Guanajuato, Gto., México

RESUMEN / ABSTRACT

La transcripcién en eucariotas son
eventos a los que se les investiga con
gran interés, pues es uno de los pasos
cruciales para tratar de entender cémo
la informacién del DNA es transfor-
mada en un organismo complejo.
Aqui se revisan algunos de los pasos
mds importantes del control de la
transcripcién genética, haciendo én-
fasis en la estructura de la cromatina.
Se dan algunos ejemplos ilustrativos.

Transcription in eucaryotes is a
process investigated with great
interest because is one of the crucial
steps to understand how the DNA
information is transformed in a
complex organism. In this paper some
of the most important steps in the
genetic transcription control are
revised giving some illustrative
examples.
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INTRODUCCION

on la secuenciacién de gran nimero de genomas de distin-

tos organismos y sobre todo el de humano y otros

eucariotas (levadura, arroz, Arabidopsis, Fugu rubripes,
Caenorhabditis), ha crecido el interés por saber cémo se regula la
expresion de los genes, cémo hacen las células para encenderlos o
apagarlos de acuerdo a sus programas de diferenciacién y desarro-
llo. Se podria decir que nos falta conocer cémo lee e interpreta la
célula la informacién contenida en las cadenas del DNA: cdmo a
partir de una tira de 4cido desoxirribonucleico se logra obtener un
organismo con drganos, tejidos, extremidades y otras partes del
cuerpo organizadas de manera admirable (figura 1).

Con el refinamiento de las técnicas microscépicas y bioquimicas
se ha podido establecer que el DNA (4cido desoxirribonucleico)
estd organizado en nucleosomas. Anteriormente, los microscopistas
habian podido observar la apariencia nudosa de la cromatina, luego
se vi6 con mayor claridad que tenfa la apariencia de perlas ensarta-
das en un hilo, los nucleosomas, que estdn formados por octdémeros
de histonas, los cuales son proteinas pequefias cargadas positiva-
mente. Las histonas se descubrieron en 1884 como componentes
universales de los cromosomas eucariotas y al refinarse los métodos
de extraccién se hallé que estaban constituidas por 5 tipos, HI,
H2A, H2B, H3 y H4. La secuenciacién de H4 permitié saber que
habfa una conservacién casi perfecta entre las distintas especies
(Kornberg y Lorch, 1999), aunque también se ha detectado que la
histona H3 estd sujeta a presiones adaptativas (Talbert ez al.,
2002). El nucleosoma estd compuesto de 146 pares de bases
alrededor del centro protéico de histonas. Si se impide la sintesis
de histonas en levaduras se pierde el arreglo en nucleosomas y se
prenden los genes que estaban previamente apagados (Kornberg y
Lorch, 1999). Asi, la transcripcién de genes que codifican para
proteinas requiere, ademds de la presencia de la pol II, factores
generales de transcripcién, T F IIA, B, D, E, F y H; TF IID es un
complejo compuesto de varias subunidades que incluyen a TBP, la
subunidad que se une a la caja TATA (Kim ez al., 1994) (figura 2).
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riable pero importantes para la re-
gulacién genética. La histona H1
estd cerca del centro del
nucleosoma pero en el interior de
la fibra de cromatina, junto con
el “conector” al que se une; las
otras histonas tienen unas “colas”
que sobresalen desde el corazén
del nucleosoma y la cola de la
histona H4 de un nucleosoma
interactua con el dimero H2A-
H2B en la cara plana del nucleo-
soma adyacente. Las interacciones
histona-DNA se restringen a la

Figura 1. Del genoma a la vida: “la construccién final” de un organismo requiere
del encendido y apagado de gran cantidad de genes, activindose vias de las hebras del DNA en la superfi-
transduccién de sefiales que actuan en serie y/o en paralelo para lograr que cle Interna de la Superhéllce; hay

columna de enlaces fosfodiéster de

las “instrucciones” se ejecuten en los tiempos y zonas precisas a fin de interacciones electrostdticas y

obtener el “producto” requerido.

La posicién que ocupa la cromatina dentro
del nucleo es también importante para la regu-
lacién; la que se localiza en el nucleolo o la
periferia nuclear es menos mévil que la que
ocupa el interior del nicleo. Los telémeros es-
tdn anclados en la periferia del nicleo, donde
hay heterocromatina anclada a la membrana nu-
clear y eucromatina adyacente al poro nuclear;
al parecer la membrana nuclear puede servir de
anclaje a los factores de transcripcién, contribu-
yendo asi a la regulacién genética (Carmo-
Fonseca, 2002). Las regiones del genoma que
no se transcriben estdn empacadas en heterocro-
matina, que estd muy condensada, por lo cual
no es accesible a las proteinas que participan en
la transcripcién. Los genes que se transcriben
estdn en la eucromatina, que es mds accesible.

El “corazén” del nucleosoma comprende al
ADN enrollado (como un ovillo) alrededor del
tetrdmero de histonas (H3), (H4), en el centro
y las H2A-H2B con dos copias de cada una en
los extremos; los centros de los nucleosomas se
conectan entre si a través de los conectores
“linkers”, secuencias de DNA de longitud va-

puentes de hidrégeno con el fos-
fato y contactos no polares con la desoxirribosa.
Debido a esto y a que no interactiian con las
bases del ADN, las histonas pueden empacar
cualquier DNA, sin importar su secuencia

(Kornberg y Lorch, 1999).

Cada tipo celular, durante la diferenciacién y
el desarrollo, empaca sus genes en un patrén
tinico que es mantenido a lo largo del ciclo
celular y por lo tanto durante las divisiones
celulares, hereddndose las caracteristicas del lina-
je celular de generacién en generacién. Podria
decirse que las células de determinado érgano
mantienen accesibles los genes que usardn para
cumplir su funcién y mantendrdn apagados el
resto (Orphanides y Reinberg, 2002; Pflumm
2002). Por otra parte, el silenciamiento de los
transgenes estd correlacionado con un aumento
en la metilacién del promotor del gen y es
meidtica y mitéticamente heredable (Li ez al.,
2002; Bender, 2001; Choi ez 4., 2002). Las
evidencias indican que la “desrepresién” o “libe-
racién” al nivel de la fibra de cromatina precede
a la del nucleosoma individual; en vertebrados
los genes transcripcionalmente activos (encendi-
dos) estdn en dominios cromosomales tan gran-
des como 100 kb (kilobases); en éstos parece
haber una descondensacién de la cromatina e
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Transcripcién, apagada

Transcripcién, encendida

Figura 2. Una proteina se une al ADN de modo especifico A y recluta un complejo remodelador
de cromatina (SWI/SNF) que estabiliza la unién de A al modificar la estructura
nucleosomal. En algunos promotores un complejo parcial de iniciacién de la transcrip-
cién ('TF IIB, TBP) es capaz de unirse en este paso. Después de la remodelacién de la
histona la acetil-transferasa (HAT) es dirigida al promotor, donde acetila al nucleosoma
y facilita la unién del segundo activador transcripcional; el complejo de iniciacién puede
estar completo en este paso (TFIID, pol II) sobre algunos promotores. La proteina B
compromete a un complejo co-activador-mediador que confiere especificidad a la
interaccién con los componentes del complejo de iniciacién (Emerson 2002).

incluye un locus que puede regular la actividad
de varios genes dentro de un dominio dnico
(locus regulador) y a los aisladores “insulators”
que delimitan las fronteras del dominio y que
ademds muestran un en la
acetilacién de las colas de las histonas. Hay

incremento

aminodcidos especificos sobre las colas de las
histonas que pueden ser modificados por
acetilacién, fosforilacién, ubiquitinacién y ADP-
ribosilacién, lo que ha llevado a postular que
existe un cédigo de histonas, es decir, que de-
pendiendo de las modificaciones que presenten
éstas, los genes pueden o no transcribirse. Se
propone que los distintos patrones de modifi-

VOL. 14 No.1 ENERO-ABRIL 2004

cacién en las colas que estdn a la altura o nivel
de los promotores de los genes, facilitan o
impiden la unién de las proteinas que modifi-
can la cromatina, incluidos los coactivadores y
los correpresores. La fosforilacién de la H3 en
su residuo de serina 10, junto con la acetilacién
del residuo de la lisina 9 y/o la lisina 14 provo-
ca la activacién de genes que se expresan de
manera temprana durante el desarrollo de la
planta; pero la fosforilacién de H3 y la incorpo-
racién de un andlogo pericéntrico de H3, junto
con otras senales, puede inducir la condensacién
mitdtica del cromosoma (Gamble y Freedman,

2002; Li et al., 2002; Kornberg y Lorch, 1999).



La posicién de los genes en el nicleo y la
compartamentalizacién de proteinas son: otro
modo de regular la transcripcién.

Las plantas, levaduras y animales tienen dos
tipos de histona acetil-transferasa (HAT-A) y
(HAT-B); la segunda acetila histonas en el
citosol mientras que la primera la acetila en el
nucleosoma; la acetilacién permite la transcrip-
cién mientras que la desacetilacién lo impide;
en plantas hay tres tipos de desacetilasas
(HDAC); una tipo RPD3, otra HDA1; ambas
parecidas a las de levadura y tienen ademds un
tipo HD2 que parece ser propio de plantas (Li
et al., 2002). Las HATs, HDACs, metil trans-
ferasas e histona cinasas son reguladores que
catalizan la modificacién post-traduccional de
las histonas. El reclutamiento de HATs y
HMTs a los promotores de los genes por parte
de los activadores da como resultado la aceti-
lacién y metilacidn, respectivamente, de las
histonas y se requieren para la activacién de
muchas clases de genes. El reclutamiento de las
HDACGC:s por parte de los represores transcrip-
cionales provoca la desacetilacién de las histonas
y se requieren para la represién (Orphanides y
Reinberg, 2002).
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LOS COMPLE]JOS
REMODELADORES DE
CROMATINA

La accesibilidad del DNA a la proteina es
regulada por varios complejos enzimdticos que
alteran la estructura del nucleosoma en una for-
ma dependiente de ATP o por modificacién de
las histonas; este remodelamiento de la croma-
tina permite que pueda interactuar con los fac-
tores de transcripcién, mediante los cuales, los

genes son expresados de manera especifica
(Emerson, 2002).

Uno de los complejos multiprotéicos que mo-
difican la estructura del nucleosoma es SWI/
SNF; este complejo es capaz de transferir el
octdmero de histona de una cadena de ADN a
otra y, ademds, estd evolutivamente muy conser-
vado (figuras 3 y 4). Otra manera de poner
accesible el DNA a los factores de transcripcién
es deslizando la cadena de DNA sobre las histonas,

dejando asi expuesta una parte de la cadena que
antes no lo estaba (Choi ez al., 2002) (figura 4).

Como se menciond, al parecer, en una pri-
mera fase se modifican las colas de histona y en

Figura 3. Los complejos remodeladores de cromatina dependientes de ATP estdn constituidos por un
gran numero de subunidades; en A se muestra el de levadura y en B el de humano

(Narlikar et al., 2002).
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presores reclutados por receptores sin
ligando unido o unidos a antagonis-
tas (Orphanides y Reinberg, 2002).
Es decir, los receptores nucleares al
unir su ligando, unen también al
corregulador y activan la transcrip-
cién. En cambio, cuando no tienen
ligando unido forman parte del com-
plejo que reprime la transcripcidn.

Los factores de transcripcién tie-
nen actividad de HAT y muchos
correpresores tienen actividad de de-
sacetilasa (Kornberg y Lorch, 1999).
Las DNA-metil transferasas y las his-
tona desacetilasas estdn evolutiva-
mente muy conservadas; en plantas

Figura 4. Arriba, remodelacién del nucleosoma en una forma dependiente MET1 mantiene la metilacién de
de ATP por deslizamiento. La cadena de ADN es deslizada sobre ~ dinucleétidos CpG y CMT3 en

el complejo de histonas a fin de que queden “expuestas” regiones CpNpGp y la metilacién en éstos

especificas para que puedan unirse las proteinas que reconocen
estas secuencias. Abajo, los cambios conformacionales pueden in-
volucrar al ADN, a las histonas o a ambos y de esta manera se

parece ser parcialmente redundante
para silenciar la mayoria de los genes;

permite la unién de protefnas que reconocen secuencias especifi-  POT e)emplo, la vernalizacién (expo—

cas de ADN (Narlikar ez 4/., 2002).

una segunda se da el reclutamiento de factores
como consecuencia de la modificacién de las
histonas y se provoca el cambio local de la
estructura de la cromatina; después de esto se da
el reclutamiento de la maquinaria basal de trans-
cripcién. La transcripcién requiere no sélo la
unién de proteinas activadoras al promotor,
también se necesitan proteinas mediadoras que
forman complejos grandes que interactuan con
activadores o represores y la RNA polimerasa II
(pol II) para facilitar o reprimir la transcripcién
al llevar las sefiales desde los factores de regula-
cién a la maquinaria de iniciacién basal
(Emerson, 2002, Martel et al, 2002). Los
activadores y represores interactdan con el domi-
nio carboxilo-terminal de la pol II y los media-
dores se requieren para la regulacién de muchas
familias de genes. Hay dos tipos de correguladores
de la transcripcién: coactivadores reclutados por
receptores nucleares unidos a ligando y corre-

sicién corta a frio) reduce la meti-

lacién del DNA y promueve la flora-
cién temprana en Arabidopsis. El DNA metilado
atrae proteinas de unién a metil-citosina (MeCp)
que a su vez recluta desacetilasas que ayudan a
formar la estructura de la cromatina inactiva (Li
et al., 2002, Bender, 2001).

La maquinaria de transcripcién es ensambla-
da sobre los promotores, que se encuentran cer-
ca del sitio donde se inicia la transcripcidn; los
activadores y represores se unen a otras secuen-
cias de DNA y afectan el estado transcripcional
del gen, estas secuencias pueden estar localizadas
en la vecindad del promotor, en regiones deli-
mitadas llamadas elementos reguladores cis, o
pueden hallarse alejadas a miles de bases del
promotor e influir, no obstante, sobre el nivel
de la transcripcién del gen. El orden en que los
distintos complejos se unen a un promotor pa-
rece depender del tipo de promotor; en el Ho
de la levadura primero se reclutan los complejos
remodeladores de cromatina y luego los que
tienen actividad HAT; el orden inverso se ob-
serva en el promotor del interferén (IFN-f). El
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receptor de glucocorticoides se une a un ele-
mento corto de DNA en el surco mayor de la
doble hélice y puede unirse a esta secuencia a
pesar de que se halle en la regién ocupada por el
nucleosoma; en cambio, el factor activador nu-
clear 1 reconoce una secuencia mds larga de
DNA y es incapaz de unirse a ella si ésta se
encuentra en los dominios de un nucleosoma
(Orphanides y Reinberg, 2002). Los puentes de
hidrégeno son muy importantes en el reconoci-
miento de las secuencias a las que se unirdn los
factores de transcripcidén; enlaces mediados por
agua e interacciones de Van der Waals también
toman parte para establecer la interaccién, aun-
que contribuyen mds a estabilizar el complejo
que a determinar la especificidad; hay también
interacciones hidrofébicas que contribuyen a la
unién de la proteina con el ADN (Kornberg y
Lorch, 1999).

ALGUNOS EJEMPLOS DE LA
REGULACION DE LA
EXPRESION

Los receptores de hormonas esteroides, lo-
calizados en el nucleo, se unen a potenciadores
(enhancers) cercanos a promotores de respuesta
a estas hormonas. En ausencia de ligando (hor-
mona) los receptores se hallan unidos a corre-
presores que atraen el complejo sin3-HDAC y
reprimen la transcripcién. Cuando unen al li-
gando los receptores reclutan al complejo p300/
CBP, que tiene actividad de HAT, para poten-
ciar la transcripcién, ademds de que también
interactdan con el complejo mediador que da la
sefial a la pol II para iniciar la transcripcién

(Kornberg y Lorch, 1999).

La proteina NF-E2 estd compuesta por las
subunidades p18 y p45 y es un activador nece-
sario para la expresién de la B-globulina; el loci
que codifica para ésta se halla localizado en la
heterocromatina centromérica lo mismo que
p18, mientras p45 se halla localizado en la
eucromatina. Durante la diferenciacién y antes
de que se exprese el gen de la globulina, p18 es
trasladado hacia la eucromatina y se une a p45;
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una vez que se lleva a cabo la diferenciacién el
loci de la B-globulina pasa de la heterocromatina
a la eucromatina y el gen es transcrito de mane-
ra activa (Emerson, 2002).

El potenciador del gen del interferén § estd
libre en el nucleosoma pero la caja TATA no
estd accesible a los factores de transcripcidn; la
HAT GCNS5 entra al principio para acetilar al
nucleosoma, que permite al complejo de HAT,
CBP y la pol II unirse a la regién de inicio de la
transcripcién (Emerson, 2002).

Dos proteinas conocidas como CBP/p300
parecen ser reguladas mediante diversas modifi-
caciones, incluyendo varias cinasas que las
fosforilan; de hecho no hay interaccién fisica
entre CBP y p300. CBP es fosforilada en el
residuo de serina 436 en una forma dependiente
del factor de crecimiento y esta fosforilacién
permite el reclutamiento de los promotores de-
pendientes de AP-I, ademds de reclutarse al com-
plejo fos, jun y el factor de transcripcién especi-
fico de pituitaria Pit-1 (Gamble y Freedman,
2002). También, CBP/p300 puede ser metilado
por CARM 1 cuando es blanco de receptores
hormonales localizados en el nidcleo; cuando
CBP/p300 estd metilado no puede ser reclutado
por el activador CREB, de esta manera se
impide la estimulacién de la transcripcién en
respuesta a la via del cAMP (AMP ciclico).
CARMI1 funciona entonces como coactivador
de promotores inducibles por hormonas o como
correpresor de genes de respuesta a cAMP a
través de la metilacién del nucleosoma o la
metilacién del cofactor (Emerson, 2002).

En el tejido vegetativo de plantas, el gen de
la faseolina tiene un promotor (phas) no
inducible por ABA (dcido abscisico), pero que
presenta una alta respuesta en embriones intac-
tos. La respuesta diferencial al ABA en los dos
tejidos se debe a que en hoja el promotor phas
se halla en una estructura de cromatina represiva
pero en semillas en desarrollo adopta una confi-
guracién distinta, concomitante con su activa-
cién transcripcional. El cambio en la cromatina
es mediada a través de PvALF, un factor de
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transcripcién especifico de semilla; el cambio
permite la unién de factores de transcripcién

activados por ABA (Li ez al., 2002).

Otros mecanismos de silenciamiento de
genes, como aquéllos que se ponen en marcha
para silenciar ciertos genes que llevan la im-
pronta paterna o materna (imprinting), estdn
siendo también desentrafiados, como el caso del
gen DME, que codifica para una proteina de
localizacién nuclear y con actividad de
glicosilasa; esta proteina podria marcar al alelo
MEA materno en el gametofito hembra permi-
tiendo su expresién después de la fertilizacién y
como el alelo paterno no estd marcado, no se
expresa. Una de las funciones de MEA es impe-
dir la proliferacién de la célula central y el
desarrollo del endospermo antes de la fertiliza-
cién (Choi et al., 2002). En animales también
parece intervenir el ARN en el silenciamiento
de genes; a partir del cromosoma X inactivo se
produce un ARN (ARN ist) que “decora” al
cromosoma silenciado y parece iniciar el
silenciamiento; la metilacién del residuo de la
lisina 9 de H3 “marca” ademds la heterocro-
matina constitutiva, pero no la facultativa (Car-
mo-Fonseca, 2002).

En células de mamifero se requiere de la
actividad del proteosoma para que se dé la acti-
vidad transcripcional inducida por el receptor
de estrégenos; la ubiquitinacién potencia la ac-
tividad de un factor de transcripcién, pero tam-
bién es sefialado de este modo para su degrada-
cién; la subunidad mds grande de la pol II
también es ubiquitinada durante la transcrip-
cién in vitro, lo que podria marcarla asimismo
para la degradacién. En la levadura se requiere
del proteosoma 19S para el alargamiento de
la transcripcién (Orphanides y Reinberg, 2002).

Poco después de iniciada la transcripcién el

RNA que estd siendo sintetizado es modificado
c ., « 1.»

por la adicién de un “capuchén” (cap) en su
extremo 5" que lo protege del ataque de
nucleasas y sirve para la unién de proteinas que
participan en su exportacién al citosol; este ca-
puchén toma luego parte en la traduccidn.

Cuando la pol II llega al final del gen, se detie-
ne y el nuevo RNA es escindido y se le agrega
una cola de poli A en el extremo 3. El mRNA
es llevado al citosol y se inicia la traduccién
mediante el reconocimiento del codén de ini-
ciacién por factores traduccionales en conjun-
cién con subunidades del ribosoma (Orphanides
y Reinberg, 2002).

El estudio del control de la transcripcién es
un tema de investigacién bdsica que ha permiti-
do explorar, por ejemplo, acerca de las relacio-
nes filogenéticas entre organismos (White y Bell,
2002); pero también ha permitido avanzar en el
conocimiento de lo que ocurre con los trans-
genes, por qué se expresan mds o menos o son
silenciados dependiendo del sitio de insercién
del transgen en la cromatina. Esto, evidente-
mente, tiene una aplicacién al transformar gené-
ticamente a los organismos (Sutter ez a/., 2003).
En plantas un tipo de histona (H2A) es esencial
para la integracién del T-DNA en Arabidopsis
(Li y Holmes-Davis, 2002). Finalmente, como
se dijo en la introduccién, este tema es muy
amplio y avanza rdpidamente. La importancia
de la regulacién de la transcripcién de los RNA
mensajeros que codifican para los RNA ribo-
somales 18S, 5.8S y 28§, a los que la célula
dedica hasta el 50% de su actividad trans-
cripcional, es objeto de grandes esfuerzos a fin
de elucidarla (Moss y Stefanovsky, 2002). De
hecho, el control de la RNA polimerasa II, al
momento de iniciar y llevar a cabo su actividad
es un tema que abarca muchas pdginas en si
mismo (Young ez al., 2002).
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