, Monteiro et al., 1996), pero tot i que
Rad51 és un component de I'holoenzim RNA polimerasa Il (Maldonado et al., 1996),
no es coneix que tingui activitat transcripcional per ell mateix. Tot i aixi, s’ha descrit la
disminucioé de l'activitat transcripcional de p53 per interacci6 amb Rad51 i BRCA2
(Marmorstein et al., 1998). BRCA1 pot interaccionar amb el factor de transcripcié Sp1 i
s’ha observat que aquesta interaccié impedeix la unié6 de Sp1 al DNA en el promotor
de IGF-IR (insulin-like growth factor-I receptor) (Abramovitch et al., 2003).

Recentment s’ha demostrat que STAT-1 pot modular els punts de control del cicle
cel-lular en resposta a dany al DNA. Aixi, cel-lules deficients en STAT-1 presenten
alteracions als punts de control de la fase S i al G2/M en resposta a dany al DNA i
associats a una disminucio6 de la funcié de la via ATM-Chk2 (Townsend et al., 2005).

El procés de transcripci6 i reparacié del DNA ha d’estar associat per a permetre la
reparaci6, de manera que els activadors transcripcionals podrien estar afavorint la

reparacio del DNA, ja que s’uneixen al DNA i produeixen remodelacions de la
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cromatina que afavoririen la unié de la maquinaria de reparacié del DNA (Frit et al.,
2002).

BRCA1
) Q
BRCA1 e
P
Relocalitzacio del complex

/ a la zona danyada
BRCA2
Rad51

Figura 12. Esquema del mecanisme d’acci6 de les proteines BRCA

A més de la reparacio per HR, hi han altres mecanismes de reparacié del DNA que
permeten la deteccid, eliminacié i correccié de la zona del dany incloent nucleotide
excision repair (NER), base excision repair (BER) i non-homologous end joining
(NHEJ) (Bassal and EI-Osta, 2005).

Les lesions al DNA poden activar també la via de NFkB, tot i que aquesta via
d’activacié ha estat poc estudiada i no es coneix encara la seva rellevancia fisiologica
(N. D. Perkins, 2004).

3.3. DEGRADACIO DE PROTEINES

La degradaci6é de proteines via proteasoma té un paper important en la regulacio
del cicle cel-lular, ja que permet disminuir rapidament els nivells de proteines que
regulen les diferents etapes del cicle.

La via de conjugacié d’ubiqlitina implica I'activitat de tres complexes proteics
anomenats E1 (ubiquitin-activating enzyme), E2 (ubiquitin-conjugating enzyme) i E3
(ubiquitin-protein ligase) (Hershko and Ciechanover, 1998). El E1 catalitza la formaci6
d’un pont tioester entre la ubiqiitina i I'enzim E1. Posteriorment, la ubiquitina es
transfereix a I'enzim E2 i finalment, I'enzim E3 facilita la formacié de la unié entre la
proteina diana i la ubiquitina (del Pozo and Estelle, 2000) (Fig. 13). Existeixen un gran
numero de complexes E3 que es poden classificar en tres grups: SCF, APC i pVHL
(del Pozo and Estelle, 2000).
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El complex SCF esta format per quatre subunitats: cullin, SKP1, RBX1 i la proteina
F-box (Deshaies, 1999, Patton et al., 1998). Les tres primeres proteines formen un
complexe on es poden unir diferents proteines F-box que determinaran I'especificitat
del complex (del Pozo and Estelle, 2000). Nombrosos estudis indiquen que és
necessaria una fosforilacié prévia de la proteina diana per a que pugui actuar el
complex SCF (Fig. 13).

Figura 13. Model de la via d’ubiqitinitzacié SCF.

Degradacié

SKP2 és una proteina F-box, originariament identificada per la seva associacié amb
el complex Ciclina A/ICDK2 (H. Zhang et al., 1995). Aquesta proteina és important per
a la regulacio del cicle cel-lular perqué esta implicada en la degradacié de I'inhibidor
del cicle p27 (Carrano et al., 1999), aixi com del factor de transcripcié E2F (Marti et al.,
1999). SKP2 s’acumula de forma dependent del cicle cel-lular augmentant els seus
nivells durant les fases G1-S, acumulant-se a la fase S i decaient a la fase M (Lisztwan
et al.,, 1998, Michel and Xiong, 1998), de forma que condiciona el moment
d’ubiquitinitzaci6 i degradacioé de les seves dianes (Marti et al., 1999). La proteina
SKP2 també ha estat relacionada amb la regulacié de la transcripcié per degradacio
de diferents factors de transcripci6é, aixi com de co-repressors que poden estar
afectant a lactivitat d’alguns factors de transcripci6 (Conaway et al., 2002).
Concretament, SKP2 actua com a cofactor juntament amb c-Myc per a activar el
promotor de la a-prothymosin (von der Lehr et al., 2003). A més, s’ha proposat la
possibilitat de que SKP2 pugui tenir un paper en la regulacié del cicle cel-lular a través
d’interaccions proteina-proteina amb altres reguladors del cicle com la CDK2 i CksHs1
(Michel and Xiong, 1998, Sutterluty et al., 1999).
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OBJECTIUS

El principal objetiu d’aquesta tesi ha consisitit en estudiar la regulacié del promotor de

Sp3, aixi com aprofundir en la regulacié del promotor de Sp17.

Els objectius concrets han estat:

=> Analitzar el promotor de Sp3:

1.

Clonar la regié promotora del factor de transcripcié Sp3, determinar l'inici de
transcripcié del gen Sp3, i establir I'extensié de la regié minima promotora.
Estudiar els diferents factors de transcripcié capacgos d’unir-se al promotor
minim de Sp3.

Analitzar funcionalment la regi6 5-UTR de Sp3. Estudiar la possible
autorregulacioé del gen pel seu propi producte, Sp3, i per altres factors de
transcripcio.

Analitzar I'efecte dels diferents factors de transcripcié que regulen el

promotor de Sp3 sobre els nivells de MRNA endogens per a Sp3.

= Aprofundir en la regulaci6 del promotor de Sp7:

1.

Identificar les proteines que puguin interaccionar amb el factor de
transcripcié Sp1.

Determinar I'efecte d’aquestes proteines sobre el promotor de Sp1 a nivell
de la seva uni6 al promotor i de la seva funcionalitat.

Analitzar I'efecte de les proteines estudiades sobre els nivells de mRNA

endogens per a Sp1.
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