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LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL DE NF-kB ES DIFERENCIALMENTE REGULADA POR
DOMINIOS ESPECIFICOS DEL COACTIVADOR TIF2*
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Resumen Demostramos previamente que la sobreexpresion de coactivadores de receptores nucleares aumen-
ta la actividad NF-kB en forma dosis dependiente. Se estudi6é el mecanismo por el cual el coactivador
TIF2 regula la actividad de NF-kB. Determinamos que: 1) el inhibidor especifico de p38 disminuye al 50% la
actividad transcripcional de NF-kB, aln en células que sobreexpresan distintas deleciones de TIF2; 2) existe
interaccion fisica directa de TIF2 con p38; y RelA determinada a través de ensayos de unién con proteina tradu-
cida in vitro; 3) TIF2 es sustrato de p38; 4) mediante ensayos de unién con extractos proteicos de células HEK
293 estimuladas o no con TNF-a 20 ng/ml existe interaccion fisica de TIF2 con IKK, e IKBa sélo en condicio-
nes basales. Este complejo que contiene a NF-kB regula su actividad y la expresion de genes blanco de este
factor de transcripcion en un contexto fisiolégico determinado dependiendo del contenido del complejo
coactivador.
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Abstract Different enzymatic activities recruitment by specific domains of TIF2 are involved in NF-kB
transactivation. We have previously shown that nuclear receptor coactivator overexpression signifi-
cantly enhanced NF-kB activity in a dose response manner. We studied the mechanism by which TIF2 regulates
NF-kB activity. We determined that: 1) the p38 specific inhibitor reduces 50% NF-kB transcriptional activity, even
in cells that overexpress distinct TIF2 deletions; 2) there is a physical interaction between TIF2 and p38 and RelA
determined through in vitro translated protein bindind assays; 3) TIF2 is a p38 substrate; 4) there is a physical
interaction between TIF2 and IKK in TNF-a 20 ng/ml stimulated or not HEK 293 cell protein extract, and IkB only
in basal conditions, determined by binding pull down assays. This NF-kB complex regulates its activity and tar-
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gets gene expression in a determined physiologic context depending on the coactivator complex content.

Key words: nuclear receptor coactivators, NF-kB, MAPK, TIF2

NF-kB es un heterodimero compuesto por las
subunidades p65 y p50 en la mayoria de los casos. Este
factor es activado por una gran variedad de estimulos
incluyendo citoquinas como TNF-a y oncoproteinas. En
células no estimuladas NF-kB se encuentra mayorita-
riamente en el citoplasma, asociado con una familia de
moléculas inhibitorias llamadas IkBs® 2. El mecanismo
clasico de activacion de NF-kB consiste en la fosforilacion
de IkB en dos residuos de serinas a través de IKK. Una
vez fosforilado IKkB es blanco de ubiquitinacion y
subsecuentemente degradado por el proteosoma 26 S,
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quien permite que la forma libre de NF-kB transloque al
nucleo, donde activa la transcripcion de aquellos genes
que responden a NF-kB.

Entre las respuestas celulares involucradas con la
activacion de NF-kB se encuentran: la activacion de cé-
lulas del sistema inmune a través de la induccion de

Abreviaturas

AP1: factor de transcripcién activado por ésteres de forbol
CBP: proteina de unién a CREB

GST: glutation S transferasa

HEK 293: células embrionarias de rifion humano 293
HAT: actividad histona acetil transferasa

IkB: factor inhibitorio de NF- kB

IKK: quinasa que fosforila a IkB

NF-kB: factor nuclear kappa B

RAC3: coactivador asociado a receptor esteroideo/nuclear 3
SRC: coactivadores de receptores esteroideos

SRC-1: coactivador de receptor esteroideo 1

TIF2: factor intermediario de transcripcion 2

SB: inhibidor especifico de p38 MAPK

IP: inmunoprecipitado

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa



136

citoquinas, la migracion celular y reparacion de tejidos a
través de la induccion de moléculas de adhesion, infla-
macion a través de la induccién de proteinas de fase
aguda, inhibicién de la apoptosis y tumorigénesis a tra-
vés de la regulacion de protooncogenes?.

Los ultimos estudios demuestran que diversas cas-
cadas de quinasas activadas por mitdgenos (MAPK) con-
tribuyen a la transmision de estimulos extracelulares que
finalmente terminan en la fosforilacion directa o indirecta
de varios factores de transcripcion, produciendo altera-
ciones en la expresion génica. En particular, la MAPK
p38 es capaz de modular la expresion génica de RelA/
p65, y es requerida para la transcripcion mediada por
NF-kB*. La estimulacion de RelA/p65 no es debida a la
fosforilacién directa de RelA/p65 por p38. Nuestra hipo-
tesis es que p38 activa a NF-kB a través de la coopera-
cién con coactivadores.

Los coactivadores son moléculas que se encuentran
en forma limitante dentro de la célula, capaces de formar
complejos que regulan la actividad transcripcional,
interactuando con receptores nucleares®. El contenido del
complejo coactivador en un determinado contexto fisio-
I6gico regularé en forma positiva o negativa la actividad
transcripcional de cada factor de transcripcion con el que
interactda.

Los SRCs de la familia p160 son capaces de formar
complejos que contienen a CBP, p300, metiltransferasas,
y otras enzimas remodeladoras de la cromatina que son
reclutadas en la zona promotora de numerosos genes.
Los tres miembros de esta familia (SRC-1, TIF2, RAC3)
fueron inicialmente descriptos por su capacidad de
interaccionar con mltiples receptores nucleares y pro-
mover significativamente su actividad transcripcional®.
Nosotros y otros autores observamos que estas molécu-
las son capaces también de interaccionar y promover
significati-vamente la actividad transcripcional de otros
factores de transcripciéon como AP-1, NF-kB, interferon
alfa y CREB™ & %10, Se sugiere que los distintos SRCs
juegan roles diferenciales en procesos biolégicos y esta
diferencia funcional puede resultar en parte por el reclu-
tamiento preferencial de coactivadores.

En particular TIF2 fue detectado en placenta, testicu-
los, cerebro, corazén, higado, pancreas y Gtero'!. Juega
un rol importante en el metabolismo de lipidos y en el
balance energético'®. Estad demostrada la participacion
de estas moléculas en el desarrollo de leucemias, tal es
el caso de TIF2 y CBP, en los cuales se observan even-
tos de translocacion y fusion a otras proteinas clave en
la patologia'®. Nosotros y otros autores hemos demos-
trado que este coactivador también lo es de NF-kB, y
dado que se conocen los dominios involucrados en la
interaccion con los receptores nucleares y nada se sabe
acerca de qué dominios son los involucrados en la acti-
vacion de NF-kB, quisimos ver mediante qué dominios
existe esta interaccién y transactivacion con NF-kB. Para
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determinar de qué manera TIF2 promueve la actividad
transcripcional de NF-kB decidimos estudiar el contexto
en el que se encuentra mediante ensayos de asociacion
con p38 MAPK, IKK, e IkB, y qué dominios de esta molé-
cula estarian involucrados en la unién de cada uno de
sus componentes.

Para determinar el efecto que tiene la inactivacién de
p38 MAPK en la linea celular embrionaria de rifion hu-
mano HEK 293, se realizaron ensayos de actividad de
NF-kB efectuando co-transfeccion en forma transitoria
con plasmidos de expresion de los distintos dominios de
TIF2 junto con el plasmido reportero que expresa
luciferasa co-transfeccion regulada por elementos que
responden a NF-kB.

En ensayos de transactivacion de NF-kB se observa
que la presencia de un inhibidor especifico de p38 MAPK
produce una disminucién del 48% de su actividad cuan-
do las células estan estimuladas con TNF-a (Fig. 1). Este
efecto inhibitorio de la actividad transcripcional de
NF-kB no se revierte cuando se sobreexpresa la forma
salvaje de TIF2, determinando que la actividad de p38
MAPK seria esencial para la normal transactivacion de
NF-kB. Observamos también que la sobreexpresion de
diferentes dominios de TIF2 no es capaz de promover la
transactivacion de NF-kB de la misma manera que la for-
ma salvaje de esta proteina, determinando que se re-
queriria la secuencia completa de aminoacidos de TIF2
con todos sus dominios, para que aumente significati-
vamente la actividad de NF-kB. Observamos en estos

TIF2(1288-1464)

O TNF+SB 20 uM
B TNF 40 ng/ml

TIF2(624-1179) Basal
asa

TIF2(1-627)

TIF2 Salvaje

Vector Vacio

0 50 100 150 200
U.RL. de k B-LUC

Fig. 1.— La inhibicién de p38 MAPK disminuye la actividad de
NF-kB aun en condiciones de sobreexpresion de TIF2. Cé-
lulas HEK 293 fueron cotransfectadas en forma transitoria
con el plasmido reportero que expresa luciferasa regulada
por un promotor que contiene elementos que responden a
NF-kB, junto con las distintas deleciones del coactivador
TIF2 o vector vacio. Entre paréntesis se indica el nimero
de amino&cidos en cuanto a su ubicaciéon en la cadena
polipeptidica. Luego estas células fueron o no estimuladas
con 20 ng/ml de TNF-a, o coestimuladas con TNF-a y 20
UM de un inhibidor especifico de p38 MAPK (SB 203580
de Calbiochem). Se midieron en un contador beta las uni-
dades relativas de luciferasa (URL de kB-LUC) de los ex-
tractos proteicos. Resultados similares fueron obtenidos en
tres experimentos independientes.
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casos que la actividad de p38 MAPK en la regulacion de
la actividad NF-kB es igualmente esencial para una
transactivacion normal (Fig. 1).

Para determinar qué papel juega p38 MAPK en la
transactivacién de NF-kB regulada por TIF2, decidimos
buscar si existen secuencias especificas de fosforilacion
de p38 en TIF2. Con programas de bioinformética en-
contramos que podria existir fosforilacién en la serina
1322 de TIF2, y por medio de ensayos de quinasa, utili-
zando anticuerpos especificos para p38, determinamos
que TIF2 es capaz de fosforilarse por medio de un com-
plejo que contiene, al menos, a p38 MAPK (datos no
mostrados).

Para determinar si existe interaccion fisica entre el
coactivador TIF2 y la p38 MAPK realizamos ensayos de
union por medio de proteinas quimeras que tienen fusio-
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Fig. 2.— TIF2 interacciona fisicamente con p38 MAPK, RelA,
IkB e IKK. El esquema muestra los dos posibles meca-
nismos por los cuales podria activarse NF-kB. Dado que
hemos observado que IKK se encuentra asociada a TIF2
constitutivamente (independiente de estimulo con TNF-a)
podrian existir complejos del coactivador y la enzima
preformados, que ante sefiales estimulatorias de la via de
p38 luego se asocian con esta kinasa que fosforila a TIF2.
El complejo activo se asociaria entonces con NF-kB in-
activo (asociado al inhibidor I1kB). Por fosforilacion de IkB
a través de la IKK, se libera y se degrada el inhibidor IkB
dejando libre el complejo NF-kB/coactivador activo y con
capacidad de unirse a secuencias especificas en el pro-
motor. A través de actividad acetilasa de histonas apor-
tada por las proteinas reclutadas por TIF2 se favorece la
transcripcion (1). Otra posibilidad es el armado de todo
el complejo en una secuencia como se muestra en el
esquema a la derecha (2).
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nado el dominio de la glutation S transferasa (GST), con
proteina traducida in vitro. De esta manera observamos
gue tanto el dominio carboxi terminal de TIF2 como el
dominio amino terminal (en menor medida) son capaces
de interaccionar fisicamente, y en forma directa, con p38
MAPK traducida in vitro tanto en condiciones basales,
como estimuladas con TNF-a. Asi determinamos que se
estaria formando un complejo que contiene al coactivador
junto con la p38 (datos no mostrados).

Para determinar la funcionalidad de este complejo que
es capaz de regular la actividad transcripcional de NF-kB,
decidimos ver si TIF2 también es capaz de interaccionar
fisicamente, y en forma directa, con RelA. Por medio de
ensayos de union de proteina quimera de TIF2 fusiona-
da con el dominio de GST con RelA traducida in vitro,
determinamos que existe una interaccion fisica directa
de RelA con ambos dominios del coactivador (datos no
mostrados).

Para ver qué otros componentes forman parte de este
complejo que terminan regulando la actividad de NF-kB
realizamos ensayos de unidn con proteina coactivador
con extracto de proteinas de células HEK 293 estimula-
das o no con TNF-a. Para determinar qué proteinas for-
man parte del complejo se realizaron ensayos de western
blot con anticuerpos especificos para distintas proteinas.
En primer lugar, determinamos que IKK es capaz de
interactuar con este complejo, mayoritariamente con el
gue contiene al dominio carboxiterminal de TIF2, y su
presencia no esté sujeta a la estimulacion de las células
con TNF-a. En cambio si observamos una diferencia con
IKB en células estimuladas con TNF-a: en aquellas célu-
las estimuladas con TNF-a no se ve interaccion de IkB
con el complejo que contiene a alguno de los dominios
del coactivador (datos no mostrados).

De acuerdo con estos resultados, el aumento en la
actividad transcripcional de NF-kB por el coactivador TIF2,
podria estar siendo regulada a través de un complejo
general formado por, al menos, p38 MAPK, RelA, IKK e
IKB (Fig. 2). La interaccion de estos componentes entre
si, y su activacion dada por las distintas sefiales (en este
caso TNF-a) llevaria a la activacion general del complejo
gue contiene a NF-kB, a través de la liberacién de IkB
del mismo, y por lo tanto a la induccion de aquellos genes
gue controlan las diversas actividades biolégicas. Estos
estudios resultarian de gran importancia para el disefio
de farmacos con una accién especifica en el control de
la expresion de genes blanco de NF-kB en aquellas en-
fermedades donde este factor de transcripcién estuviera
involucrado.
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Thus, there will, of necessity, always be a sense of quiet unease in an academic-like environment.
The desire of the students and younger faculty to reexamine, if not overturn, the inadequate ideas of
the past will often be in conflict with the purposes of the more senior professors who themselves a
generation before may have come to power through their ability to think differently. A major factor
determining the quality of a given institution is thus the ability of its faculty to reward intellectual success
even when it leads to the effective academic redundancy of many of its older members.

Habré& siempre, necesariamente, un sentido de cierta intranquilidad en un ambiente académico. El
deseo de los estudiantes y de los profesores méas jovenes de re-examinar, sino revocar, las ideas del
pasado ya superadas entrara en conflicto con los propdsitos de los profesores de mas edad, los
mismos que una generacion antes llegaron al poder por su habilidad de pensar en forma diferente. El
principal factor determinante de la calidad de una institucién reside en la habilidad de sus miembros
de premiar al éxito intelectual aun cuando lleve a finalizar con la labor académica de sus miembros

mas antiguos.

James D. Watson (1928-)

A Passion for DNA. Genes, Genomes, and Society. Cold Spring Harbor NY:
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2000, p 110



