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Introduccion

1.1- MIGRACION LEUCOCITARIA Y ADHESION.

La organizacién de las células animales en organos diferenciados y tejidos es
consecuencia tanto de interacciones entre moléculas existentes en la superficie de las células
como de la interaccion de éstas con la matriz extracelular (Ruoslahti er. al., 1987). Para
preservar al organismo de infecciones, las células del sistema inmune deben circular como
¢€lulas no adherentes en sangre y sistema linfoide y migrar como células adherentes a través de
los tejidos. Los leucocitos son los principales responsables del sistema de defensa frente a la
invasion por microorganismos (Weissman et. al.,, 1993; Paul er. al, 1993). Este sistema de
defensa tiene un componente no especifico como son los granulocitos y los macréfagos y un
componente especifico como son los linfocitos. Los granulocitos (neutréfilos, eosindfilos y
basofilos), son capaces de liberar compuestos citotdxicos a partir de sus granulos intracelulares
ante la presencia de microorganismos. Esta destruccion al azar ocurre rapidamente pero puede
dafiar también a tejidos del organismo. Los macréfagos son capaces de destruir los
microorganismos por fagocitosis, o bien secretando compuestos citotoxicos de una forma
similar a los neutréfilos. A diferencia de los granulocitos, los macréfagos pueden actuar de una
forma més especifica colaborando con los linfocitos. El sistema linfoide estd constituido por los
linfocitos B y T siendo los responsables de la respuesta inmunitaria especifica frente a un
antigeno. Todos estos leucocitos circulan por el organismo a través del sistema circulatorio y
linfitico asegurando una vigilancia continua, prerequisisto para una defensa eficiente
(Anderson et. al., 1982). Ante un dafio tisular y un proceso de inflamacion los leucocitos son
reclutados desde el torrente circulatorio hasta el tejido dafiado, mientras que los eosinéfilos se
extravasan hacia los sitios donde se producen reacciones alérgicas o infestaciones con
pardsitos, y los neutrdfilos se extravasan a los sitios de inflamacion aguda o dafio tisular
(Butcher et. al., 1991; Dunon et. al., 1994). La migracion de linfocitos presenta una regulacién
muy selectiva e incluye un complejo modelo de recirculacion que implica una diferenciacion y
una activacion. El punto clave en la actuacion y supervivencia inmune es la rapida transicion
entre un estado adherente/no adherente de las células. Ante la presencia de un agente
antigénico, los linfocitos son activados y tienen lugar una serie de interacciones adhesivas, que
dirigen su migracion y localizacién “homing” hacia los distintos Grganos linfoides y
localizacion de los neutréfilos en los focos de inflamacion.,

1.2.- MOLECULAS QUE INTERVIENEN EN LOS PROCESOS DE INFLAMACION.

El reclutamiento de los leucocitos hacia las areas de inflamacién comienza con la union
de éstos al endotelio, seguido de su transmigracion hasta los tejidos dafiados. Aunque este
hecho es conocido desde hace 150 afios, Gnicamente en la ultima década, con la identificacién
de las moléculas de adhesion, asi como de activadores y agentes quimiotacticos, se han ido
desvelando los mecanismos moleculares de la adhesion leucocitaria. Al menos, tres familias
principales de receptores de adhesién median estas interacciones: La Superfamdla de las
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Inmunoglobulinas (IgSF), que incluyen los receptores antigénicos especificos de los linfocitos
T y B, la familia de las integrinas, que juegan un papel muy importante en la regulacion de la
adhesién y migracion, y las selectinas, elementos claves para la interaccion de los linfocitos y
neutréfilos con el endotelio vascular. Ademas, también juegan un papel muy importante
factores que activan los neutréfilos y las células endoteliales, provocando como respuesta la
expresion de moléculas de adhesion y/o migracion quimiotactica. Todos estos procesos se
suceden programada y secuencialmente para dar lugar a lo que se conoce como la cascada de
adhesién leucocito-endotelial (Pober er. al., 1990; Butcher et. al., 1991; von Andrian ef. al.,
1991; Smith et. al., 1993). Esta sucesion de eventos se representan en la Figura 1.1.

LUMEN DEL VASO SANGUINEO

L-scle‘:tina

sLe*/sLe?
LFA-1

CD31-CD31 (13
|

GlyCAM-1/CD34
./P-selectina

proteoglicano

CD31-CD31 ICAM-1/2 c

\ 1. RODAMIENTO 2. SENALIZACION 3. FUERTE ADHESION 4. MIGRACION /

Figura 1.1.- Moléculas de adhesion, activadores de éstas y agentes quimioticticos implicadas en la interaccion del
leucocito con el endotelio. En la parte inferior de la figura se resumen secuencialmente segan acontecen. los 4 pasos
implicados en el proceso de adhesién leucocitaria. RQ: receptor de quimioquinas. Q: quimioquina. ECM: matriz
extracelular. (Imhof et. al., 1995. Advances in Immunology 58, 345-416)

En esta cascada, el primer proceso consiste en una leve adhesion del leucocito a la
pared del vaso y un rodamiento a lo largo de la superficie del endotelio a velocidades inferiores
a 50pum/s. Tras un periodo variable de rodaje, muchos neutrofilos se adhieren firmemente a la
superficie de la célula endotelial y se activan, cambiando su configuracion desde una forma
esférica a una forma aplanada. Se han observado en este punto, agregados de neutrofilos, asi
como algunas plaquetas adheridas. Las células adheridas entonces, migran a través de las
uniones endoteliales a una region entre el endotelio y la membrana basal. Tras una pequefia
pausa en esta localizacion, los neutréfilos finalmente migran hacia los tejidos intersticiales.
Cada uno de los pasos de emigracion va asociado con moléculas de adhesion especificas asi
como con activadores de éstas y agentes quimiotacticos.
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1.3.- MOLECULAS DE ADHESION.

Las interacciones célula-matriz extracelular (ECM) y célula-célula juegan un papel
esencial en la diferenciacién y migracién celular que tienen lugar durante la embriogénesis e
histiogénesis, “homing” de linfocitos, asi como en los procesos de homeostasis, cicatrizacién
de heridas, coagulacion, reacciones inmunes e inflamatorias, y en los mecanismos de
transformacién y deseminacion tumoral (Albelda et. al., 1990; Springer ef. al., 1990). Dichas
interacciones celulares son mediadas por un nimero elevado de moléculas integrales de
membrana denominadas receptores de adhesion, divididos en los siguientes grandes grupos de
acuerdo a sus relaciones evolutivas: Selectinas, Superfamilia de las Inmunoglobulinas (IgSF),
Cadherinas y la familia de las Integrinas.

1.3.1- LAS SELECTINAS.

De los cuatro grupos de moléculas de adhesion, las selectinas representan la familia de
receptores de adhesidn mas pequefia y mas recientemente identificada. Son moléculas de
adhesion de tipo I transmembranales que median adhesién transitoria de poca intensidad
“fethering”, dependiente de calcio, asi como el rodaje de los leucocitos a las células
endoteliales (Barclay, ef. al., 1993; Pigott ef. al,, 1993; Lasky et. al., 1992). Existen distintos
miembros en esta familia segin su localizacion. La selectina que se expresa constitutivamente
en neutréfilos conocida como L-Selectina/Lam-1/LECAM-1 es eliminada de la superficie
celular tras su activacion, inmediatamente después de que el rodamiento del neutrdfilo
comience (Kishimoto er. al., 1989; Lasky et. al., 1989; Siegelman et. al., 1989; Tedder er. al.,
1989). Otro miembro de esta familia se encuentra almacenada en los cuerpos de Weibel-Palade
de las plaquetas y recibe el nombre de P-Selectina/GMP140/PADGEM (Johnston et. al., 1989;
Weller et. al., 1992) y finalmente, la E-selectina/ELAM-1 (Weller et. al., 1992; Bevilacqua et.
al., 1989; 1991) expresada unicamente en células endoteliales. Existen dos aspectos
diferenciales de esta familia que la hacen unica. En primer lugar, los 3 tipos de selectinas estan
implicadas unicamente en la unidén del leucocito y algunas células metastaticas a las células
endoteliales del lamen de la vasculatura y en segundo lugar, son proteinas que unen hidratos de
carbono a diferencia de otros miembros de las moléculas de adhesion que unen proteinas. Esta
familia de receptores, comparten una estructura en mosaico comiin que consiste en un dominio
amino terminal con una lectina de tipo C, un dominio del tipo factor de crecimiento epidérmico
(EGF), varias pequefias repeticiones consenso similar a las proteinas reguladoras que unen
complemento (SCR), un dominio transmembrana y un pequefio dominio citoplasmico (Figura
1.2). La principal diferencia entre las tres selectinas radica en ¢l nimero de SCR pero la
funcion de estas repeticiones es todavia desconocida. El dominio de lectinas, se ha implicado
directamente en la unién a sus ligandos de carbohidratos y el dominio EGF parece que
contribuye a la afinidad por el ligando. Las selectinas son capaces de unir ligandos conteniendo
carbohidratos a sus dominios de lectina, monosacaridos y polisacaridos fosforilados,
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polisacaridos sulfatados y lipidos (Bevilacqua et. al., 1993). También se ha demostrado que los
tetrasacaridos, sialyl Lewis x y sialyl Lewis a (sLe”, sLe"), o sus formas sulfatadas, pueden
unirse a las tres selectinas. Entre las proteinas-ligandos mas conocidas de L-selectina se
encuentra GlyCAM-1, Mad-CAM-1 y CD34, siendo ésta 1ltima una sialomucina vascular
expresada también en progenitores hematopoyéticos. La P-Selectina une una glicoproteina
transmembrana de sialomucina en células mieloides denominada PSGL-1 (Sato et. al,, 1993) y
E-selectina une un antigeno CLA expresado en una subpoblacién de linfocitos T de memoria
(Picker et. al., 1990; Shimizu et. al., 1991; Norton et. al., 1993; Streeter ef. al., 1988).

1.3.2.- LAS CADHERINAS.

Constituyen una familia de receptores de adhesion que se expresan en todas las células
formadoras de tejidos sOlidos (Takeichi ef. al, 1991; Luna et al, 1992) mediante
interacciones homofilicas célula-célula dependientes de calcio. Parece que juegan un papel
importante en la determinacion de la morfologia de células y tejidos, en la segregacion celular
durante la morfogénesis y en la metastasis tumorogénica. Esta familia de moléculas de
adhesion estd constituida por 12 miembros subdivididos en cuatro subclases en funcioén de su
localizacion: E-cadherina (epitelial), P-cadherina (placenta), N-cadherina (neuronal) y L-CAM
{pulmén) (Luna et. al., 1992; Whelan et. al., 1996). Cada tipo celular puede expresar varias
cadherinas y el modelo de expresion es tejido especifico. Recientemente se ha visto que las E-
cadherinas expresadas por células epiteliales también se unen a las integrinas agfp; expresadas
en linfocitos T implicadas en el “homing” de linfocitos (Cepek et. al., 1994). Las cadherinas
presentan un dominio extracelular con 3-5 repeticiones internas de aproximadamente 110
aminogcidos, un dominio transmembrana y un dominio citoplasmico corto. Este dominio
citoplasmico estd altamente conservado y se asocia con tres proteinas citoplasmicas
denominadas cateninas (ct, B y v) (Takeichi ef. /., 1991; Luna et. al, 1992; Hinck et. al,
1994), las cuales median la interaccién de las cadherinas con el citoesqueleto y con otros
receptores transmembrana tales como el receptor de EGF (Hoschuetzky et. al., 1994). En las
cadherinas, la regién aminoterminal de 113 aminoacidos estd directamente implicada en las
interacciones homofilicas, mientras que el dominio citoplasmaético intracelular también es
importante para la interaccion ya que formas truncadas sin tallo citoplasmico son inactivas.

1.3.3- LAS INTEGRINAS,

Constituyen los principales receptores celulares que median las interacciones de
naturaleza fuerte con otras células y con matriz extracelular (Corbi A.L. 1997). Como
moléculas de adhesiéon juegan un papel crucial en respuesta inmune, inflamacion, agregacion
plaquetaria, cicatrizacidon de heridas, migracion de los tejidos durante la embriogénesis y
metastasis tumoral. Estructuralmente, las integrinas son heterodimeros compuestos de dos
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glicoproteinas integrales de membrana denominadas o y P asociadas entre si no
covalentemente (Figura 1.2). En la actualidad se conocen 8 subunidades B y 16 subunidades o
habiéndose identificado por el momento, hasta 21 heterodimeros diferentes. El dominio
extracelular de cada una de las cadenas presenta una cabeza globular aminoterminal que media
la asociacion con la otra cadena, una regidn transmembrana y un tallo citoplasmico corto. La
especificidad por el ligando reside en ambas cadenas (Bajt er. al., 1995), La presencia de
cationes divalentes juega un papel importante en {a funcién adhesiva de las integrinas y ademas
la naturaleza del cation influye en la afinidad y especificad por el ligando. El tallo citoplasmico
de ambas cadenas o y B interacciona con el citoesqueleto siendo esta interaccién crucial para la
funcién de la integrina (Tamatani et. al., 1993; Larsen et. al., 1990; McEver et. al, 1992). La
expresion de la cadena o estd regulada transcripcionalmente por citoquinas inflamatorias
(TNF-a) y esto modula la expresion de una integrina particular en la superficie de la célula
(Defilippi et. al, 1991; 1992). Uno de los principales mecanismos en la funcion de las
integrinas es la transicion rdpida desde una forma no adhesiva o estado de baja afinidad a una
forma adhesiva o estado de alta afinidad (Hynes et. al., 1992). Parece ser que el incremento en
la adhesividad de las integrinas es debido a cambios conformacionales causados por la
activacion. El control sobre la adhesividad de las integrinas proporciona un mecanismo versatil
para el reclutamiento y fuerte adhesion del leucocito circulante sobre el endotelio vascular,
seguido inmediatamente de una adhesion intermedia durante la migracién transendotelial, y
finalmente de una deadhesion durante la extravasacién (Shimizu er. af., 1992; Mackay et. al,
1993; Springer et. al., 1994),

Las integrinas de la subfamilia B, (CD11a/CD18 = LFA-1; CD11b/CD18 = Mac-1; y
CD11¢/CD18 = p150,95) se expresan exclusivamente en leucocitos y median interacciones
intercelulares. Mientras CD11a/CD18 es pan-leucocitaria, CD11b/CD18 y CD11¢/CD18 se
expresan pricipalmente en células mieloides, si bien la expresion de CD11¢/CD18 se induce de
novo en linfocitos B activados. CD11a/CD18 esta implicada en la citotoxidad de los
granulocitos, monocitos, células T y NK, en las funciones reguladoras de linfocitos T, y en la
adhesion de leucocitos a endotelio. Todas estas funciones se explican por la interaccion de
CD11a/CD18 con uno o mas de sus tres ligandos identificados (ICAM-1, ICAM-2 ¢ ICAM-3)
que pertenecen a la [gSF. Ademés de ser receptores especificos para iC3b, LPS, fibrindgeno y
heparina, CD116/D18 y CD11¢/CD18 son imprescindibles para la adhesién y migracién de
leucocitos hacia lugares de inflamacién y, consecuentemente, también participan en la
metastasis de linfomas y leucemias (Roossien ef. al, 1989). Ademas, las integrinas f8, son
componentes esenciales de la citotoxicidad de linfocitos T frente a ciertos linfomas y a tumores
de origen epitelial (Schmits et. al., 1996; Maeurer ef. al, 1996).
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1.3.4.- LA SUPERFAMILIA DE LAS INMUNOGLOBULINAS.

La IgSF comprende un amplio nimero de moléculas cruciales para la respuesta inmune
(Dustin et. al., 1991; Barclay et. al,, 1993; Springer et. al., 1994). Algunas de ellas, estan
implicadas en el reconocimiento antigénico como son los receptores para el antigeno de células
B y T, mokculas del MHC y los co-receptores CD4 y CD8. Otras, en cambio, han sido
identificadas como receptores de adhesion implicadas en las interacciones célula-célula. Son
moléculas transmembranales con dominios de homologia con la familia de las
Inmunoglobulinas. Estos dominios se denominan V y C de acuerdo con la homologia
estructural con los dominios variable (V) y constante (C) de la familia de las Inmunoglobulinas.
A su vez los dominios C se dividen en C1 y C2. Las moléculas de adhesion generalmente
presentan dominios de tipo V y C2.

La IgSF comprende un enorme grupo de moléculas con miltiples dominios de
homologia a las Inmunoglobulinas. Cada dominio generalmente es codificado por un exén y
consiste en una secuencia de 60-70 aminoacidos con un puente disulfuro. Hasta el momento se
han descrito 5 miembros de esta familia implicados en la interaccion leucocito-endotelio:
ICAM-1 (CD56a), ICAM-2 (CD56b), ICAM-3 (CD56¢c), VCAM-1 (CD108) y PECAM-1
(CD31) (Simmons D. et. al., 1988; Staunton et. al., 1989; Horley et. al., 1989; Newman ez,
al., 1990; Osborn ef. al, 1989; de Fougerolles ef. al, 1993). De estos, cuatro de ellos
(ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1 y PECAM-1) actilan como ligandos endoteliales para los
leucocitos.

1.3.4.1.- ICAM.

ICAM-1, ICAM-2 y ICAM-3 son moléculas estructuralmente relacionadas que unen
integrinas [3,.

ICAM-1 presenta una amplia distribucion tisular y se expresa tanto en células
hematopoyéticas como no hematopoyéticas. Las células endoteliales en reposo y linfocitos
expresan bajos niveles. La expresion de ICAM-1 en células endoteliales, epiteliales y
mesenquimales se induce a través de mediadores inflamatorios (Dustin ef. al., 1986, Pohlman
et. al., 1987, Rohlein et. al., 1988; Groves et. al., 1992). ICAM-1 se une a la integrina LFA-1
a traves del primer dominio aminoterminal y a Mac-1 a través del tercer dominio. También se
ha reportado su unién a CD43 (Rosenstein ef. al., 1991).

ICAM-2 presenta un patrén més restringido de expresion. Esta débilmente expresado
en linfocitos en reposo. En cambio, esta altamente expresado en células vasculares endoteliales
en reposo. La expresion de ICAM-2 se induce por mediadores inflamatorios. ICAM-2 une
LFA-1 pero no Mac-1. Debido a su expresion diferencial en endotelio, ICAM-2 se considera el
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principal receptor endotelial para el LFA-1 del linfocito en endotelio en reposo, mientras que
ICAM-1 es el principal receptor en los sitios de inflamacion.

ICAM-3 es una molécula de adhesién recientemente descubierta. Est4 fuertemente
expresada en linfocitos en reposo, (de Fougerolles et al, 1992; 1993; 1994), monocitos,
neutréfilos y algunos tumores de lineas endoteliales. Se une a LFA-1 pero no a Mac-1. [CAM-
3 es una molécula sefializadora. Se cree que es una sefial coestimuladora para las células T y
potenciadora de la sefializacién inducida por CD3/TCR. A pesar de no haberse descrito en
células endoteliales podria estar implicada en la interaccion endotelio/linfocito asi como en
inhibir competitivamente la uniéon LFA-1/ICAM-1 (de Fougerolles et. al., 1992).

1.3.4.2.- VCAM-1

Se expresa en células endoteliales activadas, macrofagos tisulares, células dendriticas,
fibroblastos de médula ésea y mioblastos. Se une a integrinas 48, (VLA-1) y asB7 (Strauch et.
al., 1994; Elices et. al., 1990; Chan et. al., 1992) y esta implicada tanto en la activacion de
linfocitos por células presentadoras de antigeno, como en la migracion de linfocitos. Multitud
de tejidos son capaces de expresar isoformas de VCAM-1 que difieren en el numero de sitios
de unidn a integrinas. En endotelio se expresan dos isoformas de VCAM-1: una isoforma con
siete dominios Ig y otra con seis, siendo esta tltima, la forma minoritaria cuyo significado
biolégico y propiedades de unién no se conocen (Osborn et.- al., 1992) (Figura 1.2). Se ha
aislado un forma soluble de VCAM-1 a partir de sobrenadante de células endoteliales humanas
asi como en sangre de pacientes con artritis reumatoide y lupus eritematoso sistémico (Pigott
et. al., 1992; Wellicome ef. al., 1993).

1.3.4.3.-L1

La molécula de adhesion L1 es una glicoproteina transmembrana de 200-240 kDa, que
pertenece la IgSF (Rathjen et al, 1984; Faissner et al, 1985; Moos ef. al, 1988).
Inicialmente, fue caracterizada como una molécula de adhesion neuronal (Fischer et al.,
1986). Mas recientemente, la expresion de L1 ha sido hallada en células normales y
transformadas de origen hematopoyético en raton (Kowitz et. al., 1992; 1993). Parece ser que
en leucocitos, L1 juega un papel en adhesion de células endoteliales (Hubbe ef. al., 1993). Se
expresa en monocitos, linfocitos humanos B, linfocitos T CD4*, asi como en numerosas lineas
celulares de tumores de origen hematopoyético. En el sexto dominio de homologia con las Ig,
L1 humana presenta una secuencia RGD y su inversa DGR. Esta secuencia RGD es
responsable de la unién a B3 pero no a VLA-5. L1 se ha identificado como un ligando para el
receptor de fibronectina osB; en raton (Ruppert ef. al, 1995) y para la integrina a.p; en
humano (Montgomery et. al., 1996). Ademas de su funcién como molécula de adhesioén en la
superficie celular, L1 desaparece de la superficie celular (Martini ef. al.,, 1991) y es depositada
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en la matriz extracelular, (Montgomery et. al, 1996) sugiriendo un papel para L1 como
constituyente de matriz extracelular.

e Papel fisiol6gico de la unién de L1 a ¢35

L1 presenta similitudes tanto estructurales como funcionales con PECAM-1, otro
miembro de la IgSF. Ambas moléculas tienen seis dominios de homologia con la familia de las
Inmunoglobulinas, presentan una organizacion gendmica compleja con formas de
procesamiento alternativo de diferentes exones (Kirschbaum et. al., 1994) y pueden actuar
tanto en adhesion homofilica como heterofilica (DeLisser ef. al., 1994; Fawcett et. al., 1995;
Buckley er. al, 1996). Ambas moléculas, PECAM-1 (Buckley et al, 1996) y L1
(Montgomerry ef. al., 1996) han sido identificadas como ligandos para integrinas a..fs en
humanos. El sitio de unién para o,f8; en PECAM-1 reside predominantemente en los dominios
1 y 2y no existe ninguna secuencia RGD implicada en la unioén (Piali et. al., 1995; Buckley et.
al., 1996). En cambio, la unién de a,Bs en L1 reside en la secuencia RGD localizada en el
dominio seis. Las integrinas o B; se expresan en mulkitud de tipos celulares incluyendo células
endoteliales (Cheresh et. al., 1987), células epidérmicas dentriticas T (Kikuchi et. al., 1992),
células NK (Rabinowich et. al., 1995), algunos tumores humanos en células B (Salcedo et. al.,
1995), células LAK, (Moulder et. al., 1991), y es un activador antigénico tardio para células T
de ratén (Moulder et. al,, 1991). También es un receptor multifuncional para componentes de
matriz extracelular como vitronectina, fibronectina, laminina, trambospondina, osteospontina, y
colageno desnaturalizado de tipo 1, asi como para componentes sanguineos como fibrindgeno
y el factor de von Willebrand. Para todos estos ligandos la secuencia RGD representa el sitio
de union correspondiente (Hynes et. al., 1992). Es de destacar que la integrina o.,B; se expresa
preferencialmente en vasos sanguineos angiogénicos de pollo y humano (Brooks et. al., 1994)
y es de vital importancia para la neovascularizacion de tumores (Brooks et al, 1994).
También existen evidencias sobre la posibilidad de que que o.,B; promueva mobilidad celular o
migracion (Leavesley ef. al., 1992). Montgomery et. al. (1996) han reportado que L1 podria
inducir una migracion haptotactica en células de melanoma que puede ser bloqueada con Am
especificos frente a o,3;. Am frente a PECAM-1, otro ligando de o3, son capaces de inhibir
la transmigracion de leucocitos a través de una monocapa de células endoteliales (Muller et.
al., 1993; Berman et. al., 1996). Experimentos recientes han demostrado que el receptor para
L1 en células endoteliales es una integrina o, (Ebeling et. /., 1996).

Es posible que las parejas de adhesion o.B:3/PECAM-1 y o.B5/L1 jueguen un papel
fundamental en la adhesién e iniciacién de la migracién de los leucocitos sobre las células
endoteliales, que suponen un paso importante antes de la transmigracion (Butcher et. al.,
1996). A este respecto Ebeling ef. al. (1996) han observado que la mayoria de los linfocitos
humanos T expresan bien L1 o bien PECAM-1 y tnicamente un porcentaje muy bajo 10-20%
co-expresan simultineamente L1 y PECAM-1.
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1.3.4.4.- PECAM-1/CD31.

El antigeno CD31/PECAM-1 fue identificado a mediados de los afios ochenta mediante
el empleo de anticuerpos que reconocian moléculas presentes en la membrana de las células
endoteliales y leucocitos (Ohto er. al., 1985; van Mourik et. al., 1985; Goyert et. al., 1986;
Cabafas ef. al., 1989; Knapp et. al, 1989). Los anticuerpos dirigidos contra esta proteina
presentaban reactividad frente a neutréfilos y monocitos, y tenian la capacidad de inhibir la
quimiotaxis de dichas células en ensayos donde se utilizaban sueros activados con endotoxina
(Ohto et. al., 1985). La especie molecular reconocida por dichos anticuerpos correspondia a
una proteina de membrana con un peso molecular aproximado de 130 kDa, presente también
en la membrana de plaquetas y endotelio (van Mourik er. al., 1985), y en células del linaje
mieloide (Goyert er. al, 1986). Estudios posteriores identificaron a esta proteina como un
componente del sistema de contacto célula-célula en el endotelio (Muller ef. al., 1989; Albelda

et. al, 1990). Newman et. al. (1990) reportaron su clonaje molecular, denominandola
PECAM-1 (Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1).
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Figura 1.2.- Moléculas de adhesién implicadas en las interacciones célula-célula y en la migracion linfocitica, V y
C2: dominios de homologia con la IgSF de tipo V y C2. CR: motivos en tindem homélogos a secuencias consenso de
proteinas reguladoras de complemento. LK: Dominio de homologia con el nicleo del proteoglicano de cartilago y las
proteinas de unién. CS: condroitin sulfato. P: dominio tirosina fosfatasa. Los circulos representan las uniones a GPL
(Dianzani et. al., 1995. Critical reviews in immunology 15: 167-200).
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1.4.- ESTUDIOS FUNCIONALES DE LA MOLECULA DE ADHESION PECAM-1.
1.4.1.- Estructura de PECAM-1,

PECAM-1 es un glicoproteina transmembrana de tipo I con un peso molecular
ligeramente distinto dependiendo del tipo celular, posiblemente como consecuencia del
diferente patrén de glicosilacion que puede presentar (Ashman ef. al., 1991). El clonaje del
ADNc humano que codifica esta proteina demostrd una alta homologia con otros miembros de
la IgSF (Newman et. al, 1990; Simmons ef. al,, 1990, Stockinger et. al, 1990). El
equivalente murino de PECAM-1 presenta una homologia de secuencia con el humano de un
70-80% (Xie et. al., 1993) y recientemente se ha caracterizado PECAM-1 bovino (Stewart et.
al., 1996) con una homologia de secuencia del 70% con el humano y un 60% con el de raton.

La forma madura de la proteina expresada en membrana, se estructura en una region
extracelular grande, compuesta de 574 aminoacidos, un solo dominio transmembrana formado
por 19 residuos hidrofobicos y un dominio citoplasmico con 118 residuos (Figura 1.3). La
region extracelular estd organizada en seis dominios del tipo C2 caracteristico de las
inmunoglobulinas, y que a su vez se encuentran presentes en la familia de receptores de
adhesion celular (CAM) englobada dentro de la IgSF. Una caracteristica de la porcion
extracelular es que posee nueve sitios potenciales de N-glicosilacion, lo que explica el hallazgo
de que los azicares constituyen el 40% aproximadamente del peso de la proteina madura. En
PECAM-1 bovino se han detectado 11 posibles sitios de glicosilacién. El segundo dominio C2
en el extremo N-terminal, contiene una secuencia consenso para la union a glicosaminoglicanos
(Cardin ef. al., 1989), cuya importancia funcional se comentara mas adelante. El dominio
citopldsmico contiene en su secuencia varias serinas, treoninas y tirosinas que representan
sitios potencialmente fosforilables tras la activacidén celular (Newman et al., 1990), asi como
de sufrir palmitoilacion e interaccidon con moléculas sefializadoras de citoesqueleto.
Experimentos de “pulso y caza” realizados con células endoteliales y la linea promonocitica U-
937 han demostrado que PECAM-1 es sintetizado por las células en forma de precursor con un
peso de 110 kDa en un periodo entre 1-3 horas, el cual es posteriormente procesado hasta la
forma madura de 130 kDa antes de aparecer en membrana. Los sitios de glicosilacion y las
estructuras glicosidicas asociadas al esqueleto proteico no se conocen con exactitud por el
momento. En ambos tipos celulares, el tiempo de recambio de la proteina se ha estimado en 48
horas (Goldberger et. al., 1994).

1.4.2.- Organizacion genémica y formas alternativas de PECAM-1.

El gen de PECAM-1 humano se localiza en el extremo terminal del brazo largo del
cromosoma 17 (Gumina et. al., 1996). En esta misma zona del cromosoma tambi¢n se
encuentran los genes de otras moléculas de adhesion presentes en plaquetas y endotelio, como
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ICAM-2 y las glicoproteinas IIb y Illa, lo que sugiere que esta zona podria corresponder a un
sitio de localizacién comun de moléculas de adhesion del endotelio. La caracterizacion del gen
que codifica para PECAM-1 (Kirschbaum et. al., 1994) ha desvelado que se trata del gen més
grande de todas las moléculas de adhesion celular pertenecientes a la IgSF descrito hasta el
momento. Esta formado por una secuencia de 75 kb de ADN, y se encuentra organizado en 16
exones separados por intrones de longitud variable comprendidos entre 86 y 12000 pb (Figura
1.3).
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Figura 1.3.- Estructura proteica y organizacion genémica de PECAM-1. (A). El gen PECAM-1 esta organizado en 16
exones separados por intrones de tamafio variable. (B). La proteina PECAM-1 presenta 6 dominios de homologia con la
1gSF de tipo C2. Los circulos azules representan sitos potenciales de N-glicosilacion y la estrella roja indica la posicion de
la secuencia que une heparina en el dominio 2. PS: péptido sefial. TM: transmembrana. Citopl: tallo citoplasmico.

14 15 16
|
|

La regioén 5° no traducida y el péptido sefial estan codificados por los dos primeros
exones. Cada uno de los seis dominios extracelulares del tipo C2 esta codificado por su propio
exon (exones 3-8), el dominio transmembrana esta codificado por el exén 9, y una serie de seis
exones pequeios (del 10 al 16), con una longitud comprendida entre 23 y 74 pb
codifican el dominio citoplasmico. Esta organizacion difiere de la encontrada para otros
miembros de su familia como ICAM-1 o VCAM-1, en los cuales un solo exdn codifica para los
dominios transmembrana y citoplasmico (Voraberger et. al., 1991; Cybulsky et. al., 1991).
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Se han identificado varias formas alternativas de PECAM-1 humano y su equivalente
murino. Es importante destacar, que todas las variantes aisladas difieren bien en el dominio
transmembrana o en el citoplésmico. Se conocen tres variantes en humanos: 1) Una isoforma
que ha perdido 63 pb correspondientes al exén 13, en el dominio citoplasmico (Kirschbaum et.
al., 1994), 2) Una isoforma aislada de células endoteliales de la vena umbilical, que es soluble,
como resultado de la pérdida del exén 9 correspondiente al dominio transmembrana
(Goldberger et. al., 1994a); y, 3) una isoforma también aislada de endotelio umbilical que es
expresada en niveles bajos y que ha perdido la secuencia correspondiente al exon 14, también
en el dominio citoplasmico (DeLisser ef. al., 1994b). En raton, también se han encontrado
formas alternativas; dos variantes han sido aisladas a partir de una libreria de ADNc de tejido
embrionario cardiaco las cuales presentan pérdidas de los exones 12 y 15 6 14 y 15,
correspondientes también al dominio intracelular de la proteina (Baldwin et. al, 1994). La
existencia de estas isoformas es probablemente consecuencia de un procesamiento alternativo
del ARNm, y se especula que pueda contribuir como mecanismo de regulacion de las
interacciones de PECAM-1 con su ligando. Existen evidencias sobre la existencia de un
pseudogen de PECAM-1 que contiene un 76% de identidad con la secuencia de PECAM-1
descrita (Kirschbaum et. al., 1994). La region caracterizada del pseudogen descrito comprende
los exones 2-4 y se caracteriza por la ausencia de marcos de lectura abiertos y de regiones
intronicas. Estdn descritos pseudogenes homélogos a otros genes tales como el gen del factor
de von Willebrand (Mancuso et. al., 1989) y el gen que codifica para la cadena pesada de la
Inmunoglobulina gamma (Takahashi et al, 1982), aunque el papel funcional de estos
pseudogenes es atin desconocido. A diferencia de los pseudogenes descritos hasta el momento,
cuya localizacién cromosémica es adyacente a sus genes, el pseudogen homdlogo a PECAM-1
esta situado en un cromosoma diferente al cromosoma donde se ha localizado el gen de
PECAM-1. El gen de PECAM-1 ha sido localizado recientemente en el cromosoma 17
(Gumina ef. al., 1996), mientras que el pseudogen ha sido localizado en el cromosoma 3
(Kirschbaum er. al., 1994).

1.4.3.- Distribuciéon celular de PECAM-1.

Una propiedad importante de PECAM-1 es su amplia distribucion en células de origen
hematopoyético asi como en el endotelio. PECAM-1 estd presente en la membrana de
plaquetas en niveles bajos, unas 5.000 copias por célula (Ohto et. al., 1985; van Mourik ef.
al., 1985; Newman et. al., 1990; Stockinger ef. al., 1990; Metzelaar ef. al., 1991). Ademas, su
presencia ha sido descrita en los granulos o de las plaquetas, lo que podria indicar que los
niveles de expresion en la membrana plasméatica pudieran ser aumentados tras la activacion
plaquetaria (Cramer et. al, 1994). PECAM-1 se expresa en grandes cantidades en células
endoteliales en cultivo (10° copias por célula), concentrandose en las zonas de contacto célula-
célula (Albelda et. al., 1990). In situ, PECAM-1 se ha encontrado en el endotelio continuo de
todos los vasos (Muller et. al, 1989) por lo que se ha utilizado como un marcador
inmunohistoquimico de los vasos sanguineos y en particular de la angiogénesis (Page et. al,
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1992), Entre las poblaciones leucocitarias, ha sido identificado en monocitos, neutréfilos
(Otho er. al., 1985; Goyert et. al., 1986, Stockinger ef. al., 1990; Newman et. al., 1994}, y en
el 50% de los linfocitos T, especialmente las subpoblaciones de fenotipo CD8 y CD45 RA
(Stockinger et. al., 1990; Ashman et. al., 1991; Torimoto et. al., 1992; Stockinger et. al.,
1992; Tanaka et. al., 1992). PECAM-1 también esta presente en precursores de la médula 0sea
y en lineas celulares de origen mieloide y megacariocitico (Ohto ef. al., 1985; Goyert ef. al,
1986; Simmons et. al., 1990; Zehnder et. al., 1992; Cabaiias et. al., 1989; Watt ef. al., 1993;
Goldberger et. al, 1994b). PECAM-1 no estd presente en fibroblastos, epitelio o células
musculares. Aunque la expresion de PECAM-1 estd asignada principalmente a células del
sistema vascular y sanguineo, existen evidencias de que se encuentra en otros tipos celulares,
habiendo sido identificada en lineas humanas, de ratén y rata derivadas de tumores solidos
(Teng et. al., 1993).

1.4.4.- Aspectos fisioldgicos de PECAM-1,

Aunque actualmente se conocen muchos aspectos de la funcionalidad de PECAM-1,
hasta hace poco tiempo no se han tenido resultados sobre sus posibles implicaciones in vivo.
Los estudios mas recientes sugieren que PECAM-1 podria estar implicado en procesos tan
importantes como los que concurren en la inflamacion, adhesion, metastasis y angiogénesis.

s PECAM-1 como molécula de adhesion

La homologia entre PECAM-1 y otras moléculas de adhesion celular pertenecientes a la
1gSF, sugiri6 que la funcién de esta molécula también seria la de actuar como un componente
del sistema de adhesion celular, Este punto fue confirmado mediante la utilizacion de la linea L
de fibroblastos de ratén, en los que se habia transfectado el ADNc que codifica la proteina. En
los ensayos realizados con estos transfectantes se demostré la formacion de agregados que
eran sensibles a la temperatura y a la presencia de cationes bivalentes durante la realizacion del
ensayo. Ademas, la presencia de Am dirigidos contra PECAM-1 eran capaces de inhibir dichas
agregaciones (Albelda et. al., 1991; Muller ef. al., 1992; DeLisser et. al., 1993, 1994a). En la
actualidad, se admite que esta proteina es una molécula de adhesion que puede participar en
dichos procesos a través de dos tipos de interacciones: por una parte, PECAM-1 puede
interaccionar consigo mismo (mecanismo de adhesion homofilica) (Albelda ef. al., 1991; Watt
et. al., 1993), y por otra parte puede también interaccionar con ligandos distintos del propio
PECAM-1 (mecanismo de adhesién heterofilico) (Muller ez. al., 1992; DeLisser et. af., 1993,
Liao ef. al., 1995, Piali et. al., 1995, Buckley et. al., 1996). Esta capacidad de unién a contra-
receptores distintos ha sido también descrita para otras moléculas de adhesion de esta familia,
en concreto para Ng-CAM (Neuron-glia Cell Adhesion Molecule) (Grumet et. al., 1988), Nr-
CAM (Neuron-glia related Cell Adhesion Molecule), (Mauro et. al., 1992), N-CAM (Neural
Cell Adhesion Molecule), (Murray et. al., 1992; Rao ef. al., 1992) y L1 (Kadmon et. al., 1990;
Ruppert et. al., 1995; Kadmon et. al., 1995; Montgomery et.al., 1996).
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Las interacciones homofilicas entre moléculas de PECAM-1 han sido demostradas en
varios sistemas experimentales. PECAM-1 se concentra en la zona de contacto entre células
endoteliales adyacentes y entre células COS o fibroblastos murinos NIH/3T3, transfectados
con el ADNc de PECAM-1. Ademas, se obtuvo un patrén similar de localizacion cuando se
realizaron ensayos mezclando células endoteliales y transfectantes NIH/3T3. Por el contrario,
la proteina no se concentra en los bordes libres o en los sitios de contacto entre células no
transfectadas y transfectadas (Albelda er. al., 1990, 1991). Los estudios de microscopia
electrénica también han demostrado un comportamiento similar en plaquetas (Newman et. al.,
1992). Estudios de union utilizando una forma recombinante soluble de la proteina también
demostraron que ésta se unia a células COS transfectadas con la forma de membrana, pero no
lo hacia sobre transfectantes control (Watt ef. al., 1993). Todos estos datos implicaban las
interacciones homofilicas de PECAM-1 como las responsables de la concentracion de la
moléculas en las uniones intercelulares.

El mecanismo heterofilico también ha sido demostrado utilizando ensayos de
agregacion en poblaciones mixtas de células (Muller et. al.,, 1992; DeLisser ef. al., 1993). En
estos estudios se mezclaron células L transfectadas con PECAM-1 con células no transfectadas
y se estimaron los agregados formados. Se pudo demostrar que las células transfectadas se
unian tanto a células transfectadas como a las no transfectadas, lo que sugeria que PECAM-1
en la superficie de la célula transfectada se unia a un receptor diferente presente en la superficie
de las células L. Este receptor podria ser un proteoglicano del tipo condroitin o heparan sulfato
que interaccionaria con PECAM-1 a través de una secuencia consenso de unién a
glicosaminoglicanos presente en el segundo dominio C2 de la proteina (DeLisser et. al., 1993).
La secuencia que comprende el sexto dominio C2, el mas préximo al transmembrana, también
parece intervenir en el mecanismo de interaccion heterofilica, ya que se han identificado
epitopos reconocidos por los Am 4G6 y PECAM-1.2, los cuales inhiben las adhesiones
mediadas por este mecanismo, que se localizan en dicho dominio (DeLisser et. af., 1994a). Un
dato adicional que apoya la interaccion heterofilica lo constituye el que el Am LYP21 que
también se une al sexto dominio, asi como un péptido que mimetiza el epitopo reconocido por
el anticuerpo, pueden inhibir la reaccion linfocitaria en cultivos mixtos, lo que ademas
implicaria a PECAM-1 en la activacién de dichas células (DeLisser et. al, 1994b). Muy
recientemente ha sido descrita la interaccion entre PECAM-1 y la integrina o.p;. Esta
interaccion no es inhibible por la presencia de heparina, lo que implica un tercer mecanismo de
interacciéon que no es mediado por glicosaminoglicanos (Piali et. al., 1995). El sitio de union
para o.,B; reside al menos en parte en el dominio 1 aunque el dominio 2 también contribuye en
la unién (Buckley et. al., 1996). El papel que juega el dominio 2 en la interaccién heterofilica
mediada por los glicosaminoglicanos fue descrito con anterioridad (DeLisser et. al., 1993). Por
tanto, Jos dominios 1 y 2 son importantes tanto para mediar las interacciones homofilicas como
heterofilicas. Los sitios de unidn a PECAM-1, tanto en las interacciénes homofilicas como en
la unién a o,PB3, parece que solapa en estudios realizados por mapeo de los epitopos con Am.
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Por otro lado, Buckley et. al. (1996) han demostrado que PECAM-1 puede unir células por un
mecanismo homofilico o heterofilico dependiendo de la linea celular usada. Asi U-937 une
PECAM-1 de una manera preferentemente heterofilica, pero también existe paralelamente,
aunque en menor proporcion, una adhesion homofilica. La preferencia de un tipo de adhesion
frente a otro que regule la adhesién total de la célula ha sido demostrada por otras
interacciones entre la IgSF y las Integrinas.

La region citoplasmica de PECAM-1 parece jugar un papel muy importante en la
modulacioén de lIa interaccion con su contra-receptor. Estudios iniciales con transfectantes de la
proteina a los que se les habia mutado la fraccion intracelular demostraron que el dominio
citoplasmico es necesario para la localizacion de PECAM-1 en las zonas de contacto célula-
célula (DeLisser er. al, 1994a). Ademas, la deleccion del exén 14 dentro del dominio
citoplasmico, puede cambiar el mecanismo de interaccion de heterofilico a homofilico, lo que
sugiere que las secuencias de este exén son muy importantes en la determinacion de la
especificidad del ligando reconocido (DeLisser et. al., 1994a). El mecanismo concreto por el
cual dicho exdn pueda cambiar las propiedades funcionales de PECAM-1 es desconocido;
probablemente pueden estar implicados cambios en la conformacidén exterior de la proteina,
alteraciones en la fosforilacién y/o cambios en la asociacion al citoesqueleto. La fosforilacion
de PECAM-1 en el dominio citoplasmico ha sido descrita en varios sistemas, siendo la PKC u
otra quinasa dependiente de esta actividad la responsable de su activacién en plaquetas
(Zehnder et. al., 1992, Newman et. al., 1992). Este Gltimo grupo demostré que la activacién
de plaquetas con trombina o con PMA daba como resultado la rapida fosforilacion de
PECAM-1 en residuos de serina, su asociacién con el citoesqueleto y su redistribucion dentro
de la membrana. En células promonociticas U-937 Lastres et. al. (1994), analizando las vias de
sefializacion intracelular, demostraron que TGF-B1 induce la actividad PKC, asi como una
fosforilacion de PECAM-1 y una asociacién a los componentes del citoesqueieto. Ademas,
propusieron un modelo de mecanismo autocrino para la liberacion de la forma biologicamente
activa de TGF-p1, permitiendo la activacion de PECAM-1. El mecanismo propuesto por estos
autores se muestra en la Figura 1.6. Los resultados expuestos proporcionaron la evidencia
que TGF-P1 regula la funcion de PECAM-1 incrementando la expresion y activando la
adhesién de células monociticas mediada por PECAM-1. Estos dos mecanismos parecen ser
necesarios para la adhesion porque la inhibicion independiente tanto de la expresion como dela
activacion de PECAM-1 condujo a la inhibicion de la agregacidn celular. Lastres e. al. (1994)
han descrito que el factor de crecimiento TGF-B1 es capaz de inducir tanto la fosforilacién de
PECAM-1 como su asociacién a citoequeleto. La fosforilacién de PECAM-1 en residuos de
tirosina también ha sido descrita en neutréfilos no activados (Skubitz et. al., 1994).
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e Implicacion de PECAM-1 en los procesos de inflamacion e interaccién entre células
endoteliales y leucocitos

El reclutamiento de los leucocitos hacia los sitios de inflamacién se produce como
consecuencia de una cascada de eventos en los cuales las moléculas de adhesion celular, las
citoquinas y sustancias quimiotacticas funcionan de un forma altamente regulada para dirigir
los leucocitos desde el lumen, a través de la barrera endotelial, hasta donde se produce el
estimulo inflamatorio (Albelda et. a/., 1994). Recientemente, se ha demostrado que PECAM-1
esta implicado en dicho proceso utilizando dos modelos diferentes de activacion de neutrédfilos;
se ha demostrado que anticuerpos dirigidos contra PECAM-1 bloquean la acumulaciéon de
neutrdfilos en los sitios de inflamacién tras la induccidn de peritonitis aguda (Bogen et. al.,
1994), o la induccion de la respuesta inflamatoria, como respuesta a la inflamacion en ratones
inmunodeficientes y en ratas (Vaporician ef. al, 1993). Aunque el papel preciso que juega
PECAM-1 en el reclutamiento de leucocitos in vivo no esta claro, los estudios in vifro han
implicado a esta molécula en ambos lados de la interaccion, es decir, tanto en el endotelio
como en los leucocitos. Las evidencias en el sentido de la contribucion de PECAM-1 presente
en el endotelio han sido aportadas por Muller ef. al. (1993), quien demostrd que tanto
anticuerpos anti-PECAM-1, como una forma soluble recombinante de la proteina, bloqueaban
la migracion de los leucocitos a través del endotelio sin afectar la adhesion de dichas células.
Por otro lado, también hay razones para suponer que PECAM-1, presente en la membrana
leucocitaria, pueda estar implicada en este proceso, ya que anticuerpos dirigidos contra la
proteina aumentan la capacidad de adhesion celular mediada por integrinas (Torimoto ef. al.,
1992; Berman ef. al., 1992; Piali et. al, 1993). Recientemente, se ha descubierto que la
transmigracion endotelial y la migracion intersticial estan mediadas por diferentes dominios de
la molécula de PECAM-1 (Liao F. et. al., 1995). Mientras que la interaccion homofilica de la
region amino terminal del PECAM-1 leucocitario con PECAM-1 endotelial estd implicada en
la migracién transendotelial per se, la interaccion heterofilica entre la regién proxima a la
membrana de PECAM-1 del leucocito con el proteoglicano heparan sulfato (como puede ser
perlecano) en la lamina basal del endotelio, y posiblemente mas profundamente en los tejidos
intersticiales, esta implicada en la transmigraciéon de los leucocitos a través de la matriz
extracelular, En la Figura 1.4 se muestra un diagrama esquematico de la molécula PECAM-1
con los epitopos reconocidos por los Am, asi como la funcién para estos dominios. Si la
interaccion de PECAM-1 con un proteoglicano sirve para promover la adhesion directamente,
activando las integrinas leucocitarias (Berman et. al., 1995; Tanaka et. af., 1992; Piali, et. al.,
1993), o si esta interaccion provoca una estimulacion de la secreccion monocitica de proteasas
que degradan la matriz est4 siendo investigado.

Hasta el momento, es la primera vez que una molécula implicada en la adhesién del
leucocito al endotelio utiliza distintos dominios en dos mecanismos diferentes de interaccion
(homofilico y heterofilico) para mediar dos funciones separadas y secuenciales: la migracion
transendotelial y la migracion a través de la matriz extracelular. Es de destacar que otras
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moléculas de adhesion, como son Ng-CAM, (Grumet et. al., 1992), y N-CAM también
presentan ambas funciones de interaccion homofilica y heterofilica. N-CAM se une a si misma
a través de su dominio 3 (Rao et. al., 1992) y a heparina, a través del dominio 2 (Reyes et. al.,
1990). Los dominios responsables de las interacciones de union de Ng-CAM consigo misma
(Grumet et. al., 1992) o con ligandos hetrofilicos como laminina (Grumet ef. al., 1993) y
proteoglicanos condroitin sulfato (Friedlander et. al., 1995; Milev et. al.,1995) todavia no han
sido identificados.

/ Epitopos Am NH2 Funcién \

P1.3
hec7, L133.1

Pl.]

Migracion transendotelial
(Adhesion homofilica)

Migracion intersticial

P1.2,4G6 ] (A gregaciéon heterofilica)

Figura 1.4.- Diagrama esquematico de la estructura de los dominios de Inmunoglobulinas de PECAM-1
identificando los posibles dominios responsables de la transmigracion endotelial v la migracion intersticial. En la parte
izquierda de la figura se muestran los epitopos que reconocen los Am utilizados por los autores. (Liao et. al., 1995. J. Fxp.
Med 182: 1337-1343).

e Funcion de PECAM-1 en células vasculares

Hasta ahora hemos descrito evidencias que sugieren que PECAM-1 es un elemento
clave en la extravasacion de los leucocitos durante los procesos inflamatorios. Muller et. al.
(1993) fueron los primeros en demostrar que monocitos o neutrofilos pretratados con
anticuerpos especificos frente a PECAM-1 inhibian su emigracion a través de la monocapa en
experimentos de migracion transendotelial in vitro. El bloqueo de las uniones intercelulares de
PECAM-1 también inhibia la transmigracion leucocitaria, indicando que las moléculas de
PECAM-1, tanto del endotelio como del leucocito. contribuian al proceso de transmigracion.
El requerimiento de PECAM-1 en el reclutamiento de los leucocitos dio el mismo resultado in
vivo, ya que anticuerpos frente a PECAM-1 bloquearon la acumulacion de neutréfilos en la
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cavidad peritoneal, el compartimento alveolar, y en injertos de piel en humanos en tres
modelos diferentes de inflamacion en ratas (Vaporciyan ef. al., 1993). La utilizacién de un Am
frente a PECAM-1 de rat6n también ha reducido eficientemente la emigracion de los leucocitos
hacia la cavidad peritoneal en un modelo de raton con peritonitis aguda (Bogen et. al., 1994).
Recientemente, se han realizado estudios experimentales con PECAM-1 de una relevancia
potencial en cuanto a una posible futura aplicacion en enfermedades humanas. Dos grupos de
investigacion diferentes han demostrado que anticuerpos frente a PECAM-1 reducen el tamafio
de infarto de miocardio en ratas (Gumina et. al., 1997) y reducen considerablemente el dafio
provocado durante un proceso de isquemia-reperfusion en gatos (Murohara ef. al., 1996). Las
funciones mediadas por PECAM-1 en otras células sanguineas o de origen vascular han sido
menos estudiadas. Ohto et. al. (1985) han demostrado que ciertos Am frente a PECAM-1 son
capaces de inhibir quimiotaxis en neutrofilos y monocitos. Se ha reportado que células
NIH/3T3 trasfectadas con PECAM-1 reducen considerablemente su migracion celular
(Schimmenti et. al., 1992), probablemente debido a su habilidad para estabilizar los contactos
intercelulares. PECAM-1 también se ha implicado en el desarrollo de una respuesta aloimmune
por el linfocito T. Zehnder et. al. (1992) reportaron que Am dirigidos frente al dominio 6 de
PECAM-1 inhibia la activacion del lifocito T, mientras que recientemente Behar et. al. (1996)
han descrito un polimorfismo en la Leu98Val de PECAM-1 de forma que cuando los
genotipos del donante y del receptor no son idénticos, el riesgo de rechazo agudo del drgano
transplantado se incrementa. A pesar de que PECAM-1 debe su nombre a su identificacion
inicial en la superficie de las plaquetas, en la practica, muy poco se conoce acerca del papel que
PECAM-1 juega en la funcién plaquetaria. Recientes estudios sugieren que podria servir como
un receptor agonista que modulara la funcién de las integrinas (.

¢ PECAM-1 como transductora de sefiales hacia y desde el interior celular

Las primeras evidencias experimentales que implicaron a PECAM-1 como transductora
de sefial provienen de experimentos realizados por Tanaka ef. al. (1992) que demostraron que
la dimerizaciéon de PECAM-1 inducida con anticuerpos sobre la superficie del la célula T
provocaba un incremento de la adhesion a sustratos de integrinas como eran VCAM-1 (via
a4Py) y fibronectina (via asf;). Fragmentos monovalentes F(ab"), o anticuerpos PECAM-1
sobre la superficie celular eran los responsables de la regulacion positiva observada en la
funcién de la integrina PB,. Paralelamente, ensayos de entrecruzamiento de PECAM-1 en
células progenitoras hematopoyéticas CD34" (Leavesley et. al., 1994) indujeron la modulacién
de la afinidad de las integrinas ;. Ademas, la funcién de las integrinas leucocitarias B, parece
ser modulada por la dimerizacién de PECAM-1 en células killer activadas con linfoquinas
(Albelda et. al., 1990), en monocitos y neutréfilos (Berman et. al, 1995) y en células NK
(Berman et. al., 1996). Recientemente, se ha implicado a las integrinas s en la transduccion de
las sefiales plaquetarias mediadas por PECAM-1. En este caso fragmentos (Fab’), especificos
frente al dominio 6 de PECAM-1 transforman el complejo cunPBs desde un estado de reposo a
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un estado conformacionalmente activado y un aumento de la adhesion plaquetaria y de la
agregacion (Newman ef. al., 1996). DeLisser et. al. (1994) han demostrado que fibroblastos de
ratén transfectados con isoformas de PECAM-1 que carecen de parte del dominio citopldsmico
son incapaces de asociarse con fibrobastos sin transfectar, estando de acuerdo con la hipdtesis
de considerar a PECAM-1 como una mediadora de la transduccion de sefiales para lo cual
requiere el dominio citopldsmico para transmitir sefiales desde el dominio extracelular hacia el
citosol, Si tomamos todos estos datos en conjunto, es como si la dimerizacion de PECAM-1
fuera capaz de transmitir sefiales hacia el interior de la célula, un proceso que imitaria las
interacciones homofilicas de PECAM-1 entre el leucocito y las células endoteliales durante Ia
migracion transendotelial. Este papel dual propuesto para PECAM-1 serviria tanto como
receptor agonista asi como un receptor de adhesion en células vasculares. No obstante,
quedaria por conocer cual podria ser el mecanismo por el cual PECAM-1 actia como
transductor de sefiales dando lugar por un lado a la activacion de integrinas, y por otro lado
induciendo una interaccién heterofilica.

Al igual que otras proteinas receptoras tirosin-quinasas (como los receptores de PDGF,
FGF, VEGF, NGF, y M-CSF), el dominio extracelular de PECAM-1 estd constituido por
dominios de homologia con las inmunoglobulinas. Pero el dominio citopldsmico de PECAM-1,
no contiene un dominio con actividad catalitica quinasa siendo por tanto incapaz de activarse
por autofosforilacion una vez que un ligando (por ejemplo PECAM-1) se una a él. Estudios
previos, han demostrado que PECAM-1 es fosforilado en tirosina, tanto en plaquetas humanas
(Modderman et. al., 1994), como en células endoteliales en cultivo (Lu et. al., 1996). Jackson
et. al. (1996) han demostrado recientemente que cuando PECAM-1 se fosforila, la Tyr663 del
dominio citoplasmico se convierte en el sitio de acoplamiento para una proteina tirosin-
fosfatasa (SHP-2) a través de su dominio (SH2) o de homologia a SRC. SHP-2 es una proteina
tirosin-fosfatasa de expresién ubicua que contiene dos dominios SH2 en el extremo amino
terminal de la proteina, seguido por un dominio catalitico de fosfatasa, y una regién carboxilica
terminal que puede autofosforilarse (Freeman et. al., 1992; Ahmad et. al., 1993; Feng et. al,
1993; Vogel et. al., 1993). SHP-2 anteriormente se habia asociado con varios receptores
tirosinas quinasas autofosforilables, incluyendo el PDGF y el receptor EGF (Feng et. al., 1993,
Vogel et. al, 1993; Kuhne et. al., 1993; Lechleider et. al, 1993). Se desconoce por el
momento, el mecanismo por el que la asociacion de SHP-2 con el dominio citopldsmico de
PECAM-1 se convierte en una sefial transductora hacia las células vasculares. En otros tipos
celulares, SHP-2 se ha implicado como molécula de sefializacion multifuncional actuando tanto
como una fosfatasa para activar las quinasas de la familia Src, como un mediador de la
activacién p21™ debido a su capacidad de unirse al complejo Grb2/Sos (Stone ef. al., 1994;
Feng et. al., 1994; Streuli et. al., 1996).

Ademas de su papel como activador de integrinas por su accién transductora de sefiales
(de fuera hacia dentro) de la célula, PECAM-1 parece ser capaz de responder a las

interacciones de las integrinas tanto con la matriz extracelular, como con los receptores de la
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superficie celular. Recientemente, Lu et al, (1996) han demostrado que la funcién de
integrinas en cultivos de células endoteliales trae consigo la defosforilacion de PECAM-1,
mientras que Jackson et. al., (1996) han demostrado que las interacciones mediadas por las
integrinas dan lugar a un incremento de la fosforilacién en tirosina de PECAM-1 cuando se
agregan las plaquetas humanas. Posiblemente, exista un balance entre la actividad quinasa y
fosfatasa que controle el estado de fosforilacién no sdlamente de PECAM-1 sino de otros
receptores celulares, aunque las diferencias observadas en el estado de fosforilacion de
PECAM-1 en estos dos tipos celulares en respuesta a la actuacién de las integrinas no se
conoce aun. En la Figura 1.5 se muestra un diagrama esquematico sobre el posible papel de
PECAM-1 como transductor de sefial en células sanguineas y de la vasculatura.

PECAM-1 como receptor agonista: PECAM-1 como receptor de adhesion:
(1) Interaccion de PECAM-1 que conduce (3) Implicacion de las integnnas en .

. producir una (4) propiedades adhesivas
de PECAM-1

ala (2) activacion de las integrinas

..C.‘I...O

Figura 1.5.- Dualidad en el papel funcional de PECAM-1 en las interacciones leucocito/endoteliales. Se
representan dos funciones receptoras de PECAM-1 que no se excluyen mutuamente. En la parte izquierda de la figura. se
representa la interaccion homofilica de las moléculas de PECAM-1 entre leucocitos en circulacion y la monocapa de células
endoteliales (1). Este hecho inicia los acontecimientos de transduccién de sefial intracelular que dan como resultado la
regulacion positiva de la afinidad de las integrinas leucocitarias, facilitando consecuentemente interacciones con los contra-
receptores de las células endoteliales (2). Las interacciones celulares mediadas por las integrinas leucocitarias (3). a su vez,
via amplificadora de transduccién de sefiales citosolica, dan como resultado la fosforilacién de PECAM-1 y la unién de
moléculas adicionales sefializadoras, algunas de las cuales modulan la afinidad de PECAM-1 y posibilitan la migracion
transendotelial. (P.J. Newman (1997). J. Clin. Inv. 99, 3-8).
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Las propiedades adhesivas de PECAM-1 también pueden ser reguladas en presencia de
TGF-B por un mecanismo de dentro-fuera (Figura 1.6). Asi en monocitos, TGF-B1 dispara la
agregacion homotipica mediada por PECAM-1 e induce la fosforilacion del dominio
citoplasmico de PECAM-1 citoplasmico y su asociacion con el citoesqueleto (Lastres et. al.,
1994). Esto esta de acuerdo con el hecho de que delecciones del dominio citopléasmico afectan
las interacciones homofilicas y heterofilicas (DeLisser et. al., 1994a).

- — : TRATAMIENTO
l CONTGF-B
PECAMT |
' PRCAMEL
!
FERA ) ]
i ! i AGREGACION
% TG
PRCANA
pvtro |, C
RECEPTORES TGF-B | A
TIPOTI |
SER/THR QUINASAS b
4 : AN DE SUPERFICTE

' N
ACTIVIDAD  OTRA ACTIVIDAD
PKC QUINASA

() ——OTRAS ESTRUCTURAS

DE CTTOESQUELETO
= ASOCIACION A
' CITOESQUELETO
TGRp
T ARNM PECAMAI - -

Figura 1.6.- Regulacién funcional de PECAM-1 por TGF-B1. a) TGF-Blsc une a los receptores sefializadores en la
membrana de la célula, lo que conduce a la activacién de alguna isoforma citosélica de la PKC. el aumento de esta
actividad quinasa es responsable del aumento de la tasa de transcripcion y expresion en membrana de PECAM-1. b) TGF-
B1 activa otra quinasa, de naturaleza desconocida hasta el momento, la cual fosforila a PECAM-1. promoviendo en este
estado su asociacion al citoesqueleto. Una vez ocurridos estos eventos, PECAM-1 adquiere una conformacién activa desde
el punto de vista de la adhesién, uniéndose a su receptor en otra células. En la figura hemos representado un modelo de
union homofilico. ¢) EI TGF-B afiadido exégenamente induce la sintesis de forma autocrina de méas TGF-B1, lo que permite
una amplificacion de los procesos a y b. (Lastres et. al., 1994, Journal of Immunology, 153: 4206-4218).
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* Angiogénesis y metastasis tumoral

La angiogénesis 0 neovascularizacion depende de las interacciones adhesivas entre
células de la vasculatura endotelial (McCormick, ef. al, 1992; Bischoff, et. al., 1995). Las
moléculas de adhesion endotelial facilitan el paso de leucocitos hacia los tejidos inflamados.
Este hecho promueve la neovacularizacion constituyendo un proceso central en la progresion
de la artritis reumatoide, crecimiento tumoral y 1a cicatrizacion de heridas. Curiosamente, se
han descrito formas solubles de moléculas de adhesién como son la E-selectina y VCAM-1 que
promueven angiogénesis (Koch ef. al., 1995). Recientemente, se ha identificado en plasma, una
forma soluble de PECAM-1, cuya funcién todavia no se conoce. Varias lineas de investigacion
han sugerido la implicacion de PECAM-1 en los procesos de angiogénesis. Asi, Albelda et. al.
(1990), demostraron que las células endoteliales crecidas en presencia de anticuerpos anti-
PECAM-1 no podian formar normalmente los contactos célula-célula, y dicha inhibicién podia
ser revertida tras retirar dichos anticuerpos. Por otro lado, la adicion de estos anticuerpos a
monocapas de células endoteliales en cultivo no tenia ningiin efecto. Estos resultados sugieren
que PECAM-1 es importante para la iniciacion de los contactos célula-célula pero no para su
mantenimiento (Fawcett er. al., 1995). Estudios recientes sobre la expresién de PECAM-1
durante el desarrollo morfogénico murino estdn de acuerdo con los hallazgos en la
angiogénesis humana (Baldwin et. /., 1994). El establecimiento del sistema cardiovascular,
uno de los eventos mas criticos en el desarrollo del embrion de vertebrados, depende de la
interaccion de las células endoteliales con las células adyacentes y con la matriz extracelular.
PECAM-1 es una de las primeras moléculas de adhesion endotelial que aparece durante el
desarrollo embrionario. De este trabajo se deduce ademas, que PECAM-1 es uno de los
marcadores mas tempranos de la diferenciacion del endocardio y que su expresién podria estar
regulada durante el desarrollo cardiovascular. Por otro lado, se ha demostrado un incremento
de la expresién de integrinas o.,Bs en el endotelio vascular angiogénico (Brooks et. al., 1994),
El bloqueo de a.B; con antagonistas interrumpe la formaciéon de nuevos vasos sanguineos y
conduce a las células endoteliales hacia apoptosis (Brooks et. al., 1994).

De forma similar a los leucocitos, las células malignas metastaticas son trasportadas por
la sangre a los tejidos més distales (Stoolman er. al, 1992). La elevada expresiéon de o,
sobre melanomas se relaciona directamente con el incremento de la malignidad de tumores
(Albelda et. al., 1990; Marshall et. al., 1991; Felding-Habermann et. al., 1992; Gehlsen et. al.,
1992). Todas las células metastaticas deben adherirse al endotelio vascular antes de alcanzar la
matriz subendotelial que contienen los ligandos para a.,B; (Weiss et. al., 1989). Es posible que
PECAM-1 juegue un papel importante en la adhesion al endotelio de las células tumorales
como paso importante en el proceso de metastasis.
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1.5.- REGULACION DE LA EXPRESION Y FUNCION DE LAS MOLECULAS DE
ADHESION.

1.5.1.- Regulacién por citoquinas inflamatorias,

El mantenimiento de los leucocitos en circulacién en condiciones normales y su
adhesion al endotelio, asi como la subsiguiente emigracion desde el sistema circulatorio hasta
los sitios de inflamacion, es un fenémeno que estd cuidadosamente regulado. Parte de este
control reside en la regulacion existente de las moléculas de adhesion de la superficie de
leucocitos y células endoteliales. La importancia de las moléculas de adhesion y su regulacion
se demuestra en enfermedades tales como la aterogénesis, en la que el endotelio muestra una
adhesividad anormal (Endemann ef. al., 1987; Territo et. al., 1989) y en la deficiencia de la
adhesidn leucocitaria (LAD) donde la falta de expresion de moléculas de adhesion sobre los
neutrofilos provoca una respuesta inmune disminuida (Anderson et. al., 1987),

Las células endoteliales expresan moléculas de adhesion que pertenecen a la clase de las
selectinas y de la IgSF capaces de interaccionar con los linfocitos. La mayoria de estos
receptores se encuentran normalmente ausentes de la superficie endotelial, y aparecen
paralelamente con la respuesta immune e inflamatoria.

1.5.1.1.- Regulacién de las Selectinas.

Dentro de la familia de las selectinas, la P-selectina y E-selectina son receptores que
median la adhesién de neutréfilos al endotelio (Springer et. al., 1990; Zimmerman et. al., 1992;
McEver et. al., 1992; Lasky et. al, 1992). La presencia de las tres selectinas en la superficie
celular esta regulada por varios mecanismos. La L-selectina se expresa constitutivamente en la
superficie de leucocitos, pero es rapidamente eliminada de la superficie de neutréfilos en
cuestion de minutos tras una activacién con factores quimiticticos o con ésteres de forbol
(Kisimoto et. al., 1989b). Previamente a la rapida desaparicion de la L-selectina, la activacion
de linfocitos y neutréfilos conduce a un incremento de la unién de la L-selectina a un
polifosfomanano (Spertini ef. al., 1991). Esta adhesion es inducida en neutréfilos y linfocitos
por estimulos especificos de las células que explicarian como la extravasacién de los dos tipos
de leucocitos puede regularse diferencialmente. La E-selectina es, en cambio, regulada
transcripcionalmente en células HUVEC (Bevilacqua ef. al, 1989) detectindose un nivel
maximo a las 3 o 4 h de activacién con IL-1 o TNF-a. Los niveles basales se recuperan de
nuevo transcurridas 16-24 h, al contrario que otras moléculas de adhesién inducibles por
citoquinas tales como ICAM-1 y VCAM-1, de las que se detectan niveles estables en
membrana durante mas de 48 h tras la induccién.
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La expresién de la P-selectina es regulada por dos mecanismos completamente
diferentes y con distintas cinéticas. En un primer mecanismo, la P-selectina almacenada
intracelularmente puede ser rdpidamente transportada desde los grénulos de almacenamiento
hasta la superficie celular en minutos tras una estimulacién con agentes proinflamatorios tales
como histamina y trombina o por ésteres de forbol (Geng et. al,, 1990). Esta regulacion de la
P-selectina se ha encontrado en plaquetas y células endoteliales y siendo la expresion de la P-
selectina es transitoria. Ademads, existe un segundo mecanismo de regulacion estudiado en
células de endotelioma de raton donde se ha encontrado una regulacién transcripcional de la P-
selectina similar a la de la E-selectina (Weller ez. al., 1992; Sanders et. al., 1992). En varias
lineas de endotelioma de ratdn, la sintesis de la P-selectina y E-selectina se induce por TNF-a.
con un nivel maximo de expresién del ARNm a las 2 h, y detectandose la proteina a las 3-4 h.
Ambos mecanismos de regulacion pueden tener lugar en la misma célula y funcionar
independientemente (Hahne et. al., 1993),

1.5.1.2.- Regulacién de las Integrinas,

Estudios experimentales con células endoteliales in vitro han mostrado, que éstas se
adhieren a componentes purificados de la membrana basal y la matriz intersticial tales como
laminina, colageno 1V, fibronectina, vitronectina y trombospondina. Esta adhesion es mediada
por receptores de membranas celulares pertenecientes a la familia de las integrinas. En algunos
tipos celulares, las integrinas no se unen a sus ligandos, a menos que las células estén
activadas. Este seria el caso de la glicoproteina GPpy.m. plaquetaria (Philips et. al., 1991), que
tras una estimulacién con trombina, coldgeno o ADP se convierte en el receptor de al menos
cuatro glicoproteinas solubles: fibrinogeno, factor de von Willebrand, fibronectina y
vitronectina. En este caso la adhesion es de caracter permanente. La molécula LFA-1 sobre los
linfocitos T es un ejemplo de requerimiento de activacion antes de que sea funcionalmente
activa (Dusting et. al, 1989; Van Kooyk et al, 1989). En este caso se trataria de una
activacion de tipo transitorio. Estos mecanismos de adhesién dependientes de activacién han
sido descritos también para el receptor de fibronectina (csB1) y P en células T (Shimizu et.
al., 1990a, b) y para Mac-1 y LFA-1 en neutrfilos (Lo et. al., 19893, b). El mecanismo
molecular de activacion de las integrinas parece ser debido a cambios conformacionales en el
sitio de union al ligando pasando de una forma inactiva a una forma activa (Sims ef. al., 1991;
Kouns ef. al., 1992). Es posible que intervenga una sefializacién por interaccién del dominio
citoplasmico de la integrina con las proteinas del citoesqueleto. En linfocitos tratados con
PMA, la talina, pero no la vinculina o la a-actina, se codistribuye en la célula con las integrinas
(Burn et. al., 1988), pero no se sabe si la redistribucién se debe a una fosforilacion de la talina
o de otros componentes del citoesqueleto. Ciertos lipidos son también capaces de regular la
actividad de las integrinas como es el caso de los disialogangliésidos que en células de
melanoma aumentan la activacion del receptor de vitronectina (asB;) (Cheresh et. al., 1987) o
un lipido llamado IMF-1 (integrin modulating factor-I) que modula la activacidn de integrinas
(Hermanowski-Vosatka et. al, 1992). Existen mecanismos de activacién de las integrinas
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independientes de PMA como son tratamientos con cationes divalentes como Mn** (Hautanen
et. al., 1991), anticuerpos frente a algunas subunidades de las integrinas (Frelinger et al.,
1991; van de Wiel-Van Kemenade et. al, 1992; Arroyo et al, 1992) o con ligandos
peptidicos (Du et. al., 1991). Se cree que la actividad inducida por estos agentes debe imitar
los cambios conformacionales que tiene lugar cuando las células se tratan con PMA. No
obstante, se debe tener en cuenta que el efecto estimulante de la adhesién inducida por algunos
anticuerpos no depende s6lo de cambios conformacionales, sino que se requieren tanto energia
metabdlica como un citoesqueleto intacto.

La regulacion de las integrinas por citoquinas inflamatorias provoca una reduccién de la
adhesion de la célula endotelial a laminina y vitronectina, componentes de la matriz
subendotelial. La integrina o3, que es un receptor para vitronectina, fibronectina y factor de
von Willebrand, esta regulada por citoquinas, siendo regulada negativamente por el tratamiento
combinado de TNF-o e [FNy (Defilippi et. al., 1991b). Esta regulacidn negativa de a,fsen la
superficie celular conduce a una bajada de la adhesién a vitronectina. IL-1B por el contrario,
no altera la expresion de la integrina en la superficie de la célula endotelial. La regulacion
negativa del receptor de vitronectina (a..33) no implica una regulacion transcripcional; sino que
ocurre a nivel traduccional. De hecho, el descenso de la sintesis de la subunidad $; no va
acompaifiada de alteracion en el correspondiente ARNm (Defilippi et. al., 1991).

1.5.1.3.- Regulacién de PECAM-1 v otros miembros de la IgSF.

La induccion de moléculas de adhesién puede deberse a distintos mecanismos. La
induccién de ICAM-1 por trombina, es debida a la secrecion de un reservorio celular
presintetizado al igual que ocurria con Ia P-selectina (Sugama et. al.,, 1992). Este proceso no
requiere sintesis de ARN o proteina y es muy rapido (minutos) y puede imitar la estimulacion
mediada por PMA, sugiriendo la implicacion de la proteina quinasa C (PKC) (Zimmerman et.
al., 1992). La induccioén de este receptor de adhesion por citoquinas inflamatorias requiere
mecanismos regulados transcripcionalmente. Se ha descrito que TNF-a activa su transcripcion
via tanto AP1 como NF«B, mientras que IFN-y actia a través de factores de transcripcion que
se unen a regiones del ADN que son elementos de respuesta a IFN-y (Israel et. al., 1989,
Jaattela ef. al., 1991), El analisis de la region regulatoria de ICAM-1 ha revelado la presencia
de elementos de respuesta a TNF-a que son responsables de la induccion de Ia transcripcion de
ICAM-1 (Voraberger et. al., 1991). TNF-a e IFN-y actian sinérgicamente para incrementar la
transcripcién de MHC (Jaattela ef. al., 1991), sugiriendo que las dos citoquinas activan dos
factores diferentes de transcripcidn, pudiendo actuar de forma independiente sobre diferentes
sitios de union ai ADN.

Fl analisis de las cinéticas de regulacion de los receptores de adhesion muestran que
existen tres mecanismos: uno muy rapido (en minutos), otro intermedio (2-8 h), y un tercer -
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mecanismo tardio (48-72 h). Los receptores de membrana de las células que estan en
circulacion entrarian en las dos primeras categorias de regulacion, en cambio, la regulacion de
las integrinas entrarian en el mecanismo de regulacion tardio. La regulacion de las integrinas
puede jugar un papel importante en la reduccion de la adhesion de las células endoteliales a la
membrana basal permitiendo la transmigracién de las células sanguineas e incrementando la
permeabilidad de la pared vascular. A este respecto hay que mencionar que TNF-a inhibe la
sintesis de colageno (Jaattela er. al., 1991) e induce la secrecién de uroquinasa y colagenasa
(Van Hinsbergh et. al, 1990). Todos estos procesos pueden contribuir a la pérdida de
adhesividad de las células a la matriz. Es posible que la disminucion de la adhesion a la
membrana basal inducida por TNF-o¢ sea un primer paso en la transicion de un
comportamiento estacionario a uno movil.

Estudios previos sobre otra molécula de adhesion que pertenece a esta superfamilia
como es PECAM-1 mostraron que su expresion varia durante el proceso de diferenciacién
mielomonocitica (Goyert ef. al., 1986; Ohto et. al,, 1985; Cabailas ef. al., 1989; Goldberger ef.
al., 1994), La expresion de PECAM-1 en superficie estd aumentada en monocitos en cultivo in
vitro y en lineas celulares monociticas cuando se diferencian con ésteres de forbol a lineas
macrofagicas. Por tanto, el tratamiento de células monociticas U-937 y HL-60 con PMA o
vitamina D3 no s6lo incrementa la expresion en superficie sino que también aumentan los
transcritos especificos de PECAM-1 (Belloén 1992., Tesis doctoral).

Una de las principales caracteristicas de las uniones endoteliales es su organizacion
dinamica. Las células endoteliales necesitan estar constantemente cambiando la arquitectura de
sus uniones para permitir el paso de los constituyentes plasmaticos (Dejana et. al., 1995). Rival
et. al. (1996) han estudiado el efecto ejercido por la asociacion de dos citoquinas inflamatorias
TNF-a e IFN-y sobre la organizacion de PECAM-1. Estudios anteriores habian demostrado
que estas citoguinas actuan sinérgicamente modulando diversas propiedades funcionales de las
células endoteliales (Stolpen et. al, 1988; Mantovani et. al., 1992; Marfaing-Koka et. al,
1995) tales como la activacion de la oxido-nitrico sintetasa (Rosenkranz er. al, 1993), la
expresion del receptor de vitronectina (a..B3) (Defilippi ef. al., 1991) o la permeabilidad del
endotelio in vitro (Brett ef. al, 1989; Beynon et. al, 1993) e in vivo (Yi et al, 1992).
Ademas, el tratamiento combinado de ambas citoquinas provoca la elongacion y solapamiento
de las células endoteliales asi como el reordenamiento de los microfilamentos de actina
(Stolpen et. al, 1986), sugiriendo que podria modificarse la arquitectura de las uniones
intercelulares asi como la desaparicion de PECAM-1 de las uniones intercelulares. Este efecto
esta relacionado con dos fendémenos: por un lado la internalizacién y degradacion de las
moléculas de PECAM-1 preexistentes y la inhibicién de la sintesis de PECAM-1. Ademas se
produce una redistribucién de PECAM-1 en la superficie de la célula (Romer et. al., 1996;
Rival et. al, 1996). Otros autores han reportado que la sintesis de PECAM-1 puede estar
regulada en leucocitos (Stockinger et. al., 1990) y linfocitos T (Zehnder ef. al., 1992). Romer
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et. al., (1996) han reportado que la administracion de IFN-y o TNF-a alteraba la localizacion
de PECAM-1 en las uniones intercelulares del endotelio, y este efecto no parecia ir
acompafiado por una inhibicion de la expresion de PECAM-1 en membrana. Rival er. al
(1996) han confirmado estas observaciones, pero a diferencia de los anteriores, no ven una
reduccion de los niveles de PECAM-1 cuando las células se tratan sdlo con TNF-o, ni
observan cambios en la distribucion intercelular de PECAM-1. Stewart et. al (1996) han
observado que el tratamiento con IFNy y/o TNF-o provocaba una disminucion de los niveles
de ARNm asociado a una marcada desestabilizacion del ARNm sin que se produzcan cambios
en la transcripcion del gen. Esta disminucién del ARNm se asocia con una disminucién de la
cantidad total celular de PECAM-1 en la superficie de las células endoteliales. Posiblemente, la
discrepancia en los resultados obtenidos por estos tres grupos de trabajo citados sea debida a
una diferencia en las concentraciones de citoquinas utilizadas y en los tiempos de tratamiento,
asi como el mimero de pases de las células endoteliales que modifican la sensibilidad de éstas a
citoquinas inflamatorias. Para explicar estas aparentes contradicciones, se han propuesto
distintos estados de respuesta de las cé€lulas endoteliales a las citoquinas. De esta manera, altas
concentraciones de TNF-a o IFN-y inducen una redistribucion parcial de PECAM-1 fuera de
las uniones intercelulares sin cambiar el nivel de proteina (Romer et. al., 1996). Cuando las dos
citoquinas se administran conjuntamente, el efecto es mas marcado, no se localiza PECAM-1
en las uniones intercelulares, y se inhibe su sintesis. Se ha encontrado que las dos citoquinas
actuan sinérgicamente en otras respuestas funcionales de las células endoteliales (Pober et. al.,
1990; Mantovani ef. al., 1992).

El tratamiento sencillo o doble con TNF-a ¢ IFN-y provoca un aumento de la
expresion de ICAM-1 que va acompafiado de un aumento de la adhesion de PMN a las células
endoteliales. En cambio, el tratamiento doble provoca una disminucién de la transmigracién de
los PMN en comparacién con el tratamiento sencillo, sugiriendo que PECAM-1 es requerida
para esta funcion y por tanto ICAM-1 no es suficiente para la transmigracion de los PMN si
PECAM-1 no se expresa correctamente (Muller ef. al., 1993; Rival et. al., 1996). La pérdida
de PECAM-1 de las uniones intercelulares podria servir como un mecanismo de
retroalimentacion para la infiltracién de los PMN inducidos por citoquinas inflamatorias hacia
los lugares de la inflamacion. De esta manera, en los estadios tempranos de la inflamacion, las
citoquinas estimularian la localizacion de PMN vy la emigracion de las distintas moléculas de
adhesion expresadas en las células endoteliales y citoquinas quimiotécticas (Pober et. al., 1990,
Carlos et. al., 1994; Duperray et. al, 1994). Sin embargo, en los ultimos estadios de la
inflamacién, las citoquinas inflamatorias reducen la infiltracién de los PMN y el dafio tisular
asociado al mismo, disminuyendo la expresion de PECAM-1 en la superficie de la célula. La
reduccion de la sintesis y expresion en la superficie celular de PECAM-1 puede afectar a otras
funciones vasculares. Asi, se ha encontrado que TNF-a e IFNy aumentan la permeabilidad de
las células endoteliales (Brett ef. al., 1989; Yi et. al., 1992). Sin embargo, mientras que este
efecto requiere un mecanismo de corta duracion (2-3 h), el producir una alteracién detectable
de la distribucion de PECAM-1 requiere entre 6-24 h. Ambas citoquinas producen ademas un
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alargamiento y un solapamiento de las células endoteliales que no parece depender de
PECAM-1, ya que similares cambios se han podido inducir por las citoquinas administradas de
forma individualizada que no provocaban ningiin efecto en la expresion de PECAM-1.

Estudios realizados en nuestro laboratorio con células promonociticas 1-937 (Lastres
et. al., 1994) han demostrado que TGF-B1 induce una agregacion homotipica entre células
monociticas que es mediada por PECAM-1. TGF-B1, por tanto, regula la funcién de PECAM-
1 aumentando su expresién y activando sus propiedades adhesivas. Esta citoquina aumenta
tanto la expresion de PECAM-1 en la superficie de las células, como los niveles del ARNm y
parece ser que este proceso implica la via de sefializacion de PKC, asi como la fosforilacion de
PECAM-1 y su asociacién a citoesqueleto. Otras moléculas que pertenecen a la [gSF también
estan reguladas por esta citoquina. Asi, la expresion del antigeno carcinoembrionario (CEA) al
igual que PECAM-1 esta inducido por TGF-Bl a través de una via transductora de sefiales
asociada con PKC (Chakrabarty er. al, 1992). La expresion de N-CAM también esta
estimulada por TGF-B1 (Roubin et. al, 1990) mientras que la expresion de ICAM-1 esta
regulada negativamente por TGF-B1 (Lastres et. al., 1994).

TABLA 1.1.- Receptores de adhesion y su regulacion en las células endoteliales.

MOLECULA MODULADOR REGULACION  LIGANDO CONSECUENCIA
FUNCIONAL
P-selectina Trombina, histamina positiva® glicoproteinas Adhesion de PMN
sialil-Lewis *
E-selectina TNF-o, IL-1p, IL-4 positiva * glicoproteinas Adhesion de PMN
negativa® sialil-Lewis ¥
ICAM-1 TNF-q, IL-1B, IFNy, positiva ® Adhesion de PMN,
Trombina positiva® LFA-1/Macl monogitos, linfocitos y
L4 negativa ® células tumorales
VCAM-1 TNF-o, IL-1B, 1L-4 positiva integrina o, Adhesion de linfocitos
y ¢élulas tumorales
MHC clese I IFN «, B, v, TNFc, positiva ° receptor de célula  Presentador de antigeno
T, CD8
MHC cleseI1  IFNy positiva ® receptor de célula  Presentador deantigeno
T, CD4
PAF IL-1p, TNF-qa, trombina, positiva * receptor PAF Adhesion de PMN
histamina, leucotrieno
C4
integrina a;f; TNF-a positiva * laminina (P-1) ?
coldgenos
integrina agf, TNF-a, IL-1pB negativa ® laminina (E-8) Disminuye la adhesién
a laminina
integrina o3  TNF-ou + INF-y negativa ° vitronectina, Disminuye la adhesién
fibrinégeno, - a vitronectina
factor de von
Willebrand

* La regulacion es transitoria y la expresion del receptor vuelve a los niveles basales en presencia del modulador.

¥ 1a regulacién persiste en tanto en cuanto el modulador esté presente.
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1.6.- ELEMENTOS DE RELEVANCIA TRANSCRIPCIONAL IDENTIFICADOS EN
EL PROMOTOR DE OTRAS MOLECULAS DE ADHESION. ELEMENTOS SSRE,
GATA, NFkB y ELEMENTOS DE RESPUESTA A TGF-$1.

PECAM-1 se expresa en alta proporcién (10° moléculas/célula) en células endoteliales,
por lo que es de interés conocer los mecanismos de regulacién de otras moléculas de adhesion
presentes en endotelio. Toda alteracion en el balance de los mecanismos que regulan la funcién
endotelial es la responsable de la generacidn de patologias vasculares. En una aproximacion del
conocimiento de como las células endoteliales pueden coordinar la respuesta transcripcional,
diversos grupos han investigado los mecanismos que controlan la expresion génica de las
moléculas de adhesién identificando las secuencias en el ADN que son elementos de respuesta
a diversos agentes que estdn asociados con desdrdenes vasculares.

El factor nuclear de transcripcion kB (NFxB), es un miembro pleiotropico de la familia
Rel de proteinas activadoras de la transcripcion implicadas en la respuesta inmune e
inflamatoria (Grilli ez. al., 1993). Esta familia de factores de transcripcion esta constituida por
las subunidades p50 (NFkB1) y p52 (NFxB2), generados ambos por un procesamiento
proteolitico a partir de sus moléculas precursoras pl105 y pl100, respectivamente. Otros
miembros de esta familia son p65 (RelA), c-Rel, y RelB, que contienen potentes dominios de
transactivacion. Todos, pertenecen a la familia Rel de proteinas activadoras de la transcripcion,
la cual incluye el oncogen v-rel, el protooncogen c-rel y los factores reguladores dif y dorsal
de Drosophila. En células en reposo, NFkB se localiza en el citosol en forma inactiva y
asociada con los miembros de una familia de proteinas inhibidoras conocidas como IxB. Se han
identificado varias proteinas IxB: IxB-¢t, IkB-pB, IkB-y, bel-3, p100, y p105 (Beg et. al., 1993;
Thompson et. al.,, 1995). Todas las formas 1kB identificadas contienen multiples copias de una
secuencia proteica conocida como repeticiones anquirina. En la célula, NFxB en condiciones
basales, esta secuestrado en el citoplasma al menos mediante dos mecanismos (Figura 1.7). En
el primero de ellos, IkB se une a la subunidad p65 de NFxB mediante las repeticiones
anquirina presentes en el inhibidor. La unién de IxB bloquea la regién donde se halla la sefial
de localizacion nuclear de NFxB impidiendo su translocacion al nicleo. En el segundo
mecanismo, ¢l componente p65 de NFkB se une al precursor de pS0 (pl105) o de p52 (p100).
Esta union funciona igualmente como inhibidora enmascarando la sefial de localizacion nuclear
(Thanos et. al., 1995).

NF«B puede ser activado por numerosos y diversos agentes tales como mediadores
inflamatorios, virus y fuerzas fisicas de estrés que son relevantes para la funciéon endotelial
(Grilli et. al., 1993; Beg et. al, 1993: Thanos ef. al., 1995). Entre estos agentes se incluyen
citoquinas inflamatorias como IL-1P, TNF-a, lipopolisacaridos, homélogos virales, poli(I-C),
asi como estrés oxidativo y fuerzas mecanicas de estrés (Collins ef. al., 1993; Resnick et. al.,
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1995). Este sistema regulador, puede ser inhibido por agentes antioxidantes (Offerman et. al.,
1994) e inhibidores de proteasoma (Read et. al., 1995). Una vez se produce la activacion de la

TNF-g PMA L1 0g

'”{: \ Ny uv

Agentes alquilantes
Antioxidantes

Enzimas conjugaciéon Ub

Proteasoma

Inhibidores
de proteasoma

Figura 1.7.- ntétion-ria-de-a eIt na-de-tas-muchas—seiales-estrase -gue-inducen la actividad
NF«B, conducen a la aclwacton de una o mas vias de transducmén dc seﬁal que a su vez, conducen a la actuacién de una
proteina quinasa que fosforila IxB y p105. Esta fosforilacion puede ser bloqueada por antioxidantes y agentes alquilantes.
IxB fosforilada y p105 son reconocidos por un sistema conjugado de enzimas responsables de la adicion de ubiquitina que
facilita la degradacion y procesamiento para producir la forma activa de NFkB, que se transloca al nticleo. Tanto la
degradacion como el procesamiento son bloqueados por inhibidores del proteasoma. La forma heterodimérica de NFxB
entra y se acumula en el nicleo activando la expresién de numerosos genes relevantes en la patofisiologia endotelial.
incluyendo el gen para el inhibidor de NFxB: IkB. Una expresién incrementada de IkB reduce los niveles citoplasmicos del
inhibidor y la célula endotelial vuelve a la quiescencia. (Figura tomada de Thanos et. al., 1995, Cell 80: 529-532).
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célula, IxB-a es fosforilada y degradada. La degradacion de IxkB-o y el procesamiento de la
subunidad p105 hasta la forma activa p50 implican la actuacién de un proteosoma proteolitico
(Palombella et. al, 1994; Traenckner ef. al, 1994). Esta accion enzimatica permite la
translocacion y acumulacion del dimero activo p50/p65 en el nucleo, el reconocimiento y unién
a elementos del ADN y su participacion en los mecanismos de activacion transcripcional.
NF«B ¢ IxB-o actian mediante un mecanismo autoregulador. NFkB media la activacion del
gen IkB-a, abasteciendo al citoplasma de un reservorio de su propio inhibidor (Brown et. al.,
1993; Sun et. al, 1993; Scott et al, 1993; de Martin et al, 1993). A su vez, el
reestablecimiento de la expresion de [xkB-o inhibe la activacién de NFkB disminuyendo asi la
expresion de genes kB-dependientes. Este sistema NFxB/IxB-u juega un papel fundamental en
la regulacion de la actividad endotelial en los sitios de inflamacién, Por tanto, cualquier
alteraccion en este sistema regulador, se correlaciona con el establecimiento de una patologia
vascular.

El mecanismo regulador de la expresion de las moléculas de adhesion inducido por
citoquinas, se ha estudiado en el promotor de los genes de E-selectina, VCAM-1 y ICAM-1.
La E-selectina juega un papel imprescindible en el trafico leucocitario, tanto en respuestas
inflamatorias agudas como crdnicas, siendo su expresion tanto especifica de tejido como
inducible. E-selectina normalmente no se detecta en endotelio en condiciones basales, pero es
fuerte y rapidamente inducida por citoquinas inflamatorias y lipopolisacaridos. El gen de la E-
selectina comprende aproximadamente 13Kb de ADN, y contiene 14 exones (Collins et. al.,
1991). Los elementos implicados en la activacion de E-selectina por citoquinas, se han
localizado dentro de los 160 pb por encima del comienzo del inicio de la transcripcion (Rock
el. al, 1994) (Figura 1.8). Esta region actia como un amplificador de la transcripcidn
inducible por citoquinas tanto en células endoteliales como no endoteliales. La expresion
especifica de tejido de la E-selectina, se ha asociado con una hipometilacién de su promotor en
respuesta a citoquinas (Smith et. a/., 1993). En el promotor de esta molécula de adhesién, se
han definido cuatro dominios PD que regulan positivamente el promotor de E-selectina
(Whitley et. al., 1994): un elemento consenso kB, definido como PDI y un sitio ATF junto con
un HMG definido como PDII. Posteriormente, se identificaron otros elementos PDIII y PDIV
que corresponden a dos sitios de reconocimiento para NFxB integrado por dos heterodimeros
p50/p65. Para la induccidn de la transcripcion es necesario que los maltiples elementos NFkB
descritos y un elemento CRE/ATF interaccionen cooperativamente. Esta interaccion
cooperativa proteina-proteina se ha descrito también en otros genes inducibles por citoquinas.

VCAM-1 une monocitos en circulacién y linfocitos que expresan las integrinas o}, y
a7 (Elices et. al., 1990). Puede participar en el reclutamiento de estas células inflamatorias
desde el torrente sanguineo a los sitios de dafio tisular. La expresion de VCAM-1 se encuentra
asociado con una gran variedad de procesos inflamatorios como son las lesiones
ateroesclerdticas (Cybulsky er. al., 1991). Las células endoteliales en condiciones basales, no
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Figura 1.8.- Comparacién de la organizacion estructural de los promotores de las moléculas de adhesion: E-
selectina, VCAM-1 y ICAM-1. E-selectina. Los factores de transcripcion que se unen a las regiones de respuesta a
citoquinas en E-selectina son: NFxB, ATF-2. HMG-I(Y) se une a una region dentro del fragmento PDIL asi como a
regiones ricas AT en sitios kB contenidos en PDL PDIIL y PDIV. VCAM-1. Elementos de respuesta implicados en la
regulacion de la expresion de VCAM-1 por citoquinas. Existen dos elementos NFkB asi como un IRF-1. NF«B interacciona
con Spl para activar la expresion de VCAM-1. ICAM-1. Organizacién de los elementos implicados en la induecion de la
expresion de ICAM-1 por citoquinas. Los elementos de respuesta a TNF-a lo constituyen sitios NFkB y C/EBP. El
clemento de respuesta a IFN-y lo constituye un sitio de union para p91. (Collins et. al., 1995, FASEB J. 9, 899-909).

expresan VCAM-1, aunque la exposicion a citoquinas inflamatorias como IL-1B y TNF-at o
liposacaridos provocan un aumento répido de la expresién de VCAM-1. El gen humano que
codifica VCAM-1 comprende 25 Kb de ADN y contiene 9 exones cada uno de los cuales
codifican para un dominio funcional de la proteina. La organizaciéon de los elementos
reguladores requeridos para la induccion de la expresion de VCAM-1 por citoquinas han sido
parcialmente definidos (Figura 1.8). Estudios de mutagénesis, han mostrado que los dos sitios
de union en tandem para NF-kB localizados en las posiciones -73 y -58, son necesarios para la
activacion transcripcional de VCAM-1 mediada por citoquinas. La mutacion de cualquiera de
estos elementos anula la respuesta a citoquinas, sugiriendo una interaccién cooperativa entre
los dimeros NF-kB unidos en tandem a elementos kB en el promotor VCAM-1. Las especies
de NF-kB que se unen al promotor humano de VCAM-1 en células endoteliales activadas con
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TNF-a son heterodimeros p5S0/p65 (Neish et. al., 1995). Existe una secuencia consenso en el
promotor de VCAM-1 que es un sitio de reconocimiento para la familia de factores
reguladores de interferon. Este elemento es funcional en otros promotores de genes inducibles,
tales como IFN-y, la forma inducible de la sintetasa del Oxido nitrico y el complejo de
histocompatibilidad de clase I que unen al factor IFR-1. En VCAM-1, IFR-1 coopera con NF-
kB mediando la induccion de VCAM-1 por citoquinas.

El analisis tanto de los promotores de VCAM-1 como de E-selectina, han demostrado
la existencia de pequefias regiones responsables de la respuesta a citoquinas con miltiples
elementos NF-xB que deben interaccionar cooperativamente para inducir la transcripcion.
Ademas de estas dos moléculas de adhesion, se han identificado dos elementos kB funcionales
que se encuentran muy proximos entre si en otros genes como MAdCAM-1 (Takeuchi et. al.,
1995), el promotor de MHC (Mansky et. al, 1994) y el promotor de IxB-a (Cheng et. al.,
1994).

En el promotor VCAM-1, se han identificado 2 elementos GATA distanciados entre si
10 pb y dispuestos en orientacién transcripcionalmente opuesta. El analisis de otros
promotores ha identificado una distribucion similar de los elementos GATA. El promotor de la
v-globina contiene 2 sitios funcionales GATA separados entre si 10 pb. El promotor GATA-1
contiene 2 elementos funcionales que reconocen GATA y que al igual que el gen VCAM-1 se
encuentran en orientacion opuesta para la transcripcion (Tsai ef. al., 1991). Estos elementos
GATA en el promotor de VCAM-1 son reguladores positivos importantes de la transcripcion
pero no son los responsables del patron de expresion restringida de VCAM-1. A este respecto,
se han identificado por encima de los elementos GATA unos elementos negativos que pudieran
intervenir en la especificidad de tejido. Se ha especulado que estos elementos negativos
pudieran, junto con los factores de transcripcidn GATA, ser los causantes de la especificidad
de linaje tal y como se ha descrito para el factor 4 de plaquetas (PF4).

ICAM-1 es el receptor para varias integrinas leucocitarias B, (LFA-1 y Mac-1). La
adhesion de ICAM-1 a estas integrinas leucocitarias juega un papel muy importante en una
gran variedad de interacciones celulares, incluidas el trafico leucocitario y la iniciacion de
respuestas inmunitarias antigeno-especificas. ICAM-1 se expresa constitutivamente en
endotelio, pero durante las respuestas inflamatorias los niveles proteicos se incrementan. El
gen ICAM-1 contiene 7 exones cada uno de los cuales codifica para un dominio de las
inmunoglobulinas. Los elementos reguladores implicados en la expresion de ICAM-1 se han
localizado a 190 y 90 pb, respectivamente por encima del inicio de la transcripcion (Figura
1.8). Analisis de mutagénesis sobre estos elementos asi como ensayos de retardo en gel, han
demostrado que los elementos de respuesta a TNF-a consisten en sitios de union para NF-xB
vy C/EBPB. Mutaciones dentro de estos sitios no afectaron a los niveles basales de ICAM-1.
Las formas heterodiméricas de NF-xB p50/p65, asi como c-Rel/p65 y el homodimero p65, se
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unen a los elementos kB de ICAM-1 (Hou et. al., 1994; Jahnke ef. al., 1994; Parry et. al.,
1994). Curiosamente, en el promotor del gen IL.-8 también se ha encontrado esta distribucién
de los elementos NF-xB y C/EBPB (Stein et. al.,1993). Ademas, se han encontrado
asociaciones directas proteina-proteina entre NF-kB y C/EBPB, sugiriendo que estas proteinas
pudieran unirse cooperativamente al elemento de respuesta de TNF-a del promotor de ICAM-
1. TNF-a e IFN-y actan sinérgicamente aumentando la expresién de ICAM-1 en células
endoteliales (Pober ef. al, 1990). La induccién transcripcional mediada por IFN-y se ha
mapeado a 72 pb por encima del inicio de la transcripcion de ICAM-1. Experimentos de
retardo en gel con extractos de células de hepatoma han demostrado que el elemento de
respuesta a IFN-y actia como un unico elemento regulador que se une selectivamente a la
actividad inducible por IFN-y compuesto al menos en parte por p91. En ICAM-1 los elementos
de respuesta a TNF-o e IFN-y se unen a distintas proteinas reguladoras de la transcripcion, La
co-estimulacién de ICAM-1 con las dos citoguinas presentan un efecto sinérgico, aunque las
bases moleculares por las que se produce este efecto se desconocen.

La expresion de los tres genes que codifican para las moléculas de adhesion leucocitaria
VCAM-1, ICAM-1 y ELAM-1 inducidas por citoquinas inflamatorias implica una interaccion
sinérgica entre NF-xB y un nimero limitado de factores de transcripcién, La sorprendente
similitud entre los elementos de regulacién inducibles entre los promotores de E-selectina e
IFN-B, sugieren que la expresién génica implica la formacién de un complejo mecanicamente
similar al complejo estereoespecifico de IFN-f donde la orientacién de la hélice de ADN vy de
PDI y PDII en E-selectina, es mds importante que la distancia entre estos elementos para la
respuesta a citoquinas (Meacock ef. al., 1994). Esta dependencia estequiométrica o espacial
sugiere que los factores de transcripcién necesitan unirse en la misma cara de la hélice del
ADN para una interaccién éptima. Por otra parte, el plegamiento del ADN inducido por estos
factores de transcripcion también juega un papel importante en la expresion génica, tal y como
se ha sugerido en la region amplificadora del gen de IFN-B. La interaccion directa entre las
proteinas unidas a los sitios del ADN separados entre si requiere una distancia minima de 130
pb para que sea posible la formacién de una horquilla en el ADN tanto del gen de E-selectina
como en IFN-B. Esto sugiere que la interaccion entre los elementos funcionales del promotor
de E-selectina necesita también de un plegamiento o torcimiento en la region promotora de
ambos genes. Las proteinas que pertenecen a HMG son proteinas tipo histonas no
cromosémicas que incrementan la afinidad de unién entre NF-kB y ATF-2 y favorecen el
plegamiento del ADN de forma que facilitan la formacion de un gran complejo imprescindible
para la activacion trasncripcional del promotor de IFN-y y de la E-selectina.

La asociacién proteina-proteina es un mecanismo importante por el cual los factores de
transcripcion cooperan sinérgicamente. NF-xB puede cooperar con un nimero diferente de
proteinas activadoras de la transcripcién incluyendo Spl, Efs, ATF-2/¢c-Jun y NFIL-6. Asi
tenemos que NFkB interacciona con ATF-2 en el gen de IFN-B (Du et. al.,, 1993), con ATF-q,
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c-Jun (Kaszubska et. al., 1993) en el promotor de E-selectina, con TF-IID (Kerr et. al., 1993),
y con HMG-I(Y) (Du et. al.,, 1993). Ademas, se han demostrado asociaciones directas entre
proteinas ATF-2 y HMG-I(Y) (Du et. al.,, 1994) o entre NF-xB y Sp1 (Perkins et. o, 1993)
en la region amplificadora del gen del HIV. Se ha identificado, asimismo, una interaccion entre
NF-xB e IFN-1 (Neish et. al.,, 1995) en VCAM-1, pudiendo ser relevante para la induccion de
la expresion de VCAM-1 inducido por citoquinas. De la misma manera, la asociacién NF-xB y
C/EBP (Neish et. al, 1992), puede ser importante para la induccién de la expresion de
ICAM-1. Se ha propuesto que estas interacciones estabilizan el complejo activador de la
transcripcién inducido por citoquinas y proporcionan una tnica superficie entre la regién
activadora del promotor y los factores o coactivadores en la maquinaria transcripcional.

Las fuerzas hemodinamicas en general y mas especificamente el estrés provocado por
los fluidos hemodinamicos, se han implicado como modificadores de la estructura celular y de
la funcién in vivo (Frangos et. al., 1985; Pohl et. al., 1986; Rubanyi et. al., 1986; Yoshizumi
et. al., 1989; Furchgott et. al, 1989). Fuerzas mecénicas aplicadas a células del endotelio
vascular pueden regular la expresién de los genes endoteliales a nivel transcripcional. En
células HUVEC, ICAM-1 esta regulada positivamente por shear stress. El gen de esta
molécula de adhesién presenta una secuencia consenso SSRE en su region promotora. Por el
contrario, en otras dos moléculas endoteliales como E-selectina y VCAM-1 no existe una
regulacion positiva por SSRE (Davies et. al., 1986; Diamond et. al, 1990). E-selectina y
VCAM-1, a pesar de no contar con el elemento de respuesta SSRE, ambas contienen
numerosos sitios de respuesta a NFxB responsables de la inducccién de la transcripcién por
citoquinas inflamatorias. El estimulo por SSRE es suficiente para activar NFxB translocandose
al nicleo. Collins er. al. (1995) han estudiado el papel transactivador de NF«kB interaccionando
funcionalmente con el elemento SSRE de PDGF-B en células endoteliales expuestas a fuerzas
de estrés {Khachigian et. al., 1995). Es interesante conocer si la unién de los componentes de
NF«B a SSRE es suficiente para activar la expresion de un gen endégeno en respuesta a SSRE
o implica la participacion de factores de transcripcion adicionales. Existen casos
experimentalmente demostrados en el que la presencia de SSRE en un gen no es
necesariamente una indicacion de su funcionalidad en la actividad transcripcional inducida por
fuerzas hemodindmicas. Un ejemplo lo constituye el gen MCP-1 (Shyy et. al., 1994) que a
pesar de contar con 2 secuencias consenso SSRE en su promotor la inducibilidad por fuerzas
mecanicas de estrés es dependiente de un sitio de respuesta a TPA perteneciente a la familia de
los factores de transcripcion AP-1. Otro ejemplo lo constituye un gen endotelial como es
PDGF-A que a pesar de carecer en su promotor de un elemento SSRE, es inducible por SSRE
sugiriendo la implicacion de otros elementos reguladores positivos en la respuesta a SSRE.
Shear stress parece también regular negativamente la expresion de ciertos genes endoteliales
como son Endotelina-1 y VCAM-1,
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Introduccion

TGF-B es un potente regulador de la adhesion celular. Modula negativamente los
niveles de la adhesién de neutréfilos y linfocitos sobre endotelio activado con TNF-a o IL-1, al
menos en parte, por inhibicién de la expresion de la superficie celular de E-selectina. Esta
inhibicion es especifica del tratamiento con TGF-B1, ya que no afecta a la expresién de otras
moléculas de adhesién como son ICAM-1 y VCAM-1. La inhibicién de la E-selectina por
TGF-B1 afecta tanto a la expresion basal, como a la inducida por TNF-a. Paralelamente, se ha
visto una disminucion similar de la expresién de mensajero cuando las células HUVEC fueron
pretratadas con TGF-P1 durante 24 h. Esta disminucién en los niveles de ARNm observados
en presencia de TGF-B1 es debida a una inhibicion de la transcripcion génica de E-selectina. La
actividad transcripcional de genes tales como c-myc (Takehara et al, 1987) y
transina/stromelisina (Matrisian et. al., 1986; Kerr et. al., 1988; Machida et. al., 1988) son
inhibidos de un modo similar por TGF-B1. Basindose en la homologia de secuencia de los
promotores de estos genes, Kerr er. al. (1990) han propuesto un posible elemento inhibidor
TGF-B1 (TIE) con la siguiente secuencia consenso GNNTTGGTGA. Esta reportado que en
el promotor del gen de la transina/stromelisina el sitio TIE une un complejo constituido por el
complejo inducible de TGF-B y una proteina nuclear inducible. La secuencia del promotor de
E-selectina (Whelan er. al, 1991) contiene cuatro posibles sitios de unién al TIE en una
region 200 pb por encima del inicio de transcripcién. Curiosamente, tres de ellos solapan con
sitios de unién para otros factores de transcripeién nucleares que son esenciales para la
transcripcion del gen tanto basal como inducida por citoquinas. Uno de estos motivos solapa
con una caja CAAT, otra con un sitio de reconocimiento para NF-kB, que est4 situado entre
NF-«xB y NF-ELAM-2, y el tercero solapa con el sitio para unién de NF-ELAM-1. Aunque el
sitio de reconocimiento para NF-kB es esencial para la induccion de la expresién de E-selectina
mediada por citoquinas, Hooft van Huijsduiinen ef. al. (1992) han reportado que no es
suficiente para mediar el efecto completo de la induccién de la citoquina y requiere de la
cooperacién de NF-ELAM-1 y NF-ELAM-2 para una actividad transcripcional completa.
Continta sin determinarse si el factor(es) nuclear inducido por TGF-B es capaz de unirse a
sitios NF-xB, NF-ELAM-1 y o NF-ELAM-2 y competir en la unién del factor.

La induccion de la expresion de moléculas de adhesién por agentes preinflamatorios
esta descrita como una via de obtener una respuesta inmune. Pero el mantenimiento del estado
no adhesivo del endotelio no es un proceso pasivo debido tinicamente a la no expresién de
moléculas de adhesién celular. El nivel de la adhesividad de la célula endotelial viene
determinado por un balance entre moléculas que ejercen una regulacion positiva (TNF-¢, y IL-
1) y otras que ejercen una regulacion negativa (TGF-B1, en el caso de E-selectina).
Recientemente, se han realizado experimentos de ruptura del gen de TGF-Bl y de
recombinacién homologa en ratones transgénicos que resulta en un sindrome de debilitamiento
con una respuesta inflamatoria mutifocal y necrosis tisular en animales de 20 dias, aunque no se
han detectado anormalidades grandes de desarrollo en el nacimiento (Shull ef. al., 1992).
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Objetivos

1.7.- OBJETIVOS DE ESTA TESIS.

PECAM-1/(CD31), es una glicoproteina de membrana presente en endotelio,
plaquetas, monocitos, macrofagos, granulocitos y plaquetas. Dentro del linaje mieloide, la
expresion de PECAM-1 se incrementa durante la diferenciacion macrofagica y mediante el
tratamiento con TGF-B1 de células monociticas de una forma dependiente de PKC. PECAM-
1 es un importante mediador de la interaccién entre células mieloides y endotelio, estando
implicado en la migracion transendotelial. En el presente trabajo, nos propusimos estudiar las
bases moleculares que regulan la expresion de PECAM-1 que pudieran explicar los estudios
funcionales realizados en esta molécula de adhesidn.

Los principales objetivos de esta tesis han sido:

1.- Caracterizacién estructural y funcional de la region promotora del gen que codifica para la
glicoproteina integral de membrana PECAM-1.

2.- Caracterizacion de las secuencias implicadas en la especificadad de tejido de la expresion de
PECAM-1,

3.- Caracterizacion e identificacién de los sitios de iniciacion de la transcripcion en el promotor
de PECAM-1.

4.- Localizacion de las secuencias consenso asi como de los factores de transcripcion
implicados en la expresién basal y regulada de PECAM-1.
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Materiales y métodos

2.1.- ENZIMAS Y REACTIVOS.

Los enzimas de restriccién empleados fueron de Boehringer Mannheim (Alemania) y
Fermentas (MBI). La proteinasa K y la lisozima se obtuvieron de la firma Boehringer
Mannheim (Alemania). Otros enzimas empleados en la manipulacion del ADN fueron:
fragmento Klenow de la ADN polimerasa I de E. Coli, ADN polimerasa del bacteriofago T4,
ADN ligasa T4, polinucledtido quinasa T4, fosfatasa alcalina, ARNAsa (Boehringer
Mannheim, Alemania), Taq polimerasa, transcriptasa reversa (Promega, Madison, USA), T7
ADN Polimerasa (Pharmacia Biotech. Uppsala, Suecia), transcriptasa reversa M-MLv
(Moloney murine leukemia virus) (Clontech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA, USA). Todos
estos enzimas se han utilizado siguiendo protocolos estandar previamente descritos {Sambrook
et. al., 1989).

Los antibidticos utilizados, Ampicilina y Puromicina se obtuvieron de la firma
comercial Sigma Espafia.

Los precursores radiactivos utilizados para el marcaje, tanto de fragmentos de ADN de
doble cadena, como de los oligonucledtidos utilizados, fueron [a-S] dATP (AE, 1000
Ci/mmol) y [y->*P] dATP de (AE, 1000 Ci/mmol), de Amersham Ibérica (Madrid, Spain) y
[a-**P] dCTP (AE, 3000 Ci, mmol), de New England-Itisa (Madrid, Spain).

Entre los reactivos utilizados: El Tris fue de Merck (Merck, DarmStadt, Alemania), asi
como todas las sales inorganicas, el EDTA, SDS, EGTA, cloruro de cesio. El Hepes fue de
Flow (Flow laboratories, EEUU). El TEMED fue de Biorad (Hércules, CA, USA). MOPS,
inhibidores de proteasas (aprotinina, pepstatina, leupeptina, PMSF), inhibidores de quinasas
(H-7 y estaurosporina), PMA, esperma de salmén, PDTC y AR fueron obtenidos de Sigma
(Sigma Chemical Co., St Louis, EEUU). El Ficoll (tipo 400) fue de Pharmacia Fine Chemicals
(Uppsala, Suecia). El factor transformante de crecimiento, recombinante humano TGF-B1 fue
de R&D (R&D Systems, Abingdon, Inglaterra). El TNF-a recombinante humano derivado de
E. Coli (fue donado generosamente por el Dr. Eduardo Paez).

2.2.- MEDIOS Y TAMPONES.
En este trabajo se utilizaran nombres genéricos de medios y tampones siguiendo la
nomenclatura de Sambrook ef. al. (1989) que con el fin de simplificar el texto se resumen en

esta seccion,

- Medio LB para crecimiento bacteriano. Composicién por litro: 10 gr bactotriptona, 5
gr extracto de levadura y 10 gr de NaCl. Fue autoclavado antes de su uso.
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- Tampon Fosfato Salino (PBS): Composicion por litro: 136 mM NaCl, 2 mM KCl, 8
mM N32HP04, 5mM KH2 P04 pH 7.4.

- TE pH 8.0 : 10 mM Tris-HCI pH 8, 0. 1 mM EDTA.

- TAE 1x: 40 mM Tris-Base, 20 mM Acido Acético glacial, ImM EDTA pH 8.0.

- HEBS 2x: 274 mM NaCl, 10 mM KCl, 1.5 mM Na;P0O,.2H,;0, 12 mM dextrosa,
40 mM Hepes pH 7.05.

- NET 20x (hibridacion de oligonucleétidos): 3 M NaCl, 300 mM Tris-HCI pH 8.0,
0.20 mM EDTA.

- Tampon MOPS 10x : 400 mM MOPS, 100 mM acetato sodico, 20 mM EDTA,
0.15% dietilpirocarbonato (DEPC) pH 7.0.

- Tampén de carga de muestra de ARN: 50% glicerol, 1 mM EDTA, 0.4% azul de
bromofenol, 0.15% DEPC. Esta solucién se mezclé en la proporcién 1:10 con la muestra
disuelta en MOPS 1x, 50% formamida, 6.3% formaldehido, 0.15% DEPC en un volumen final
de 30 pl.

- Tampon SSC 20x : 3M NaCl, 0.3 M citrato sddico pH 7.0.

- Solucién Denhardt’s 50x : 1% Ficoll 400, 1% polivinilpirrolidona, 1% de albimina
de suero bovino (BSA).

- Tampoén de carga (6x) para muestras de ADN: 0.25% azul de bromofenol, 0.25%
xileno ctanol y 15% de Ficoll en agua.

- Tampon de carga (6x) para muestras de geles de retardo: 0.25% azul de
bromofenol, 0.25% xileno cianol, 30% glicerol en agua.

- Tampén SM (para fagos). Composicion por litro: 2% gelatina, 1M Tris-HCI pH 7.5,
50 mM NaCl, 10 mM MgSQO,.

2.3.- CULTIVO CELULAR.

23.1.- Material de cultivo celular.

En la realizacion del presente trabajo, todo el material de cultivo empleado, tanto para
el mantenimiento de células como para los ensayos descritos, fue plastico Costar (Costar,
Cambridge, EEUU). Las placas de cultivo de 60 mm fueron de Nunc (Dinamarca).

Los medios de cultivo fueron RPMI 1640 y DMEM (Gibco BRL, Life Technologies,
Inc., Grand Island, EEUU) suplementados con 10% de suero fetal bovino (FCS; Flow),
previamente inactivado a 56 °C durante 30 minutos, 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de
penicilina y 25 pg/ml. de gentamicina como antibioticos (todos ellos de Gibco). En lo sucesivo,
dicha composicion se expresara como medio completo. Como soluciones de lavado celular se
utilizé Hank's (Gibco, BRL) y PBS. En aquellos ensayos en los que fue necesario despegar las
células adherentes, se utilizd Tripsina 0.25%, 1 mM EDTA en PBS (Gibco, BRL). Las células
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fueron mantenidas rutinariamente en cultivo con crecimiento exponencial en un incubador
Heraeus (Heraeus, Osterode, Alemania), en atmdsfera humeda y 5% de CO,. Todas las
manipulaciones que requerian ambiente estéril se realizaron en una cabina de flujo laminar
vertical Gelaire BSBU (Gelaire, Ttalia). Las células fueron colectadas mediante centrifugacion
con una centrifuga de mesa GRP de Beckman (Beckman Instruments, Palo Alto, EEUU) a 600
x g durante 5 minutos.

2.3.2.- Lineas celulares.

Las células humanas utilizadas fueron lineas ya establecidas, células de sangre
periférica, o células endoteliales obtenidas mediante cultivos primarios. Las lineas celulares
humanas utilizadas han sido U-937, promonocitica; HL60, mielomonocitica; Jurkat, leucémica
T; K562, etritroleucémica; y HEL, eritromegacarioblastica. Todas fueron cultivadas en medio
RPMI completo (Gibco; BRL) en crecimiento exponencial. La linea celular Kmyc B, una
sublinea K562 transfectada establemente con el gen c-myc bajo la direccion del promotor
inducible por zinc de la metalotioneina T de raton y su correspondiente control negativo de la
transfeccién, KMMT, transfectada tnicamente con el vector vacio sin c-myc, se crecieron en
RPMI completo y suplementado con 100 pM de SO,Zn (Delgado ef. al., 1995). La linea
celular HeLa de carcinoma de cérvix y la linea celular de pulmén de vison MvlLu fueron
crecidas en DMEM completo en crecimiento exponencial. Las células endoteliales BAEC,
fueron obtenidas mediante cultivos primarios a partir de aorta bovina, mediante la perfusion
con colagenasa (Boehringer) segiin el método descrito por Muller er. al. (1986). Tras la
incubacion durante 20 minutos a 37 °C con dicha actividad enzimatica, las células fueron
recogidas mediante lavado de la arteria con Hank's y una vez colectadas fueron cultivadas en
DMEM completo en un frasco de cultivo recubierto con gelatina. Estas células fueron
utilizadas cuando se encontraban entre el quinto y noveno pase. La linea de fibroblastos de
raton NCTC-929 (L.-929) se mantuvo en cultivo empleando medio DMEM (Gibco, BRL)
completo hasta confluencia, realizando pases mediante dilucién del cultivo en la proporcion
1:5. Cuando fue necesario, las células fueron recogidas mediante tratamiento con
Tripsina/EDTA durante 5 minutos a 37 °C, 5% CO,. La reaccién de tripsinizacién se detuvo
mediante adicion de DMEM completo, las células fueron lavadas con Hank's y resuspendidas a
las concentraciones adecuadas.

La activacién de la actividad proteina quinasa C (PKC) en U-937 se llevd a cabo en
presencia de 10 ng/mi PMA, 100 pg/ml DOG o 100 pg/ml OAG durante 48h. Los
experimentos con inhibidores de la actividad quinasa PKC, se llevaron a cabo en c¢élulas U-937
creciendo exponencialmente (5x10° células/ml) con H-7 (50-200 uM) o estaurosporina (100
nM) durante 30 minutos antes del tratamiento con PMA o con los DAG mencionados, DOG y
OAG, agonistas fisiologicos de PKC.
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2.4.- ESCRUTINIO DE GENOTECAS DE ADN GENOMICO HUMANO.,

Para el escrutinio de una genoteca de placenta humana en el fago AEMBL3 se usaron
meétodos previamente descritos (Benton ef. al., 1977), empleandose en cada caso alrededor de
600.000 fagos recombinantes en un total de 20 filtros de nitrocelulosa de 150 mm de didmetro.
De cada uno de los filtros se obtuvieron réplicas por duplicado, a lo largo de un total de tres
procesos de seleccion. Como sonda para el escrutinio, se utilizd un oligonucleétido antisentido
de cadena sencilla PE # 2 (5- GTTGAGAAACCCGCCCTGTGAAAAGC- 37) que
corresponde a la regién 5" no traducida del ADNc de PECAM-1 (Albelda et. al,, 1991). Los
filtros, fueron procesados mediante hibridacion en solucion acuosa como se describe en el
apartado 2.7.1 de analisis de ADN. El ADN de los fagos seleccionados se purifico y los
fragmentos de interés se insertaron en el vector pBS (Tabla 2.1) empleando métodos
previamente descritos (Sambrook ef. al, 1989). Los mapas de restriccion de los fagos y
plasmidos posteriormente obtenidos se efectuaron con métodos ya descritos (Sambrook ef. af.,
1989).

2.5.- VECTORES UTILIZADOS. CARACTERISTICAS.

Para la realizacion de las construcciones génicas, amplificacién por PCR y
secuenciacion, se utilizaron los plasmidos que se indican a continuacion:

TABLA 2.1.- Vectores para las construcciones génicas, amplificacién por PCR y secuenciacién.

NOMBRE __TAMANO CARACTERISTICAS ORIGEN
pCR ™11 39Kb  Amp®, Kan®, Lac Z gene Invitrogen
pUC 19 2.7Kb  Amp", promotores SP6 y T7, Lac Z gene Clontech

pBS 3.0Kb  Amp®, promotores T3 y T7 Lac Z gene Invitrogen

Plasmidos empleados en la obtencion de construcciones génicas, amplificacion por PCR y secuenciacién. Aparece detallado
su tamafio, asi como las caracteristicas referentes a la resistencia a antibidticos, promotores v la casa comercial que los
distribuye. Lac Z gene: gen que codifica para P-galactosidasa. Amp®: resistencia a ampicilina. Kan®™: resistencia a
kanamicina.

Para los experimentos de transfeccion del ADN gendmico de PECAM-1 en células de
mamiferos, se emplearon los vectores de expresion que se detallan en la Tabla 2.2,
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TABLA 2.2.- Vectores de expresion y seleccion.

NOMBRE

TAMANO

CARACTERISTICAS

ORIGEN

pXP2

pGL2P-Luc

pCMV-BGal

pSEAP control

pBS pac Ap

pCX-USF

pCMV-Myc

pRc/CMV-p65

pKBF-Luc

p3TP-LUX

5.2Kb

5.5Kb

7.2 Kb

6.2 Kb

4.2 Kb

55Kb

6.2 Kb

5.5Kb

6.5 Kb

6 Kb

Amp®, c¢DNA del gen de luciferasa
precedido del sitio de clonaje para el
promotor gendmico objeto de estudio.

Amp®, ADNc del gen de Iluciferasa
precedido por el promotor temprano de
SV40.

Amp", ADNc del gen de PB-galactosidasa
precedido por el amplificador y promotor
temprano de Citomegalovirus (CMV).

Amp", ADNc del gen de fosfatasa alcalina
precedido por el amplificador y promotor
temprano del SV40.

Amp®, Pur®. Plasmido de seleccién en la
transfeccion estable de U-937.

Amp®, ADN del gen de USF! precedido
por ¢l promotor de CMV,

Amp®, ADN del gen de c-Myc precedido
por el promotor del CMV en pcDNA 1.

Amp®, ADN del gen de la subunidad p65 de
NF«B precedido por el promotor del CMV.

Amp". Contiene un trimero de elementos de
reconocimiento para NFxB del gen H-2K"
por encima del promotor de la timidina
quinasa del virus del herpes simple
precedido por el promotor del CMV.

Amp", ADN del gen de luciferasa precedido
por ¢l promotor de SV40. Contiene 3
elementos en tandem de respuesta a TPA y
una porcion del promotor del inhibidor del
activador de plasmindgeno (PA-1).

Nordeen ef af., 1988

Promega

Clontech

Clontech

de la Luna er. al., 1988

Dr. Robert Roeder

Dr. Linheng L1

Le Bail et. al., 1993

Yano et al., 1987

Wrana et. al., 1992

Plasmidos empleados para la expresion de los genes correspondientes en células eucariotas, tanto mediante transfeccién
transitoria como estable. Aparece detallado el tamafio, asi como las caracteristicas referentes a la resistencia a antibiéticos,
promotores y la casa comercial que los distribuye. Pur®: resistencia a puromicina. Amp®: resistencia a ampicilina.
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2.6.- AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS.

2.6.1.- Aislamiento y purificacion de ADN glasmidico.

Para preparaciones a pequefia escala, el ADN plasmidico fue obtenido por el método de
lisis alcalina (Birnboim et. al, 1979; Ish-Horowitz er. al, 1981) y purificado mediante
fenolizacion y posterior precipitacién con acetato sodico pH 5.2. Las preparaciones a gran
escala se efectuaron mediante lisis alcalina y posterior purificacion con PEG (Sambrook et al,
1989). El ADN purificado se almacené a -20 °C hasta su utilizacion. Las digestiones del ADN
plasmidico y su analisis mediante electroforesis en geles de agarosa se efectuaron siguiendo
métodos estandar (Sambrook et. al., 1989). Los geles se observaron a la luz ultravioleta en un
transiluminador de onda larga a 365 nm. Los fragmentos de ADN se purificaron a partir de
agarosa de bajo punto de fusion mediante fenolizacion y precipitacién. Para el clonaje de los
fragmentos de ADN en los vectores que aparecen en las Tablas 2.1 y 2.2, se emplearon
métodos descritos (Sambrook et. al., 1989).

2.6.2.- Aislamiento vy purificacion de ADN de fagos.

La preparacion de ADN a pequefia escala a partir de fagos, se realizd de acuerdo a un
protocolo previamente descrito (Yamamoto et al., 1970) con ciertas modificaciones: Sobre
un cultivo de 35 ml de bacterias de E. coli NM539 se inoculd una placa completa de fago.
Después de 5-6 h de crecimiento en agitacién, tan pronto se observo el inicio de la lisis
bacteriana, se afiadieron 10 ml de cloroformo, agitandose la mezcla durante 10 minutos mas a
37 °C. Posteriormente, se incubd el cultivo con 1 pg/ml de DNAsa I y ribonucleasa durante
30 minutos a 37 °C y se aiiadié NaCl hasta alcanzar una concentracién final de 1 M. Después
de 1 h a 4 °C, se elimind el precipitado por centrifugacion y los fagos fueron precipitados del
sobrenadante con PEG 8.000 al 10% y resuspendidos en SM. El ADN obtenido se purifico
mediante extraccién con fenol/cloroformo y posterior precipitacion.

2.6.3.- Aislamiento y gurificacién de ARN celular.

El aislamiento a pequefia escala de ARN celular se efectué mediante lisis celular con
isotiocianato de guanidina y posterior purificacion con fenol-cloroformo (Chomezynski et. al.,
1987); para la obtencion de ARN a gran escala, la purificacion se realiz6 por
ultracentrifugacién en colchén de cloruro de cesio (Chirwin et. al, 1979). La integridad del
ADN y del ARN obtenido se comprobd sometiendo 1-2 pg de los mismos a electroforesis en
gel de agarosa en tampén TAE 1x o TBE 1x respectivamente, suplementado con bromuro de
etidio 0.5 pug/ml.
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2.7.- ANALISIS DE ACIDOS NUCLEICOS.
2.7.1.- Analisis de ADN.

El andlisis de ADN mediante la técnica de “Southern-blot” se efectué siguiendo
protocolos ya establecidos (Southern et. al., 1975), empleando 2-5 pg de ADN clonado. El
ADN se fijo a las membranas mediante incubacion en horno a -80 °C (Sambrook et. al., 1989)
o por radiacion ultravioleta (Reed ef. g/, 1985). Las hibridaciones con la sonda radiactiva se
efectuaron en solucion acuosa. La prehibridacion se realizé a 65 °C en agitacién en 6x SSC, 5x
Denhardt’s, 0.5% SDS, 10 mM EDTA y 100 pg/ml de ADN de esperma de salmon
desnaturalizado, durante 2-14 horas. Las hibridaciones se realizaron durante 14 horas a 65 °C
en la misma mezcla descrita para la prehibridacion, pero conteniendo 10° ¢cpm/ml de sonda
marcada radiactivamente. Los filtros de nitrocelulosa se sometieron a un primer lavado en 2x
SS8C/0.5% SDS durante 20-30 minutos a temperatura ambiente y posteriormente un segundo
lavado en 0.3-0.5x SSC/0.5% SDS durante 30 minutos a 37 °C y 10-20 minutos a 65 °C.
Finalmente, los filtros se expusieron a - 80 °C durante 2-48 h con pantalla intensificadora.

En el caso de oligonucledtidos de cadena sencilla las condiciones de hibridacién fueron
similares a las empleadas para sondas de ADN de doble cadena. La composicién de la solucion
de prehibridacion fue: 6x NET, 10x Denhartd’s, 0.1% SDS, La solucion de hibridacion fue
idéntica a la de prehibridacién, conteniendo ademas 10° cpm/ml. La hibridacién se llevé a cabo
a Tm-5 °C siendo la Tm la temperatura de anillamiento del oligonucledtido empleado como
sonda. Los lavados se realizaron primero con 6x SSC/0.2% SDS a temperatura ambiente, un
segundo lavado a la temperatura de hibridacion del oligonucledtido (Tm-5 °C), y un tercer
lavado a la Tm del oligonucleétido durante 2-3 minutos.

2.7.2.- Andlisis de ARN.

10 ng de ARN fueron desnaturalizados y fraccionados en geles de agarosa al 1.1% en
presencia de formaldehido. Una vez realizada la electroforesis, las muestras fueron transferidas
a membranas de nitrocelulosa (Millipore, EEUU) mediante capilaridad toda la noche. Una vez
transferido el ARN, fue fijado a la membrana por tratamiento térmico a -80 °C durante 2 h. Las
membranas fueron pretratadas con una solucion de prehibridacién conteniendo 5x SSC, 2.5x
Denbardt’s, 50 mM NaH,PO,. Tras el pretratamiento, las membranas fueron hibridadas en la
misma solucién afiadiendo un exceso de sonda marcada. La hibridacion tuvo lugar toda la
noche a 42 °C en agitacién. A continuacién, se realizaron tres lavados de 10 minutos a
temperatura ambiente con 2x SSC/0.1% SDS y un ultimo lavado de 30 minutos a 52 °C con
0.1x SSC/0.1% SDS. Todos estos procesos se realizaron en un horno de hibridaciéon (Techne,
Inglaterra). Como sonda se utilizéd un fragmento de 0.7 Kb Xho [ correspondiente del ADNc
de PECAM-1 (Albelda et. al., 1991).
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2.8.- MARCAJE DE ADN.

2.8.1.- Fragmentos de ADN de doble cadena.

Los ADNSs de doble cadena utilizados como sondas fueron marcados radiactivamente
con 30 pCi de [a-P]1dCTP siguiendo el método conocido como “Primer extension”
previamente descrito por Feinberg et. al. (1983). Se utilizé6 un “Kif” comercial para marcaje
radiactivo “Multiprime DNA labelling System” (Amersham). En cada reaccion de marcaje
fueron utilizados 25-30 ng de ADN previamente desnaturalizados por calentamiento a 100 °C
durante 5 minutos. Tras la reaccién de marcaje, el precursor radiactivo no incorporado fue
separado de la sonda marcada mediante cromatografia en columna de Sephadex G-50
(Boehringer Manheim). La actividad especifica de las sondas empleadas en el presente trabajo
oscilé alrededor de 10” cpm/pg de DNA.,

2.8.2.- Oligonucledtidos de doble cadena.

El marcaje de oligonucledtidos de doble cadena para los ensayos de retardo en gel, se
realizd mediante la reaccion de “filling-in” (Sambrook et. al., 1989) empleando 10 ul de
[c>-P] dCTP, fragmento Klenow de la polimerasa I y 40 ng de ADN del oligonucledtido
anillado. El precursor radiactivo no incorporado se separé previa fenolizaciéon, por
precipitacion con NaCl. La actividad especifica de las sondas empleadas en el presente trabajo
fue de 0.8-1.2x10° cpm/ug de ADN.

2.8.3.- Oligonucledtidos de cadena sencilla.

Los oligonucledtidos de cadena sencilla se marcaron en sus extremos 5 empleando 100
ng de oligonucledtido, 50 uCi de [y->’P] dATP y T4 polinucle6tido quinasa de acuerdo a
condiciones previamente descritas (Sambrook et. af., 1989) obteniendo actividades especificas
de 2-4x10° cpm/pg.

2.9.- OBTENCION DE CONSTRUCCIONES GENOMICAS.

Tras el escrutinio de la genoteca de placenta, se obtuvieron clones positivos, de los
cuales fue seleccionado el clon positivo PECAM-1 #4121, el cual se sometié a digestiones
dobles y sencillas con distintas combinaciones de enzimas de restriccion. Uno de los
fragmentos, de 5.2 Kb Hindlll/HindilI, dio una hibridacién positiva. Este fragmento se cloné
en el plasmido pBS (Tabla 2.1) previamente digerido con Hindlil. Para el clonaje del
fragmento de 5.2 Kb HindlIl/Hindlll, se hicieron romos los extremos mediante tratamiento de
los mismos con Klenow y se clond en pXP2 previamente digerido con Smal y defosforilado.
De esta manera, se obtuvo la construccién pCID31-5.0-LUC. A partir de esta construccidn, se
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obtuvo pCD31-4.0-LUC mediante digestion con Pstl-Hind!Ill, haciendo romos los extremos y,
religando el vector pXP2. Las construcciones pCD31-1.42-LUC y pCD31-0.66-LUC se
obtuvieron haciendo romos los fragmentos genémicos 1.42 Kb Smal/Pstl y 0.66 Kb Nhel/Pstl
obtenidos por digestion e insertdndolos en el vector pXP2 previamente digerido con Smal y
defosforilado. La construccion pCD31-1.42-LUC se digiri6 con Bg/ll dando lugar a un
fragmento gendmico de 0.44 Kb y al vector conteniendo un fragmento de 0.98 Kb. El
fragmento de 0.44 Kb liberado de la anterior digestion se subcloné en pXP2 previamente
digerido éste con BamHI/Bglll y defosforilado obteniéndose de este modo la construccién
pCD31-0.44-LUC. El vector conteniendo el fragmento genomico de 0.98 Kb se sometid a
tratamiento con Klenow para hacer romos los extremos y se religd dando lugar a la
construccion de pCD31-0.98-LUC. A partir de la construccion de pCD31-0.66-LUC se
obtuvo la construcciéon pCD31-0.25-LUC mediante doble digestion con Notl-‘BamHI y
religacion. La construccion pCD31-0.98-LUC se obtuvo digiriendo pCD31-1.42-LUC con
Nhel/Bglll y religando. Finalmente la construccion pCD31-0.22-LUC se obtuvo a partir del
fragmento gendmico Nhel/BglIl de 0.22 Kb, cuyos extremos se hicieron romos e insertando
dicho fragmento en el vector pXP2 previamente digerido con Smal y defosforilado. Todas las
construcciones obtenidas fueron secuenciadas para comprobar su orientacion.

2.10.- SECUENCIACION DE ADN CLONADO.

La secuenciacion de fragmentos clonados de ADN genémico se efectud siguiendo el
protocolo de Sanger (Sanger et. al., 1977), utilizando “T7/ Sequencing Kif* de Pharmacia
Biotech, (Uppsala, Suecia). Las muestras, fueron separadas por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 6% en condiciones desnaturalizantes (Sambrook et. al., 1989), empleandose
los oligonucledtidos “PUC/MI13 Reverse” y “PUC/M13 Forward” (Messing et. al., 1983) o
bien los oligonucledtidos internos especificos de PECAM-1, cuya secuencia se detalla en la
Tabla 2.3.

TABLA 2.3.- Oligonucledtidos internos utilizados en la secuenciacion del promotor de
PECAM-1.

"= CATCCTGAGAGTGAAGACTGCAGGCACAGTTAGTTC -3°
"~ TGAARAGCAGAAATTGCTCT -3°

" - AGAGAGACCGGCTGTGGCGC -3

"— CTGTGGCGCTGGTCAGGTAATG -3~
CACTGTGAGGGGATTCCTCCCTGCC =37

" — GGCAGGGAGGAATCCCCTCACAGIG -3~

"~ CTGCTCTCCCAGGACATCCAGAAAG -3~

"~ GCTGCTGGGGCAGGCTGAGCTT -3~
CGTTATTCCTACTCC -3~

PECAM-1 PE#3:
PECAM-1 PE#4:
PECAM-1 PE#S5:
PECAM-1 #7-AS:
PECAM-1 #8-AS:
PECAM-1 #8-S:
PECAM-1 #9-AS:
PECAM-1 #10-AS:
PECAM-1 #11-AS:

[G2NN G SIS A NG ) O 2 IS B O L O DR &
I
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2.11.- OBTENCION DE TRANSFECTANTES.

En la realizacion del presente trabajo, se han generado tanto células transfectadas
establemente como células transfectadas de modo transitorio. Las células transfectadas
establemente fueron la linea celular U-937; las células transfectadas transitoriamente fueron
BAEC, HEL, HeLa, Jurkat, K562, MvlLu, NCTC-929 y U-937. Para realizar estas
transfecciones se han utilizado distintos vectores de expresion cuyas caracteristicas se resumen
en la Tabla 2.2.

Las transfecciones transitorias de las células U-937, HEL y K562, se llevaron a cabo
mediante electroporacién, Para ello se utilizé un electroporador “Gene Pulser” de Biorad
(Hércules, CA, USA). Entre 2-3x10 células fueron electroporadas, utilizindose 40 ug del
vector de expresion pXP2 conteniendo el DNA apropiado de PECAM-1 y 10 pg del control
interno pCMV-BGal (B-galactosidasa en el caso de HEL y K562) y pSEAP (Fosfatasa alcalina
en el caso de U-937). Para la electroporacion, las células resuspendidas en 400 pl de RPMI
(U-937 y HEL) o HEBS 2x (en el caso de K562), se mezclaron con el ADN (resuspendido en
100 pl) en cubetas de 4 mm y utilizando las siguientes condiciones experimentales: 250 volt,
960 UF de capacitancia, siendo la duracion del pulso 30 milisegundos aproximadamente. Las
cubetas con el medio y las células fueron incubadas en hielo antes y después del pulso durante
15 minutos. A continuacidn las células se resuspendieron en 10-20 ml de RPMI completo en
frascos de 75 cm’. En el caso de las células U-937, éstas fueron previamente lavadas con
RPMI antes de afiadir el medio completo. Pasadas 14 h, las células transfectadas fueron lisadas
en 50 pi de tampdn de lisis 1x “Reporter buffer lysis 5x” (Promega) y a partir de los extractos
celulares obtenidos se analizaron independientemente la actividad luciferasa, la actividad (-
galactosidasa, y la cantidad de proteina, segiin procedimientos descritos en el apartado 2.12.
Para el tratamiento de los transfectantes transitorios de U-937 con ésteres de forbol, estos se
afiadieron después del lavado y resuspension de las células recién transfectadas.

Para la obtencion de transfectantes estables de U-937, se siguio el mismo
procedimiento descrito que para la transfeccion transitoria pero con algunas modificaciones.
Los plasmidos se linearizaron previamente, siendo la cantidad de ADN utilizada de 80 pg para
25-30 x10° células con una proporcién de plasmido reportero/pBS pac Ap de 5:1. Tras el
proceso de transfeccion, las células fueron seleccionadas con 0.2 pg/ml de puromicina. A
continuacién se ensayd la actividad luciferasa del transfectante estable obtenido con la
construccion completa del promotor de PECAM-1 pCD31-1.42-LUC en el conjunto de clones
supervivientes U937#1.6.2. En la realizacion del presente trabajo se ha utilizado, en todo
momento, una poblacion policlonal de transfectantes,

Para el tratamiento con agentes activadores o inductores de diferenciacién, los
transfectantes estables de células U-937 se plaquearon el dia anterior a una concentracion de
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2.5x10° células/ml. La concentracién de PMA utilizada fue 40 ng/ml en las células U-937. El
antioxidante PDTC se usé a 30 puM, afiadiéndose 1 h antes del PMA en los casos en los que
ambos se emplearon juntos. El AR se utilizé a una concentracion final de 1mM; el TGF-p1 a
10 ng/ml y, el TNF-a a una concentracion final de 50 ng/ml,

Las lineas celulares HeLa, NCTC-929 (L-929) y BAEC fueron transfectadas utilizando
Lipofectina (Gibco, BRL). Se utilizaron las condiciones estandard proporcionadas por el
fabricante. El dia anterior a la transfeccion se plaquearon 0.4-0.6x10’ células en placas de 60
mm (Nunc, Dinamarca). A continuacién, 15 pg del ADN reportero objeto de estudio, 7.5 pg
del control interno (pCMV-BGal) resuspendidos en 100 pl de DMEM sin suero, y 10 pg de
Lipofectina, se mezclaron y mantuvieron durante 20 minutos a temperatura ambiente. Esta
mezcla se afiadio a las células (200 pl totales), completando hasta un volumen final de 3 ml con
medio DMEM sin suero que se incubd durante aproximadamente 24 h. Posteriormente, las
células se incubaron durante otro periodo de 24 h, se lisaron en 50 pl de tampén de lisis 1x
(Reporter buffer lisis 5x) de Promega, y a partir de los extractos celulares obtenidos, se
analizaron, independientemente, la actividad luciferasa, la actividad B-galactosidasa y la
proteina segin procedimientos descritos en el apartado 2.12. Las células BAEC se
transfectaron siguiendo el método descrito del fosfato célcico (Chen ez. al, 1988). El dia
anterior a la transfeccién, se plaquearon 4x10° células/ml en placas de cultivo de 60 mm. Las
transfecciones se realizaron con 15 pg de ADN reportero y 7.5 pug de pCMV-BGal. La
valoracién de las actividades de luciferasa, B-galactosidasa asi como la cantidad de proteina se
realizo a las 48 h postransfeccion.

Las sublineas celulares Kmyc B y KMMT se transfectaron transitoriamente por
electroporacién usando las mismas condiciones que para la linea parental K562. La cantidad de
ADN en cada transfeccién se normalizé utilizando un plasmido que contuviera el promotor
CMV como portador de ADN. Las eficiencias de la transfeccién se normalizaron con fines
comparativos entre las lineas celulares y las distintas construcciones por cotransfeccion con el
plasmido de expresion pCMV-BGal.

La transfeccion transitoria de células MvlLu se realizd igualmente con Lipofectina
siguiendo las condiciones estandard proporcionadas por el fabricante y utilizando 10 pg de
ADN total. Como en los casos anteriores, la eficiencia de la transfeccion se normalizé por
cotransfeccion con pCMV-BGal. Como control positivo de respuesta a TGF-p se utilizd el
vector de expresion p3TP-Lux (Tabla 2.2) inducible por TGF-B (Wrana ef. a/,, 1992). Cada
punto transfectado se dividié en dos: una mitad utilizada como control del tratamiento y la otra
mitad se tratd con 5ng/ml de TGF-B1. Las células se colectaron a las 48 h postransfeccion.

La transfecciones transitorias en células Jurkat, K562 y Hela realizadas con la
construcccién de PECAM-1 pCD31-0.66-LUC y el vector de expresién para la subunidad p65
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de NFxB pRc/CMV-p65 se llevaron a cabo utilizando Lipofectina y siguiendo las condiciones
recomendadas por el fabricante. La normalizacion de la eficiencia de la transfeccion en cada
punto, se realizé por cotransfeccion con pCMV-BGal.

2.12.- ENSAYOS DE ACTIVIDAD LUCIFERASA CON LAS CONSTRUCCIONES DE
PECAM-1.

Los ensayos de la actividad luciferasa se realizaron a las 14, 24 ¢ 48 horas después de
la transfeccion, empleando métodos descritos (Brasier et. al, 1989; Wood ef. af.,, 1991), y
utilizando “Luciferase Assay System Kif” (Promega). Para los ensayos de actividad luciferasa
se emplearon las construcciones obtenidas del promotor de PECAM-1 clonadas en el vector de
expresion pXP2. Como control positivo de la transfeccion se utilizé el vector pGL2-Luc que
contiene el promotor temprano del SV40. Se asumi6 que el promotor de SV40 en pGL2-Luc,
era capaz de dirigir niveles similares de transcripcién del gen de la luciferasa en todas las lineas
celulares. Las determinaciones de la actividad luciferasa, se realizaron en un luminémetro
BioOrbit 1250 LKB con un tiempo de medida de 25 segundos. La normalizacion de las
eficiencias de la transfeccion con fines comparativos entre las distintas construcciones y lineas
celulares, se realizon con pCMV-BGal. Los ensayos de determinacion de la actividad f3-
galactosidasa se efectuaron de acuerdo a métodos previamente descritos (Sambrook et. al.,
1989). Las actividades enzimaticas se refirieron a la cantidad de proteina en el extracto
correspondiente. La proteina fue ensayada mediante el método de Bradford (Bradford et. al.,
1976) usando el reactivo coloreado comercial “Biorad protein assay” de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. El valor de unidades relativas de luciferasa (RLU) se obtuvo de
acuerdo con la siguiente formula:

Actividad luciferasa p-X-LUC

RLU p.x.Luc =
Actividad pCMV-BGal

donde p-X-LUC representa todos aquellos plasmidos ensayados que llevan el gen marcador de
la luciferasa.

Con fines comparativos, la inducciéon de la actividad promotora por agentes
diferenciadores (PMA) o citoquinas (TGF-p1) se definid segin la siguiente relacion:

51



Materiales y métodos

INDUCCION DE LA RLU en células tratadas
ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL =

RLU en células sin tratar

2.13.- IDENTIFICACION DE LOS SITIOS DE INICIO DE LA TRANSCRIPCION EN
EL PROMOTOR DE PECAM-1.

2.13.1.- Amplificacion del extremo 5° del ADN genémico de PECAM-1 mediante Ia
técnica de “PCR”.

Para llevar a cabo los ensayos, se utilizo el “5 " Amplifinder RACE Kit” (Clontech, Palo
Alto, CA). La sintesis del ADNc, se llevo a cabo utilizando 10 pg de ARN total obtenido de
células U-937 tratadas con PMA (10 ng/ml durante 48 h) que fue retrotranscrito a 44 °C
durante 30 minutos utilizando como transcriptasa reversa M-Mlv (Clontech) y el
oligonucle6tido antisentido especifico de PECAM-1 PE #3 correspondiente a la region 5™ de
PECAM-1 de la secuencia del ADN¢ descrita (Albelda et. af., 1991). El ARN residual se
hidrolizé con hidroxido sodico, y el ADNc sintetizado, se purifico mediante un soporte de
bolitas (GENOBIND particles, Clontech). El oligonucleétido de cadena sencilla
{oligonucledtido de anclaje) de 35 pb proporcionado en el “Kif”, se ligo al extremo 5° del
ADNCc sintetizado utilizando T4 RNA ligasa. A continuacion, se llevd a cabo una amplificacion
por PCR utilizando un oligonucledtido interno al oligonucle6tido de anclaje (oligonucleétido
de anclaje 2) y los oligos especificos antisentido de PECAM-1 PE#4 y PE#5. Las reacciones
de amplificacién tuvieron lugar en un volumen final de 100 pul con una concentracién 5 uM de
cada oligonucledtido. El programa de amplificacion consistio en 30 ciclos con 45 s a 95 °C
para la desnaturalizacion, 45 s a 56 °C para el anillamiento y finalmente, 1 s a 72 °C para la
extension. Al finalizar los 30 ciclos, tuvo lugar una extensién final durante 10 min a 72 °C.
{Clackson et. al, 1991). Estas amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador
automatico Perkin Elmer modelo “Gene PCR System 9600”. Los productos de PCR obtenidos
se analizaron y separaron mediante electroforesis en agarosa de bajo punto de fusion al 2% y el
clonaje de estos productos se realizd utilizando un vector conteniendo extremos 3’
protuberantes en deoxitimidina segin procedimiento descrito (Marchuk et al, 1991),
proporcionado por Invitrogen “7TA cloning PCR”, California, USA. Los plasmidos resultantes,
se transformaron con bacterias DH5 o” competentes (Chung ez. a/., 1988) y plaquearon en LB
suplementado con ampicilina y X-Gal segiin métodos descritos (Sambrook et. al., 1989), Se
seleccionaron 24 colonias y el ADN purificado de las mismas, se someti0 a secuenciacion
segun el apartado 3.11 descrito anteriormente.
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La secuencia de los oligonucledtidos utilizados es la descrita a continuacion:

PECAM-1 PE#3 5 - CATCCTGAGAGTGAAGACTGAGGCACAGTTAGTTCTGCCTTC -3
PECAM-1 PE#4 5 - TGAAAAGCAGAAATTGCTCT -3
PECAM-1 PE#5 5 - AGAGAGACCGGCTGTGGCGC -3

2.13.2.- Ensavo de proteccion con nucleasa S1.

Se llevé a cabo utilizando un “Kif” comercial “S/ Assay ™ “(Ambion, Inc). El
oligonucleétido PE #6 (5'- GTCTCTGCTTTTCCAGTCCTCCCCTTCCCCCATCAAAGAG
GGCTTTTGCCACACAGCATAAGT-3") fue marcado en su extremo 5" con [y-*P] dATP y
T4 polinucledtido quinasa. 25 ng de ARN total procedente de U-937 tratadas con PMA (10
ng/ml durante 48 h) & ARN de levadura como control negativo, y aproximadamente 5x10°
cpm del oligonucledtido marcado se hibridaron a 42 °C durante 18 h en tampon de hibridacion
(80% formamida desionizada, 100 mM citrato sédico pH 6.4, 300 mM acetato sodico pH 6.4,
1 mM EDTA). Posteriormente, la muestra se sometio a un proceso de digestién con nucleasa
S1 (250 U/ml) durante 30 minutos a 37 °C y a una precipitacion con etanol. Los fragmentos
protegidos se analizaron en un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes al 8%.
Como marcador de tamafios de ADN se utilizo ADN del fago $X174 digerido con HinfT
marcado radiactivamente en el extremo terminal 5" con [y-"’P]dATP. Las bandas especificas
radiomarcadas, fueron detectadas con un Phosphorimager 410A y el paquete informatico
ImageQuant (Molecular Dynamics, Sunnyvale, EEUU).

2.14.- CITOMETRIA DE FLUJO.

El anélisis por citometria de flujo se llevd a cabo a 4 °C, mediante incubacion de 100 pl
de suspension celular en PBS (concentraciéon aproximada de 5x10° células/ml) con el
correspondiente anticuerpo (100 pl de una dilucién 1/500 de fluido ascitico HC1/6), durante 30
minutos. Tras un lavado con 1 ml de PBS, las células se centrifugaron y se descarto el
sobrenadante. Sobre ¢l sedimento celular se afiadieron directamente 50 pl de una dilucién 1/30
de fragmentos F(ab)’; de congjo anti-ratdbn marcados con isotiocianato de fluoresceina
(Dakopats, Noruega). Tras una nueva incubacion durante 30 minutos, las células fueron lavadas
como antes, centrifugadas y resuspendidas en 250 pl de PBS. Dichas muestras fueron analizadas
con un citdmetro de flujo modelo EPICS CS o EPICS XL (Coulter Cientifica, Mostoles,
Espaifia}, usando amplificacion logaritmica para detectar fluorescencia. Para determinar el blanco
se hizo el marcaje en ausencia del primer anticuerpo.
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Los anticuerpos utilizados en el presente trabajo han sido: HC1/6 (anti-CD31) (Cabafias
et. al., 1989) y TP1/8 (anti-CD69) (Cebrian ef. al., 1988) donado generosamente por el Dr.
Francisco Sanchez Madrid.

2.15.- ENSAYOS DE CAMBIO DE MOVILIDAD ELECTROFORETICA.

Los ensayos de cambio de movilidad electroforética de oligonucledtidos de doble cadena
se efectuaron de acuerdo a métodos ya descritos (Chodosh et. al., 1986).

2.15.1- Obtencion de los extractos nucleares.

Los extractos nucleares en pequefia escala se obtuvieron de acuerdo a un método
previamente descrito (Schreibert ef. al., 1989). Se recolectaron 1-2x107 células mediante
centrifugacién a 1.000 r.p.m a 4 °C durante 5 minutos, se lavaron con PBS y se resuspendieron
en 1 ml de tampén TBS (Tris 20 mM pH 7.5, NaCl 0.5 M). Las células se centrifugaron y se
resuspendieron en un tamp6n de homogeneizacion hipoténico (Hepes 10 mM pH 7.9, KCl 10
mM, EDTA 0.1 mM, EGTA 0.1 mM) suplementado justo en el momento de su utilizacién con
una concentracion final de 5 pg/ml leupeptina, 2.5 mM DTT y 1.2 mM PMSF. Una vez
resuspendidas las células, se mantuvieron en hielo 15 minutos, afiadiéndose al cabo de este
tiempo NP-40 a una concentracion final de 0.6%. La fraccion nuclear se obtuvo mediante
centrifugacion a 1.200 r.p.m. a 4 °C durante 1 minuto, eliminindose el sobrenadante. Al
precipitado nuclear, se le afiadi6 el tampén de extraccion (Hepes 20 mM pH 7.9, glicerol 25%,
NaCl 0.4 M, EDTA 1mM, EGTA 1 mM), suplementado igual que en el caso del tampon de
homogeneizacion, agitindose a continuacion durante 15 minutos a 4 °C. Las muestras se
centrifugaron a 1.200 r.p.m. a 4 °C durante 5 minutos. Los extractos nucleares (sobrenadante)
se alicuotaron y almacenaron a -70 °C hasta su utilizacién. La cuantificacion de proteina en el
extracto se realizd segin se describe en el apartado 2.12.

2.15.2.- Anillamiento de los oligonucle()tidos de cadena sencilla.

Para la obtencién de oligonucledtidos de doble cadena, 30 ug de cada uno de los
oligonucledtidos de cadena sencilla (complementarios entre sf) se hibridaron mediante
calentamiento durante 5 minutos a 85 °C en 75 ul de una solucién conteniendo 500 mM Tris-
HCI pH 7.5, 10 mM espermidina, 100 mM MgCl,, 50 mM DTT. A continuacion, se dejo enfriar
la mezcla hasta 40 °C pasando la muestra posteriormente a un bafio de hielo.
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2.15.3.- Ensavos de union.

Los ensayos de union se realizaron incubando 10 pg de proteina nuclear, 4 pg de poli-
(dI-dC) y 5 ng de oligonucledtido marcado radiactivamente en un volumen final de 20 ul
durante 20 minutos a 4 °C.

Los ensayos de union para SP1 y EGR-1, se efectuaron en presencia de un tampon de
reaccion conteniendo 10 mM KCl, 5 mM MgCh, 0,1 mM ZnCl, 0.5 mM DTT, 0.05% (w/v)
NP40, 12% glicerol, 1 mg/ml BSA y 20 mM Hepes pH 7.5 en hielo durante 20 minutos. Los
ensayos de unidén en el caso de NFkB, se hicieron en tampdn con la siguiente composicion:
10mM Hepes PH 7.8, 10 mM DTT, 0.1 mM EDTA, 170 mM NaCl, 10% glicercl, 10 ug BSA
durante 20 minutos a 4 °C.

Para experimentos de competicion, se incubd un exceso de 50-100 veces de
oligonucledtido no marcado (segin se indique) durante 20 minutos a 4 °C antes de afiadir el
oligonucledtido marcado radiactivamente, Del mismo modo, anticuerpos frente a SP1
(proporcionados generosamente por el Dr. S. Jackson, Cambridge, UK) o EGR-1 (Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA), p50, p65 o c-Rel (proporcionados generosamente por el Dr.
Eduardo Muiioz, Cérdoba, Spain), fueron incubados con los extractos nucleares durante 15
minutos a 4 °C antes de afiadir la sonda marcada a la mezcla de reaccion.

Para preparar la oligo-sonda que contiene una secuencia de reconocimiento para el factor
de transcripcion NF-xB, se utilizaron los oligonucledtidos:

5'-  GGCAGGGAGGAATCCCCTCACAGT _3-
NF«B-PECAM-1: 3= GTCCCTCCTTAGGGGAGTGTCAGS -5
5'-  GATCGAGGGGACTTTCCCTAGC ~3°
NFxB-CDl11c 3 - AGCTCCCCTGARAGGGATCGGE _5-

La secuencia de NFkB-PECAM-1 corresponde a los nucledtidos +102 a +129 de la
secuencia genomica del promotor de PECAM-1. La secuencia de NFkB-CD11c¢ corresponde
al sitio consenso para el factor de transcripcion NFkB del promotor de CD11c.

Las secuencias de los oligonucledtidos relacionados con el sitio consenso SP1/EGR-1 y

AP-2 unas vez anillados se detallan a continuacion. Los nucleétidos que aparecen en negrita
representan la localizacién de la mutacion.
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Spl/EGR1-PECAM-1 5°- GCATTCCAAGCTCAGCCTGCCCCAGCA =37
3’-  TAAGGTTCGAGTCGGACGGGGTCGTGS -5
Spl/EGR1-DCl1c 5'- GCGTACTCTGCCCGCCCCCTCTGACTC -3
3'- CCGCATGAGACGGGCGGGGGAGACTGAGE -5
Spl/EGR1-CDllc-mut 5. GCGTACTCTGCCGAATTCCTCTGACTC -3
3- GCATGAGACGGCTTAAGGAGACTGAGC -5
AP2-CDl11a $'- CTCCCTGRACCCCTGCGGTTTCACAACTCCTG -3

3’- GGAGGGACTTGGGGACGCCARAGTGTTGAGGACC -5

AP2-CD11a-mut 5- CTCCCTGAACCCGAATTCTTTCACAACTCCTG -3
3'- GGAGGGACTTGGGCTTAAGAAAGTGTTGAGGACC -5

La secuencia de Spl/EGR-1-PECAM-1 corresponde a los nucledtidos -109 a -76 de la
secuencia gendémica del promotor de PECAM-1. La secuencia de Spl/EGR1-CDllc
corresponde a los nucledtidos -81 a -55 del promotor CD11c¢ y contienen la secuencia consenso
para los factores de transcripcion Spl y EGR-1 (Klemsz et. al., 1990). La secuencia de AP-2-
CD11a corresponde a los nucleotidos -110 a -80 del promotor de CD11a y contiene un sitio
consenso para el factor de transcripcion AP-2 (Klemsz et. al., 1990),
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3.1.- AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE UN CLON GENOMICO
CONTENIENDO LA REGION REGULADORA DEL GEN DE PECAM-1.

Para aislar la regién reguladora 5 flanqueante del gen PECAM-1, se llevé a cabo el
escrutinio de una genoteca de placenta en el fago AEMBL3 utilizando como sonda un
fragmento Xho I de 692 pb que contenia el extremo 5° del ADNc de PECAM-1 (Simmons et.
al., 1990; Stockinger et. al., 1990; Albelda et. al., 1991). Una vez efectuados cuatro pases de
seleccion, se obtuvieron cuatro clones que se sometieron a digestiones con los enzimas de
restriccion Sall, Sau3A y BamHI los cuales, liberaban los brazos del fago y el inserto
gendmico. Finalmente, se escogi6 el clon 4.1.2.1 que contenia el mayor inserto (14 Kb). La
caracterizacion de este clon se llevo a cabo mediante digestiones con enzimas de restriccion,
bien de forma aislada, o efectuando digestiones dobles de forma combinada. En la Figura 3.1
se muestra el mapa de restriccién obtenido del clon genémico 4.1.2.1 de PECAM-1 siguiendo
el procedimiento de las digestiones descrito anteriormente.
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Fig. 3.1.- Mapa de restriccién del clon genémico 4.1.2.1 conteniendo la region 5° flanqueante del gen PECAM-1 en
el fago AEMBL3. Los brazos del fago se representan con barras amarillas y el inserto genomico de PECAM-1 de 14 Kb se
representa con una barra rosa. La localizacién del fragmento de cDNA de 692 pb Xhol utilizado en el escrutinio de la
genoteca se representa con una barra verde. En la figura también se indica la posicién relativa de los exones I y I
(recuadros en azul). Como se muestra, la digestion con Hindlll/Sall dio lugar a 3 fragmentos Sall/IHindlIl (4.2 Kb),
HindlII/HindIIl (5.3 Kb) y HindlIl/Sall (3.75 Kb). El oligonucledtido antisentido PE#2, utilizado para identificar por

southern blot cual de estos fragmentos contenia la regién mas 5 flanqueante de PECAM-1, se representa también en la
parte inferior de la figura (barra roja).
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El estudio de este mapa preliminar, nos revelé que de las 14 Kb de inserto gendmico,
los exones 1y 2 que codifican para la regién 5 no traducida de PECAM-1 y contenidos en 3.7
Kb se localizaban en la regién 3'. Como lo que nos interesaba era la region reguladora de la
transcripcion del gen, las siguientes hibridaciones las realizamos con un oligonucleétido
antisentido PE#2 comprendido entre los nucle6tidos 17-42 de la region 5° flanqueante no
traducida del ADNc publicado. Concretamente la digestion doble del clon 4.1.2.1 con
Hindlll/Sall, dio lugar a tres fragmentos de 3.75, 4.2 y 5.3 Kb. De estos, el fragmento
HindIll/HindlIII de 5.3 Kb que hibridé con el oligonucle6tido PE#2 se subclond en el plasmido
pBS para realizar un mapeo mas fino del mismo y llevar a cabo su secuenciacién. En la Figura
3.2 se muestra un mapa de restriccién parcial del fragmento de 5.3 Kb HindIIl/HindIIl que
contiene parte del primer exén. El fragmento Smal/PstI de 1.42 Kb se subcloné en el vector de
expresion pXP2. El mapa de restriccion y la estrategia de secuenciacién del ADN gendmico de
una de las cadenas del fragmento Smal/HindIII de 1.55 Kb se esquematiza en la Figura 3.3.

~

2

|

=
g E E 7
| | |

Clonaje en el vector
de expresion pXP2

=
=
|

ok i

1 Kb

Smal Nhel BgllI Notl Pstl Pstl

Figura 3.2. Mapa de restriccién detallado del fragmento genémico de 5.3Kb HindIIl/HindIIl que contiene la region
promotora de PECAM-1 asi como el primer exén (caja rosa). El fragmento Smal/Pstl se subcloné en el vector de expresion
pXP2 delante del gen de luciferasa para la realizacién de ensayos de actividad promotora. La sonda utilizada se representa
con una linea de estrellas azules.
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Figura 3.3.- Representacion esquematica de la estrategia de secuenciacion de una de las cadenas del fragmento
genémico de 1.55 Kb Smal/HindIll. Fl marco de lectura abierto se representa con un triangulo invertido amarillo. Las
flechas representan la direccion y longitud de la secuencia que fue obtenida bien con nucledtidos especificos (triangulos
verdes) o a partir de delecciones seriadas (circulos rojos) en el vector de expresion pXP2.

3.2.- SECUENCIA NUCLEOTIDICA DE LA REGION 5" FLANQUEANTE DEL GEN
PECAM-1. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DEL PROMOTOR DE
PECAM-1.

La Figura 3.4 muestra la secuencia genomica de los primeros 1.242 pb por encima del
inicio de transcripcion descrito previamente en células endoteliales (Kirschbaum et. al., 1994).
El anlisis de la secuencia del fragmento de 1.55 Kb Smal/HindIII de la Figura 3.4, reveld la
presencia de 48 nucledtidos del primer intron, 268 nucledtidos del primer exon y 498
nucleétidos de la region 5" de PECAM-1 descritos previamente (Kirschbaum et. al., 1994).
Ademas, en el presente trabajo describimos, por primera vez, una secuencia de 744 nucleétidos
que corresponde a la region reguladora 5” del gen PECAM-1.

La region 5 flanqueante del gen PECAM-1 carece de una secuencia consenso para una

caja TATA o CAAT, y contiene diversos posibles elementos reguladores en cis. Se han
encontrado posibles secuencias reguladoras de la trancripcion en cis cuya posicion se indica
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Figura 3.4.- Secuencia nucleotidica de la regién 5° flanqueante y parte del primer exén del gen de PECAM-1. La
numeracién, en el margen izquierdo, esta referida al sitio de inicio de la transeripeion (+1) del foco de transcripeion en 5
determinado por analisis de 5" RACE. Las flechas de color verde indican los sitios de inicio de la transcripcion encontrados
en el presente trabajo en células U-937 (posiciones -7, -6, +1, desde +9 hasta -+18, y +53) o por otros autores en células
endoteliales (+301) (Kirschbaum ef. al., 1994). La localizacién del oligonuclestido PE#2 utilizado en el escrutinio de la
genoteca aparece subrayado con linea verde a trazos. La localizacion de los sitios consenso de las enzimas de restriccion
utilizadas para obtener las delecciones de PECAM-1 aparecen representadas mediante puntas de flechas invertidas en color
rojo. Las secuencias consenso para la unidn de factores de transcripcion encontradas aparecen destacadas en recuadros en
color azul con el nombre correspondiente del factor de transcripcién. Entre estos sitios cabe destacar tanto factores de
transcripcion ubicuos como especificos de tejido asi como factores de transcripcién dependientes de diferenciacion. Se
destaca la existencia de sitios Spl, EGR-1, LyF-1, AP-2, ets, YY1, GATA-1, GATA-2, GATA-3, CCACC, NFxR,
heptamero (HEPT), octamero imperfecto (OCT), E-Box, HMG, elemento de respuesta a glucocorticoides (GRE), elementos
de respuesia a AR, elementos de respuesta a Shear Stress (SSRE). Los dos sitios Lyl'-1 estén flanqueados en la regidn mas
3’ por una secuencia de 13 nucledtidos (subrayado azul). La secuencia Alu, localizada entre las posiciones -571 y -242 esta
representada con una caja rosa. Esta secuencia nucleotidica ha sido sometida a la base de datos EMBL/GenBank con et
numero de acceso X96848. La secuencia de aminoacidos derivada del primer exén, se muestra utilizando un cédigo simple
de letras y subrayando cada uno de los tripletes que codifican para cada aminogcido.

entre paréntesis tales como AP-2 (-88, -297, -308), Sp1 (+407, -84, -308), YY1(-193), dos
cajas E-Box adjacentes (+184 y +191), cuatro cajas HMG (High Mobility Group) en tandem
(+200, +214, +218 y +223) y dos sitios C/EBP (-598 y -172), tres elementos de respuesta al
estrés (shear stress element) SSRE (+353, -74 y -335), un sitio de reconocimiento para
glucocorticoides GRE (-213) y en la posicién +63 un elemento de respuesta para procesos en
fase aguda (acute responsive element) APRE.

Ademas de los citados, se encontraron otros motivos de reconocimiento asociados con
el proceso de diferenciacién hematopoyética. Concretamente cuatro sitios consenso para la
familia efs de factores de transcripcién (Klemsz ef. al.,1990) localizados en las posiciones:
+273, +252, +108 y +18. Cuatro sitios GATA en las posiciones +275, -203, -583 y -608, los
cuales se ha descrito que pueden dirigit la expresion génica durante la diferenciacion
eritroide/megacariocitica y de lineas de mastocitos (Orkin et. al.,, 1992}; un sitio consenso para
un factor de transcripcion de la familia de los “dedos de zinc” EGR-1 (Nguyen ef. al.,, 1993)
localizado en la posicion -86, tres sitios consenso para el factor de transcripcion NFxB en las
posiciones +110 , +76 y -409 (los dos dltimos dispuestos orientacion reversa); y 5 motivos de
reconocimiento para la respuesta a acido retincico (de Thé ef. al, 1990) en las posiciones
+401, +188, +119, -66 y -356.

Igualmente, hemos identificado tres posibles secuencias relacionadas con el linaje
linfocitico: octamero imperfecto (+181), heptamero (-317) y Lyf-1 (-770 y -294).
Curiosamente, los dos sitios LyF-1 flanquean la regién 3" con una secuencia idéntica de 13
nucleétidos, sugiriendo un papel funcional para ambos fragmentos, Entre los nucledtidos -571
y -242 se extiende una secuencia ubicua Alu que contiene algunas de las secuencias descritas
anteriormente como elementos SSRE, heptamero, NFkB, LyF-1, Spl y AP-2. Tal como cabria
esperar, esta secuencia Alu estd flanqueada tanto en el extremo 5” como en el extremo 3 por
regiones que contienen pequefias repeticiones de 15 nucledtidos.
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3.3.- ANALISIS FUNCIONAL DE LA REGION 5’ FLANQUEANTE DE PECAM-1:
LOCALIZACION DE REGIONES REGULADORAS DE LA TRANSCRIPCION.

Para determinar la existencia de regiones relevantes en la regulacion de la expresion del
gen PECAM-1, se analizé la capacidad de la region 5  flanqueante para promover la
transcripcion. Para ello, se generaron una serie de delecciones seriadas tanto en el extremo S
como en el extremo 3°. Para generar estas delecciones se aproveché la existencia de sitios de
corte con enzimas de restriccion en el fragmento Smal/PstI de 1.42 Kb. Los fragmentos
genoémicos obtenidos se clonaron delante del gen de luciferasa en el plasmido de expresion
pXP2. Las construcciones generadas, se muestran en la Figura 3.5 donde la construccion de
1.42 Kb aparece situada en posicién central. Por encima de la misma se representan las
delecciones obtenidas en direccién 3" y en la parte inferior aparecen las delecciones realizadas
en direccion 5°.
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Figura 3.5.- Esquema de las construcciones de PECAM-1 en el vector de expresién pXP2-LUC. Los fragmentos
genomicos obtenidos por digestion con enzimas de restriccion (cajas rellenas de color azul) se insertaron en el vector
reportero pXP2 precediendo al gen de luciferasa (cajas LUC). En la figura aparecen indicadas las posiciones de referencia
de los sitios de restriccion utilizados para la obtencién de las delecciones. Asi mismo, en el margen derecho de la figura se
muestra la nomenclatura utilizada para designar a cada construccién generada.

La actividad promotora de todas estas construcciones genémicas se ensayé mediante
transfecciones transitorias segun se describen en el apartado 2.12 de “Materiales y Métodos”
para cada linea celular: U-937 (linea promonocitica humana, CD31%), HEL (linea eritro-
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megacarioblastica, CD31%), K562 (linea eritroleucémica humana, CD31"), HeLa (Carcinoma
de cérvix humano, CD317) y NCTC-929 (fibroblastos de ratén, CD317).

En estos ensayos, incluimos como control positivo el plasmido pGL2P-Luc en el que
el promotor de SV40 control6 la expresion del gen de luciferasa. La capacidad de cada una de
estas construcciones para promover la transcripcién se determiné valorando la actividad
luciferasa de los extractos citoplasmicos obtenidos a partir de las células transfectadas. Para
cada ensayo los valores de actividad luciferasa se corrigieron en funcidén de la eficacia de
transfeccion para cada construccidon utilizando Jos valores de actividad PB-galactosidasa
obtenida por la co-transfeccion del plasmido CMV-BGal tal y como se explica en el apartado
2.12. El resultado numérico de las transfecciones se refirié respecto al vector pGL2P-Luc,
utilizado como control positivo de la transfeccion, conteniendo el promotor del SV40 y
considerandose arbitrariamente este valor como 100 en todas las lineas celulares utilizadas. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 3.6 donde se pueden observar las transfecciones
transitorias efectuadas con las construcciones que contienen las delecciones en 5° de la regién
reguladora de PECAM-1.

La mayor actividad transcripcional la presentd con diferencia la linea celular K562,
seguida por una importante actividad en células HEL y U-937, cuyos valores relativos de
actividad luciferasa (RLU) fueron entre 6 y 4 veces inferiores respectivamente a los obtenidos
con K562. Por el contrario, la actividad promotora de las distintas contrucciones de PECAM-
1 en lineas celulares que no expresaban PECAM-1 como son HeLa y NCTC-929 fueron
insignificantes. Concretamente, la actividad luciferasa respecto a HeL.a y NCTC-929, fue entre
11-575 veces en K562, entre 4-77 veces en HEL y entre 2-57 veces en U-937. El vector de
expresion pXP2 vacio, utilizado como control negativo, presentd una actividad luciferasa que
estaba dentro del nivel de fondo. Estos datos muestran una clara correlacion entre la capacidad
de promover la transcripcion y la expresion de PECAM-1 en cada una de las lineas celulares
descritas (Figura 3.7).

3.4.- DETERMINACION DE LA ESPECIFICIDAD TISULAR DEL PROMOTOR DE
PECAM-1.

Para determinar la secuencia promotora minima capaz de inducir actividad promotora
especifica de tejido, se compar6 la actividad promotora de una serie de delecciones en 5 del
promotor de PECAM-1 entre lineas celulares que expresaban PECAM-1 y aquellas que no lo
expresaban. La construccién pCD31-1.42-LUC y su derivada pCD31-0.44-LUC en células
K562 que expresaban PECAM-1 en su supetficie, mostraron actividades medias similares a las
obtenidas con la construccion del promotor del SV40.
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Figura 3.6.- Anilisis de la actividad promotora desarrollada por las delecciones en direcion 5° de PECAM-1
mediante transfeccién transitoria de las lineas celulares indicadas. La actividad promotora se expresenta respecto a la
actividad luciferasa producida por pGL2P-LUC al que arbitrariamente se ha asignado el valor 100 después de normalizar la
eficiencia de la transfeccion por cotransfeccion con pCMV-fGal (K562, Hel, Hela, 1.-929) y pSEAP (U-937). Los datos
representados corresponden a la media de 5 experimentos distintos cada uno de los cuales se ha realizado con
preparaciones de ADN distintas.

Las construcciones pCD31-0.66-LUC y pCD31-0.25-LUC mostraron respectivamente
una actividad entre 2 y 2.5 veces mayor que la actividad del fragmento de 1.42 Kb. Si tenemos
en cuenta que el fragmento de 0.25 Kb Notl/Pstl comprende los nucledtidos desde +232 hasta
+488, la actividad promotora de la construccion pCD31-0.25-LUC sugiere que el fragmento
minimo requerido para dirigir la transcripcion de PECAM-1 desde el sitio de iniciacion descrito
en la posicion +301 (Kirschbaum et. al., 1994) esta localizado en los 69 nucledtidos mas 5’
flanqueantes de dicha construccion. Esta region cuenta con la secuencia consenso iniciadora
ATTTC,30GCCA, similar a la secuencia de reconocimiento para la RNA polimerasa II
encontrada en otros promotores que carecen de caja TATA (Means et. al.,1990; Smale et. al.,
1989), asi como por elementos descritos como amplificadores potenciales del proceso de
transcripcion, como son los miembros de la familia ets, GATA y shear stress.
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Figura 3.7.- Especificidad de tejido en la actividad transcripcional del promotor de PECAM-1. Fn la figura se
muestra la actividad promotora desarrollada por la construccién pCD31-1.42-LUC en experimentos de ftransfeccion
transitoria en lineas hematopoyéticas PECAM-1* 1-937 (promonocitica), K562 (eritroleucémica) y HEL
(eritromegacariobldstica) y en lineas no hematopoyéticas PECAM-1": Hela (carcinoma de cérvix humano) y 1-929
(fibroblastos). La actividad luciferasa se determind a las 14 h postransfeccion. La correccion de los valores obtenidos en
funcién de la eficiencia de la transfeccion se realizaron por cotransfeccion con pCMV-BGal (K562, HEL, HELA. 1.-929) 6
PSEAP (U-937). Los datos datos representados, constituyen la media de 4 experimentos distintos con distintas
preparaciones de ADN.

3.5.-ACTIVIDAD PROMOTORA DEL FRAGMENTO DE 0.22 Kb Nhel/BglIl.

Para caracterizar otras regiones 5’ flanqueantes requeridas para la actividad promotora
de PECAM-1, se analizaron las construcciones pCD31-0.98-LUC, pCD31-0.22-LUC y
pCD31-0.76-LUC generadas por delecciones en el sentido 3’. Estas construcciones, tienen la
particularidad de carecer de los sitios de iniciacién de la transcripcion descritos hasta el
momento. Sorprendentemente, la actividad de la construccion pCD31-0.98-LUC resultd ser 8
veces superior a la actividad presentada por el control de la trancripcién (promotor SV40) y

1.5 veces mayor que la actividad de la construccion pCD31-0.25-LUC en la linea celular K562
(Figura 3.8).
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Figura 3.8.- Caracterizacién funcional de las construcciones obtenidas por delecciones en el extremo 3° del promotor
de PECAM-1. Como referencia, aparece la actividad transcripcional de la construccion completa del promotor PECAM-1.
Las trasfecciones transitorias se han realizado sobre las lineas celulares PECAM-1 * v PECAM-1 " indicadas. La actividad
promotora se expresa respecto a la actividad luciferasa producida por pGL2P-LUC, al que arbitrariamente se le asigna el
valor 100. La correccion de los valores obtenidos se realizo por cotransfeccion con pCMV-Gal (K562, Hel, Hela, 1.-929)
y PSEAP (U-937). Los datos representados corresponden a la media de 5 experimentos distintos con distintas
preparaciones de ADN,

En el caso de las lineas U-937 y HEL la actividad presentada por la construcciéon p-
CD31-0.98-LUC fue 3 veces superior a la que desarrollé el promotor de SV40 y 1.5 veces
mayor que la contruccion de 0.25 Kb. La actividad luciferasa se mostré claramente disminuida
con la construccion que contenia el fragmento Smal/Nhel carente del fragmento Nhel/Bglll,
sugiriendo que esta tltima region era la responsable de la actividad promotora encontrada en la
construccion pCD31-0.98-LUC. De hecho, la construccion pCD31-0.22-LUC que contenia el
fragmento Nhel/Bglll, mostré una extraordinaria actividad promotora en las tres lineas
hematopoyéticas estudiadas, especialmente en K562 que resulté ser 12 veces la actividad del
promotor de SV40. Estos datos sugirieron la presencia de un posible sitio de iniciacion de la
transcripcion dentro del fragmento de 0.22 Kb Nhel/Bglll. Pero no se identificé ninguna
secuencia consenso descrita como iniciadora de la transcripcion. La secuenciacion de este
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fragmento de 0.22Kb Nhel/Bglll, identifico un sitio potencial de unién para la familia de
factores de transcripcion ets, asociada a veces con los procesos de inicio de la transcripcién
génica (Wasylyk et. al.,. 1993). Igualmente, se identificaron secuencias consenso AP-2, Spl y
EGR-1, asi como secuencias de reconocimiento para elementos de respuesta a acido retinoico
y shear stress.

Para localizar la existencia de algin sitio de iniciacion funcional de la transcripcidn
dentro del fragmento de 0.22 Kb Nhel/Bglll, se realizaron experimentos de amplificacion de la
regién 5” flanqueante del gen de PECAM-1 mediante la técnica conocida como “5° RACE”. El
procedimiento seguido se muestra en la Figura 3.9A. El ARN total obtenido de células U-937
tratadas durante 48 h con PMA (10 ng/ml) fue hibridado con el oligonucledtido antisentido
PE#3, utilizado como cebador para el enzima transcriptasa reversa en presencia de
deoxinucleétidos. Una vez que el ARN total celular, fue retrotranscrito a ADNg, se ligd un
oligo de anclaje al extremo terminal 5° del ADNc sintetizado utilizando una ARN ligasa. La
amplificacion mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) de la region
flanqueante 5" del gen PECAM-1 se realizd utilizando los oligonucle6tidos PE#4 y PE#S
internos a la secuencia del ADNc sintetizado, asi como un oligonucledtido interno al
oligonucleétido de anclaje citado (oligonucledtido de anclaje 2), tal y como se describe en la
Figura 3.9A. Una vez completados los 30 ciclos de amplificacién por PCR, los productos
obtenidos se sometieron a analisis mediante técnicas electroforéticas en gel de agarosa. Como
se puede apreciar en las Figuras 3.9A y 3.9B se obtuvieron dos tamafios distintos de bandas
cuando la amplificacion se realiz6 en células U-937; unas de aproximadamente 400 pb (bandas
a'y b) y otras de 100 pb (bandas ¢ y d). En cambio, la amplificacién en células endoteliales
HUVEC, s6lo generd un tamaifio de banda de aproximadamente 100 pb. El tamario de los
pares de bandas especificas c¢/d y a/b resultaron ser compatibles con los sitios de iniciacién
dentro de los fragmentos 0.44 Kb Bglll/Pst] y 0.22 Kb Nhel/Bglll, respectivamente. Por
tanto, mediante la técnica 5° RACE efectuada en células U-937 hemos encontrado sitios de
inicio de la transcripcién por encima de los descritos hasta el momento que se localizan en los
fragmentos de 0.22 Kb Nhel/Bgill y 0.44 Kb Bgili/Pstl, mientras que en células endoteliales,
los productos de PCR obtenidos correspondian tinicamente al inicio de transcripcion localizado
dentro del fragmento de 0.44 Kb Bg/ll/Pstl. Estos resultados apoyan la existencia de actividad
transcripcional obtenida con la construccion p-CD31-0.22-LUC de 0.22 Kb en experimentos
de transfeccion transitoria efectuados en U-937. Cada una de estas bandas obtenidas en el 5’
RACE fue aislada y purificada a partir de un gel de agarosa y clonada en el vector pCRII de
extremos 3’ protuberantes en timidina. En la Figura 3.9C se muestran las secuencias
nucleotidicas obtenidas al analizar las bandas de 400 pb y 100 pb. La secuencia de las bandas
de 400 pb demostré un inicio de transcripcién en adenosina dentro del fragmento de 0.22 Kb
Nhel/Bglll que recibio la numeraciénm+1, sugiriendo que la regién de 173 nuclestidos hacia el
extremo mas 5, era la responsable de la actividad transcripcional especifica en lineas mieloides
de la construccion pCD31-0.22-LUC. Ademas, la secuenciacion de la banda mas pequefia, de

68



Resultados

A

I

r AAAAA

PE#3 J Transcriptasa Reversa

Oligonucl.] ARN T4 Ligasa
anclaje

E = .
Oligonucl. Oligonucl. | PCR PE#3
anclaje2 anclaje’
PE#4

g PE#S T« a
Oligonucl. PE#4
anclaje 2

E— "o b
Oligonucl. PE#5
anclaje 2

800 pb
500 pb

200 pb

100 pb

Oligonucl. PE#4
anclaje 2

e d

Oligonucl. PE#5
anclaje 2

HUVEC U-937

69



Resultados

CCTCTGAAGGTTCCAGARTCGATAGTGAATTCGTGAAALGCCCTCTTTG

OLIGONUCLEOTIDO DE ANCLAJE 2
ATGGGGGAAGGGGAGGACTGGAAAAGCAGAGAGATCTTTCTGGATGTCC

TGGGAGAGCAGCCCT TTGGGTGGTGGGTGGAGGCTGGAGGCAGGGAGGA

ATCCCCTCACAGTGCCATGAGRAGGGCCCCCARACCCAGGCGAGACAGA
GGGAGGGTCAAGAACGCCAAGGCAAATGTCACTTGTGCCTTGTTTTTTC
CCTAAAGARACTAAACAAAGCGGCCGCGTTCGGTGGCCCCTCAGGRARGS
CCGGTCATTTCCTGAGGAGATATCAGGCCAGCCCAGGCCCCATTGTTCC
CGGTTTCCAGCCATGGCTGCCAT TACCTGACCAGOGCCACAGCCGGTCT

CTCTGCAGGCGCCGGEAGAAGTGACCAGAGCAATTTCTGCTTTTCA
OLIGONUCL INTERNO PE#4

TTTCCTGAGGAGATATCAGGCCAGCCCAGGCCCCATTGTTCCCGETTTC

CAGCCATGGCTGCCATTACCT GACCAGCGOCACAGCCGGETCTCTCT
OLIGONUCL. INTERNO PE#5

Figura 3.9.- Anilisis por 5° RACE del sitio de inicio de la transcripcion del gen PECAM-1. A. Esquema de las
reacciones de amplificacion por PCR. El ADNc se sintetizo utilizando como cebador el oligonucledtido PE#3 en presencia
de la transcriptasa reversa. Posteriormente, la primera reaccion de PCR tuvo lugar utilizando ademés del oli gonucledtido
PE#3, el oligonucledtido de anclaje ligado a la region 5° del ADN sintetizado, Las siguientes amplificaciones, se llevaron
a cabo con el oligonucleétido interno al de anclaje (oligonucle6tido de anclaje 2) en presencia de los oligonucleétidos bien
PE#4 o PE#S, obteniéndose los productos a, b, ¢, ¥ d. Las flechas representan los sitios de inicio de transcripcion
encontrados. B. Analisis de los productos obtenidos por PCR mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% vy tincién con
bromuro de etidio. Las reacciones de amplificacion por PCR, se realizaron en células HUVEC o U-937 en presencia del
oligonucledtido PE#4 (calles 1) y PE#5 (calles 2) como se describe en A. C. Andlisis de la secuencia nucleotidica de los
productos obtenidos por 5° RACE. Los productos obtenidos por PCR se aislaron del gel de agarosa, se clonaron en ¢l
plasmido pCRII y se secuenciaron. Las secuencias subrayadas representan la secuencia del oligonucledtido interno al de
anclaje asi como PE#4 y PE#5 utilizados en la reaccion de amplificacion por PCR.
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Figura 3.10.- Identificacion del inicio de transcripcién del gen PECAM-1 mediante anilisis por proteccién de
nucleasa S1. A. Representacion esquemdtica del procedimiento. El sitio mas 5° de inicio de la transcripeion identificado
mediante 5 RACE se representa mediante un asterisco. Los sitios localizados mediante nucleasa S1 se representan
mediante cajas que corresponden a los fragmentos de proteccion 1 y 2 y que albergan varios sitios de inicio de la
transcripcion. B. Proteccion por nucleasa S1. El oligonucledtido antisentido -16/ +46 utilizado como sonda fue anillado al
ARN total de U-937 tratadas con PMA o ARN total de levadura. Los hibridos ADN-ARN se incubaron en presencia (+S1)
0 en ausencia (-S1) de nucleasa S1. Los fragmentos protegidos se analizaron en un gel de poliacrilamida al 8% en
condiciones desnaturalizantes. En la calle correspondiente al ARN de las células U-937 aparecieron dos fragmentos de
proteccion: uno en los nucledtidos +53/+54 (fragmento 1) y otro en los nucledtidos +29/+39 (fragmento 2). En presencia del
ARN de levadura la presencia de S1 provoco la digestion completa del ARN. Como marcador de peso molecular (M) se
utilizé el ADN del fago @X174 digerido con Hinfl y marcado radiactivamente,
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construccion pCD31-0.22-LUC. Ademas, la secuenciacion de la banda més pequefia, de
aproximadamente 100 pb, obtenida con la amplificacion por PCR en las células U-937 tratadas
con PMA, mostré un sitio de inicio de la transcripcion en la posicién +253 localizada a 48
nucledtidos en direccidén 5° respecto al inicio de transcripcion descrito en células endoteliales
(Kirschbaum et. al., 1994),

Para confirmar la existencia del sitio de iniciacion de la transcripcion encontrado dentro
del fragmento de 0.22 Kb Nhel/Bglil, se llevaron a cabo ensayos de proteccién con nucleasa
S1. El esquema del fragmento de ADN estudiado, asi como Ia localizacién del oligonucledtido
empleado y el resultado obtenido, se muestra en la Figura 3.10. Para llevar a cabo estos
ensayos, se disefid un oligonucledtido antisentido de 63 pb de la regién 3 del fragmento
genomico de 0.22 Kb Nhel/Bglll, cuya secuencia se detalla en el apartado 2.13.2 apartado de
“Materiales y Métodos™. El extremo 5 de este oligonucledtido se marc6 con [y-""P] dATP e
hibridé con ARN total de células U-937 tratadas durante 48 h con PMA (10 ng/ml).
Posteriormente, se digiri6 con nucleasa S1. Como se muestra en la Figura 3.10B, se
observaron dos agrupaciones diferentes de bandas protegidas denominadas “Fragmento 17 y
“Fragmento 2”, que sugerian la existencia de multiples sitios de iniciacién de la transcripcion
detectados dentro de una region de 25 pb. Es interesante resaltar, que el inicio de la
transcripcién determinado por la técnica de 5° RACE y que recibe la numeracion de +1
(Figura 3.9), mapea precisamente en la regién intermedia entre el fragmento 1 y el 2. Los
resultados obtenidos en los experimentos de 5° RACE y nucleasa S1, considerados en
conjunto, demuestran la existencia de multiples sitios para el inicio de la transcripcién en el
fragmento genémico de PECAM-1 Nhel/Bglll de 0.22 Kb. A su vez, esta afirmacion esta
avalada por la potente actividad transcripcional obtenida con la construccion de 0.22 Kb
pCD31-0.22-LUC. Otro dato que confirma esta teoria, es la existencia de dos transcritos de
3.4y 3.7 Kb de PECAM-1 cuando se realiza un analisis por Northern blot. Esta diferencia de
unos 300 pb es aproximadamente la diferencia existente entre los dos sitios principales de

inicio de la transcripcion,

Posteriormente, analizamos si la construccion de PECAM-1 que contenia el fragmento
de 0.22 Kb de Nhel/Bgill presentaba distinto comportamiento en células de distinta
procedencia, esto es, en lineas celulares de linaje mieloide representado por la linea celular U-
937 y endotelio representado por el cultivo primario de células endoteliales de aorta bovina
(BAEC). Para ello, se llevaron a cabo transfecciones transitorias en ambos tipos celulares y se
compararon los resultados. Como se muestra en la Figura 3.11, en células endoteliales la
mayor actividad transcripcional se detectd en las construcciones pCD31-0.44-LUC y pCD31-
0.25-LUC cuyas RLU fueron de 1.6 veces y 6.8 veces con respecto a la construccién pCD31-
0.22-LUC respectivamente. De forma inversa, en células monociticas el fragmento de
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Nhel/Bglll de 0.22 Kb mostré una actividad transcripcional 4 veces superior a las
construcciones que contenian los fragmentos de 0.44 Kb BglII/Pstl y 0.25 Notl/Pstl.

Estos datos apoyan una vez mas, la existencia de dos focos de multiples sitios de inicio
de la transcripcion distanciados entre si unos 300 pb. Parece ser, por tanto, que la actividad
transcripcional contenida dentro del fragmento de 0.25 Kb Bglll/Pstl se manifiesta
fundamentalmente en células endoteliales, mientras que la actividad promotora del fragmento
de 0.22 Kb Nhel/BgllI, parece ser mas especifica del linaje mieloide. Segiin estos resultados,
no parece que cada foco de sitios de inicio de la transcripcion sea exclusivo de un tipo de
linaje, ya que los sitios de iniciacién en ambas localizaciones son capaces de promover en
mayor o menor medida la iniciacion de la transcripcion en los dos tipos celulares estudiados.
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Figura 3.11.- Diferencias en la actividad promotora entre los fragmentos genémicos Nhel/Bglll de 0.22 Kb y
Nhel/Pstl de 0.44Kb dependiendo del linaje celular. Se llevaron a cabo transfecciones transitorias en células
endoteliales de aorta bovina (BAEC) con las construcciones gendmicas que se detallan y se determiné la actividad
luciferasa transcurridas 48h desde la transfeccion. Las correcciones en la eficiencia de la transfeccion se efectuaron por
cotransfeccion con pCMV-BGal. Los resultados obtenidos representan la media de mas de 3 experimentos realizados por
separado y con preparaciones de ADN distintas. Con fines comparativos, se muestra la media de las actividades obtenidas
con la linea hematopoyética de origen mieloide U-937.
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3.6.- IMPLICACION DE LA ACTIVIDAD PKC EN LA EXPRESION DE LA
ACTIVIDAD DE PECAM-1.

Esta descrito que la expresion del antigeno de membrana PECAM-1 estd inducida
durante el proceso de diferenciacién de lineas monociticas U-937 y HL-60 hacia linaje
macrofagico (Cabafias ef. al., 1989; Goldberger et. al., 1994). Igualmente, estd ampliamente
documentado que los ésteres de forbol activan la proteina quinasa C (PKC). Por tanto
quisimos estudiar si esta actividad enzimética estaba directamente implicada en el control de la
expresion de esta proteina. Se llevaron a cabo experimentos de citometria de flujo en células
U-937 tratadas previamente durante 48 h con PMA (10 ng/ml), y como puede verse en la
Figura 3.12A, la adicién de inhibidores descritos para PKC como son H-7 o estaurosporina
disminuia la expresién de la proteina de superficie PECAM-1. Ademas, los compuestos DOG y
OAG, dos diacilgliceroles sintéticos que se comportan igual que el activador fisiologico de
PKC, también fueron capaces de inducir la expresion de PECAM-1 en la misma proporcion
que el PMA. Igualmente, OAG en presencia de un inhibidor de PKC como es H-7 disminuy la
expresion de la proteina de superficie PECAM-1 en igual proporcién que la estaurosporina o
H-7 1o hicieron con el pretratamiento de PMA. Este efecto inhibidor result6é ser dependiente de
la dosis como se aprecia en la Figura 3.12B hasta una concentracion de 250 uM de H-7 en la
que PECAM-1 mostr6 una inhibicién similar a la que presenté CD69 en presencia de H-7. Para
este experimento se utilizé como control la expresién de CD69, cuya actividad es dependiente
de PKC (Cebrian et. al.,1989). Por otra parte, el analisis del ARNm mediante Northern Blot de
Jos transcritos especificos de PECAM-1 de 3.7 Kb y 3.4 Kb mostré un incremento de forma
constante durante la diferenciacion de células U-937 inducidas con PMA, alcanzando un
méximo entre las 24-48 h de tratamiento (Figura 3.12C),

3.7.- IDENTIFICACION DE LOS ELEMENTOS DE RESPUESTA A ESTERES DE
FORBOL EN EL PROMOTOR DE PECAM-1.

3.7.1.- Regulacién transcripcional de PECAM-1 por ésteres de forbol.

Los datos expuestos anteriormente, sugieren la implicacién de la actividad PKC en la
regulacion transcripcional de PECAM-1. De hecho, experimentos de run-on realizados con
anterioridad en nuestro laboratorio, indicaron que la tasa transcripcional del gen de PECAM-1
en células U-937 se inducia entre 2 y 6 veces a las 24 h y 48 h respectivamente después del
tratamiento con los ésteres de forbol (Bellén, Tesis doctoral, 1993). Para tratar de confirmar la
regulacién transcripcional de PECAM-1 por los ésteres de forbol, utilizamos el transfectante
estable conteniendo el promotor de 1.42 Kb de PECAM-1 en células U-937.
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Figura 3.12.- Implicacién de la actividad PKC en la expresion de PECAM-1. A. Anilisis por citometria de flujo de la
expresion de PECAM-1 con distintos tratamientos. El tratamiento de células U-937 con activadores de PKC como son el
PMA. OAG y DOG provocan un aumento de la expresion de PECAM-1 en relacion a las células control (U). Esta
regulacion positiva de la expresion de PECAM-1 es eliminada en presencia de inhibidores especificos para PKC como son
H-7 y estaurosporina. Las células fueron tefiidas con un Am anti-PECAM-1 (HC1/6) y el analisis fue realizado mediante
citometria de flujo. B. Efecto del incremento de la concentraciéon de H-7 (inhibidor de PKC) sobre la expresion de
PECAM-1. Las células U-937 se trataron con PMA en presencia de concentraciones crecientes del inhibidor de PKC H-7.
Las células se marcaron con anticuerpo anti-PECAM-1 (HC1/6) o anti-CD69 (TP1/8) v se analizd la intensidad de
fluorescencia. C. Se llevaron a cabo tratamientos de células U-937 con PMA durante los tiempos especificados y se
analizaron por Northern blot los niveles de mensajero. La cantidad de ARN utilizada fue de 10 pg/calle. La hibridacion se
realizo con el fragmento de ADNc de PECAM-1 Xhol de 692 pb. Las bandas especificas se detectaron por autoradiografia.
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Como se aprecia en la Figura 3.13A, el aumento de la expresion de PECAM-1 en la
superficie del transfectante estable tras el tratamiento con el éster de forbol, es idéntica a lo
reportado en la linea parental, presentando una maxima induccion de la expresion en membrana
de 2.5 veces respecto a los niveles de expresion de las células control sin tratar. Los datos
sobre la actividad promotora después del tratamiento del transfectante con PMA se resumen en
la Figura 3.13B. Se pudo comprobar que el PMA es capaz de regular transcripcionalmente
PECAM:-1, encontrandose que a las 24 horas de tratamiento existe una inducion de 2.5 veces
respecto a la actividad transcripcional basal. A continuacion, se intent6 localizar el fragmento
genémico minimo de PECAM-1 implicado en el incremento transcripcional inducido por PMA.
Para ello, se llevaron a cabo transfecciones transitorias con las distintas construcciones del
promotor de PECAM-1 en células U-937, las cuales, inmediatemente después de la

transfeccion fueron estimuladas con PMA.
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Figura 3.13.- Regulacién transeripcional de PECAM-1 por los ésteres de forbol. A. Efecto de PMA (40ng/ml) sobre la
expresion en membrana de PECAM-1 en el transfectante estable de U-937 en los tiempos descritos. Las células se
marcaron con anticuerpo monoclonal anti-PECAM-1 (HC1/6) y se analizaron por citometria de flujo. B. Efecto ejercido por
¢l tratamiento con PMA sobre la actividad transcripcional de PECAM-1 en ¢l transfectante estable U-937. A tiempo 0, la
actividad transcripcional del transfectante estable corresponde a la constitutiva de PECAM-1. Mock representa el control
negativo de la transfeccion. Los datos mostrados representan la media de 5 ensayos aislados con sus desviaciones estandard

correspondientes.

En la Figura 3.14 se muestra un experimento representativo de una media de 4
experimentos con todas las construcciones del promotor de PECAM-1 realizados con distintas
preparaciones de ADN. La tinica construccion cuya actividad transcripcional no se indujo por
el PMA fue pCD31-0.25-LUC. En este fragmento de 0.25 Kb curiosamente, no se detectd
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ninguna secuencia descrita como inductora de la actividad transcripcional mediada por los
ésteres de forbol. Todas las demas, se indujeron en mayor o menor medida. La inducciéon por
PMA de los niveles de actividad promotora obtenidos con las construcciones pCD31-0.25-
LUC, pCD31-0.44-LUC, pCD31-0.76-LUC y pCD31-1.42-LUC fueron mas bien bajos (entre
1 y 2.5 veces), mientras que los valores de actividad luciferasa de pCD31-0.98-LUC y pCD31-
0.22-LUC se vieron claramente aumentadas en presencia del éster de forbol, mostrando
valores de induccion de la actividad promotora que oscilaron entre 4 y 6 veces respecto al
vector vacio. Teniendo en cuenta que el fragmento de 0.22 Kb Nhel/Bglll estaba contenido
dentro de la construccién pCD31-0.98-LUC, estos resultados sugerfan que la region principal
de respuesta a PMA estaba localizada dentro del fragmento de 0.22 Kb Nhel/Bglll. Es
interesante resaltar que este fragmento muestra la maxima actividad transcripcional en células
de linaje mieloide.
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Figura 3.14.- Identificacion de las regiones implicadas en la regulacién transcripcional de PECAM-1 por PMA. A.
Experimentos de transfeccion transitoria de las construcciones conteniendo distintas delecciones del promotor de PECAM-
1 en células U-937 inducidas con PMA (40ng/ml) durante 14 h inmediatamente después de la transfeccion. El efecto sobre
la actividad transcripcional de PECAM-1 ejercido por el tratamiento con PMA se refiri6 al vector de expresion vacio
pXP2-LUC al que se le dio el valor arbitrario de 1. La Unica construccion que no mostré regulacion transcripcional por el
éster de forbol fue pCD31-0.25-LUC. Las diferencias en la eficiencia de la transfeccion se corrigieron mediante
cotransfeccion con pSEAP. La maxima regulacion transcripcional por PMA se manifesté en el fragmento Nhel/Bglll de
0.22Kb. En la figura se muestra un experimento representativo de un total de 4 ensayos realizados con distintas
preparaciones de ADN.

77



Resultados

El analisis de la secuencia de ADN de este fragmento reveld la existencia de sitios
consenso de union de factores de transcripcion implicados en la respuesta a ésteres de forbol.
Estos sitios potenciales de unidn de factores de transcripcion se representan en la Figura
3.14A, donde se observan los sitios EGR-1, Spl y AP-2, previamente descritos como
elementos de respuesta a ésteres de forbol (Cao et. al., 1993; Williams et. al., 1993).

A continuacion, se analizé si el PMA era capaz de inducir una interaccion entre estos
factores con los sitios consenso de la secuencia de PECAM-1. Con este propdsito, se
realizaron experimentos de retardo en gel utilizando como sonda el oligonucleétido bicatenario
SplI/EGR1-PECAM-1 que se extiende desde los nucledtidos -109 hasta -76 de la secuencia
gendmica de PECAM-1 (Figura 3.14A). Los experimentos de retardo en gel se muestran en
1a Figura 3.15 donde se resumen los resultados obtenidos en un primer estudio de tipo cinético
que se realizd con extractos nucleares de células U-937 o K562 tratadas con PMA. Se observé
una induccién temprana (1 h de tratamiento) de un complejo ADN-proteina que desaparecia
después de 24 h de tratamiento, La formacion de este complejo retardado ADN-proteina
sugeria una interaccién entre la secuencia nucleotidica y una proteina presente en el extracto
nuclear de ambas lineas celulares. La formacidn de este complejo resultd ser especifica como
se muestra en la Figura 3.15A ya que se inhibia eficazmente en presencia de un exceso de 50
veces de oligonucledtido sin marcar. En la Figura 3.15B se muestra como el complejo
formado se compite con un oligonucledtido consenso para Spl/EGR-1, pero no se observd
alteracion alguna del complejo al afiadir un exceso de oligonucleétido mutado Sp1/EGR-1, ni
tampoco se compitié con un oligonucledtido consenso para unir AP-2.

Los datos obtenidos hasta el momento sugieren que el sitio identificado como AP-2 no
interviene en la induccién de la actividad promotora de PECAM-1 por los ésteres de forbol,
sino que esta induccion es debida a Spl/EGR-1. En todos los experimentos realizados, el
complejo formado, aparecia siempre como un doblete sugiriendo que se encontraban
involucradas al menos dos proteinas distintas presentes en el extracto de ambas lineas
celulares. Para comprobar si Spl/EGR-1 participaban en el complejo ADN-proteina, se llevo a
cabo el experimento de la Figura 3.15C, donde se muestran competiciones del complejo
formado con anticuerpos dirigidos frente a EGR-1 y frente a Spl. En este caso se realizd un
ensayo de retardo en gel utilizando extractos celulares de U-937 tratadas con PMA y como
sonda marcada radiactivamente se utilizé el oligonucledtido bicatenario Spl/EGR-1 de
PECAM-1. Al afiadir en la mezcla de reaccién un anticuerpo frente a EGR-1, se observd la
desaparicién de la banda inferior del doblete respecto al control donde se afiadia suero
preinmune. Ademas, al competir el complejo con anticuerpo especifico frente a Spl la banda
que desaparecio fue la superior. Estos resultados, indican que la banda superior contiene Spl
mientras que la inferior, contiene EGR-1.

78



Resultados

e 3

5 - o
s - - o -
ATAMIENTY EeS5a&a~ ANTICUERPO S £ £ 2
> i = 2200 - B K
FaeR z==8383e~ 3] T 35S 3
COMPETIDOR = = - = = = =4 COMPETIDOR — 8 2 2 __’é. = 'PI'{LI-\\'I':\.\'III':N‘I‘U + 4+ -+

VRS

i
=
el
w
=
—i
=
.

SONDA
LIBRE

U-937 K562 U-937 U-937

Figura 3.15.- Identificacion de los elementos de respuesta a PMA (Spl/EGR-1) dentro del fragmento de 0.22 Kb
Nhel/BglII. Los extractos nucleares obtenidos a partir de U-937 o K562 fueron incubados con el oligonucledtido CD31-
WT(-109/-76) en ausencia o en presencia de oligonucledtidos competidores o anticuerpos especificos tal y como se detalla
en la figura. Las incubaciones se realizaron durante 20" a 4 °C y los complejos fueron analizados en un gel de
poliacrilamida al 5%. La presencia de complejos especificos se representa mediante corchetes. A. Estudio cinético de la
formacion del complejo ADN-proteina en células U-937 y K562. Los extractos nucleares obtenidos a partir de células
activadas con PMA en los tiempos indicados fueron incubados con la sonda radiactiva tanto en ausencia como en presencia
de un exceso de 100 veces la sonda no marcada. (EN, sin extracto). B. Los extractos nucleares obtenidos de ¢élulas U-937
activadas durante 1 h con PMA se incubaron con la sonda marcada en presencia y en ausencia de un exceso de 100 veces
los oligonucleotidos competidores: CD31-WT, Spl/EGR-1-mut, AP-2-wt, y AP-2-mut. C. Los extractos nucleares obtenidos
a partir de células U-937 bien sin tratar o tratadas durante 1 h con PMA se incubaron con la sonda marcada tanto en
presencia como en ausencia de anticuerpos especificos frente a Spl o EGR-1; Como control negativo, se utilizé suero
preinmune (PS). Los complejos que contienen Sp1 y EGR-1 aprecen indicados mediante flechas.

Estos ensayos estructurales tomados en conjunto, demuestran la interaccion de EGR-1
y Spl con elementos de la secuencia de PECAM-1 identificados como consenso para estos
factores de transcripcion. Estas secuencias de reconocimiento se han localizado dentro del
fragmento Nhel/Bglll de 0.22 Kb, identificado como el fragmento de PECAM-1 que dirige una
actividad transcripcional importante dentro del linaje mieloide. Estos datos, por tanto, sugieren
que la induccién de EGR-1/Spl contribuye al aumento de la actividad transcripcional
observada en el promotor de PECAM-1 cuando las células son estimuladas con ésteres de
forbol.
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3.8.- IDENTIFICACION DE ELEMENTOS DE RESPUESTA A ACIDO RETINOICO
EN EL PROMOTOR DE PECAM-1.

El estudio de la secuencia de 1.55 Kb del fragmento genoémico 5° flanqueante de
PECAM-1 ha identificado 5 secuencias consenso de respuesta a d4cido retinoico
T(G/C)AC(C/A) (Agura et. al., 1992), localizadas en las posiciones -361/-356, -71/-66,
+119/+124, +68/+192 y +401/+406. El tratamiento con AR de las lineas celulares HL-60 y
U-937 no afecta la expresion de PECAM-1 en su superficie, a pesar de que se produce un
proceso de diferenciacion detectado por reduccion del NBT e induccién de la actividad
esterasa especifica (Goldberger et. al., 1994). Hay que tener en cuenta que este proceso de
diferenciacién inducido por AR no es idéntico en términos funcionales al inducido por los
ésteres de forbol lo que podria explicar las diferencias respecto a la expresion de PECAM-1.
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Figura 3.16.- Tratamiento del transfectante estable de U-937 con la construccién del promotor de PECAM-1
pCD31-1.42-LUC con AR. A. Anilisis por citometria de flujo de la expresion de PECAM-1 en membrana del
transfectante estable sin inducir (linea roja) o inducido con AR durante 24 h (linea azul). El eje de coordenadas muestra el
porcentaje de células positivas. El control negativo del ensayo esta sefialado con la barra (B). B. Efecto que ejerce el
tratamiento del transfectante estable de U-937 con AR 1 uM a los tiempos indicados en la figura. Mock representa el
control negativo de la transfeccion, es decir. el transfectante estable del vector vacio pXP2.

Para analizar cual era el efecto del AR sobre la expresion de PECAM-1, utilizamos
como modelo de estudio los transfectantes estables de U-937 con la construccion pCD31-
1.42-LUC del promotor PECAM-1. En la Figura 3.16 se muestra como el tratamiento con AR
no alteraba la expresion de PECAM-1, lo que estaba de acuerdo con los resultados de
Goldberger et. al. (1994). Por el contrario, vimos un cambio en la actividad transcripcional del
gen PECAM-1 induciéndose ésta 2 veces a las 6 horas de tratamiento y llegando a un maximo
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de induccién de la actividad trascripcional hasta de 6.5 veces respecto a la actividad
transcripcional basal a las de 24 horas de tratamiento. Por tanto, el AR es un agente
diferenciador que regula positivamente la transcripcion de PECAM-1, alin cuando
aparentemente no afecta a su expresion en membrana. Futuros estudios nos permitiran
determinar si el mantenimiento del nivel de expresién de PECAM-1 en membrana se debe a
cambios en los niveles de mensajero de PECAM-1 o son resultado de una regulacidén
postransduccional de PECAM-1.

3.9.- REGULACION TRANSCRIPCIONAL DE PECAM-1 POR ¢-MYC.

3.9.1.- Presencia de secuencias de union bHLH (E-BOX) e¢n la region reguladora de
PECAM-1 .

Las proteinas que interaccionan generalmente con ADN designadas como bHLH basic
Helix Loop Helix son factores de transcripcion que reconocen especificamente secuencias E-
box (CANNTGQ) a través de su region basica y son capaces de formar homo-heterodimeros a
través del dominio HLH (Murre ef. al., 1994). Estos factores de transcripcion juegan un papel
muy importante en la progresién del ciclo celular y proliferacton. Una subclase de las proteinas
bHLH son las bHLH-Lz que ademas, cuentan con un domininio de cremalleras de leucina e
incluye factores de transcricion tales como la familia Myc (Myc, Max, Mad, Mxi), TFE 3, TF-
EB, E-box, asi como los USF (Upstream Stimulation Factor) (Murre et. al., 1994). En
general, el proceso de diferenciacién celular requiere una bajada en la regulacion génica de
c-Myec, el cual esta implicado en el control del ciclo celular (Larsson ef. a/., 1988). Durante la
diferenciacion mieloide, existe una disminucion tanto de los niveles de mensajero como de la
expresion de c-myc mientras que los oncogenes c-fos y c-jun estan aumentados. Por otra parte,
la expresion de PECAM-1, también estd sometida a una regulacion dependiente de la
diferenciacion (Cabatias ef. al., 1989; Goldberger et. al., 1994). Ademas, en el presente trabajo
se ha demostrado que el tratamiento de diferenciacion de monocito a macrofago induce la
activacion transcripcional de PECAM-1 entre 2-3 veces. Estos datos sugieren que el aumento
de la expresion de PECAM-1, necesita de la disminucion de la expresion de c-Myc. En favor
de esta hipdtesis esta el hecho de que el tratamiento con TGF-f1 de células U-937 inhibe la
proliferacion, y por tanto los niveles de ¢-Myc, y esta disminucion va acompafiada de un
aumento de la expresion de PECAM-1 (Lastres ef. al, 1994). Todas estas evidencias en su
conjunto nos indujeron a estudiar si c-Myc tenia alguna influencia directa sobre la actividad
transcripcional de PECAM-1. La bisqueda de sitios potenciales de unién de c-Myc dentro de
la regién reguladora de PECAM-1 localizo dos cajas E-box en las posiciones: +184/+188
(CAAATG) y +191/+196 (CACTTG) (Solomon ef. al., 1993) esquematizadas en la Figura
3.17A,
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3.9.2.- Efecto_de la_sobreexpresion _de c-Myc sobre la actividad transcripcional de
PECAM-1.

Puesto que la expresién de c-Myc se correlaciona inversamente con la expresion de
PECAM-1, decidimos ensayar el efecto que tenia la sobreexpresidn de c-Myc sobre la
actividad promotora de PECAM-1. En la Figura 3.17B se muestran experimentos de
cotransfeccion de la construccién gendmica de PECAM-1 pCD31-0.66-LUC y el vector de
expresion de c-Myc (pCMV-cMyc) en el que la expresion de c-Myc estd dirigida por el
promotor del citomegalovirus. Estos experimentos revelaron que la expresion de c-Myc
reducia la actividad promotora de PECAM-1 un 40%. Este mismo fenémeno se ha observado
con ¢l promotor de las integrinas leucocitarias CD11a en la linea linfocitica T Jurkat, y en
menor grado en la linea de hepatoma HepG2, asi como en CD1l1c utilizando la linea celular
HepG2 (Rodriguez et. al., 1997).

Para tratar de esclarecer el papel inhibidor que juega c-Myc en los sistemas celulares,
donde la expresion de ¢-Myc podria estar alterada, se evalué la actividad del promotor
PECAM-1 en células Kmyc B, linea celular K562 que esta transfectada establemente con el
gen c-myc bajo el control del promotor del gen de la metalotioneina I de ratéon y donde la
expresién de c-Myc puede ser inducida considerablemente con el tratamiento de zinc (Delgado
et. al., 1995). Como se muestra en la Figura 3.17 C la induccion mediada por el sulfato de
zinc sobre las células transfectadas establemente con el gen c-myc provoco una reduccion de la
actividad del promotor PECAM-1 de un 25% mientras que el tratamiento con sulfato de zinc
de las células control KMMT no influy6 en la actividad promotora de PECAM-1.

Tanto USF como c¢-Myc pertenecen a la clase de factores de transcripcion bHLH-Lz
capaces de reconocer secuencias E-Box, aunque USF es capaz de unirse a los iniciadores de la
transcripcion y ¢-Myc reprime la actividad transcripcional promovida por USF dependiente de
iniciador (Roy et. al., 1991; Du et. al, 1993; Li et. al., 1994). La expresion de c-Myc se
correlaciona inversamente con la expresion de PECAM-1 en lineas mieloides (Lastres ef. al.,
1994) donde la proliferacién estd disminuida como en el caso de tratamientos con TGF-B1 o
PMA. Curiosamente, la regulacion negativa de c-Myc y activacion de la expresion de c-fos y
c-jun afecta positivamente a la transcripcion de! gen de PECAM-1. En conjunto, estos
resultados demostraban que el factor de transcripcién c-Myc regula negativamente la actividad
promotora de PECAM-1.
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Figura 3.17.- Identificacién de los elementos de reconocimiento para los factores de transcripeién E-Box dentro del
fragmento de 0.66 Kb Nhel/BglIl. En el panel A de la figura, se representa el fragmento de 0.66 Kb pCD31-0.66-L.UC,
en el que los dos focos de transcripcion se representan mediante flechas. Las 2 cajas E-box halladas, aparecen como dos
Gvalos rojos. B. Transactivacion del promotor de PECAM-1 por USF y represion de la actividad promotora de PECAM-1
por ¢-Myc. Se transfectaron células Hela con la construccion pCD31-0.66-LUC del promotor de PECAM-1 en presencia
del vector de expresion pCX-USF (conteniendo el ADNc de USF en el vector pCX) o del vector de expresion pCMV-Myc
(conteniendo el ¢DNA de e-mye con el pcDNA 1). El efecto ejercido en ambos casos sobre la actividad transcripcional de
PECAM-1 se refiri6 a la actividad obtenida con la construccion de PECAM-1 cotransfectado con el vector vacio pCDNA 1
al que arbitrariamente se le dio el valor de 1. En todos los casos, se mantuvo constante la cantidad total de ADN mediante
la adicién de vector vacio como portador de ADN. Los resultados que se muestran corresponden a una media de 3
experimentos independientes. Las barras de error que aparecen en la figura corresponden a las desviaciones estandard
halladas. C. Anilisis de la represion transcripcional ejercida por c-Myc en el sistema celular Kmyc B. Kmyc B constituye
un sistema celular de K562 transfectadas establemente con el gen c-mye bajo el control del promotor inducible por zinc de
la metalotioneina I de raton. Estas células se transfectaron transitoriamente con la construccion del promotor de PECAM-1
pCD31-0.66-LUC. Al cabo de 2 h post-transfeccion, la mitad de las células fueron tratadas con 100 uM SO4Zn para inducir
la expresion del gen c-myc vy la actividad luciferasa se determiné pasadas 24 h. La induccion de la actividad promotora
obtenida representa la actividad de la construccion en presencia de zinc respecto a la actividad de la construccién en
ausencia de zinc. El resultado obtenido representa la media. con sus desviaciones estandard, de al menos 4 experimentos

distintos con distintas preparaciones de ADN.
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3.10.- REGULACION TRANSCRIP(?IONAL DE PECAM-1 POR NF-«B.
|

3.10.1.- Identificacién de sitios consenso de unién para miembros de la familia Rel/xB en
la regién reguladora d¢ PECAM-1.

El anilisis de la secuencia gendmica del fragmento de 1.55 Kb Smal/Hindill de
PECAM-1 revelo la existencia de tres posibles sitios de union a NFkB. Uno, entre las
posiciones -409/-418 de secuencia GGGGTTCTCC dentro de la regién Alu y los otros dos
dentro del fragmento Bglll/Notl ambos, en orientacion reversa y localizados entre los
nucledtidos +110/+118 de secuencia GAGGAATCCCC y +76/+83 de secuencia
CCCTTTGGG. Quisimos comprobar si alguno de estos sitios consenso localizados en el
fragmento Bglll/NotI era capaz de formar un complejo retardado ADN-proteina y si este
complejo era estimulado por PMA. En el panel superior de la Figura 3.18 se muestra un
esquema del fragmento gendmico de doble cadena usado para realizar el experimento de
retardo en gel. Este fragmento de 185 pb que contenia la secuencia consenso en sentido
reverso de NFkB se obtuvo por digestion de la construccion pCD31-1.42-LUC con
Bglll/Notl, Esta sonda se marcé radiactivamente y se incubd con extractos nucleares de U-937
sin tratar o tratados durante 1 hora con PMA (100 ng/ml). Como puede apreciarse en el panel
inferior de la Figura 3.18 aparecen 3 complejos retardados ADN-proteina de los cuales los
dos superiores son especificos y se compiten con el fragmento gendémico de 185 pb sin marcar
(calle 6). Las bandas especificas se compitieron con un oligonucleétido especifico de NFkB
(calle 7), mientras que estos complejos no se alteraron con oligonucledtidos especificos para
proteinas de estrés HSP (Heat Shock Protein) (calle 4) 0 AP1 (calle 5).

Se han descrito potentes inhibidores de la activacién de NFxB como son los
agentes quelantes de metales y los ditiocarbamatos. De estos Gitimos los agentes mas potentes
descritos son los derivados pirrolidinicos de los ditiocarbamatos (PDTC) y ademds esta
descrito que es el mas especifico y su efecto es dependiente de la dosis.

Hasta ahora, hemos desmostrado que el PMA induce una proteina capaz de unir una
secuencia contenida en las 185 pb y formar un complejo retardado ADN-proteina. Para
comprobar que este factor inducido era NFxB se analizé por citometria de flujo, el efecto
ejercido por el PDTC sobre las células U-937 tratadas previamente con PMA (40 ng/ml)
durante 1 h (Figura 3.18). Como era de esperar la expresion de PECAM-1 en membrana de
células U-937 tratadas solo con PMA indujo 2.5 veces la expresion de PECAM-1 respecto a
la expresion basal. En cambio, una concentracion de 10 uM fue capaz de inhibir esta induccidon
4 veces y a 30 uM la inhibicion fue maxima (8 veces). En cambio con 70 pM PDTC esta
inhibicién se redujo a 5 veces y a 80 uM a 2.5 veces. Estos resultados corroboran el
comportamiento bifasico dosis dependiente descrito para el PDTC (Schreck et. al., 1992). Por
otra parte, ensayamos la toxicidad de PDTC en cultivo celular en el rango entre 10-100 pM
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encontrando que las células permanecian viables en todo el rango. Sélo se detectd algo de
muerte celular en un porcentaje muy bajo a partir de 100 uM. Estos resultados sugirieron que
la concentracion de PDTC de 30 uM era la optima para producir la maxima inhibicion de la
mobilizacion de NFkB sin producir dafio celular, En la Figura 3.19 se muestran ensayos de
retardo en gel con extractos de células U-937, HL-60 y Jurkat pretratadas durante 1 hora con
PMA (40 ng/ml) o TNF-a (50 ng/ml) y tratadas posteriormente durante 6 horas con PDTC
(30 uM). El PDTC sobre células pretratadas con PMA o TNF-a fue capaz de bloquear la
mobilizacion de NFxB hasta niveles constitutivos o incluso reducir estos. Estos datos
concuerdan con el efecto de PDTC sobre la expresion de PECAM-1 en membrana (datos no
mostrados).

Fragmento de ADN de 185 pb (+47/+232)
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Figura 3.18.- Identificacion de sitios consenso de unién para miembros de la familia Rel/xB en el promotor de
PECAM-1 mediante geles de retardo. En la parte superior de la figura se muestran el fragmento de ADN de 185 pb
Bglll/NotI utilizado como sonda en los geles de retardo. Las secuencias consenso de reconocimiento para NFkB aparecen
representadas por dos rectangulos negros. La localizacion del oligonucleotido utilizado en los geles de retraso, se representa
con una doble flecha. En el panel inferior de la figura, se muestra un gel de retardo eon extremos nucleares de 1-937
tratadas durante 1 h en presencia (+) o ausencia (=) de PMA. Estos extractos se incubaron en presencia de un exceso del
fragmento de ADN de 185 pb de doble cadena utilizado como sonda asi como un exceso de 100 veces molar de fragmento
sin marcar. Ademas, s¢ realizaron competiciones con oligonucledtidos especificos para NFkB (NFkB oligon.), proteinas de
estrés (HSP) o AP1. Los complejos no especificos formados se representan como EN. En la parte inferior del gel aparece el
exceso de sonda no unida a proteina.
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Figura 3.19.- Bloqueo de la mobilizacion por PMA y TNF-a del factor nuclear -xB mediante PDTC, un inhibidor
especifico de NFxB. A. Efecto ejercido por PDTC en ia expresion en membrana de PECAM-1 inducido previamente con
PMA (40 ng/ml). Células U-937 pretratadas durante 1 h con PMA. fueron tratadas durante 24 h con PDTC a las
concentraciones que se indican en la figura. El efecto neto resultante sobre la induccién de la expresion de PECAM-1 en
membrana ejercido por el PMA se analizo por citometria de flujo. Como marcador de superficie se utilizo el anticuerpo
monocional anti-PECAM-1 (HC1/6). B. Ensayos de retardo en gel en las lincas celulares U-937, HL-60 y Jurkat. En este
caso las 3 lineas fueron pretratadas durante 1 h con PMA (40 ng/ml) o con TNF-at (50 ng/ml) y tratadas posteriormente
durante 6 h con PDTC (30pM). Los extractos nucleares obtenidos se incubaron en presencia del oligonucledtido
(+102/+119) marcado radiactivamente tanto en presencia (+) como en ausencia (-) de un exceso de 100 veces de

oligonucledtido sin marcar como competidor. En la parte inferior del gel. se aprecia el exceso de sonda radiactiva sin unirse
a proteina.
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Estos resultados, en su conjunto, demuestran que el factor de transcripcion mobilizado
con el tratamiento con el éster de forbol era un factor nuclear kB ya que esta mobilizacion se

bloqued con inhibidor especifico para la familia kB.

Para evaluar el significado funcional de la unién entre el promotor PECAM-1 y NFkB
se llevaron a cabo transfecciones del plasmido reportero pCD31-0.66-LUC en presencia o
ausencia de un vector de expresion para la subunidad p65 de NFxB, (pRc/CMV-p65) en el que
la expresion de la subunidad p65 de NF«B esta dirigida por el promotor del Citomegalovirus.
Un experimento representativo de estas transfecciones se esquematiza en la Figura 3.20.
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Figura 3.20.- Efecto de la sobreexpresion de la subunidad p65 sobre la actividad transeripcional de PECAM-1. Se
transfectaron transitoriamente células Hel.a (izquierda), K562 (derecha) y Jurkat (medio) con la construccion promotora de
PECAM-1 pCD31-0.66-LUC que contiene el fragmento promotor de 0.66 Kb de PECAM-1 en presencia y ausencia del
vector de expresion pRc-CMVp65 que contiene el ADNc de la subunidad p65 en el vector pRe bajo el control del
citomegalovirus (CMV). En paralelo, y como control del experimento, se transfecté el promotor del gen que codifica para la
subunidad p50 (KBF-1) en ausencia (barras vacias) y en presencia (barras rellenas) del vector de expresion p63. En todas
las transfecciones se mantuvo constante la cantidad total de ADN mediante la adicion de vector vacio como portador de
ADN. La figura que se muestra, constituye un ejemplo representativo de al menos 3 experimentos independientes

realizados en cada linea celular.

En células HeLa y Jurkat la sobreexpresion de p65 fue capaz de inhibir la actividad
transcripcional de PECAM-1 un 70% respecto del control (CD31) mientras que la
sobreexpresion de p65 fue capaz de transactivar el promotor de KBF-1 (p50) incrementando
notoriamente su actividad. En el caso de HeLa, el incremento fue de 12 veces respecto al
control (KBF-1) y en Jurkat la induccion de la transcripcion fue de 5.5 veces. En cambio, en
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células K562 la sobreexpresion de p65 indujo 2.5 veces la actividad transcripcional basal de
PECAM-1 y 30 veces la actividad transcripcional de KBF-1. Estos resultados en conjunto.
sugieren: primero, que NFxB se une al sitio consenso (+110/+118) en el promotor PECAM-1
ya que se detecta la formacion del complejo retardado DNA-proteina. Esta union es especifica
para NFxB porque se inhibe con un exceso de sonda fria asi como por un inhibidor especifico
de NFxB. Y finalmente, esta union ADN-proteina es capaz de transactivar PECAM-1. Una vez
demostrada la existencia de un sitio consenso NFxB funcionalmente activo, quisimos estudiar
qué subunidades de la famila Rel/xB eran las que estaban implicadas en la formacion del
complejo ADN-proteina. Para ello realizamos experimentos de retardo en gel con extractos
nucleares de células U-937 en las que se habia inducido NF«B por tratamiento con TNF-a. y
los complejos formados se compitieron con anticuerpos especificos frente a p65, p50 y c-Rel.

En la Figura 3.21 se muestra el gel de retardo obtenido en el que al competir con un
anticuerpo especifico para p65 desaparece la banda superior y en cambio al competir con p50
la banda inferior es la que desaparece. No se observan cambios en el complejo al competir con
la subunidad c-Rel respecto al control. Por tanto, el NFkB mobilizado por el tratamiento con
TNF-a en células U-937, es un heterodimero p50/p65. Estos resultados sugieren que el
heterodimero p50/p65 regula la expresion de PECAM-1,

NEELE
Anticuerpo | — |[—|—|—| & | &| 7| E
- i - =] o
TNF-a — |+ |+ |+ |+
Competidor | — |—] sox f1oox| — [— | — | —
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Figura 3.21.- Identificacion de las subunidades NFxB/Rel gue participan en los complejos ADN-proteina de
PECAM-1. Gel de retardo en el que en todos los casos se utilizo 10 pg de extracto nuclear obtenido de células U-937
tratadas con TNF-a (100 ng/ml) durante 1 h para inducir la actividad NFxB excepto en la calle 1 que contiene extractos de
células U-937 sin tratar. Como sonda se utilizaron 0.5 ng del oligonucledtido de PECAM-1 que contiene el sitio consenso
para NFxB (+102/+119) marcado radiactivamente. La incubacién de los extractos en presencia de la sonda marcada
radiactivamente tuvo lugar durante 20" a 4° C. El complejo formado se compitio con un exceso de 50 veces de
oligonucledtido sin marcar. Ademas, las calles 5-8 se incubaron durante 20" a 4° C con anticuerpos especificos frente a las
subunidades p65 (calle 5). p50 (calle 6) y c-Rel (calle 7) o suero preinmune (calle 8) previa a la adicién de la sonda
marcada.
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3.10.2.- Efecto de TNF-a (el mis potente activador de la actividad NFxB) sobre la

expresion de PECAM-1.

PECAM-1, al igual que otras moléculas de adhesion estd implicada en el reclutamiento
de los neutréfilos y leucocitos a los sitios de inflamacion. La caracterizacion estructural de la
region promotora de las moléculas de adhesion implicadas en este proceso han identificado los
sitios consenso de unién para la familia de factores nucleares-kB ademas de otros grupos de
activadores transcripcionales como son ATF-2 y HMG-I (Y). Esta familia de factores de
transcripcion kB regulan la transcripcion de moléculas de adhesion como ELAM-1 o
E-selectina (Lewis et. al., 1994), VCAM-1 (Shu et. al, 1993) o ICAM-1 (Ledebur et. al,
1995). La similitud estructural y funcional de PECAM-1 con estas moléculas de adhesion nos
indujo a pensar que NFxB también estuviera implicado en la regulacion transcripcional de
PECAM-1.
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Figura 3.2.2.- Tratamiento del transfectante estable de U-937 con la construccion del promotor de PECAM-1
pCD31-1.42-LUC. A. Andlisis por citometria de flujo de la expresion de PECAM-1 en la membrana del transfectante
estable sin inducir (linea roja) o inducidas con TNF-at (100 ng/ml) (linea azul) durante 24 h. El eje de coordenadas muestra
el porcentaje de células positivas. El control negativo esta sefialado con la barra (B). B. Efecto que ejerce el tratamiento del
transfectante estable de U-937 con TNF-a a los tiempos indicados en la figura. Mock representa el control negativo de la
transfeccion, es decir, el transfectante estable del vector vacio pXP2.

En un primer estudio de la posible implicacion de la actividad NFxB en la regulacion de
PECAM-1 utilizamos el transfectante estable de PECAM-1 en U937 para estudiar el posible
efecto que pudiera ejercer TNF-a que es el mas potente inductor de NFkB conocido hasta
ahora. En la Figura 3.22A aparece reflejado el efecto que esta citoquina ejerce sobre la
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expresidon en membrana de PECAM-1. Esta citoquina en células U-937 transfectadas
establemente con la construccion pCD31-1.42-LUC de PECAM-1 disminuyo la expresion de
PECAM-1 en la superficie. Tratamientos del transfectante estable con TNF-a, indujeron 6.5
veces la actividad transcripcional basal de PECAM-1 una vez transcurridas 12 horas desde el
tratamiento con la citoquina, disminuyendo a las 24 hasta 2.4 veces la actividad transcripcional
basal como se muestra en la Figura 3.22B. Los resultados obtenidos con el transfectante
estable serian compatibles con la existencia de una desestabilizacién del ARNm independiente
de la sintesis de la proteina. De hecho, también se analizo el efecto en la actividad promotora.
Asi, estudios recientes han descrito en células de la vasculatura humana y bovina (HUVEC y
BAEC) una disminucién tanto en ARNm como de PECAM-1 en la superficie de la célula
inducido por IFN-y y TNF-o (Stewart et. al, 1996). Esta disminucién de los niveles de
PECAM-1 eran debidos a una fuerte desestabilizacion del mensajero, en ausencia de cambios
en la tasa transcripcional de PECAM-1 inducidos por las citoquinas. Es decir, la inestabilidad
de ARNm era independiente a la sintesis de nueva proteina.

3.11.- REGULACION TRANSCRIPCIONAL DEL GEN PECAM-1 POR TGF-p1.

PECAM-1 es una molécula de adhesion que pertenece a la IgSF, varios de cuyos
miembros son regulados a nivel de funcion y expresion por TGF-B1. Asi por ejemplo, la
expresion del antigeno carcinoembrionario (CEA) es aumentada por TGF-1 a través de una
via de sefializacion asociada a PKC (Chakrabarty ef. af., 1992). Por otro lado, la expresion de
N-CAM, otro miembro de la IgSF esta aumentada por tratamiento con TGF-B1 (Roubin et.
al., 1990). En cambio, la expresion de ICAM-1 estd regulada negativamente por TGF-B1
(Lastres ef. al, 1994). Existe un miembro de la Superfamilia de TGF-f1 la proteina-1
osteogénica humana (OP-1) que promueve fuertemente la agregacion de células neuronales
induciendo la expresién de N-CAM (Perides et. af., 1993).

Estudios previos en nuestro laboratorio, han demostrado que TGF-B1 es capaz de
regular Ia funcion de PECAM-1 aumentando su expresion y activando la adhesién de PECAM-
1 en células de linaje monocitico U-937 siendo estos dos mecanismos necesarios para la
adhesion, La induccion de PECAM-1 por TGF-B1, al igual que en el caso del CEA, también
parece ser que es mediada por PKC (Lastres ef. al., 1994). Estos autores demostraron que
TGF-B1 induce una agregacion homotipica en c¢élulas U-937 provocando simultineamente un
incremento en los transcritos y en la expresion de PECAM-1 en superficie (Lastres ef. al.,
1994).

Todos estos datos nos indujeron a estudiar la posible regulacién transcripcional de
PECAM-1 por TGF-B1. Para ello, utilizamos los transfectantes estables de U-937 con el
promotor de PECAM-1, En la Figura 3.23A se compueba como el tratamiento con TGF-p1
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induce la expresion de PECAM-1 en membrana siendo ésta maxima a las 24 horas de
tratamiento (induccién de 2.5 veces respecto a la expresion basal de PECAM-1). Ademés, en
la Figura 3.23B se demuestra que TGF-B1 regula transcripcionalmente PECAM-1 induciendo

su actividad transcripcional unas 2 veces en relacion con la transcripcion basal de PECAM-1
en las células sin tratar.
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Figura 3.23.- Tratamiento con TGF-B1 del transfectante estable de U-937 con la construccién del promotor de
PECAM-1 pCD31-1.42-LUC. A. Analisis por citometria de flujo de la expresion de PECAM-1 en membrana del
transfectante estable sin inducir (linea roja) o inducida durante 24 h. con TGF-B1 (10 ng/ml) (linca azul). El eje de
coordenadas muestra el porcentaje de células positivas. El control negativo esta sefialado con la barra (B). B. Efecto que
ejerce ¢l tratamiento del transfectante estable de U-937 con TGF-B1 a los tiempos indicados en la figura. Mock representa
el control negativo de la transfeccion, es decir, el transfectante estable conteniendo el vector vacio pXP2.

La regulacion transcripcional de PECAM-1 frente a TGF-B1, nos llevo a analizar la

posible existencia de secuencias consenso de respuesta a TGF-B. El anélisis de la secuencia de
1.55 Kb de la region 5 flanqueante de PECAM-1 revel6 la existencia de diversas secuencias

consenso de respuesta a TGF-B. De entre estas secuencias, unas ejercen una regulacion
negativa, mientras que otras, son elementos de respuesta positiva.
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Figura 3.24.- Elementos de respuesta a TGF-B1 identificados en el promotor de PECAM-1. Los eclementos de
respuesta negativa a TGF- (TAE, TIE, Ig-a) se representan en color rojo y los elementos de respuesta positiva a TGF-3
(TAE-a2(I), NF-1(3") se representan en color verde. La secuencia Alu esta representada por la caja rosa. También, se
detallan en la figura los sitios de restriccion con puntas de flecha invertidas en color azul asi como los dos focos
principales de inicios de la transcripcion descritos (negro).
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Entre los elementos de respuesta negativa hallados, cabe destacar “TGF-8 Inhibitory
Element” (TIE) identificado también en otros genes que son regulados transcripcionalmente
por TGF-B1 como son el gen de la transina y de la estromelisina (Kerr ef. al., 1990), el gen de
la colagenasa humana (Edwards et. al., 1987), el gen de la uroquinasa (Laiho et. al., 1986),
elastasa (Redini ef. al, 1988) y c-myc (Takehara et. al., 1987). En PECAM-1, se han
identificado secuencias consenso para elementos TIE entre las posiciones: -610/-601; -354/-
345; y -310/-300. Otra secuencia consenso presente en otros genes que ha resultado ser un
elemento de respuesta negativa a esta citoquina es “TGF-f Control Element” (TCE) descrito
anteriormente en el gen de la transina y estromelisina (Kerr et. al., 1990) asi como en c-myc
(Pietenpol et. al., 1991). Este elemento de regulacion negativa se ha identificado dentro de 1a
secuencia de PECAM-1 en las regiones comprendidas entre las posiciones: -278/-269;
+57/+49; +133/+22; +14/+23; +20/+27, +84/+92, y +428/+436. Otro elemento de respuesta
negativo frente a TGF-P es el identificado como Ig-a, entre la posicidén -346/-356) para el que
no se conoce el factor de trasnscripcion implicado en la regulacion por TGF-B (Lin et. al,
1992).

También se han identificado en PECAM-1, secuencias consenso de respuesta a TGF-3
que actuan como reguladores positivos de la transcripcion. Este es el caso de la secuencia
consenso TAE-o2(]) identificada inicialmente en el gen que codifica para la cadena o2 del
colageno de tipo I (Ritzenthaler et. al, 1993) y localizada también en PECAM-1 en las
posiciones +172/+182. En las posiciones -583/-579 y -748/-743 se ha identificado asimismo,
otro elemento de respuesta positiva a TGF-B. Este elemento representado como NF-1(3")
contiene el extremo 3” de la secuencia consenso (GCCAAG) del factor de transcripcion NF-1
identificado en el promotor de la cadena a2 del colageno de tipo I como regulador positivo de
la transcripcidn frente a TGF-B. La localizacion de todos estos elementos descritos dentro del
promotor de PECAM-1 se detalla en la Figura 3.24.

Ensayos de transfeccién transitoria con las distintas delecciones del promotor de
PECAM-1 en presencia o en ausencia de tratamiento con TGF-B1 nos revelaron las regiones
en el gen de PECAM-1 responsables de la respuesta a TGF-B1. En la Figura 3.25 se
representa un experimento representativo de transfeccion transitoria en células MviLu en
ausencia y en presencia de TGF-p1. Estos resultados muestran que es necesario como minimo
el fragmento de 1.42 Kb Smal/Pstl del promotor para que TGF-Bl actiue globalmente
induciendo la transcripcion de PECAM-1.
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Figura 3.2.5.- Efecto de TGF-B1 (Sng/ml) en la actividad transcripcional de PECAM-1 mediante ensayos de
transfeccion transitoria en células MvLUL1. La linea ia trazos representa el nivel de fondo del sistema de medida de la
actividad transcripcional de PECAM-1. La normalizacién de la eficacia de la transfeccion se ha realizado por
cotransfeccion con pCMV-BGal.
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4.- DISCUSION



Discusién

Dado el pape! fundamental de PECAM-1 en las interacciones celulares y debido a la
importancia de la comprension de los procesos celulares basicos que regulan la especificidad de
la expresion del gen de PECAM-1, hemos llevado a cabo el estudio de los mecanismos que
regulan la transcripcion de PECAM-1 en células hematopoyéticas y endoteliales. En el presente
trabajo, se describe el clonaje y la caracterizacién del promotor de PECAM-1, asi como la
identificacién de secuencias que pueden regular PECAM-1 transcripcionalmente en células de
la vasculatura y hematopoyéticas. Para abordar este estudio, un clon genémico Hindlll-
HindIII de 5.2 Kb conteniendo el exén I y parte del ex6n 2 asi como la regién 5° flanqueante
del gen PECAM-1, fue aislado a partir de una genoteca de placenta.

4.1.- IDENTIFICACION DE DOS FOCOS PRINCIPALES DE LA TRANSCRIPCION
EN EL PROMOTOR DE PECAM-1.

El promotor de PECAM-1 a diferencia de otras moléculas de adhesiéon como ICAM-1,
VCAM-1 y ELAM-1, carece de caja TATA o de una caja CAAT. Nuestros resultados
demuestran la existencia de dos focos fundamentales de inicios de la transcripcién en el
promotor de PECAM-1 separados entre si unos 300 pb. Por una parte, el foco de la
transcripcion en 5° constituido por muitiples sitios de inicio de la transcripcién localizados
dentro del fragmento de 0.22 Kb Nhel/Bglil y, por otro lado, el foco de inicio de la
transcripcidn en 3’ constituido a su vez por multiples sitios de inicio de la transcripcion dentro
del fragmento de 0.25 Kb Notl/Pstl. Se ha identificado una agrupacion de sitios de inicio de la
transcripcion, especificos de linaje mieloide, dentro del fragmento de 0.22 Kb Nhel/Bglll
localizados a unos 500 pb con respecto al inicio de la traduccién de la proteina y al que hemos
denominado foco de transcripcion en 5° de PECAM-1, constituido a su vez por multiples sitios
de inicio de la transcripcion situados concretamente en las posiciones -7, -6, +1, +9 hasta +18.
No se ha encontrado caja TATA o CAAT dentro del fragmento Nhel/Bglll de 0.22 Kb,
aunque existe una caja rica en GC préxima a los sitios de transcripcion descritos,
concretamente en las posiciones desde -31 hasta -19 precediendo a los sitios de inicio de la
transcripcién mencionados. La presencia de una secuencia rica en GC dentro de la region
flanqueante en 5" es una caracteristica de genes que carecen de cajas TATA, los cuales
generalmente contienen sitios de unién para Spl, AP-2, y AP-1 (Angel et. al., 1987; Imagawa
et. al., 1987; Mitchel et. al., 1987; Kadonaga et. al.,, 1988; Pugh et. al., 1990). Experimentos
de 5" RACE también han identificado la existencia de otro sitio de transcripcion en la posicion
+253 situado dentro de la regién de 0.25 Kb Notl/PstI y a 50 pb por encima del sitio de
transcripcion descrito en células endoteliales (Kirschbaum ef. al., 1994). En este fragmento, se
ha identificado una secuencia iniciadora consenso ATTTCN,.30GCCA de reconocimiento por
la ARN polimerasa II similar a la encontrada en otros genes de expresion constitutiva como el
gen de la dihidrofolato reductasa (dhfr) y que carecen de caja TATA (Means et. al., 1990;
Smale ef. al., 1990) siendo ademéas este iniciador distinto del encontrado en los genes cuya
expresion se induce con la diferenciacién y desarrollo como es el promotor del gen de la
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deoxinucleotidil transferasa (TdT). Precediendo a cada uno de los inicios de transcripcion
descritos en esta zona se han identificado sus respectivas cajas ricas en G+C cuyas
localizaciones exactas son desde +230 hasta +250 para el inicio de transcripcion localizado en
+253 y desde +290 hasta +300 para el inicio de transcripcién en +301 pudiendo estas cajas
ricas en G+C mediar el anclaje del factor de transcripciéon Spl, AP-2, o APt.

La existencia de miltiples sitios de iniciacion de la transcripcion es compatible en
primer lugar, con la ausencia de una caja TATA vy la dificultad encontrada para obtener bandas
nitidas en experimentos de primer extension (datos no mostrados). En segundo lugar, con la
presencia de dos bandas de 3.4 y 3.7 Kb respectivamente que aparecen en el anilisis por
Northern blot en células U-937 (Cabatias et. al., 1989; Goldberger et. al., 1994; Lastres et. al.,
1994). En tercer lugar, la existencia de un foco de transcripcion en 5° se corrobora con la alta
actividad transcripcional desarrollada por el fragmento de 0.22 Kb Nhel/Bglil en células
mieloides.

El andlisis de la regién promotora de PECAM-1 ha permitido demostrar que el
fragmento de 1.42 Kb Smal/Pst] puede dirigir la expresion especifica de tejido del gen
reportero de luciferasa (Figura 3.7). Experimentos de transfeccién transitoria utilizando las
construcciones de PECAM-1 obtenidas por delecciones progresivas en direccion 5° del
promotor, dan como resultado un aumento de la actividad luciferasa que alcanza el méximo
con la construccidon de 0.25 Kb Smal/Pstl (Figura 3.6). La actividad promotora de esta
construccién en comparacion con la obtenida con la construcciéon completa pCD31-1.42-LUC
sugiere la existencia de elementos reguladores negativos en la region entre las posiciones -
929/+231 que comprende el fragmento Smal/Notl, y més concretamente dentro del fragmento
Bglil/Notl. Transfecciones transitorias realizadas con las construcciones obtenidas a partir de
delecciones progresivas en direccion 3 del promotor, mostraron que en condiciones basales la
maxima actividad transcripcional de PECAM-1 era alcanzada por el fragmento Nhel/BglII de
0.22 Kb superando en casi 4 veces la actividad de la construccion completa pCD31-1.42-LUC
y reduciéndose considerablemente la actividad promotora en la construcciéon pCD31-0.76-
LUC en la que no esta presente el fragmento de Nhel/Bglll de 0.22 Kb. Estos datos sugerian
que la regién Nhel/Bglll era relevante para la transcripcién en células hematopoyéticas. Por
otra parte, la construcciéon pCD31-0.76-LUC retiene una minima actividad promotora. La
capacidad transcripcional que conserva este fragmento Smal/Nhel, podria explicarse por la
presencia de un elemento YY1 en el fragmento pCD31-0.76-LUC que ha sido identificado en
otros promotores como una secuencia que une una proteina iniciadora capaz de dirigir y
activar la transcripcidn in vitro (Seto et. al., 1991).

En conclusién, los resultados obtenidos con experimentos de transfeccion transitoria

efectuados sobre las construcciones de PECAM-1 obtenidas por deleccion tanto en la
direccién 3" como 5' refuerzan y apoyan la existencia de dos focos fundamentales de inicios de
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la transcripeién. Aparentemente, la utilizacion del foco en 5" 0 en 3° como inicio de la
transcripcidn de PECAM-1 depende del linaje celular.

La existencia de una regulacion transcripcional diferente dependiendo del tipo celular se
ha descrito en otras moléculas de adhesion como es el caso de ICAM-1, la cual, es inducible
por PMA, TNF-a, IL-1 o IFN-y. En ICAM-1 se han identificado también dos sitios
fundamentales de inicio de la transcripcion separados entre si 278 pb y localizados a 319 y 41
pb respectivamente respecto al sitio de inicio de la traduccion de la proteina pero a diferencia
de PECAM-1, ICAM-1 presenta dos cajas TATA. Experimentos realizados por Voraberger et.
al. (1991), han demostrado que en células de adenocarcinoma H5913T, que constitutivamente
expresan altos niveles de ICAM-1, 6 en células A549, en las que la expresion de ICAM-1 es
inducida con PMA, el sitio de transcripcién utilizado fundamentalmente es el situado en la
localizaciéon mas 5° o sea, el localizado en la posicion 319 por encima del inicio de la
traduccién. Por el contrario, en células A549 no tratadas con PMA el sitio de iniciacién
utilizado principalmente, es el de localizaciéon mds 3°. Estos datos, sugieren un mecanismo de
regulacion distinta en ambas lineas celulares. Las células endoteliales expresan
constitutivamente PECAM-1 en alta cantidad (10° moléculas/célula), mientras que la expresién
de PECAM-1 en monocitos (85x10° moléculas/célula) estd regulada durante el proceso de
diferenciacién/maduracion (Newman et. al, 1994). Un dato mas a tener en cuenta, es que
dentro del linaje hematopoyético, se puede apreciar cémo la transcripcion basal es 4 veces
superior en el fragmento de 0.22 Kb Nhel/Bglll respecto a la transcripcion del fragmento
Notl/Pstl (Figuras 3.6 y 3.8). Esta diferencia en la expresion de PECAM-1 podria explicarse
por una utilizacién preferencial de un foco de transcripcion frente a otro entre células
monociticas y endoteliales. Para abordar la posible existencia de una especificidad en cuanto a
la utilizacién de uno de los focos de inicio de la transcripcién dependiendo de tipo celular, se
realizaron transfecciones transitorias donde se comparé la capacidad de los dos focos
identificados de inicios de la transcripcién para inducir la transcripcion de PECAM-1 en células
mieloides (donde la expresion de PECAM-1 se induce durante la diferenciacion) y endoteliales
(donde la expresion de PECAM-1 es constitutiva) (Figura 3.11). Los resultados expuestos
demuestran que el foco de la transcripcion en 5° es fundamental para la transcripcién en células
monociticas mientras que en células endoteliales, la transcripcién mayoritariamente es dirigida
por el foco en 3’. En el caso de PECAM-1, a diferencia de lo que ocurre en ICAM-1, no
parece que cada uno de los focos de transcripcion identificados, sea exclusivo de un tipo de
linaje, puesto que los sitios de iniciacién en ambas localizaciones son capaces de promover en
mayor o menor medida la iniciacion de la transcripcién en los dos tipos celulares estudiados.
Es decir, ninguno de los dos focos son utilizados con exclusividad dependiendo del tipo
celular.
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4.2.- PRESENCIA DE UN ELEMENTO INICIADOR EN EL FOCO 3" DE INICIOS
DE LA TRANSCRIPCION EN PROMOTOR DE PECAM-1.

PECAM-1 carece de caja TATA y la transcripcién de PECAM-1 se inicia en dos focos
principales localizados en el promotor y separados entre si 300 pb. Dentro del foco de la
transcripcién en 3” se ha identificado en la posicién +301 un elemento iniciador con secuencia
consenso semejante al gen de la dihidrofolato reductasa (dhfr). La caja TATA, presente en
muchos genes, determina el punto exacto de inicio de la transcripcién en alguna base o bases
dentro de su propia secuencia (Smale et. al., 1989). La presencia de caja TATA parece ser
necesaria para determinar el inicio correcto de la transcripcion en situaciones de alta tasa de
transcripcién, mientras que la presencia de iniciador (Inr) es suficiente en situaciones de baja
tasa de sintesis de ARNm (Pellman et. al., 1990). El iniciador fue descrito por primera vez en
el gen de la deoxinucleotidil transferasa terminal de ratén (TdT) (Smale et. al,, 1989), y se ha
encontrado después en numerosos genes virales, de levadura, de ratén y humanos {Concino et.
al., 1984), sélo o en presencia de caja TATA. El estudio de otros promotores sin caja TATA
permitié la caracterizacion de los elementos iniciadores como una familia con distintas
secuencias nucleotidicas. El estudio de los mecanismos implicados en la iniciacion de la
transcripeion por la polimerasa II ha descubierto que la mayoria de los genes no contienen
cajas TATA. Los promotores de este tipo de genes se pueden dividir en dos tipos. Los
promotores sin caja TATA ricos en G+C, entre los cuales los primeros estudiados fueron los
promotores de los genes housekeeping (Sehgal et. al., 1988), que contenian numerosos sitios
de inicio de la transcripcién y sitios de union para el factor de transcripcion Spl (Dynan er. al.,
1983). Una segunda clase incluye aquellos promotores sin caja TATA que no son ricos en
G+C. A diferencia de los anteriores, estos promotores no son constitutivamente activos y
bastantes son regulados durante la diferenciacién y desarrollo e inician la transcripcion en un
unico sitio o multiples sitios muy cercanos entre si. Existen distintas clases de elementos
iniciadores que est4n presentes en los promotores, a pesar de la presencia de caja TATA como
es el caso del gen Ad-ML (promotor tardio de adenovirus) o ausencia de la misma como es el
caso del gen de la deoxinucleotidil transferasa terminal de ratén (TdT), la dihifrofolato
reductasa (dhfr), PBGD y el gen de la proteina ribosémica S16 (rpS16). El hecho de que la
mayoria de los promotores que carecen de caja TATA requieran todos los factores de
transcripcion incluyendo TFIID, sugiere que, a excepcidn del proceso de reconocimiento de la
caja TATA, el mecanismo de iniciacién no difiere del que tiene lugar en promotores con caja
TATA interviniendo los factores TFIID, TFIIB, TFIIE y la ARN polimerasa II en el complejo
especifico sobre el fragmento de ADN reconocido por la ARN polimerasa II. Existen factores
de transcripcion capaces de interaccionar con el Inr para activar la transcripcioén basal de los
genes que contienen esta secuencia: El factor TFII-1, purificado de extractos de células HelLa,
es capaz de mediar en la transcripcion basal del promotor Ad-ML, entrando en contacto
directo con una de sus secuencias iniciadoras (ML-1) (Roy et. al., 1991). La proteina YY1,
perteneciente a la familia de factores de transcripcion “zinc finger”, activa la iniciacion de la
transcripcién a partir del iniciador del promotor P5 del virus asociado a adenovirus (AAV)
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(Seto et.al., 1991), mediando ademds en la transcripcién de muchos otros genes como
activador o represor (Natesan ez. al,., 1993; Kapaettu er. al,, 1993). YYT tiene un patrén de
expresion muy amplio y su estructura est4 muy conservada entre especies (Shrivastava et. al.,
1993). El factor de transcripcién USF media también en la transcripcion dependiente de Inr
tanto directamente como cooperando especificamente con TFII-I (Roy ef. al., 1991). USF es
una proteina de la familia bHLH-Lz (basic helix-loop-helix leucine-zipper) expresada en
muchos tipos celulares (kirschbaum et. al., 1992) que contrarresta el efecto mhibidor del
protooncogen c-myc sobre la transcripcion de ciertos genes regulados durante la diferenciacién
como C/EBPa y los genes de la albimina sérica, ambos conteniendo Inr en sus promotores (Li
et. al, 1994). La proteina c-Myc es capaz de inhibir la transcripcién dependiente de Inr
mediada por YY1 (Shrivastava et. al, 1993) y TFII-I (Roy ef. al., 1993) por interaccion
directa con estos. c-Myc es también una proteina de la familia HLH, involucrada en
transformacién celular y proliferacion por bloqueo de la diferenciacién (Torres et. al., 1992)
cuya transcripcion es ademas activada por YY-1 (Riggs et. al., 1991). Por otro lado se sabe
que la ausencia de elemento TATA permite a promotores, cuyo incicio de transcripcion esta
regulado por un Inr, escapar a la accion represora de pS3, una proteina antitumoral cuyo gen
esta mutado en diferentes tipos de tumores y que es expresada durante etapas proliferativas en
células mieloides (Borellini er. al., 1993; Mack er. al, 1993). De este modo, el Inr parece
constituir un mecanismo que permite que un gen sea regulado basalmente de modo diferente a
un gen conteniendo secuencia TATA durante estadios de proliferacién o transformacion. Es
razonable sugerir que c-Myc estaria evitando una expresion excesiva de moléculas de adhesion
durante etapas de alta proliferacion dando paso a mayores niveles de expresion en condiciones
de diferenciacion que requieren adhesion de la células al sustrato o adquisicién de funciones
efectoras dependientes de adhesion celular. Este modelo estaria de acuerdo con la induccién
PECAM-1 durante la diferenciacién mieloide y con la relacién directa entre el aumento de los
niveles de c-Myc e inhibicion de la expresion de PECAM-1. Dado que c-Myc inhibe la
transcripciéon del gen PECAM-1, y teniendo en cuenta que c-Myc es capaz de interaccionar
con YY1 y TFII-I inhibiendo la transcripcién dependiente de Inr mediada por ambos factores,
es razonable suponer que el Inr pueda mediar en la inhibicion de PECAM-1 por c-Myc.

4.3.- ANALISIS DE LA SECUENCIA DE LA REGION PROMOTORA.
IDENTIFICACION DE ELEMENTOQS CONSENSO.

Como se muestra en la Figura 3.4, la region 5 no traducida del promotor de PECAM-
1 es muy rica en secuencias G+C llegando a contener en algunos segmentos hasta cerca de un
70% de G+C. Por el contrario, el contenido en G+C de la regién codificante de PECAM-1 es
de un 40%. Estas regiones ricas en G+C se han encontrado en secuencias 5° flanqueantes de
genes constitutivos aunque también se han encontrado en genes especificos de tejido. En estas
regiones ricas en G+C de PECAM-1 se han identificado unas isletas CpG donde los
dinucleétidos CpG aparecen en la misma proporcién como las dinucleotidos GpC al contrario
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de lo que ocurre en la totalidad del genoma donde la abundancia en el dinucleddtido CpG es
solo de un 20% con respecto al GpC. Cabe destacar la existencia de més de 30 secuencias
dinucleotidicas CpG dentro de las primeras 1.300 pb de! promotor de PECAM-1 con una
proporcién especialmente alta en la relacién CpG:GpC= 60-70% (Figura 4.1) localizados
entre los 150 nucleétidos por encima y por debajo del sitio de transcripcién de posicion +301.
Ademas, existen cuatro sitios de restriccion Hpall (CCGG) en las inmediaciones de este sitio
de iniciacion. Esta observacion sugiere que el estado de metilacién de esta regién puede ser un
mecanismo por el cual las células suprimirian la transcripcion de PECAM-1 de una forma
especifica de tejido (Yisraeli er. al., 1988; Smith et. al, 1993; Aird et. al, 1994). Por otra
parte, entre los 150 nucle6tidos por encima y por debajo del sitio de iniciacién descrito como
+1, la relacion CpG:GpC fue del 12.5%. Teniendo en cuenta la distinta utilizacién de los dos
focos de la transcripcidn, segin se trate de células monociticas o endoteliales, la metilacién
podtia ser un mecanismo de regulacién de la expresion de PECAM-1. En eucariotas, el ADN
estd empaquetado junto a histonas formando la cromatina. Est4 descrito que la cromatina en
las isletas CpG difiere del resto de la cromatina en una serie de aspectos, como son una
reduccion en la histona H1 y una ausencia de nucleosomas (Rosmarin et. al., 1992). Ademss,
el dinucle6tido CpG puede ser una diana para la metilacién del ADN dando lugar a residuos
metilcisteina que alteran la interaccion ADN-proteina (Tazi et. al., 1990). Por ejemplo, el
desarrollo y la expresién especifica de tejido de genes de globulina parecen ser regulados por el
estado de metilacién del promotor de estos genes (Yisraeli er. al., 1988). Smith et. al. (1993),
han demostrado que la metilacion del ADN de la E-selectina inhibe la transcripcién mediada
por NFxB ¢ inducida por citoquinas inflamatorias. Aunque los datos obtenidos, sugieren que la
metilacidén podria ser uno de los mecanismos por los cuales la expresion de PECAM-1 es
regulada a nivel pretranscripcional, para confirmarlo serd necesario llevar a cabo digestiones
con HPall/MsPI, enzimas de restriccién que incluyen en su secuencia de reconocimiento
secuencias CpG. La mayoria de estas enzimas no cortan el ADN si éste estd metilado. La
comparacion mediante Southern-blot entre las bandas generadas por Hpall o Mspl mostraran
la localizacion de los sitios de metilacién.

El anilisis de la secuencia de 1.300 pb de la regi6én 5" no traducida de PECAM-1
sugeria que se trataba de un promotor que reunia todas las caracteristicas propias de un gen de
expresion constitutiva o housekeeping gene. En primer lugar, por su alto contenido en G+C, y
por carecer de una caja TATA o una caja CAAT. Ademas, presenta multitud de inicios de la
transcripcion separados entre si y utiliza un elemento iniciador anlogo al encontrado en el gen
de la dihidrofolato reductasa que es un gen constitutivo. Sin embargo, dada la expresién tan
restrigida de PECAM-1, no se puede clasificar como un gen constitutivo. Probablemente, la
expresion restringida se puede explicar por la existencia de sitios de unién de factores de
transcripcion dentro del promotor de PECAM-1.
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Figura 4.1.- Esquema del contenido en porcentaje de G+C del promotor de PECAM-1. En la parte superior de la
figura se detalla la localizacion del inicio de traducion de la proteina (ATG). asi como la localizacion de los dos focos
principales de la transcripcion de PECAM-1. En la grafica se muestra como las dos regiones con mayor contenido en G+C
(franja verde) coincide con la localizacion de los dos focos principales de transcripcion descritos en PECAM-1.

El anélisis de la secuencia nucleotidica del promotor PECAM-1 descubri6 la existencia
de numerosos sitios potenciales de union para elementos reguladores como son AP-2, GATA,
ets, PU box, Spl, EGR-1, NFkB, elementos de respuesta a AR, E-box, elementos de respuesta
a estrés mecanico (SSRE), Lyf-1 y HMG-1 (Figura 3.4). Un esquema que resume la
localizacion de algunos de estos elementos de control encontrados dentro del promotor
PECAM-1 se muestran en la Tabla 4.1 y en la Figura 4.2.

Entre los elementos encontrados, caben destacar los tres elementos ets localizados en
una region que se extiende entre los nucledtidos -140 y +270. Estos sitios de reconocimiento
para factores de transcripcion efs se han encontrado en numerosos promotores de origen
megacariocitico, endotelial y genes que se expresan en leucocitos (resumido en la tabla 4.1).
Entre los miembros de la familia de factores de transcripcion efs que pudieran interaccionar
con estos sitios se encuentran efs-1, PU-1 y PEA-3 (Hickstein ef. al., 1992). De todos estos,
ets-1 se expresa tanto en células megacariociticas como endotelio, mientras que PU-1 se
expresa en monocitos y megacariocitos. Seran necesarias investigaciones futuras para descubrir
si factores de la familia ets participan en la regulacion de la expresion de PECAM-1.
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Figura 4.2.- Representacion esquematica de la region flanqueante 5° de PECAM-1. El promotor de PECAM-1 carece de caja TATA y de caja CAAT, y contiene numerosos sitios
de inicio de la transcripcion cercanos a los dos focos principales de transcripeion representados en la figura como +1 y +301. En la figura, aparecen los posibles elementos de
regulacion como son sitios de reconocimiento para AP-2, EGR-1 , Spl, cajas GATA, ets, NFkB, elementos de respuesta a 4cido retinoico (AR), asi como SSRE y elementos C/EBP. Es
de destacar la presencia de una region Alu que en el presente esquema aparece representada en el panel inferior de la figura con un recuadro rojo.
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TABLA 4.1.- Resumen de los elementos de control contenidos en el promotor de PECAM-1.

SITIO SECUENCIA CONSENSC SECUENCIA/POSICION  GENES ENDOTELIALES
Elemento  ATTTCN,3,GCCA ATTGTTCCCG (+301)  GPIIB, rPF4, hPF4, GPIX
Iniciador
GATA (T/AYGATA(GA/G) AGATAT (+267) GPIIb, rPF4, hPF4, GPIba, GPIX,
CTATCT (-208) (R) vWF, P-Selectina, Endoi¢lina-1, a-
TTATCG (-588) (R) 4, CDI1b
CGATAT (-608)
efs (G/IO)AGGAA GAGGAG (+329) GPIIb, tPF4, hPF4, GPIba, GPIX,
CAGGAAT (+108) vWF, P-Selectina, Endoltlina,
GGGGAA (+18) VCAM-1, vWF, ICAM-1, E-
TTCCTC (-190) (B) selectina, a-4, CD11a, CD11b,
CDl11c¢
Spl (G/ITHA/GYGGCG(G/THG/A) GGCGGG (-398) GPIIb, tPF4, hPF4, GPIba, GPIX,
CCGCCC (-369) (R) vWT, P-Scleciina, Endotelina,
CCCGCC (-372) VCAM-1, ICAM-1, vWF, E-
selectina, a-4, CD11a, CDI11b,
CDl1c, CD138
AP-2 (G/CYCCNNN(G/CHG/C) GCCCAGGC (+290) GPIIb, rPF4, hPF4, GPlIba, GPIX,
GCCTGCCC -109) vWF, P-Sclectina, Endot¢lina-1,
CCGCCCGC (=370 ICAM-1, vWF, E-Selectina, CD11c
GGCCTCCC (-380)
EGR-1 GCGC(G/THGGGCG GCCTGCCCCAGC (-86) PDGF-A, Trombospondina, ICAM-
1, CD44
NIF«B GGGA/GXC/A/DTC/THC/TICC  GGAATCCCC (+110) (R)  VCAM-1, ICAM-1, E-Sclectina,
CCCTTTGGG (+75(R) CDillc
GGGGTTCTCC -506
AR T(G/C)AC(C/A)T TCACAG (+401) GPIIb, rPF4, hPF4, GPIba, GPIX,
TCACAG (+119) vWF, P-Selectina, Endotelina,
TCACAA (+133) VCAM-1, vWF, E-Selectina
TGTCA (+187)
TCACCA (-445)
E-Box CANNTG CACTTG (+191) P-Selectina, hPF4, hGPIX, GPIba,
CAAATG (+184) Endotelina-1
SSRE GAGACC GGTCTC (+353) (R) VCAM-1, ICAM-1, E-Se¢lectina
GGTCTC (-125) (R)
GGTCTC (-344) (R)

PF4: Factor de plaquetas 4 (hy=humano, (r)= de ratén.; vWf: Factor de von Willebrand.; ot-4: VLA-4= alf1.
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TABLA 4.2.- Elementos consenso efs y GATA descritos en genes que se expresan en células
endoteliales.

PROMOTOR ELEMENTOS GATA  ELEMENTOS efs TIPO DE EXPRESION CELULAR
PROMOTOR
hGPIb TTATCG  (-468)  AGGAAGT  (-517) TdT PLAQUETAS/MEGACARIOCITOS
TGATAA  (-56) ACTTCCT  (-144)
PF4 AGATAA  (-33) CCGGAG (-581) TdT PLAQUETAS/MEGACARIOCITOS
CGGGAAG  (-374)
hPF4 CTATCT (-101) CGGGAAG (-112) TATA PLAQUETAS/MEGACARIOCITOS
GGATAA  (-32) TCTTTCCC  (-80)
hGPIX GGATAA  (-68) AGTTCCT  (-57) TdT PLAQUETAS/MEGACARIOCITOS
GCTTCCG (-48)
CTGGAAG  (-45)
hGPIba CTATCA  (-107)  AGGAAAG (-207) “Housckeeping” PLAQUETAS/MEGACARIOCITOS
GCGGAG (-200)
CTTCCTT  (-74)
hPS AGATAG (-759) TCTTCCATG (-230) “Housckecping” PLAQUETAS/MEGACARIOCITOS
TTATCA  (-158)  GAAGG (-224) ENDOTELIO
GGGAAGG  (-137)
TAGGAAG  (-104)
hvWF TTATCA  (-86) TAGGAAG  (-398) TATA ENDOTELIO
AGATAG  (¥218)
hET-1 TTATCT  (-136) CAGGAAG  (-295) TATA AMPLIA EXPRESION
ENDOTELIO
hES GGATAT (-142) TAGGAAG  (-971) TATA ENDOTELIO
hVCAM-1 AGATA  (-245) AGAGGA (-162) TATA ENDOTELIO
TTATCT  (-259)
hICAM-1 GAGGA (-166) TATA ENDOTELIO
AGGAAG (-221)
AGAGGAA  (-981)
GGAGGAT  (-1033)
(-156)
hCD18 AATCTC (-784) AGAGGAA  (-55)  “Housckeeping” LEUCOCITOS
ACTTCCTC  (-70)
hCDIlb  TGATAG  (-42) GGAGGAA  (-134)  “Housekeeping” MIELOIDES
TTCTC (-120)
hCDI11a AGAGGAA  (-67) TdT LINFOCITOS/MONOCITOS
hPECAM-1 AGATAT (+278)  GAGGAG (+273) TdT PLAQUETAS/MEGAKACIOCITOS
CTATCT  (-203)R) CAGGAAG  (+252) ENDOTELIO
CTTATCG (-583)(R) GAGGAA (+108) LEUCOCITOS
CGATAT  (-608)  GAGGAA (+18)
TTCCTC (-134)
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En el promotor de PECAM-1 también existen secuencias consenso para factores de
transcripcion implicados en la diferenciacidon hematopoyética, pudiendo contribuir a la
regulacion de PECAM-1 en este linaje. La mayoria de los promotores de genes cuya expresion
esta limitada a células de la vasculatura contienen uno ¢ mas elementos ets 0 GATA. Muchos
de estos genes al igual que PECAM-1 se expresan constitutivamente y carecen de una caja
TATA tipica de los promotores inducibles por citoquinas. Se han identificado elementos
GATA funcionalmente activos en el promotor de una gran nimero de genes gue se expresan
constitutivamente en la vasculatura como se puede apreciar en la Tabla 4.1. Estudios in vitro
han demostrado que dichas cajas GATA pueden servir como sitios de reconocimiento para
factores de transcripcion en condiciones basales y, que en algunos casos estas proteinas que se
unen a las cajas GATA pueden inhibir la transcripcion mediante inhibicion de la formacion del
complejo de preiniciacion (Prandini et. al., 1988). Dentro de los 720 primeros nucleétidos de
PECAM-1 anteriores al inicio de la traduccion de la proteina se han identificado cuatro
secuencias consenso GATA que podrian ser necesarias para la actividad transcripcional de
PECAMS-1 (Martin et. al., 1990; Orkin et.al., 1992; Martin et. al., 1993; Weiss et. al., 1995).

Se han identificado elementos GATA dentro del promotor de un gran nimero de genes
que constitutivamente se expresan en vasculatura y que al igual que PECAM-1, todos carecen
de caja TATA como es el factor plaquetario 4 de rata (rPF4), GPIIb humano, y GPIX humano
(Tabla 4.1). Es curioso cémo estos genes, de forma similar a PECAM-1, presentan un
elemento GATA localizado a unos 30 pb por encima del inicio de la transcripcion, que es
funcionalmente importante para una optima transcripcion basal en estos genes. Es importante
destacar la existencia de dos elementos GATA en las posiciones -589 y -613 distanciados entre
si 24 pb y en orientacidon transcripcionalmente invertida. Una distribucion similar de dos
elementos GATA se han encontrado en otros promotores. Concretamente, existen dos
elementos GATA importantes en la induccidén de la transcripcion de VCAM-1 por TNF-a
(TTATCTTTCCAGTAAAGATAG) (Andrew et. al, 1992). Estos elementos GATA se
encuentran distanciados 20 pb entre si y en orientacién transcripcionalmente opuesta, como es
el caso de PECAM-1. Otro ejemplo ilustrativo de esta distribucion caracteristica de los sitios
GATA se ha descrito en el promotor de la y-globina (CAGATATTTGCATTGAGATAGT)
(Tsai et. al, 1989). Incluso el promotor del gen GATA-1 cuenta también, con estos 2
elementos en este caso, separados entre si 5 pb (CTGATAAGACTTATCTG) (Tsai et. al.,
1991).

Es conocida la interaccion de la familia de factores de transcripcion GATA con otros
factores transactivadores. En el caso del promotor de VCAM-1, los factores de transcripcion
que se unen a sitios GATA y los factores que reconocen el sitio NFkB parece que
interaccionan para generar una respuesta completa de VCAM-1 a citoquinas inflamatorias. Es
muy posible, que estos dos elementos GATA contiguos localizados en PECAM-1 jueguen un
papel importante en la regulacion transcripcional de PECAM-1 mediada por citoquinas
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inflamatorias. Un dato que apoyaria esta afirmacion es el hecho que tratamientos de la
construccion completa de PECAM-1, pCD31-1.42-LUC con TNF-a. induce la transcripcidn de
PECAM-1 en los transfectantes estables de U-937 (Figura 3.22). El elemento GATA
localizado a unas 30 pb por encima del inicio de la transcripcion +301 posiblemente juegue un
papel fundamental en la transcripcion basal de PECAM-1, si tenemos en cuenta que este inicio
de la transcripcién es principalmente activo en células endoteliales, donde la expresion de
PECAM-1 es constitutivamente muy elevada. Experimentos de retardo en gel, asi como
transfecciones transitorias con construcciones mutadas puntualmente en estos elementos nos
permitiran conocer el papel que GATA juega en la regulacién de PECAM-1.

A lo largo de todo el promotor de PECAM-1, se han identificado secuencias de
reconocimiento para elementos de respuesta a shear stress (SSRE) inducibles por fuerzas
mecanicas. El flujo sanguineo en su paso a través del sistema circulatorio genera fuerzas
mecanicas que actuan sobre los vasos sanguineos modulando la funcidn y la estructura
intrinseca de los mismos (Fangos ef. al, 1993; Resnick ef. al, 1995). Estas fuerzas
hemodindmicas incluyen presion hidrostatica asi como fuerzas pulsatiles y de friccion sobre la
pared de los vasos, constituyendo estimulos fisiologicos que ademas de los estimulos quimicos
conocidos, pueden provocar respuestas biologicas importantes en las células que componen la
pared de los vasos sanguineos. Asi, en células endoteliales en cultivo expuestas a fuerzas
hemodinamicas in vitro se han observado cambios en la morfologia celular, estados de
crecimiento y la produccién de secrecciones de varias moléculas efectoras (Caro et. al., 1971;
Nerem et. al., 1981; Bussolari et. al., 1982; Ku et. al,, 1985; Langille et. al., 1986; Asakura et.
al., 1990). Muchos de estos cambios dependen bien directa o indirectamente de la expresion
génica. Resnik ef. al. (1992) demostraron que fuerzas mecanicas, aplicadas sobre células de la
vasculatura endotelial pueden regular la expresion génica a nivel transcripcional. En la Tabla
4.2 se muestran SSRE encontrados en los promotores de genes que son regulados por shear
estress. Curiosamente, miembros de la familia de moléculas de adhesion como ICAM-1 que
contienen en su promotor regiones con SSRE son regulados positivamente, habiéndose
detectado un incremento de los niveles de proteina y ARNm en células endoteliales de la
vasculatura humana en cultivo sometidos a shear stress. Por el contrario, otras moléculas de
adhesion expresadas en endotelio como son E-selectina y VCAM-1 que no son reguladas por
una exposicion a shear stress (White ef. al., 1983) no presentan elementos de respuesta a
SSRE en el promotor (Diamond et. af., 1990; Davies ef. al., 1995). Estos datos sugieren una
regulacion selectiva de las moléculas de adhesién endotelial por shear stress que se
correlaciona con la presencia o ausencia de elementos SSRE. PECAM-1 es una molécula de
adhesion endotelial en cuyo promotor se han encontrado elementos SSRE y curiosamente,
todos los tipos celulares que expresan PECAM-1 estan sujetos a fuerzas hemodinamicas por
flujo sanguineo in vivo sugiriendo por tanto, gue los elementos de respuesta a shear stress
encontrados en PECAM-1 pudieran jugar un papel importante en la regulacion de la
transcripcion de PECAM-1, aunque por el momento desconocemos qué condiciones de estrés
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mecanico pudieran influir en la expresion de PECAM-1 en células endoteliales sujetas
continuamente a estas fuerzas hemodinamicas.

TABLA 4.3.- Genes endoteliales que tienen elementos SSRE en su promotor.

GEN ESPECIE LOCALIZACION SECUENCIA REFERENCIAS
humano -125 GAGACC Pech er. al. 1989
PDGF-B gato -125 GAGACC V der Ouweland et. al. 1986
raton -125 GAGACC Bonthron ef. al.1991
humano -345 GAGACC Feng et. al. 1990
tPA gato -252 GAGACC Feng et. al. 1990
raton -252 GAGACC Feng et. al. 1990
TGF-p1 humano -1219 GGTCTC Kim et. al 1989
raton -401 GGTCTC Geiser ef. al. 1991
MCP-1 humano =202 GGTCTC Shyy et. al. 1994
-1919 GAGACC
Endotelina-1 humano -236 GGTCTC Malek et. al. 1993; 1994
ec-NOS humano -999 GGTCTC Nishida et. al. 1992
-1286 GAGACC
c-fos humano 216 GAGACC Hsieh et. al. 1993
ICAM-1 humano -644 GAGACC Degitz et. al. 1991
PECAM-1  humano -340 GGTCTC Almendro ef. al. 1996
-79 GGTCTC
+353 GGTCTC

Los elementos de respuesta a acido retinoico (AR), han sido implicados en el desarrollo
hematopoyético (Orkin ef. al., 1992). Curiosamente, se han identificado 5 posibles elementos
de respuesta a AR en el promotor de PECAM-1 (Figura 4.2) situados en las posiciones: +401,
+119, +133, +187 y -445 que nos indujeron a pensar que el AR pudiera regular’
transcripcionalmente PECAM-1. Efectivamente, tratamientos de los transfectantes estables de
U-937 con este agente inducen notablemente la transcripcion de PECAM-1 siendo por tanto
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interesante una identificacion futura de la minima region de PECAM-1 capaz de responder a
AR.

Ciertos miembros de la familia de proteinas que unen elementos de las cajas HLH
conocidas como cajas hélice-vuelta-hélice, se requieren para el desarrollo apropiado de células
B y el reordenamiento de los genes de las inmunoglobulinas (Murre et. al., 1994). Por otra
parte, la presencia de una secuencia de octamero imperfecto localizada por debajo de la
secuencia del heptamero, como ocurre en PECAM-1, es una caracteristica conservada que se
requiere para la actividad especifica de tejido en el linaje linfoide de numerosos promotores de
las inmunoglobulinas (Poellinger et. al., 1989).

LyF-1 actia regulando la transcripcién de genes cuya expresion esta restrigida al linaje
linfoide (Lo et. al, 1991). La presencia de estos elementos especificos en el promotor de
PECAM-1 estaria de acuerdo con la expresion de PECAM-1 en algunas subpoblaciones de
linfocitos T tanto CD4" como CD8" (Tanaka er. al, 1992). De todos los factores de
transcripcion que regulan la expresion de genes en linfocitos Oct-2, efs-1, PU-1, HLH o HMG,
LyF-1 parece estar mas relacionado con los miembros de la familia efs por la similitud con la
secuencia consenso de unién para estas proteinas. De hecho, el factor de transcripcion LyF-1
es capaz de unirse a algunas secuencias efs-1 y PU-1, en cambio, se ha encontrado que efs-1y
PU-1 unen unicamente una subpoblacién muy restringida de sitios LyF-1 (Lo et. al.,, 1991), no
conociéndose hasta ahora el papel que juega LyF-1 en diferenciacién hematopoyética y
linfocitica.

La existencia de motivos ubicuos sugieren una regulacion transcripcional del gen
PECAM-1 por estos elementos reguladores. Existen entre los nucledtidos +200 hasta +229
cuatro secuencias colocadas en tindemn de reconocimiento para el factor SRY que pertenecen a
la familia de las denominadas HMG-1/-2, sugiriendo que esta region juega un papel importante
en la configuracion del promotor de PECAM-1 ya que las proteinas HMG son capaces de
provocar un plegamiento del ADN permitiendo un ordenamiento Optimo del complejo de
proteinas nucleares para que tenga lugar la transcripcion (Bianchi ez. al., 1995). La cromatina
no solo sirve para empaquetar el ADN en el niicleo, sino que proporciona un mecanismo de
control de la accesibilidad de factores de transcripcioén a las secuencias especificas del ADN,
ademas de potenciar las interacciones entre los elementos reguladores distales (Grunstein er.
al., 1990; Wolfle et. al., 1994). Curiosamente, estas secuencias consenso en tandem para las
proteinas HMG se localizan en las inmediaciones del foco de transcripcion en 3°, cuya
actividad podria estar regulada mediante procesos de metilacion debido a su alto contenido en
CG. Esta reportado que la cromatina en las isletas CpG difiere del resto de la cromatina en una
serie de aspectos como es una reduccion en la histona Hl y una ausencia general de
nucleosomas (Murre ef. al, 1994). van Holde et. ol (1987) y Wolffe et al. (1992)
demostraron que las proteinas HMG-1/-2 in vivo, al igual que las histonas H1 y HS5, se unen
generalmente a la region contenida entre 2 nucleosomas dentro de la masa de cromatina
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eucaribtica. Investigaciones recientes han descrito que mientras que HI es un represor de la
transcripcion (Zlatanova et. al., 1992), las proteinas HMG-1/-2 como es el caso de SRY, que
son factores generales cromatinicos, pueden tanto estimular (Tremethick et. al., 1986, 1988;
Watt ef. al.,, 1988; Singh ef. al., 1990; Aizawa ef. al., 1994; Onate et. al., 1994) como reprimir
de forma reversible (Ge ef. al, 1994; Seltzer et. al, 1994) la transcripcion de la ARN
polimerasa II. El mecanismo molecular por el cual estas dos proteinas reprimen o activan la
transcripcion in vivo se desconoce. HMG-1 puede competir con H1 pero no con H5 por la
unién in vitro sugiriendo que el reemplazamiento de H1 por HMG-1 puede jugar un papel
importante en parte de la activacién transcripcional de la cromatina por HMG-1 (Varga-Weisz
et. al., 1994).

Se han identificado en la secuencia de PECAM-1 elementos de respuesta a procesos en
fase aguda, elementos que se han encontrado en genes que codifican para proteinas en fase
aguda, tales como los de la a2-macroglobulina y el kininégeno T, los cuales son inducidos
frente a infecciones e inflamaciones (Hattori ef. al., 1990; Mann et. al., 1991). En este sentido,
nuestros datos indican que la citoquina inflamatoria TNF-a, es capaz de regular la
transcripcion de PECAM-1. Todos estos procesos inflamatorios se relacionan con el
reclutamiento de macrdéfagos a los sitios donde se ha realizado el dafio tisular y si tenemos en
cuenta que PECAM-1 estd implicado en la migracion transendotelial de los monocitos,
podriamos especular que la expresién de PECAM-1 en células endoteliales y monocitos podria
estar regulada por estos elementos de respuesta en fase aguda.

La presencia de un motivo de respuesta a glucocorticoides, TGTTCT, sugiere que la
expresion de PECAM-1 también podria estar regulada por hormonas esteroideas durante los
procesos inflamatorios. Especialmente interesante es la existencia de tres regiones en las que
aparecen agrupadas secuencias consenso para NF-IL6 y NF-xB, presentes en numerosos genes
relacionados con respuesta inmune e inflamatoria (Kishimoto et. al., 1994). Estas secuencias
parecen ser funcionales tal y como se ha demostrado por estudios de cotransfeccion en los
genes de IL-8 ( Kunsch et. al., 1994) e IL-6 (Matsusaka ef. al., 1993). Dentro de la secuencia
del promotor de PECAM-1 hay que destacar también la presencia de una secuencia de
reconocimiento para el factor de transcripcion YY1 en la posicion -193 situado en la
proximidad a un sitio GATA (-203) y una secuencia CCACC (-267). Una agrupacidn similar
de estos factores de transcripicién se ha descrito dentro de una region silenciadora del gen de
la e-globina humana, donde tanto GATA como YY1 actian como represores de la expresion
del gen de la g-globina humana durante el desarrollo (Raich er. al., 1995). Puesto que YY1 es
un factor de transcripcion multifuncional que puede actuar como un represor de la
transcripcién de genes de numerosos mamiferos, la existencia de estos elementos de regulacion
en el promotor de PECAM-1, podria contribuir de alguna manera a regular la actividad
transcripcional diferencial entre las distintas lineas celulares. De hecho, en experimentos de
transfeccion transitoria, la construccién de CD31-0.66-LUC que carece de estos tres
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elementos YYI, CCAC y GATA muestra una actividad notoriamente mayor que la
construceidén completa CD31-1.42-LUC,

En el gen de PECAM-1 destaca la presencia de una secuencia Alu entre -242 y -571 pb
por delante de los dos focos principales de inicio de la transcripcion, respectivamente. Las
repeticiones Alu humanas pertenecen a una familia de secuencias que son exclusivas de
primates y que son relativamente abundantes en el genoma humano donde aparecen mas de
500.000 copias de estos elementos separados entre si por un promedio de 5 Kb aunque
también pueden aparecer agrupados (Batzer er. al,, 1990). El nombre de las secuencias Alu
deriva del hecho de que la mayoria de estas secuencias contienen un sitio de restriccion tinico
para el enzima de restriccion A/ul cercano a la mitad de la totalidad de la secuencia Alu. En el
genoma humano existen casi 10° de secuencias Alu, constituyendo entre el 3-6% del ADN
celular total. Esto significa que de cada 5 Kb hay una gran probabilidad de encontrar una
secuencia Alu. Estas secuencias tienen unas 300 pb de longitud y se componen de dos unidades
dispuestas en tandem flanqueadas por cortas repeticiones directas generadas durante el proceso
de insercidon en el ADN cromosomico. Se supone que los elementos Alu se movilizan por
mecanismos dependientes de la ARN polimerasa III y se ha comprobado que algunas familias
de estas secuencias Alu son transcripcionalmente activas, lo que indica que los procesos de
movilizacién/insercion pueden estar todavia teniendo lugar en la actualidad. Estas pequefias
repeticiones polimorficas interpuestas ubicuamente en el genoma se han encontrado también en
la regién 5° flanqueante de unidades reguladoras de la transcripcion (Nueda et. al, 1993;
Lopez-Cabrera et. al., 1993; Shelley et. al., 1991; Assouline et. al., 1988; Wang ef. al., 1995;
Bennett et. al., 1995; Brini et. al., 1993). Esto refuerza la idea de que el promotor de PECAM-
1 estaria contenido entre la secuencia Alu y el inicio de la transcripcion. Se han identificado
secuencias Alu colocadas de forma similar, en el promotor de otros genes expresados en
células hematopoyéticas tales como CD11a, CD11b y CDl1c (Nueda et. al, 1993; Lopez-
Cabrera et. al., 1993; Shelley et. al., 1991) o en c€lulas endoteliales como el promotor del
factor de Von Willebrand (Assouline ez. al., 1988). Ain cuando el papel que juegan estas
secuencias Alu en el promotor no se conoce, algunos investigadores han postulado su
implicacién en la regulacion transcripcional de células hematopoyéticas (Brini ef. al., 1993).
Curiosamente, en la region Alu de PECAM-1 se identifican secuencias consenso tales como
NFxB, SSRE, Spl/AP2 que en otras moléculas de adhesion descritas como ICAM-1, VCAM-
1 o ELAM-1 son secuencias transcripcionalmente muy relevantes, lo que implicaria que estas
secuencias Alu podrian estar contribuyendo a aumentar las posibilidades de control
transcripcional del promotor de PECAM-1. Esta descrito que secuencias Alu intervienen en la
regulacion especifica de tejido de genes como el receptor del fragmento Fc y el receptor para
el antigeno en las células T (Brini ef. al.,1993), demostrandose la presencia de secuencias de
unién para factores de transcripcion reguladoras en las repeticiones Alu del gen CD8q,
expresado especificamente en células T (Hambor ef. al., 1993).
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4.4.- IMPLICACION DE LA ACTIVIDAD PKC EN LA REGULACION DE PECAM-1
EN CELULAS MONOCITICAS.

Los niveles de PECAM-1 estdn incrementados durante la diferenciacion in vitro de
monocitos a macrofagos y durante la diferenciacidon macrofagica inducida en HL-60 y U-937
con ésteres de forbol. Esto esta de acuerdo con la expresion de PECAM-1 sobre macrofagos
tisulares (Cabaiias et. al., 1989). Se sabe que la actividad de la proteina quinasa C (PKC) esta
implicada en el control del crecimiento y la diferenciacion de numerosos tipos celulares
(Nishizuka ef. al, 1992), incluyendo lineas macrofigicas (Whetton ef. al., 1994). En este
sentido, la linea monocitica leucémica U-937 ha sido ampliamente utilizada en nuestro
laboratorio, como modelo de estudio de diferenciacion hacia el fenotipo macrofagico tras la
exposicion a ésteres de forbol, los cuales, son capaces de unir y activar PKC (Harris et. al,
1985). Por otro lado, la activacién de PKC en condiciones fisiolégicas estd mediada por los
diacilgliceroles (DAG) generados por la hidrolisis de los fosfoinositidos catalizada por la
fosfolipasa C. Tanto los ésteres de forbol como los analogos sintéticos de DAG fueron capaces
de inducir la expresion de PECAM-1 en células monociticas indicando que la actividad PKC
era la responsable del incremento de la expresion de este antigeno de superficie celular (Figura
3.12A). Curiosamente, PECAM-1 sufre una fosforilacion en sus residuos citoplasmicos de
residuos serina y treonina (Ser/Thr) por PKC, una vez tiene lugar la activacion celular, y esta
fosforilacion regula la asociacidn con el citoesqueleto, asi como las propiedades adhesivas de
PECAM-1 (Lastres et. al., 1994; Newman et. al., 1992; Zehnder et. al., 1992).

El analisis del posible mecanismo de induccion en células U-937 tratadas con PMA
reveld una correlacion entre el incremento de la expresion en superficie de PECAM-1 y el
aumento de los transcritos especificos de PECAM-1 (Figura 3.12A,B). Este aumento de los
niveles d¢ ARNm y de la proteina son el resultado de una activacion transcripcional por los
ésteres de forbol, como indican los resultados de transfeccion transitoria con U-937, asi como
de un aumento de la estabilidad del ARNm (Bellon, tesis doctoral. 1991). La utilizaciéon del
transfectante estable de la linea monocitica U-937 conteniendo el fragmento Sma/Pst/ de la
zona promotora 5° de PECAM-1, ha confirmando la capacidad de induccién por PMA en
procesos de diferenciacion de este promotor, lo que estaba de acuerdo con los resultados
obtenidos con transfecciones transitorias (Figura 3.13). Ademas, los ésteres de forbol,
conocidos activadores de PKC, son capaces de incrementar la actividad promotora de
PECAM-1, sugiriendo la implicacion de esta actividad enzimatica en la transcripcion del gen de
PECAM-1. Tratamientos con PMA en experimentos de transfeccion transitoria de células
monogciticas U-937 han permitido identificar el fragmento de 0.22 Kb Nhel/Bglll como el
fragmento minimo que proporciona una contribucion mayoritaria a la regulacion
transcripcional de PECAM-1 (Figura 3.14). En cambio, el fragmento de 0.25 Kb Notl/Pst],
que carece en su secuencia de elementos de respuesta a PMA y presenta una elevada
contribucion a la actividad transcripcional basal de PECAM-1, no responde al tratamiento con
PMA. Dentro del fragmento de 0.22Kb Nhel/Bglll de PECAM-1 se han identificado tres
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elementos que responden a ésteres de forbol como son EGR-1, AP2 y SP1 (Cao et. af., 1993;
Williams et. al., 1993) como posibles elementos de respuesta a los ésteres de forbol. De estos
tres elementos, la secuencia solapante Spl/EGR-1, pero no la de AP-2, ha sido identificada
como elemento que responde a ésteres de forbol en experimentos de retardo en gel, sugiriendo
su implicacion en la activacion de la transcripcion por PMA del promotor de PECAM-1. Se
sabe que el PMA, induce la expresion de EGR-1 en células del linaje mieloide (Kharbanda et.
al, 1991, 1994; Nguyen ef. al., 1993) y resulta curioso que EGR-1 sea esencial para la
diferenciacién macrofagica (Nguyen et. al, 1993). Estos datos estan de acuerdo con la
actividad transcripcional especifica mieloide encontrada en el fragmento de 0.22 Kb
Nhel/Bglll. El tratamiento de las células con ésteres de forbol, un activador de PKC, o acido
okadaico, un inhibidor de proteinas fosfatasa de serinas y treoninas, también inducen la unién
de EGR-1 a sus secuencias consenso, lo que estd de acuerdo con la hipdtesis propuesta por
otros autores de que la expresion de EGR-1 en las células esta regulada por acciones opuestas
entre proteinas quinasas y proteinas fosfatasas (Cao ef. al, 1992). Se ha estudiado el
mecanismo por €l cual el PMA induce la actividad del promotor de PECAM-1 en células U-
937 para poder identificar los factores de transcripcién que intervienen en la expresion de esta
proteina por PMA. En el presente estudio, hemos demostrado que la unién de EGR-1 y Spl a
la secuencia consenso encontrada en PECAM-1 se induce en respuesta a PMA (Figura 3.15).

Los experimentos descritos, constituyen la primera evidencia que implican a EGR-1 en
la activacion transcripcional del gen PECAM-1, aumentando por tanto la lista de genes que son
regulados por EGR-1 que incluyen los de la timidina kinasa de raton (Molnar et. al., 1994),
adenosina deaminasa (Ackerman et. al., 1991), genes acetil colinesterasa (Li et. al., 1993), la
cadena pesada de la a-miosina cardiaca de raton (Gupta et. al, 1991), feniletanolamina N-
metil transferasa (Ebert ef. al., 1994), PDGF-A (Wang et. al., 1992), TGF-B1 e IL-3 (Koyano-
Nakagawa ef. al., 1994). EGR-1 puede activar o reprimir estos promotores aunque este efecto
depende del tipo celular y del contexto del promotor (ICAM-1, CD44 y MDR-1),

La activacion transcripcional mediada por EGR-1 pudiera ser un elemento comin que
integrara el dafio tisular con un patrén especifico de regulacion de la expresion génica. El
reconocimiento de posibles secuencias nucleotidicas por EGR-1 aparece en el promotor de un
numero importante de genes patofisiologicos de induccion rapida como son TGF-B1 (Kim et.
al., 1989), el factor tisular (TF) (Mackman ez. al., 1995), el activador del plasminégeno tipo
urokinasa (u-PA) (Verde et. al, 1988), PDGF-A (Khachigian et. al., 1995), PDGF-B
(Khachigian et. al., 1996) asi como el propio EGR-1 (Cao et. al., 1993). En todos estos casos,
las regiones que responden a PMA en estos promotores cuentan con elementos que pueden
interactuar especificamente con ambos factores EGR-1 y Spl.
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4.5.- ¢-Myc COMO MEDIADOR DE LA EXPRESION DE LA ACTIVIDAD
TRANSCRIPCIONAL DE PECAM-1.

En el promotor de PECAM-1, se han identificado dos elementos b-HLH-Lz contiguos.
Dada la relevancia que algunos factores de transcripcion b-HLH-Lz tienen en la progresion y
proliferacion del ciclo celular, era interesante analizar el papel que USF y c-Myc juegan sobre
el promotor de PECAM-1.

Las proteinas de unidn a ADN conocidas como HLH basicas (b-HLH) son factores de
transcripcion que reconocen especificamente la secuencia CANNTG a través de la regién
basica y que bien homodimerizan o heterodimerizan a través de su dominio HLH (Murre ef.
al., 1994), Una subclase de las proteinas bHLH son las b-HLH-Lz que contienen ademas, una
cremallera de leucinas (Lz) y que incluyen factores de transcripcion tales como la familia Myc
(Myc, Max, Mad, Mxi ), TFE 3, TFE-B y E-box y USF (factor que se une al iniciador) (Murre
et. al., 1994). Estos factores de transcripcion b-HLH-Lz participan en la expresion especifica
de tejido y en la regulacion de la expresion durante el desarrollo de numerosos genes (Murre
el. al., 1994). Estos factores reconocen elementos comunes de ADN aunque USF reconoce
también secuencias iniciadoras (Roy et. al, 1991; Murre ef. al, 1994). Ademas de las
propiedades transactivadoras, Myc también reconoce sitios C/EBP (Mink et. al, 1996) y
también puede inhibir la actividad transcripcional dependiente de USF mediada por el iniciador
(Duet. al.,, 1993; Liet. al., 1994; Lee et. al., 1996).

En el presente trabajo, hemos identificado y caracterizado el efecto inhibidor que la
expresion de c-Myc ejerce sobre la actividad promotora de PECAM-1, localizando Ia region de
respuesta a ¢-Myc dentro del fragmento de 0.66 Kb Nhel/Pstl. La cotransfeccion de vectores
de expresion de ¢c-Myc con vectores reporteros conteniendo el fragmento Nhel/Pstl de 0.66
Kb del promotor de PECAM-1 en distintas lineas celulares, nos ha permitido estudiar el efecto
que ejerce c-Myc sobre la transcripcion de PECAM-1. La sobreexpresién de c-Myc en células
HeLa, transfectadas transitoriamente con la construccion de 0.66 Kb de PECAM-1, redujo la
capacidad transcripcional basal d¢ PECAM-1 a la mitad (Figura 3.17). Este efecto inhibidor se
ha comprobado mediante experimentos de cotransfeccion utilizando la linea K562
establemente transfectada con el gen inducible c-myc. Futuros estudios con geles de retardo,
asi como delecciones y mutaciones puntuales nos permitirdn localizar los elementos que
participan en la inhibicion de la transcripcién del promotor PECAM-1 mediada por c-Myc
dentro de la construccion pCD31-0.66-LUC. Estudios anteriores sobre la inhibicion ejercida
por c-Myc sobre otras regiones reguladoras, han demostrado la implicacion de secuencias
iniciadoras (Li et. al., 1994; Du et. al., 1993; Phillip er. al., 1994; Lee et. al., 1996). Los sitios
de union de USF han demostrado ser elementos que contribuyen positivamente a la regulacion
de numerosos genes (Gregor et. al., 1990) e incluso que contribuyen a la especificidad de
tejido de los mismos o a la regulacién de la expresion de estos genes durante el desarrollo
(Gregor et. al., 1990; Cogswell ef. al., 1995). Se ha encontrado una contribucién positiva de
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USF sobre el promotor de PECAM-1 en experimentos de transactivacion en células Hel a,
donde la transfeccién de un plasmido de expresion de USF1 (pCX-USF) produjo un
incremento del 80% de la actividad promotora basal de PECAM-1. Este resultado nos indica
que USF se une a un elemento HLH en la secuencia de PECAM-1 contribuyendo fuertemente
a la activacion transcripcional de PECAM-1. Tanto USF como ¢-Myc reconocen elementos
comunes del ADN (Murre et. al., 1994; Li et. al.,, 1994) y es conocida la capacidad de USF
para unirse a elementos iniciadores, asi como la capacidad de c-Myc de inhibir la activacion
transcripcional dependiente de USF (Roy et. al., 1991; Du et. al., 1993; Li et. al., 1994). Dado
que ¢-Myc ejerce un efecto negativo en la expresion de PECAM-1 seria muy interesante
estudiar si la inhibicion global ejercida por c-Myc es dependiente de la secuencia iniciadora, tal
como se ha descrito en otros genes (Li et. al., 1994; Philip er. al., 1994; Lee et. al., 1996). El
efecto inhibidor de c-Myc estd de acuerdo con una expresidon de PECAM-1 aumentada en
células con un potencial proliferativo menor y en las ultimas etapas de la diferenciacion
terminal. Esta inhibicion transcripcional de PECAM-1 también ha sido descrita en genes de
otras moléculas de adhesion como son las integrinas leucocitarias CD11a y CDl1 ¢, sugiriendo
que c-Myc ejerce un papel importante en el acoplamiento de la transcripcidn de estas
moléculas de adhesidén en funcién de su estado proliferativo. El sistema celular U-937 ha sido
ampliamente utilizado como modelo de diferenciacion mieloide mediante el tratamiento con
PMA. Junto con esta induccidn de la diferenciacion se produce un aumento de las actividades
promotoras de PECAM-1, asi como de CD11a y CDllc, en paralelo con una disminucion en
los niveles de c-Myc. Probablemente, la disminucién de los niveles de c-Myc permite que los
factores inducidos durante la diferenciacion mieloide transactiven tanto PECAM-1 como
CDlla y CDllc. Transfecciones transitorias sobre la linea U-937 demuestran que el
tratamiento con PMA provoca un aumento en la actividad de los promotores PECAM-1,
CDl1lay CDllc, lo que estaria de acuerdo con el modelo descrito.

4.6.- PAPEL DE NFxB EN LA REGULACION TRANSCRIPCIONAL DE PECAM-1.
REGULACION DE PECAM-1 POR CITOQUINAS INFLAMATORIAS (TNF-q).

NFxB fue descrito inicialmente, como wuna proteina que unia la secuencia
GGGACTTTCC de la region amplificadora de la cadena ligera del gen de la Igk, regulando su
actividad en células B (Sen et. al., 1986). Desde entonces, NFkB se ha asociado con la
transcripciéon de una gran cantidad de citoquinas, asi como de proteinas implicadas en la
respuesta inflamatoria como son CD69, ICAM-1, VCAM-1 y ELAM-1, Est4 descrito que las
citoquinas TNF-a, IL-1 o IFN-y inducen la activacién de factores de transcripcion de la familia
kB en una gran variedad de tipos celulares (Sen et. al., 1986; Osborn et. al., 1989; Lowenstein
et. al., 1993). Entre los genes en los que NFxB juega un papel regulador fundamental de la
transcripcion destacan: IL-1 (Hoyos ef. al, 1989), IL-2Ra (Leung et. al, 1988), IFN-f
(Lenardo ef. al., 1989), IL-6 (Liberman et. al, 1990; Shimizu ef. al, 1990; Zhang et. al,
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1990), GM-CSF (Schreck er. al., 1990), TNF-a (Collart et. al., 1990), IL-8 (Mukaida et. al.,
1990), angiotensina (Ron ef. al., 1990), MHC clase I (Baldwin et. al., 1988) y clase II (Blanar
et. al., 1989) y el gen de la citoquina estimuladora del crecimiento de melanomas (gro humana)
(Anisowicz et. al., 1991).

El tratamiento de los transfectantes estables de PECAM-1 en U-937 con TNF-q,
demuestra que PECAM-1 est4 regulado transcripcionalmente por esta citoquina inflamatoria
resultando ser ésta una regulacién positiva que induce la actividad transcripcional basal de
PECAM-1 en esta linea celular (Figura 3.22). Ademas, esta regulacién positiva de la
transcripcién de PECAM-1 por citoquinas inflamatorias estd mediada por la activacién de
NFxB. Esta afirmacion esta apoyada en los siguientes resultados experimentales:

En primer lugar, experimentos de retardo en gel utilizando como sonda el fragmento de
185 pb Bglll/Notl, que contiene dos sitios consenso para NFxB, demuestran que existe una
proteina nuclear inducida en los extractos nucleares de células U-937 tratadas con PMA o
TNF-a que se une a este fragmento formando un complejo retardado ADN-proteina (Figura
3.18). En segundo lugar, la formacién de este complejo pudo ser competida con un exceso del
fragmento de 185 pb no marcado asi como con un exceso de un oligonucleotido de doble
cadena que contiene el sitic NFkB localizado en las posiciones +102/+119 de PECAM-1.
Como control, las secuencias no relacionadas con la familia xB como son (Heat Shock
Protein) HSP y AP-1, no fueron capaces de competir con la sonda por la unién al ADN,
demostrando asi que tanto TNF-a como PMA activan y movilizan NFkB de PECAM-1 en las
lineas celulares estudiadas (Jurkat, HL-60 y K562). Ademis, hemos identificado el
heterodimero p50/p65 como el responsable de la interaccién con la region kB de PECAM-1 en
células U-937, mediante andlisis por geles de retardo utilizando anticuerpos especificos frente a
las subunidades p50, p65 y c-Rel.

El grupo de Bauerle describi6 en 1992 cémo concentraciones pM de PDTC, un
derivado de los carbamatos, era capaz de suprimir reversiblemente la liberacion de la subunidad
inhibidora IxB (responsable de mantener en estado inactivo al NFxB del citoplasma de las
células), cuando las células eran tratadas con PMA, IL-1 o TNF-a. En este sentido, otra
evidencia que constata la especificidad de la unién del factor NFkB al promotor de PECAM-1,
¢s la inhibicién de su complejo retardado ADN-proteina en extractos de células Jurkat, K562,
U-937 o HL-60 cuando, previo al tratamiento con PMA, las células se trataron con el inhibidor
PDTC especifico de NFkB (Figura 3.19).

Experimentos de cotransfeccién realizados con la construccion pCD31-0.66-LUC de
PECAM-1, y un vector de expresién para la subunidad p65 (RelA) mostraron que PECAM-1
es transactivado por p65 en células K562. En cambio, el efecto ejercido por la sobreexpresién
de la subunidad p65 en células Jurkat o HL-60 produjo un efecto inhibidor sobre la
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transcripcién basal de PECAM-1 (Figura 3.20). En su conjunto todos estos datos sugieren
que NFxB modula la transcripcion de PECAM-1 inducida por el tratamiento con TNF-a asi
como con PMA., Concretamente, la movilizacién y activacion del heterodimero p50/p65 es el
que aparentemente regula la transcripcion de PECAM-1 (Figura 3.21).

Los resultados obtenidos en los experimentos de sobreexpresion de la subunidad p65,
muestran un efecto distinto dependiendo del tipo celular. En concreto, merece especial
atencion ¢l efecto inhibidor sobre la transcripcion basal encontrado en las células Jurkat y HL-
60. Aunque nuestros estudios se han centrado sobre el sitio consenso NFxB de la posicién
+102/+119, también existen otros sitios consenso a lo largo del promotor que podrian influir
en la regulacién global de la transcripcion de PECAM-1. En este sentido, el andlisis de los
promoteres de otras moléculas de adhesion ICAM-1, VCAM-1 o E-selectina muestra en todos
ellos, multiples elementos NFkB, y se ha demostrado como la totalidad de estos elementos
deben interaccionar cooperativamente para inducir la transcripcién del gen de una forma
optima (Whelan et. al.,, 1991; Schindler et. al., 1994; Whitley et. al., 1994; Parry et. al., 1994;
Mansky et. al., 1994). Estos mismos autores han demostrado que la supresion de alguno de
estos elementos, produce una reduccion en la capacidad de activar la transcripcion génica por
citoquinas inflamatorias. A este respecto, es necesario hacer notar que los ensayos de
sobreexpresién de la subunidad p65 se han realizado en la construccion p-CD31-0.66-LUC, la
cual, unicamente contiene dos de los tres elementos NFkB presentes en el promotor de
PECAM-1. Por otro lado, se ha demostrado ademas, la necesidad de una cooperacién
sinérgica entre distintos factores de transcripcion mediante mecanismos de asociacion proteina-
proteina que posibilitan la transactivacién de los genes estudiados. Asi, es imprescindible para
la expresion de VCAM-1 inducida por TNF-o una asociacion directa entre los factores IRF-1
y NFxB (Neish et. al., 1995), asi como de NFxB con Spl (Perkins et. al., 1993) para activar la
transcripcion de VCAM-1. De forma similar, [CAM-1 requiere de la interaccién entre los
factores de transcripcién NFxkB y C/EBPP (Stein et al, 1993) para ejercer un efecto
transactivador. En PECAM-1 existen dos elementos de unién para C/EBP pero estos, se
encuentran ausentes en la construccién pCD31-0.66-LUC. Es probable entonces, que para
poder activar la transcripcion de PECAM-1 sea necesaria esa interaccion sinérgica entre los
factores C/EBP y NFxB. En la construccién de p-CD31-0.66-LUC inmediatemente por encima
de los dos NFxB descritos, existe una secuencia NF-IL6 asi como un octamero. Ambas han
sido descritas como esenciales para la activacion de la transcripcion de IL-8 por TNF-a.
También en esta construccion se identifican 4 sitios en tidndem pertenecientes a la familia de
factores HMG que probablemente ejerzan una funcién de reordenamiento espacial de los
elementos funcionalmente importantes de PECAM-1 favoreciendo la interaccion de los
factores de transcripcioén con posiciones especificas de la cadena del ADN.

El tratamiento con TNF-a de las células mieloides U-937 produce una reduccion de la
expresion de PECAM-1 en membrana (Figura 3.22A). Este resultado estd corroborado por
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datos recientes obtenidos por Rival et. al. (1996) en células endoteliales (HUVEC) y por
Stewart et. al. (1995) en BAEC, HUVEC, y microvasculatura. Anteriormente, Romer et. al.
(1995) detectaron ademds una redistribucion de PECAM-1 en la superficie celular, inducida
por TNF-q, que iba acompaiiada de la desaparicion de las uniones intercelulares caracteristica
de PECAM-1 en células endoteliales. En estos casos, no se encontrd inhibicion de la
transcripcion por TNF-a en células endoteliales, mientras que en células hematopoyéticas se
encontrdé un incremento de la actividad transcripcional de PECAM-1. Esta aparente
contradiccion entre la disminucién de PECAM-1 en la membrana y la ausencia de cambio o
aumento de la actividad transcripcional de su promotor merece ser comentada. El tratamiento
con TNF-a no afecta a los niveles de ARNm de PECAM-1 (Romer ef. al., 1995; Rival et. al.,
1996) y por tanto, es probable que esta citoquina ejerza un efecto desestabilizador del ARNm
sintetizado, es decir, induzca su degradacién. Nuestros datos, estdn de acuerdo con esta
posibilidad, pues TNF-a activa la transcripcion de PECAM-1 en U-937. En apoyo de esta
hipétesis se encuentra el hecho de que el tratamiento conjunto de TNF-o € IFN-y de células
endoteliales (BAEC) produce una fuerte desestabilizacion del mensajero resultando ser ésta
independiente de la sintesis de proteina (Stewart es. al, 1995). Muy pocos son los casos
descritos sobre la desestabilizacion del ARNm por citoquinas inflamatorias. Entre estos,
tenemos el gen de la sintetasa del oxido nitrico (Yoshizumi ef. @/, 1993) y la B-actina de la
microvasculatura de células endoteliales (Khono etf. al., 1993). Ambos genes, al igual que
PECAM-1, son constitutivos de células endoteliales, pero a diferencia de lo que ocurre en
PECAM-1, la desestabilizacion del mensajero inducida por TNF-a es dependiente de la sintesis
de proteina. Elementos ricos A-U de la regién 3" no traducida de ARNm est&n implicados en la
degradacion del ARNm. Estos elementos ricos A-U se unen a factores activadores en trans
que conducen a la degradacion de ARNm. Se han detectado secuencias reguladoras en cis de
ARNm AUUUA que estan conservadas en la region 3" no traducida del ADN bovino de
PECAM-1 y que pueden estar implicadas en la desestabilizacién del ARNm de PECAM-1 por
citoquinas. Un mecanismo postulado podria ser una inhibicidn ténica del elemento rico A-U
por una proteina en frans que pudiera ser desplazado por un mecanismo sefializador a través
de las citoguinas. Otro posible mecanismo pudiera ser la existencia de una proteina citosélica
no 1abil que se uniera al elemento rico A-U en respuesta a estas citoquinas. Esto podria
explicar que aun cuando la actividad transcripcional estd aumentada no se modifiquen los
niveles de ARNm. Dicho aumento de la actividad transcripcional podria ser debido a que el
tratamiento con TNF-a indujera un procesamiento alternativo del ARNm de PECAM-1. En
este sentido, se han descrito diversas isoformas alternativas de PECAM-1, incluida una forma
soluble (Goldberger et. al., 1994; Kirshbaum ef. /., 1994). Ademas, una induccion selectiva
por TNF-o. de Ja transcripcion del ARNm que codifica para la isoforma soluble de PECAM-1
podria justificar la inhibicion por TNF-a de la expresion de PECAM-1 en la superficie celular.
Las citoquinas proinflamatorias como 1L-1, TNF-a0 0 IFN-y incrementan la expresion de E-
selectina, ICAM-1 0 VCAM-1 en células endoteliales (Bevilacqua et. al., 1987; Dustin et. al.,
1986; Masinovsky ef. al.,, 1990). El tratamiento con TNF-a produce una disminucion de los
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niveles de PECAM-1 en la superficie celular, por lo que es de interés resaltar la regulacién
reciproca de los transcritos de moléculas de adhesién ICAM-1/PECAM-1. Un caso similar se
ha reportado con CD34, una sialomucina y ligando de L-selectina (Baumhueter er. al., 1993)
presente en el endotelio vascular y cuya expresién también estd inhibida por citoquinas
inflamatorias (Delia et. al., 1993). Al igual que PECAM-1, CD34, se concentra en las uniones
intercelulares de las células endoteliales vasculares (Fina et. al., 1990). Dada la implicacion de
ICAM-1 y PECAM-1 en la regulacién de la transmigracion de los leucocitos a través del
endotelio vascular es muy posible que los niveles de expresién de PECAM-1 sirvan como un
mecanismo de regulacion de dicha funcién. La desaparicion de PECAM-1 de las uniones
intercelulares como consecuencia del tratamiento con TNF-a, va acompafiada de una marcada
reduccion de la migracion leucocitaria a través de las células endoteliales, demostrando que
PECAM-1 es una diana especifica para las citoquinas inflamatorias (Rival et. al., 1996).

4.7.- BASES MOLECULARES DE LA REGULACION TRANSCRIPCIONAL DE
PECAM-1 POR TGF-f1.

TGF-B1 regula la proliferacion y diferenciacién celular e influye directamente en las
respuesta inflamatoria e inmune, en la migracién celular y en la produccién y degradacion de
componentes de la matriz extracelular (Massagué et. al., 1987; Sporn et. al., 1987).

Estudios previos en nuestro laboratorio, demostraron que TGF-f31 regula la funcién de
PECAM-1 aumentando su expresion e induciendo su capacidad adhesiva en células
monociticas (Lastres et. al., 1994). Estos estudios pusieron de manifiesto que TGF-p1
aumenta tanto la expresion de PECAM-1 en la superficie celular, como sus niveles de ARNm.
Ademas, el tratamiento del transfectante estable de PECAM-1 en U-937 con TGF-B1,
demuestra que esta citoquina regula positivamente la transcripcion de PECAM-1 (Figura
3.23).

En el promotor de PECAM-1, se han identificado numerosas secuencias consenso de
respuesta a TGF-p (Tabla 4.4 y Figura 3.24) de las cuales, unas corresponden a elementos
de respuesta activadora mientras que otras corresponden a elementos de respuesta inhibidora
de la transcripcién. Esta diversidad funcional encontrada entre los multiples y distintos
elementos de respuesta a TGF-B, nos sugeria que muy probablemente, la estimulacién
/inhibicién de la expresion de PECAM-1 por TGF-B1 pudiera estar mediada por distintos
elementos que actlen en cis y en trans dentro del promotor de PECAM-1. En la Figura 4.3 se
representa un esquema de la distribucién de los elementos de respuesta a TGF-p1 encontrados
en el promotor de PECAM-1. Curiosamente, se ha descritc que TGF-P ejerce un efecto
selectivo sobre las moléculas de adhesién. Gamble ez. al. (1993) han descrito una inhibicion de
la expresion de la E-selectina en células endoteliales. Concretamente, se han identificado
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TABLA 4.4.- Elementos de respuesta TGF-$1

SECUENCIA CONSENSO SECUENCIA DE  POSICION REFERENCIAS
PECAM-1
TIE GNNTTGGTGA TATTTGGTTA -610/-600
ATGTTGGTCA -354/-345  Kerr et. al., 1990
GCCTTGGCCT -310/-300
GCGTGAGCCA -269/-278
TTTTGGGGA +49/+57
T
TCE GCGTGGGEA GATGGGGGA +14/422  Pietenpol et. al., 1991
TGATGGGGGA +12/421
TGGTGGGTGG
TTGTGGGCA +84/+92
+428/+436
Ig-ot CACAG (G)CCAGAC  CACAGCCGGTC +346/+357 Lin et. al,, 1991
TAE- a2(I) TCG(N)} GCCAAG TCAAGAACGCCAAG  +169/+182 Rossi et al., 1988
NF-1(3") . . .GCCATG GCCACG -748/-743  Ritzenthaler et. al., 1991
GCCATG -583/-578
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siete elementos inhibidores de la transcripcion por TGF-B (TIE) en el promotor de la
E-selectina. Estos mismos autores, en cambio, no han detectado cambios significativos en la
expresidon de ICAM-1 o VCAM-1 en células HUVEC tratadas con TGF-p1 (Gamble er. al.,
1988). Este efecto selectivo que ejerce TGF-B1 sobre las moléculas de adhesién puede ser
importante dado el diferente papel que juegan estas moléculas de adhesion en el endotelio. E-
selectina juega un papel fundamental en la captura de los leucocitos que circulan en sangre.
ICAM-1 y VCAM-1, por otra parte, interaccionan con integrinas B, y P respectivamente,
permitiendo la adhesién de las células donde el flujo sanguineo es bajo; y PECAM-1 es un
elemento imprescindible en el proceso de transmigracion celular. Ademas, se ha visto que
TGF-B1 no inhibe la capacidad de las células HUVEC de permitir la transmigracion de las
c€lulas. Por tanto, es previsible, que en dreas donde la sangre esté estancada, o haya poco flujo
sanguineo el efecto inhibidor de TGF-B1 no sea significativo.

Experimentos de transfeccion transitoria en Mv1Lu han mostrado la existencia de una
regién silenciadora de la expresion de PECAM-1 en respuesta a TGF-B1 (Figura 3.25). Esta
regién se ha localizado a los largo del fragmento Nhel/Pst] y dentro de esta region, en el
fragmento Notl/Pst] se detecta la mayor inhibicién de la transcripcion ejercida por esta
citoquina con respecto a la transcripcion basal de PECAM-1, llegando incluso a inhibir
totalmente la transcripcién basal. Este dato, estd de acuerdo con la identificacién en este
fragmento de inicamente elementos de respuesta negativos a TGF-B1 (Figara 4.3) como son
TIE, TCE, Ig-o (Kerr et. al., 1990; Pietenpol et. al., 1991; Lin et. al., 1992). Es de destacar,
que este fragmento de 0.25Kb Notl/Pstl contiene unicamente el foco de inicio de la
transcripcion en 3°, que es utilizado fundamentalmente en la transcripcion de PECAM-1 en
células endoteliales. No hay que olvidar que es en este foco de la transcripcion donde se habia
sugerido en apartados anteriores una posible regulacién de la transcripcion por metilacién.

Aunque el efecto global que ejerce TGF-B1 sobre la transcripciéon de PECAM-1 en el
fragmento Bglll/Pst] es inhibidor (Figura 3.25), se detecta una reduccién de un 25% del
efecto inhibidor ejercido por TGF-B1 con respecto al fragmento Notl/Pstl. Este hecho, estaria
de acuerdo con la identificacién de un elemento positivo localizado en esta regién. Se trata de
un elemento activador de la transcripcién identificado en el promotor del gen que codifica para
la cadena a2 del colageno de tipo I [TAE-a2(I)] (Rossi ef. al., 1988). Ademas, el fragmento
+57/+92, existen tres posibles elementos de respuesta negativa a TGF-B1 (TCE) (Pietenpol et.
al., 1991), que segln el resultado obtenido en las transfecciones transitorias pudieran explicar
la existencia de una regulacion negativa global de la transcripcion de PECAM-1 en este
fragmento. Ademas, entre los elementos TCE +14/+22 y +84/+92, se ha localizado un sitio
consenso para Fos. Esta reportado por Kerr et. al. (1990), que la inhibicidon de la expresién
del gen de la transina por TGF-B1 es mediada por la induccién de Fos y la unién de éste, en un
complejo multimérico al elemento de respuesta inhibidora de TGF-B1. En este sentido, datos
aportados por Lastres et. al. (1994) en células monociticas U-937, demuestran que el
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tratamiento con TGF-B1 induce la expresion de Fos y Jun, mientras que inhibe los niveles de c-
Myc. Esto sugiere que el efecto ejercido por TGF-B1 no sélo pudiera deberse a una
interaccién en cis entre regiones del ADN que responden a esta citoquina, sino que la
inhibicion ejercida por TGF-B1 pudiera estar mediada por la induccién de Fos y la formacién
de un complejo proteico multimérico que interaccionara con este elemento inhibidor de la
transcripcion de PECAM-1,

& TIE TCE c-fos

’ NF-1 j Ig-a 4 TAE a2(I)

—h o) oo — § i =

Smal Alul Nhel Bglll  Notl Pstl

Ill\[fi[]'f{[!l‘\ ’I

-900  -700 -500 -300 -100 0 +100 +300

//

Figura 4.3.- Esquema que representa los elementos de respuesta a TGF-B1 localizados dentro del fragmento
genémico Smal/Pstl de 1.42 Kb del promotor de PECAM-1. Las flechas, representan los dos focos principales de la
transcripcion encontrados. La caja de color beige representa la region Alu . Los elementos de respuesta negativa a TGF-f
(TIE, TCE, Ig-a) estan representados por figuras de distinta tonalidad rojo-rosado. En cambio, los elementos de respuesta
positiva a TGF-B(TAE-a2(T), NF-1) se identifican con tonalidades de color verde.

Se ha descrito que NF-1 juega un papel importante como inductor de la transcripcion
en numerosos promotores como es el gen de la cadena o2 del colageno de tipo I o el gen de la
globina. Cordingley er. al. (1987) han descrito que la estimulacion de la transcripcién inducida
por esteroides y bajo el control de un promotor virico es inhibida cuando se elimina la region
NF-1 del promotor. Esto sugiere que la interaccion entre las secuencias del elemento de
respuesta a esteroides y de NF-1 con sus factores de transcripcion correspondientes, son
necesarias para una induccioén 6ptima de la transcripcion (Miksicek et. al., 1987). Este mismo
requerimiento podria explicar la fuerte induccién de la transcripcion de PECAM-1 por TGF-B1
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obtenida con la construccidn completa del promotor pCD31-1.42-LUC y una inhibicion de la
misma con delecciones consecutivas a partir de esta construccion, Es muy probable, y todos
nuestros resultados apuntan en esa direccidn, que sea necesaria la presencia simultanea de los
elementos NF-1(3") y del elemento TAE-a2(I) para que TGF-B1 ejerza un efecto global
positivo sobre la transcripcion de PECAM-1,

Ristiniemi et. al. (1989), aislaron el factor purificado NF-1 y vieron que en muchos
aspectos era idéntico a la histona H1. De hecho, la histona H1 es capaz de unirse a la secuencia
NF-1 del promotor del gen que codifica para la cadena a2 del colageno de tipo I de ratén. Se
ha demostrado que NF-1 es capaz de activar la transcripcion de algunos genes eucariotas bajo
la direccion tanto de promotores celulares como virales. En la cromatina, el ADN genémico
esta empaquetado en nucleosomas siendo junto con la histona H1, el elemento de union entre
estos nucleosomas. Aunque la funciéon de la histona H1 permanece desconocida, se ha
postulado que sea un elemento que empaquete la cromatina en una forma condensada no
activa (Reeves et. al., 1984; Butler et. al,, 1984; Thomas et. al., 1984; Marion et. al., 1985;
Roche et. al.,, 1985; Jin et. al., 1986), actuando como un represor (Weintraub et. al., 1985).
Esta hipotesis se apoya en el hecho de que la cromatina en estado activo contiene menos
histonas H1 (Weitraub et. al, 1984; Lennox et. al., 1984). Ademas, algunos datos sugieren
que la estructura del nucleosoma es claramente diferente en dreas transcripcionalmente activas
(Prior et. al., 1983). La estructura de la cromatina, podria estar alterada por TGF-p ya que se
ha visto que la histona H! se une a sitios TAE-02-TAE(I) y NF1 (Ristiniemi ef. a/., 1989). La
localizacion de los nucleosomas se ha visto que inhiben la accesibilidad de NF-1 hasta los sitios
de union (Pina et. al., 1990)

Todos estos datos tomados en conjunto, sugieren la posibilidad de una regulacién de
PECAM-1 mediante 2 tipos de mecanismos distintos: Por un lado la necesidad de la
disponibilidad conjunta de NF-1 y TAE-02(I) que permitan la regulacion transcripcional
positiva de PECAM-1, por otro lado, existe la posibilidad de una regulacién de la expresion de
PECAM-1 por un mecanismo de metilacion que implicaria una alteracion de la estructura de la
cromatina, una diferente localizacion nucleosémica y una unién de la histona H1 a los sitios
NF-1.
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S.- CONCLUSIONES:

1.- En PECAM-1 existen dos focos principales de inicio de la transcripcion separados entre si
por 300 pb: El foco en 5, localizado dentro del fragmento de 0.22 Kb Nhel/Bglil , y el foco
en 3’, dentro del fragmento de 0.25 Kb Not/Pstl.

2.- El analisis de la region promotora de PECAM-1 ha permitido demostrar que el fragmento
de 1.42 Kb Notl/Pstl puede dirigir la expresion especifica de tejido del gen PECAM-1.

3.- La identificacion de una secuencia Alu interpuesta entre las posiciones -242 y -571 por
delante de los dos focos principales de inicio de la transcripcion, refuerza la idea de que el
promotor esta contenido entre la secuencia Alu y el inicio de la transcripcion.

4.- Se ha demostrado una actividad transcripcional especifica del framento de 0.22 Kb
Nhel/Bglil (foco de la transcripcidn en 5° ) en linaje hematopoyético mientras que el fragmento
de 0.25 Kb (foco de la transcripcion en 3° ) dirige fundamentalmente la transcripcion en células
endoteliales,

5.- El promotor del gen PECAM-1, es capaz de responder a la activacion por ésteres de forbol
en condiciones de diferenciacion celular. Se ha demostrado la implicacion de la actividad PKC
en la expresion de PECAM-1 y se ha identificado la region de 0.22 Kb Nhel/Bglll como la
principal responsable de la respuesta a PMA. Experimentos de retardo en gel han identificado
dos sitios solapantes en la secuencia de PECAM-1: Sp1/Egr-1 como los implicados en la
activacion transcripcional de PECAM-1 por ésteres de forbol.

6.- Se ha caracterizado el efecto inhibidor que la expresion de ¢-Myc ejerce sobre la actividad
promotora de PECAM-1, localizando la region de respuesta a cMyc dentro del fragmento de
0.66 Kb Nhel/Pst.

7.- Se han identificado elementos de respuesta a AR en el promotor de PECAM-1, y se ha
demostrado una induccion de la actividad transcripcional de PECAM-1 por este agente
diferenciador, que demuestran la existencia de una regulacion transcripcional de PECAM-1 por
AR.

8.- Citoquinas inflamatorias como TNF-o ejercen una regulacidn positiva sobre la
transcripcion de PECAM-1 que estd mediada por la activacién de factores de la familia
Rel/NFxB. Concretamente el heterodimero p50/p65 es el responsable de la interaccion con la
region kB.
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9.- Se han identificado numerosos elementos de respuesta a TGF-B1 de los cuales unos
corresponden a elementos de respuesta activadora de la transcripcion, mientras que otros
coresponden a elementos de respuesta inhibidora de la transcripcién de PECAM-1. La region
Smal/Pst] resulté ser la minima region promotora requerida para detectar un efecto neto
positivo ejercido por TGF-B1 sobre la actividad transcripcional de PECAM-1.
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Cloning of the Human Platelet Endothelial Cell Adhesion
Molecule-1 Promoter and Its Tissue-Specific Expression

Structural and Functional Characterization'?

Nuria Almendro,* Teresa Bell6n,* Carlos Rius,* Pedro Lastres,* Carmen Langa,*
Angel Corbi,* and Carmelo Bernabéu®*

Platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1; CD31) is a cell adhesion molecule involved in transendothelial mi-
gration and expressed by hemopoietic and endothelial cells. To understand the mechanisms underlying its regulated expression,
a genomic clone containing 1555 bp of the 5'-flanking region and the first exon of the human PECAM-1 gene has been isolated.
The 5'-flanking region of the PECAM-1 gene lacks a consensus TATA hox, but contains consensus motifs for Sp1, EGR1, ets,
helix-loop-helix (HLH) box, GATA, AP-2, C/EBP, YY1, CCACC, LyF-1, imperfect octamer, heptamer, high mobility group pro-
teins (HMG) box, and nuclear factor-xB, as well as shear stress-, retinoic acid-, glucocorticoid-, and acute phase-responsive
elements, and an Alu sequence. Successive 5’ to 3’ or 3’ to 5’ deletions revealed tissue-specific promoter activity within the two
contiguous 0.22-kb Nhel/Bgll and 0.44-kb Bglll/Pstl fragments. The transcriptional activity displayed by the 0.22-kb Nhel/Bgll
fragment was specific for the myeloid lineage, whereas the promoter activity of the 0.44-kb Bgll/Pstl fragment was apparently
restricted to endothelial cells. The transcriptional activity of the 0.22-kb Nhel/Bglll fragment was confirmed by 5° RACE (rapid
amplification of 5’ cDNA ends) and S1 nuclease protection experiments that revealed previously unidentified transcription start sites.
The 0.22-kb Nhel/Bghl promoter exhibited PMA inducibility in myeloid cells and contained a PMA-responsive element recognized
by Sp1 and EGR-1 transcription factors. lsolation and characterization of the human PECAM-1 promoter represent an initial step in

elucidating the controlled expression of the PECAM-1 gene.

also known as CD31, is a single chain membrane glyco-

protein present in platelets, monocytes, macrophages,
granulocytes, a subpopulation of T cells, and endothelium (1).
Within the myeloid lineage, PECAM-1 expression increases dur-
ing the macrophage differentiation process (2-6). Also, the ex-
pression of PECAM-1 is greatly increased in a PKC-dependent
manner upon treatment of monocytic cell lines with TGF-8 (7).
PECAM-1 is an important mediator of endothelium/myeloid cell
interactions, as Abs to PECAM-1 are able to interfere neutrophil
and monocyte recruitment and transendothelial migration (8, 9).
The intercellular adhesion mechanism mediated by PECAM-1 in-
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volves at least three different types of interactions: 1) homophilic
PECAM-1/PECAM-1 (10), 2) heterophilic PECAM- 1/, 3, (11}, and
3) heterophilic PECAM-1 with an unidentified proteoglycan (12). On
the other hand, triggering of cellular adhesion mediated by 3, and 8,
integrins in T cells upon engagement of PECAM-i has been reported
(13, 14). Several lines of evidence support an important role of the
cytoplasmic domain in modulating the adhesive properties of
PECAM-1. First, recombinant PECAM-1 constructs lacking part of
the cytoplasmic domain change from heterophilic to homophilic bind-
ing (15). Second, cellular activation of platelets or treatment with
TGF-g1 of monocytic cells leads to phosphorylation of the cytoplas-
mic region of PECAM-1 and association with cytoskeletal compo-
nents (7, 16, 17). In addition, alternative splicing of the eytoplas-
mi¢ tail appears to generate multiple PECAM-1 isoforms that may
regulate phosphorylation, cytoskeletal association, and binding
specificity of the mature protein (18-20).

Molecular cloning of its cDNA demonstrated that it contains $ix
extracellular Ig-like domains of the C2 type that are characteristic
of the Ig superfamily members known as cell-cell adhesion mol-
ecules (10, 21-23). The PECAM-1 gene has been localized to
human chromosome 17 and is a single copy gene, approximately
65 kb in length, containing 16 exons broken by introns ranging in
size from 86 to > 12,000 bp (20). The 5' boundary of the first exon
has been determined by primer extension analysis in endothelial cells,
which revealed a transcription initiation site 204 bp upstream from the
translation start site. To gain further insight into the regulatory regions
of PECAM-1 gene expression in myeloid cells, we have isclated and
characterized a genomic clone containing the PECAM-1 promoter.

Materials and Methods

Screening of genomic library

A human placenta genomic library in phage A EMBL3 was screened by
plague hybridization with the synthetic oligonucleotide PE 2 (5"-GTTGA

0022-1767/96/$02.00
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the first exon (hatched box) and the location
of the probe (asterisks) used for the screen-
ing. The 1.42-kb Smal/Pstl fragment (large
open box) and derived subfragments were
cloned into a Juciferase promoter-reporter
vectar,

GAAACCCGCCCTGTGAAAAGC-3") corresponding to the 5° region of
PECAM-1 ¢DNA (10). The oligonucleotide probe was end-labeled with
| v-**P]ATP using polynucleotide kinase and hybridized with the library at
65°C overnight in a 6X 88C/0.5% SDS/5X Denhardt’s solution. Filters
were washed at 65°C with 2X S8C/0.1% SDS. After four rounds of screen-
ings, positive clones were isolated, and one of them (no. 4121) was selected
for further analysis. A 5-kb HindIII genomic fragment that encodes the 53
untranslated region of PECAM-I mRNA was inserted in a Hindlll-di-
gested pBS plasmid (Fig. 1). Sequencing was performed using the
dideoxynucleotide chain termination method (Pharmacia, Uppsala, Swe-
den) with plasmid- and PECAM-1-specific primers.

Plasmid constructions

To assay for promoter activity, the 1.42-kb Smal/Pstl genomic fragment
contained within the 5-kb Hindlll insert in pBS (Fig. 1) was made blunt
and inserted into Smal-digested pXP?2 that contains the promoterless firefly
luciferase gene (24), resulting in pCD31-1.42-LUC. To generate deletions
of the PECAM-1 promoter, we used unique restriction sites inside the
genomic 1,42-kb Smal/Pstl {ragment, Reporter plasmids containing the
following fragments were constructed: (.66-kb Niel/Pstl (pCD31-0.66-
LUC), 0.44-kb Bgill/Pstl (pCD31-0.44-LUC), 0.25-kb NorliPsiT (pCD31i-
(.25-LUC), 0.98-kb Smal/Bgill (pCD31-0.98-LUC), 0.76-kb Smal/Nhel
(pCD31-0.76-LUC}, and 0.22-kb Nhel/Bgll]l (pCD31-0.22-LUC). Correct
orientation was verified in each construct.

Cells

UJ-937 (human promonocytic), HEL (human erythromegakaryoblast),
K562 (human erythroleukemia), HeLa (human cervical carcinoma), and
NCTC-929 (mouse fibroblast) cell lines were cultured in RPMI 640 sup-
plemented with 10% heat-inactivated FCS, 2 mM L-glutamine, penicillin
(100 UW/ml), and gentamicin (25 pg/mi) in a 5% CO, atmosphere at 37°C.
Flow cytometry and Northern biot analyses revealed that U-937, HEL, and
K562 are positive for PECAM-1 expression, whereas HeLa and NCTC-929
lack PECAM-1 expression (5, 6, 25) (data not shown). PKC activation in
U-937 cells was performed in the presence of 10 ng/ml PMA (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO). 100 png/ml 1,2-dioctanoylglycerol (DOG),
or 100 pgfml 1-octanoyl-2-acetylglycerol (OAG) for 2 days. Experiments
with the inhibitors of PKC, 1-(5-isequinotinesulfonyl)-2-methyl-piperazine
{H-7) and staurosporine, were conducted by culturing 5 X 10° cells/ml
with 50 to 200 uM H-7 or 100 nM staurosporine for 30 min before PMA
or DAG treatment. Bovine aortic endothelial cells (BAEC) were isolated
from cannulated vessels incubated in the presence of collagenase for 20
min at 37°C. Detached cells were plated in gelatin-coated flasks and grown
in DMEM supplemented with 10% FCS, BAEC have been shown to ex-
press PECAM-1 at the cell surface (10).

Transfection

Plasmid DNA was obtained using the alkaline lysis method and purified
using pelyethylene glycol (26). Transfections on U-937, HEL, and K562
cells were performed by electroporation (Gene Pulser, Bio-Rad Laborato-
ries, Hercules, CA) with a single pulse at 250 V and 960 uF capacitance
conducted across a cuvette of a 0.4-cm electrode gap. The decay constant
for these electroporations was generally 30 ms. Each cuvette contained 500
gl of RPMI 1640 or HEBS medium (137 mM NaCl, 5 mM KCI, 0.7 mM

.
T

]

T T T T 1
Nhel BglI Notl Pstl Pstl

Na,HPO,. 6 mM dextrose, and 20 mM HEPES, pH 7.05) with 2 X 07
cells, 40 peg of the appropriate PECAM-1 luciferase vector, and 10 ug of
B-gatactosidase (pCMV Bgal) or alkaline phosphatase (pSEAP-control vec-
tor, Clontech) expression vectors as an internal control. Cells were incu-
bated on ice for 15 min before and after electroporation and then resus-
pended in 10 mi of RPMI 1640 containing 10% FCS in a 75-cm® flask
(Costar, Cambridge, MA). After 14 h, wransfected cells were lysed in 50 ul
of cell reporter lysis buffer (Promega), and luciferase, 8-galactosidase, and
alkaline phosphatase activities were estimated. The effect of phorbol ester
on promoter activity was assayed by the addition of PMA (40 ng/ml) to
half of the wansfected cells immediately after electroporation. HeLa and
NTC-929 cells were transfected using lipofectin (Life Technologies, Gaith-
ersburg, MD). Briefly, 15 pug of the test plasmid and 7.5 ug of CMV Sgal
were mixed with 20 g of lipofectin in RPMI 1649, and the mixture was
incubated with the cells for 24 h. Then, RPMI 1640 containing 10% FCS
was added, the cells were incubated for an additional 24-h period, and the
corresponding enzymatic activities were assayed. Transfections of BAEC
were performed following the calcium phosphate technique. Briefly, cells
were plated at 4 X 10 cells/60-mm culture dish, and the following day
they were transfected with calcium phosphate precipitates containing 7.5
pg of CMVBgal mixed with 15 pg of the test plasmid. After transfection,
cultures were washed and replenished with complete mediumn. Cells were
harvested 48 h after transfection, and the enzymatic activities were
estimated.

Internal normalization was performed by cotranstection of the test plas-
mids with B-galactosidase or alkaline phosphatase expression vectors. Af-
ter normalization, the activity of the reporter constructs was referred to the
activity of the pSV40-Luc (§V40 promoter linked to the luciferase gene)
plasmid in each cell line.

Rapid amplification of 5 ¢cDNA ends {5' RACE)

The 5’ RACE experiments were conducted 10 map the transcriptional start site.
For ¢DNA synthesis, 10 pg of total RNA from PMA-treated U-937 cells was
reverse transcribed at 44°C for 30 min using Moloney murine leukemia virus
reverse transcriptase (Clontech) and primer PE 3 (5'-CATCCTGAGAGTGA
AGACTGCAGGCACAGTTAGTTCTGCCTTC-3"), corresponding to the
§ region of the PECAM-1 ¢DNA sequence (10). After hydrolysis of the
RNA using NaOH, the cDNA was purified using a glass matrix support
(GENOBIND particles, Clontech). A single-stranded 35-mer anchor oli-
gonucleotide (Clontech) was ligated to the 3’ end of the cDNA by T4 RNA
ligase. The anchor-ligated cDNA was then used as template for PCR am-
plification using Vent DNA polymerase (New England Biolabs, Beverly,
MA) in the presence of the anchor oligonucleotide and either PE 4 or PE
5 nested primers. The sequence of the primer PE 4 was: 5'-TGAAAAGC
AGAAATTGCTCT-3'. The sequence of the primer PE 5 was: 5'-AGAG
AGACCGGCTGTGGCGC-3". The reaction was conducted for 30 cycles with
5 uM of each primerin 1)) pl of reaction mixture using a step program (95°C,
45 5, 56°C, 45 5; 72°C., 1 s}, followed by a 10-min final extension at 72°C. The
PCR products were annealed inte the TA CLONING PCR 1I vector (Invitro-
gen, San Diego, CA). After annealing of the insert DNA to the vecior, the
plasmid was transformed into DHSa competent cells and spread on plates
containing ampicillin and X-gal (5-bromo-<4-chloro-3 indolyl-f3-p-gatactopi-
ranoside). Twenty-four white colonies were selected for ptasmid purification.
DNA sequencing was performed to identify the recombinant clones.
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-942 CCC’GGGT‘I‘CA AGCGATTCTC CTGCCTCAGC CTCTTGGGTA GCTGGGATTA TAGGCGTGTG
-882 CCACCGTGCC TGGCTAATTT TTGTATTTTT ATTGGAGACA Gssvmaccg ’m'cmacca
LyF-
. -822 GGOTGGTCTG ABACTCCTGA CCTCAGGCAA TCCTCCTACC TCAGECTCTC ARMGTGCTGE
FIGURE 2. The nucleotide sequence of the
5'-flanking region and part of the first exon of -762 GATTACCGGC ATGAGCCACG ACTCCCGGCC CCAAAGGTCA ATCTTAAAGC TACAAGGTAT
the PECAM-1 gene. Numbers at the left mar-
. gen urmL . -702 CTTTTAMRAAG GAGTAGGAAT AACGTATTTT GAGGCTTAAA GGAGTAGGAA TAGTGTATTT
gin refer to the transcription start site {+1} ¢/ EBP
determined by 5' RACE analysis in this pa- -642 TTAGATTTGA AGCCATCTTC TAAAGGGTAC GATATTTGGT TAACATGTCA CTCCTTATCG
per. Arrows indicate the transcription start
. i -582 CCATGGAAGA AATTCT ATTCTTTTTT TTTTTTTTTT GAGATGGAGT CTCACTCTGT
sites reported here (positions —7, —6, +1,
+9 to +18, and +253) or elsewhere (posi- -522 TGCCCAGGCT GGAGTACAAT GGTGTGATCT CAGCTCACTG CAACCTCTGC CTCCTGGGTT
tion +301) (20). The location of the oligonu- NFKB
; 3 o -462 | CAAGCAATTC TCCTGCCTCA GCCTCCTGAG TAGCAGGGAT TACAGGGGTT CTCOACCATG
cleotide used for screening and sequencing is
underlined with a dashed line. Consensus se- -402 CCTGTCTAAT TTTTGTATTT TTTTTTTTAG TAGAGGTGGA GTTTCACCAT GTTGGTCAGG
quences for binding to transcription factors SSRE HEPT LyFi :
. . - A2 ; TGC ATT
are boxed and labeled. These include bind- 342 CTEGTCTgAA Asgt:g’é‘mcc CCCGCCTTGE [CCTCCL, FGG0
ing sites for ubiquitous, cell type-specific, -282 ACAGGCGTGA GECACQATGC CCAGCCGTTA ATTCTATICT TACTGCTTAC TCCCTTATTT
and differentiation-dependent transcription GATA-Y pp  Mhel
factors, including Sp1, FGR-1, LyF-1, AP-2, 222 roTATSTICY TeTIFTATCE MATSETTT‘I sCTTTIo TR T GEMARCE TroceTACGS
ets, YY1, GATA-1, GATA-2, GATA-3, -162  CAAGGGTGCT CTTTGCCOCE TAC@I‘ GCTA'I‘TCTCG CCTCAGTTCC GCTGCATTCC
CCACC, NF-kB, heptamer (HEPT), imperfect s»lfecm
octamer (OCT), HLH, HMG, and glucocorti- -102 ._C_'.IF_CEE. (:CA@:@T 'I-"“‘CC TGCAATTTTG GGGAAAAGTC
- . - . =T I
coid (GRE}-, retinoic acid (RA)-, acute phase -42  AGCCCCAAGA mGACI‘T ATGOTETETG GCARAAGCCC TCTTTGATEE
(APRE)-, and shear stress (SSRE)-responsive ets APRE
elements. The two LyF-1 sites are flanked at +19  GEGARGGGGR GGACTGGARA AGCAGAGAGA E‘CTTTﬁEGGA TGT TGGGA| GAGCAGCCCT
the 3’ region by an identical 13-nucleotides +79  TTGGGTGGTG GGTGGAGGCT GGAGGCAGG recce [TGRCATGCC ATGAGAAGGG
sequence (underlined). An Alu sequence, lo- OCT HLH HLH
cated between ~571 and —242, is boxed, ~ *#139  CCCCCAAACC CAGGCGAGAC AGAGGGAGGG Tepppaacas CA_’I_TG
T hort direct repeats of 15 nucleotides Hue ELorich h’“
wo short airect rep 0 +189 CETTGTTTTT TCCCTAAAGA AACTARACAA HGCGGCCGCG TTCGGTGGLC CCII'
{overlined) flank the Alu sequence. This nu- GATA- | /GATA-2 GC-rich - +301
cleotide sequence has been assigned the +259 GCCGGTCATT TCCTGRGGAG ATATCAGOCC mccciiigc CAATTGTTCC CGGTTTCCAG
EMBUG_E”Ba"k.accesﬁ'O“ number X96848. +319  CCATGGCTGC CATTACCTGA CCAGCGCCAC AGCCGGTCTC) TCTGCAGGCG CCOGGGAGAAG
The derived amino acid sequence is shown
underneath the cading region of the first ~ +379  TGACCAGAGC AATTTCTGCT TTTCACAGEG CGGGTTICTC AACGGTGACT TGTGGGCAGT
exon, using the single letter code. +439  GCCTTCTOCT GAGCGAGTCA TGGCCCGARG GCAGBACTAA CTGTGCCTGC AGTCT'I‘CACT
+499  CTCAGGATGC AGCCGRGGTG GGCCCAAGGG GCCACGATGT GGCTTGGAGT CCTGCTGACC
M Q P R W A Q G AT M w L G v L L T
+559 CTTCTGCTCT gtgagtgttt actctgtttc cacatcactt taactccatg agcatcgagg

L L L

Hind

ST nuclease protection analysis

S1 nuclease analysis was performed using a commercial kit (S1 assay,
Ambion, Inc., Houston, TX). The oligonucleotide PECAM-1-4as (5'-GT
CTCTGCTTTTCCAGTCCTCCCCTTCCCCCATCAAAGAGGGCTTTT
GCCACACAGCATAAGT-3') was 5 labeled with [y-*?P]ATP and T4
polynucleotide kinase. Approximately 5 X 10° cpm of the probe was hy-
bridized to 25 ug of total RNA from either PMA-treated U937 cells or
yeast at 42°C for 18 h in a hybridization buffer containing 80% deionized
formamide; 100 mM sedivm citrate, pH 6.4; 300 mM sodium acetate, pH
6.4; and 1 mM EDTA. The hybrids were digested for 30 min at 37°C in an
S1 nuclease buffer containing 250 U/ml of enzyme. Following ethanol
precipitation, protected fragments were analyzed on a denaturing 8% poly-
acrylamide gel. The m.w. markers included a 5' end-labeled Hinfl-digested
@®X174 phage DNA. Radiolabeled bands were detected using a
Phosphorlmager 410A and ImageQuant software (Molecular Dynamics,
Sunnyvale, CA).

Flow cytometry determinations

Flow cytometric analyses were performed with an EPICS-CS (Coulter Ci-
entifica, Mostoles, Spain), using logarithmic amplifiers. Cells were incu-
bated with HC1/6 (anti-CD31) (5) or TP1/8 (anti-CD69) (27) (gift from Dr.
Sanchez-Madridy mAbs for 30 min at 4°C, After two washes with PRS
containing 0.1% BSA and 0.04% sodium azide, FITC-labeled F{ab'), rab-
bit anti-mouse 1gG (Dakopatts, Copenhagen, Denmark) was added, and
incubation proceeded for an additional 30-min period at 4°C. Finally, cells
were washed twice, and their fluorescence was estimated.

Northern blot analysis

Total cellular RNA was isolated using guanidinium thiocyanate and a ce-
sium chloride ultracentrifugation step (28). RNA samples (10 pg) were

denatured, fractionated in 1.1% agarose/formaldehyde gels, and blotted
onto nitrocellulose, Membranes were hybridized in 50% formamide at
42°C with excess **P-labeled probes, washed under highly stringent con-
ditions (0.2 SSC and 0.5% SDS at 65°C), and finally autoradiographed.
The probe used was a 0.7-kb Xho! fragment of PECAM-1 ¢cDNA.

Electrophoretic mobility shift assays

Exponentially growing U937 or K562 cells were stimulated with 100 ng/m)
of PMA for 1, 24, or 48 h and washed in PBS at 4°C, and nuclear extracts
from treated and untreated cells were obtained as previously described
(29). The probe for the electrophoretic mobility shift assay was prepared by
annealing complementary synthetic oligonucicotides and end labeling with
[-*?P]dCTP and Klenow fragment. The binding reaction was performed
by preincubating 10 pg of nuclear proteins with 4 pg of poly(dl-dC) in a
buffer containing 70 mM KC1, 5 mM MgCl,, 0.1 mM ZnCl,, 0.5 mM DTT,
0.05% (w/v) Nonidet P-40, 12% glycerol, 1 mg/ml BSA, and 20 mM
HEPES, pH 7.5, on ice for 10 min. Amounts of 0.5 to 2 ng of end-labeled
probe (30,000-50,000 cpm) were added to the reaction mixture containing
the nuclear extract and incubated for 20 min at 4°C. Samples were elec-
trophotesed on a 5% polyacrylamide gel in 0.5X TBE (TBE contains 8%
1M Tris borate. 89 M boric acid, and 2 mM EDTA) buffer at 150 V a1
room temperature for 2 h. For the competition experiments, 100-fold ex-
cesses of unlabeled oligonucleotides were incubated with the reaction mix-
ture for 20 min before the addition of the radiolabeled probe. Similarly,
Abs against Spl (gift from Dr. S. Jackson, Cambridge, U.K.) or EGR-1
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) were incubated with the nu-
clear extracts before the radiolabeled probe was added to the reaction mix-
ture. The sequences of the oligonucleotide probe and competitors (and their
complements) vsed in this study were as follows: probe CD31-wild type
(wt), 5'-GCATTCCAAGCTCAGCCTGCCCCAGCAGCAGGTC-3' (nu-
cleotides —109 to —76 from the PECAM-1 genomic sequence); Spl/



5414 THE HUMAN PECAM-1 PROMOTER
Nnel Bgll
j' LUC pCD31-0.22-LUC
Smal Nnel
L | —{TE pCD31-0.76-LUC
E RE Di f | 5rlnc11 Nt:aI Bglll
- - - J
IGURE 3. Diagram of PECAM-1 promoter-lu b ! {Tuoc— pCD31-0.98-LUC
ciferase constructs. Fragments obtained by restric- _—
. . ’ . Smal Nhal Bgll Neatl Pstl Pstl
tion enzymes digestion (open boxes} were inserted 1 1 1 L ] :
into the pXP2 reporter vector containing the lucif- L LU pCD31-1.42-LUC
erase gene (LUC). The positions of some reference Nhel Bgll  Nofl Pstl Pstl
restriction sites are indicated. | dtuc ~ pCD31-0.66-LUC
Bgil Notl Pstl Pstl
L sl [l b
[ {0 pCD31-0.44-LUC

EGRI1-wt, 3'-GCGTACTCTGCCCGCCCCCTCTGACTC-3'; Spl/EGR1-
Mut. 5'-GCGTACTCTGCCGAATTCCTCTGACTC-3"; AP-2-wi, 5'-
CTCCCTGAACCCCTGCGGTTTCACAACTCCTG-3"; and AP-2-Mut,
5'-CTCCCTGAACCCGAATTCTTITCACAACTCCTG-3". The sequence
of Spl/EGR1-wt comresponds to nucleotides —81 to —55 of the CDI1l1c
promoter and contains consensus Spl and EGR1 sites (30). The sequence
of AP-2-wt corresponds to nucleotides —110 to —80 of the CD11a pro-
moter and contains a consensus AP-2 site (30).

Results
Sequence of the 5'-flanking region of the PECAM-1 gene

Sequence analysis of the entire 1.55-kb Smal/HindIIl fragment
(Fig. 2) revealed the presence of 50 nucleotides from the first in-
tron, 268 nucleotides from the first exon, and the immediate upstream
492 nucleotides from the 3 untranslated region of PECAM-1 gene
previously reported (20). In addition, we were able to extend the se-
quence 750 nucleotides along the 5’ region, described here for the
first time.

The 5'-flanking region of PECAM-1 gene lacks a consensus
TATA box, but contains several putative regulatory elements, such
as AP-2 (—86), Sp1 {(—84), YY1 (—193), two adjacent helix-loop-
helix (HLH) boxes (+184 and +191), a tandem array of four high
mobility group proteins (HMG) boxes (+200, +214, +218, and
+223), and two C/EBP sites (—598 and ~-172); shear stress
(+353, —74, and —335)-, glucocorticoid (—213)-, and acute phase
(+63)-responsive elements were also identified. Moreover, other
motifs associated with hemopoietic differentiation were found.
Three consensus sites for the ets family of transcription factors (31,
32) are located at +20, +108, and +253; three GATA sites at
+275 and —202 may direct gene expression during differentiation
along the erythroid/megakaryocytic and mast cell lineages (33); one
consensus site for the zinc finger transcription factor EGR-1 (34) is
located at —83; two consensus sites for NF-kB map at +110 and
—409; two retinoic acid-responsive motifs (35) map at +119
and —67. Also, three potential regulatory sequences related to
the lymphocytic lineage were detected: imperfecl octamer
(+181), heptamer (—317). and LyF-1 (—770 and —294). Inter-
estingly, the two LyF-1 sites were flanked at the 3’ region with
an identical 13-nucleotides sequence, suggesting a functional
role for both fragments. An Alu sequence expanding from —3571
to —242 contains some of the consensus sequences described
above (shear stress, heptamer, NF-«B, LyF-1, Spl, and AP-2),
and as expected, it is flanked at the 5’ and 3' regions by short
direct repeats of 15 nucleotides.

The 5'-flanking region of the PECAM-1 gene displays tissue-
specific promoter activity

To determine whether the 5'-flanking region of the PECAM-I1
gene functions to direct transcription in a cell type-dependent man-
ner, the 1.42-kb Smal/Pstl genomic fragment spanning —939 to

Notl ,Pst] Pstl

POD31-0.25-LUG

+488 as well as several deletion subfragments were placed up-
stream of the luciferase gene (Fig. 3). The promoter activity of the
genomic constructs was determined by transient transfections into
U-937 (CD31* human promonocytic), HEL (CD31% human
erythromegakaryoblast), K562 (CD317" human erythroleukemia),
HeLa (CD31~ human cervical carcinoma), and NCTC-929
(CD31™ mouse fibroblast) cell lines. Figure 4 shows that luciferase
activity in these cell types is'indeed reflective of PECAM-1 ex-
pression, The promoter construéts displayed the greatest activity in
K562 cells, followed by an important activity in U937 and HEL
cells. By contrast, the PECAM-1 promoter displayed negligible
luciferase activity in Hel.a and NCTC-929 cells. Thus, relative to
HeLa and NTCT-929 cells, the promoter activity was 11- to 575-
fold in K562 cells, 4- to 77-fold in HEL cells, and 2- 10 57-fold in
UJ-937 cells. The promoter activity of the pXP2 basic vector was at
background levels, whereas luciferase activity from the vector con-
taining the SV40 promoter and enhancer regions (a positive con-
trol for expression) was arbitrarily set at 100.

To determine the minimal promoter capable of acting in a tis-
sue-specific manner, the activities of a set of 5’ to 3' PECAM-1
promoter truncations (pCD31-1.42-LUC, pCD31-0.66-LUC,
pCD31-0.44-LUC, and pCD31-0.25-LUC) were compared. The
largest construct, pCD31-1.42-LUC, and its pCD31-0.44-LUC de-
rivative displayed average activities, similar to those of the SV40
construct in PECAM-1" cells. Constructs pCD31-0.66-LUC and
pCD31-0.25-LUC showed twofold increased activity with respect
to the 1.42-kb fragment in K562 cells, whereas their activities in
U937 and HEL cells were similar to those of the SV40 construct.
Since the 0.25-kb Nosl/Pstl fragment comprises nucleotides from
+232 to +488, the promoter activity of the pCD31-0.25-LUC
suggests that the minimal fragment required to drive PECAM-1
transcription from the initiation site reported at +301 (20} is lo-
cated within its immediate upstream 69 nucleotides. This region
contains the consensus initiator ATTTC, followed by GCCA, as
well as putative enhancer elements, such as ets, GATA, and shear
stress.

Additional promoter activity within the NhelBglil fragment

To further characterize the 5'-flanking region required for pro-
moter activity, several related deletion constructs (pCD31-0.98-
LUC, pCD31-0.22-LUC, and pCD31-0.76-LUC) were analyzed.
Surprisingly, the activity of pCD31-0.98-LUC construct was 12-
fold higher than that of the SV40-based construct and 3-fold higher
than that of the Nofl/Psrl 0.25-LUC construct in K562 cells (Fig.
4). Luciferase activity was clearly diminished in the Smal/Nhel
construct, which lacks the Nhel/Bg/ll fragment, suggesting that
this region is responsible for the promoter activity found in the
pCD31-0.98-LUC construct. In fact, the pCD31-0.22-LUC con-
struct containing the Nhel/Bglll fragment displayed a remarkable
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FIGURE 4. Tissue-specific expression of the PECAM-1 promoter. Hemopoietic PECAM-1" U937 (promonocytic), K562 (erythroleukemia), and
HEL (erythromegakaryoblast} human cell lines and nonhemopoietic PECAM-1~ HeLa (human cervical carcinoma) and NCTC-929 (fibroblasts) cell
lines were transiently transfected with the indicated promoter constructs. Luciferase activity was determined 14 h after transfection. Correction for
transfection efficiency was made by cotransfection with B-galactosidase (K562, HEL, Hela, NTC-929, and K562) or alkaline phosphatase (U937)
expression vectors. In addition, cells were transfected in parallel with the $V40-luciferase vector, which contains the strong viral promoter activity.

The mean of five different experiments is shown.

promoter activity in the myeloid cell lines tested, especially in
K562. The 0.22-kb Nhel/Bgl/Il fragment contains a putative ets
binding site, sometimes associated with transcription initiation
(36); consensus AP-2, Spl, and EGR-1 sequences; and shear
stress- and retinoic acid-responsive elements.

To determine whether a functional transcription start site
mapped within the 0.22-kb Nhel/Bgill fragment, 5' RACE exper-
iments were performed (Fig. 3). Primer PE 3 was used for cDNA
synthesis of total RNA from endothelial and PMA-treated U-937
cells. Then, an anchor oligonucleotide was ligated to the 3’ end of
the synthesized ¢cDNA. Nested primers PE 4 and PE 5 and the
anchor complementary oligonucleotide were used to amplify the 5
region of PECAM-1 mRNA (Fig. 5A). Electrophoretic analysis
indicated that the PCR amptification resulted in two distinct pairs
of bands of approximately 400 bp (a and b) and 100 bp (c and d)
in PMA-treated U-937 cells and endothelial cells (Fig. 5B). The
sizes of the specific pairs of bands ¢/d and a/b are compatible with
transcription initiation sites within the 0.44-kb Bg/Il/Pstl and
0.22-kb Nhel/Bglll fragments, respectively. Transcription initia-
fion sites corresponding to the (.22-kb Nhel/Bgill and 0.44-kb Bg-
H1/Psi} fragments were found in U937 cells, whereas endothelial
cells yielded only PCR products corresponding to a transcription
initiation within the 0.44-kb BgiI/Ps:I fragment. The bands were
recovered from the gel and cloned for sequencing. As shown in
Figure 5C, sequencing of the 400-bp band revealed transcription
initiation at an adencsine within the 0.22-kb Nhel/Bglll fragment
(numbered + 1), suggesting that the upstream 173-nt region is re-
sponsible for the myeloid-specific transcription activity of the
pCD31-0.22-LUC censtruct. Furthermore, sequencing of the
smallest clone (Fig. 53D), showed transcription initiation at position
+253, which is located 48 nucleotides upstream from the reported
endothelial transcription initiation (20). To confirm the transcrip-
tion initiation within the 0.22-kb Nhel/Bglll fragment, an S1 nu-
clease protection assay was performed (Fig. 6). A 63-nt spanning

the 3’ region of this fragment was 5'-labeled, hybridized to total
RNA from PMA treated U937 cells, and digested with S1 nucle-
ase. As shown in Figure 6A, two different clusters of protected
bands (fragments 1 and 2) were revealed, suggesting multiple tran-
scription initiation sites within a 25-bp region. Interestingly, the
initiation site determined by 5° RACE (Fig. 5), precisely mapped
within this region (Fig. 6B). Taken together, the results of 5’
RACE and S1 nuclease experiments demonstrate that the 0.22-kb
Nhel/Bglll fragment contains a transcription initiation site, further
supporting its promoter activity exhibited in reporter gene
constructs.

Next, we analyzed whether the 0.22-kb Nhel/Bg/l1 construct dis-
played a different tissue specificity with respect to that of the con-
tiguous 0.44-kb Bg/ll/Psi] fragment. To that end, transient trans-
fections were conducted in BAEC, and the results were compared
with those obtained in U937 cells. As depicted in Figure 7, both
the 0.44-kb Bgill/Pstl and the 0.25-kb Notl/Pstl constructs dis-
played a higher transcriptional activity than the 0.22-kb Nhel/Bgill
fragment in endothelial cells. Conversely, the 0.22-kb Nhel/Bglll
fragment showed a higher transcriptional activity than the 0.44-kb
Bglll/Pstl or the 0.25-kb Norl/Psi construct in monocytic cells.
These findings are in agreement with the results of the 5" RACE
experiments and suggest that the transcriptional activity contained
within the 0.44-kb Bgl/Tl/Ps:1 fragment is mainly displayed by en-
dothelial cells, whereas the promoter activity of the 0.22-kb Nhel/
Bglll fragment seems to be more specific for the myeloid lineage.

Involvement of PKC activity in PECAM-1 expression

PECAM-1 expression is up-regulated upon treatment of monocytic
cell lines with phorbol esters (5, 6). Since phorbol esters activate
PKC, we analyzed whether this enzymatic activity was involved in
the expression of PECAM-1. First, addition of the PKC inhibitors
H7 and staurosporine to PMA-treated U-937 cells diminished the
surface expression of PECAM-1 (Fig. 84). This inhibitory effect
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FIGURE 5. 5’ RACF analysis of the transcriptional start site of the PECAM-1 gene. A, Nested PCR amplification reaction. cDNA synthesized using
the primer PE 3 and containing an anchor oligonucleotide ligated at the 5 region was used as a template in @ PCR reaction. Amplifications were
carried out with the anchor oligonucleotide in the presence of either PE 5 or PE 4 primers, resulting in the PCR products a, b, ¢, and d. Arrows
denote transcription start sites. 8, Electrophoresis analysis of PCR products. Amplifications from endothelial or U-937 cells carried out in the
presence of either PE 5 {fanes {) or PE 4 (lanes 2) primers, as described in A, were analyzed by electrophoresis in a 2% agarose gei. Bands were
visualized by ethidium bromide staining. C, Nucleotide sequence of the cloned 5' RACE products. PCR products were isolated from the gel, cloned
into plasmids, and sequenced. The underlined sequences indicate the complementary sequences for the anchor and the nested primers used for
PCR reaction. The nucleotide sequence of the 0.4-kb fragment has been assigned the EMBL/GenBank accession number X96849.
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FIGURE 6. 51 nuclease protection analysis. A, The
5’ end-labeled oligonucleotide PECAM-1-4as span- 4200 — :
ning from —16 to +46 (complementary sequence), 40 nt — '
used as a probe, was annealed to total RNA from ei- ' » 3 nt
ther PMA-treated U937 cells or yeast. The RNA-DNA §
hybrids were incubated in the absence (—51) orin the g {Fragment 2)
presence (+51) of S1 nuclease, and the protected §
fragments were analyzed on a denaturing 8% poly- ooy
acrylamide gel. Two sets of protected fragments, 53 Bnt
to 54 or 39 to 29 nucleatides in length, were identi-
fied in the mRNA from U937 cells. As a control, a 24 nt — “
complete digestion of the probe was obtained in the i
presence of yeast RNA. The m.w. markers (M) in- :
clude a 5’ end-labeled Hinfl-digested ©X174 phage
DNA. B, Schematic representation of the 51 nuclease
protection assay. Transcription initiation sites are in-
dicated by boxes 1 and 2, which correspond to pro-
tected fragments 1 and 2 (see A), respectively. The
asterisk indicates the transcription start site deter-
mined by 5' RACE {see Fig. 5). B
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was dose dependent up to a concentration of 250 uM H7 (Fig. 8B). 180
As a control, the expression of CD69, which is PKC dependent 60 1
(37), showed a similar inhibition in the presence of H7 (Fig. 8B). e @
Furthermore, DOG and OAG, two synthetic diacylglycerol com- E 140 1 BEuss7 |
pounds that mimic the physiologic activator of PKC, were also 2 120 |
able to induce the expression of PECAM-1 (Fig. 84). Again, H7 & %
inhibited the PECAM-1 expression induced in the presence of di- 5 100 Z
acylglycerol analogues. Next, Northern blot analysis demonstrated g 80 | Z
that the levels of PECAM-1-specific transcripts of 3.7 and 3.4 kb 5 g
steadily increased during PMA-induced differentiation of U-937 g 60 1 Z
cells (Fig. 8C). These results suggest the involvement of PKC 9 40 é
activity in the regulated expression of PECAM-1. Furthermore, & é
run-on experiments indicated that the transcriptional activity of 20 Z
PECAM-1 gene was induced by phorbol esters in U-937 cells (data 0 ; % 3
not shown). '% 'j‘_, ‘(i’) ?) z
To locate the specific fragments involved in the PMA-triggered 3 g g b =
increase in PECAM-1 mRNA levels, we conducted transient trans- £ & & B E
fection experiments in the presence of phorbol esters (Fig. 8D). The S % 8 & &
promoter induction levels obtained with pCD31-0.25-LUC, pCD31- E ¢E’ g

0.44-LUC, pCD31-0.76-LUC, and pCD31-1.42-LUC were low (be-
tween 1- and 2.5-fold), whereas the luciferase activities of pCD31-
0.98-LUC and pCD31-0.22-L.UC constructs were clearly augmented
upon stimulation with phorbol esters, giving rise to promoter activity
induction values ranging from 4- to 6-fold. Since the 0.22-kb Nhel/
Bglll fragment is contained within the pCD31-0.98-LUC, these re-
sults suggest that the major PMA-responsive region maps within the
0.22-kb Nhel/Bglll fragment. As this fragment contains one EGR-1

FIGURE 7. Promoter activity of 0.22-kb Nhel/Bghl and 0.44-kb Bgillf
Pstl fragments in endothelial cells. BAEC were ransiently transfected with
the indicated promoter constructs, and luciferase activity was determined
48 h after transfection. Correction for transfection efficiency was made by
cotransfection with B-galactosidase expression vectors and parallel trans-
fections with the 5V40-luciferase vector. The mean of three diflerent ex-
periments is shown. For comparative purposes, the promoter activity in
the myeloid cell line U937 is also depicted.
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FIGURE 8. Involvement of PKC in the expression of PECAM-1 gene. A, Flow cytometric analysis. U-937 cells were treated with the PKC
activators PMA, OAG, and DOG, resulting in an increased expression of PECAM-1 compared with that in untreated cells (U). This up-regulated
expression of PECAM-1 was abolished in the presence of the PKC inhibitors H7 and staurosporine (Stauros). Cells were stained with HC1/6
{anti-PECAM-1) mAb and analyzed by flow cytometry. B, Effect of increasing concentrations of a PKC inhibitor on PECAM-1 expression. U-937
cells were treated with PMA in the presence of increasing concentrations of the PKC inhibitor H7. Cells were stained with HC1/6 (anti-PECAM-1)
or TP1/8 (anti-CD69), and their mean fluorescence intensity was estimated. C, Northern blot analysis. U-937 cells were treated with PMA for the
times indicated. RNA blats (10 pg/lane) were hybridized with a PECAM-1 probe, and the specific bands were detected by autoradiography. A
control staining with ethidium bromide to visualize the ribosomal RNA is also shown. D, Transient transfection experiments of the PECAM-1
promoter, PECAM-1 promoter constructs were electroporated in U937 cells, and PMA was added to half the transfected cells. Luciferase activity
was determined 14 h after transfection. Promoter activity induction is referred to as the fold induction respect to the activity of untreated cells. A
representative experiment of three is shown.

and one AP-2 putative element reported to be responsive to phor-
bol esters (38, 39}, we analyzed whether PMA could induce
EGR-1 and/or AP-2 binding to these consensus sequences. For this
purpose, an oligonucleotide spanning from —109 w0 —76 of the
genomic PECAM-1 was used as a probe in electrophoretic mobil-
ity shift assays (Fig. 9). Kinetic studies with nuclear extracts from
PMA-treated U937 or K562 cells demonstrated an early induction
(1 h) of a protein that formed a specific complex, as evidenced by
competition with unlabeled oligonucleotide (Fig. 94). This com-
plex usually appeared as a doublet, suggesting the involvement of

cleotides comesponding to Spl/EGR-1 consensus binding sites, but
not by oligonucleotides containing an AP-2 binding site (Fig. 98).
Furthermore, Abs to either EGR-1 or Spl allowed identification of the
lower band as an EGR-1-containing complex and the upper band as
an Spl-containing complex (Fig. 9C). Together, these data suggest
that induction of EGR-1 by PMA might contribute 1o the PMA re-
sponsiveness of the 0.22-kb Nhel/Bgll fragment.

Discussion

at least two different proteins. Characterization of the complex was
performed using competitor oligonucleotides and specific Abs. The
formation of the complex was inhibited by double-stranded oligonu-

In the present study we describe the functional characterization
of the promoter for the human PECAM-i gene. To this end,
a genomic clone encompassing the 5'-flanking region of the
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FIGURE 9. Identification of a PMA-responsive Sp1/EGR-1 motif within the 0.22-kb Nhel/Bglll fragment. Nuclear extracts from U937 or K562

cells were incubated with the *2P-labeled oligonucleotide CD3t-wt (— 109 to —76) in the absence or the presence of competitor oligonucleotides
or specific Abs, as indicated. Samples were electrophoresed on a 5% polyacrylamide gel and autoradiographed. The presence of specific com-
plexes is indicated by brackets. A, Kinetic study of the complex formation in U337 and K562 cells. Nuclear extracts from cells activated with PMA
for the times indicated were incubated with the radiolabeled probe in either the absence {(—) or the presence {+) of a 100-fold excess of unlabeled
probe. NE, no extract added. B, Nuclear extracts from U937 cells activated for 1 h with PMA were incubated with the radiolabeled probe in either
the absence or the presence of a 100-fold excess of the competitor oligenucleotides CD31-wt, Sp1/EGR1-wt, Sp1/EGR1-Mut, AP-2-wt, and
AP-2-Mut. C, Nuclear extracts from U937 cells untreated or treated for 1 h with PMA were incubated with the radiolabeled probe in either the
absence or the presence of specific Abs te Sp1 or EGR-1; a preimmune serum was used as a negative control (PS). Sp1- and EGR-1-containing

complexes are indicated by arrows.

PECAM-1 gene was isolated and sequenced from a human
genomic library. A myeloid-specific cluster of transcriptional start
sites has been identified within the 0.22-kb Nhel/BgllI fragment, in
agreement with the high promoter activity displayed by this con-
struct. No consensus TATA or CCAAT boxes were found within
the 0.22-kb Nhel/Bglll fragment, but a GC-rich box was localized
near the initiation site, The presence of a GC-rich sequence within
the 5'-flanking region is a feature of TATA-less genes, which usu-
ally contain Spl binding sites (40). 5 RACE experiments also
indicated the existence of a second transcription initiation site at
+253 within the Notl/Psil region, near the transcription initiation
site at position +301 described in endothelial cells. The existence
of different transcription initiation sites is compatible with the
presence of at least two distinct bands of 3.4 and 3.7 kb revealed
by Northern blot analyses (5-7) and with the difficulty of obtaining
discrete bands in primer extension experiments (data not shown) as
well as with the lack of a TATA box. Our results indicate the
existence of a transcription initiation site in monocytic cells con-
tained within the 0.22-kb Nhel/Bglll fragment, which apparently is
not present in endothelial cells. By contrast, the 0.44-kb Bglll/Pstl
fragment appears to exhibit promoter activity preferentially in en-
dothelial cells. Based on these results, we postulate the existence
of two promoters with distinct cell type specificities. Endothelial
cells constitutively express PECAM-1 at high levels, whereas
PECAM-1 expression is regulated during differentiation/matura-
tion of monocytic cells (6). As flanking sequences at the 5’ end of
the mRNA have been reported to be responsible for the stability of
the message, the existence of distinct transcripts between endothe-
lial and monocytic cells might contribute to the differential regu-
lated expression of PECAM-1 by these cell types. It is worth not-
ing that each of the transcription initiation sites mentioned

(positions —7, —6, +1, +9 to +18, +253, and +301) are pre-
ceded by GC-rich boxes (—30 to —19, +230 to 250, and 290 to
+300, respectively) that could mediate anchoring of the Spl tran-
scription factor.

Unlike VCAM-1 and ICAM-1, members of the Ig family of
adhesion receptors, the PECAM-1 promoter does not contain any
TATA-like element in close proximity with the transcription start
point. The presence of TATA-less promoters has been described in
housekeeping genes and is usually associated with multiple tran-
scription start sites. The latter feature would be in agreement with
the different transcription initiation sites described for PECAM-1
at positions ~7, —6, +1, +9 to +18, and +253 (this report) and
+301 (20). By contrast, the restricted expression of PECAM-1
does not correspond to the housekeeping class of genes. Thus,
specific potential transcription factor binding sites within the
promoter might account for the restricted cell expression of
PECAM-1. Shear stress and NF-«B motifs, present throughout the
PECAM-1 promoter, are responsive to mechanical forces (41-43).
Interestingly, all the cell types expressing PECAM-1 are subjected
to the hemodynamic forces of the bloodstream, suggesting that the
three shear stress and two NF-«B consensus sequences found in
the promoter might regulate PECAM-1 transcription. In this sense,
NF-«B and the shear stress-responsive elements are present in sev-
eral endothelial genes encoding surface Ags such as the ICAM-1,
endothelial leukocyte adhesion molecule-1 (ELAM-1), and
VCAM-1 (42, 43). On the other hand, the existence of several
motifs involved in hemopoietic differentiation might contribute to
the regulated expression of PECAM-1 within this lineage. Thus,
the GATA sequences have been identified in the cis-regulatory
region of globin and other erythroid-specific genes (32) and are
present in the promoter of YVCAM-1 gene, another member of the
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CAM family (44). Certain members of the protein family that bind
to the HLH box elements, usually referred to as helix-loop-helix
proteins, are required for proper B cell development and Ig gene
rearrangements (45). The retinoic acid-responsive elements are ap-
parently involved in hemopoietic development (33). The presence
of an octamer motif Jocated downstream of an heptamer sequence,
as in PECAM-1, is a conserved characteristic required for the full
lymphoid cell-specific activity of several Ig V,; promoters (46).
LyF-1 is a transcriptional regulator that interacts with promoters
for lymphocyte-specific genes (47). The presence of these lym-
phocyte-specific elements in the PECAM-1 promoter is in agree-
ment with the reported expression of PECAM-1 in certain sub-
populations of CD4 and CD8 lymphocytes (13).

The existence of ubiquitous motifs suggests additional transcrip-
tional regulatory elements of the PECAM-1 gene. Thus, the pres-
ence of a tandem array of four HMG motifs within the fragment
+200 to +229 suggests an important role for this region in the
configuration of the PECAM-1 promoter, as HMG proteins are
able to bind and bend DNA, allowing the optimal spatial arrange-
ment of nucleoprotein complexes for transcription (48). Acute
phase reactant-responsive elements, like that found in the
PECAM-1 promoter, typically lie in the genes for acute phase
proteins such as a,-macroglobulin and T kininogen, which are
induced by infection or inflammation (49, 50). Since these pro-
cesses are associated with macrophage recruitment to the site of
injury, and PECAM-1 is involved in the transendothelial migration
of monocytes, it is tempting to speculate that the expression of
PECAM-1 by endothelial cells and monocytes could be regulated
by the acute phase-responsive element. The presence of the glu-
cocorticoid-responsive motif, TGTTCT, suggests that PECAM-1
expression might also be regulated by these steroid hormones. A
consensus site for the ubiquitous YY! factor (—193) was found
near GATA (—202) and CCACC (—267) sites. A similar cluster of
transcription factors has been described within a silencer region of
the human e-globin gene, where GATA and YY1 were identified
as developmental repressors (51). Since YY1 is a multifunctional
transcription factor that can act as a repressor of transcription of
many mammalian genes, the existence of these regulatory ele-
ments might contribute to a differential promoter activity among
distinct cell lineages,

An Alu sequence was found along the 5’ region of the
PECAM-1 promoter. The pelymerphic short interspersed elements
of the Alu family are ubiquitous in the genome of primates and are
often found within the 5'-flanking regions of regular transcription
units (52-58). This supports the idea that the PECAM-1 promoter
region should be contained between the Alu sequence and the tran-
scription initiation site. Similar arrangements of Alu sequences
located 5' to the promoter have been described for several genes
expressed either by hemopoietic cells, such as the CD11a, CDI11b,
and CDI11c integrins (52-54), or by endothelial cells, such as the
von Willebrand factor (55). Although the roles of these Alu repeats
in promoter function are unclear, some researchers have postulated
their involvement in the transcriptional regulation of hemopoietic
cells (58).

PKC activity is known to be involved in the control of growth
and differentiation of various cell types (59), including the mac-
rophage lineage (60). In this context, the monocytic leukemia cell
line U-937 is widely used to study differentiation toward a mac-
rophage-like phenotype following exposure to phorbol esters,
which are able to bind to and activate PKC (61). On the other hand,
the activation of PKC under physielogic conditions is mediated by
diacylglycerol generated by hydrolysis of phosphoinositides cata-
lyzed by phospholipase C. Both phorbol esters and synthetic an-
alogues of diacylglycerol displayed the capacity to induce the ex-
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pression of PECAM-1 on monocytic cells, indicating that the
activation of PKC is responsible for the increased expression of
this surface Ag. Interestingly, PECAM-1 becomes phosphorylated
in Ser/Thr cytoplasmic residues by PKC upon cellular activation,
and this phosphorylation seems {0 regulate the association with the
cytoskeleton and adhesive properties of PECAM-1 (7, 16, 17). In
addition, phorbol ester, a known activator of PKC, was able 1o
enhance PECAM-1 promoter activity, suggesting the involvement
of this enzymatic activity in the transcription of the PECAM-1
gene. EGR-1 and AP-2 putative elements, previously reported to
be responsive to phorbol esters (38, 39), were found within the
minimal phorbol ester-responsive construct, identified as the
0.22-kb Nhel/Bgill fragment. However, the overlapping Spl/
EGR-1 sequence, but not AP-2, was identified as a PMA-respon-
sive element, suggesting its involvement in the PMA-dependent
activation of the promoter function. In this sense, overlapping Spl/
EGR-1 binding motifs are common in EGR-1-regulated genes
(62-66), and EGR-1 has been described to be necessary for the
PMA-induced activity of ICAM-1, CD44, and MDRI1 (64-66)
promoters. Interestingly, EGR-1 is essential for and restricts dii-
ferentiation along the macrophage lineage (34), in agreement with
the myeloid-specific promoter activity of the 0.22-kb Nhel/Bglll
fragment. Taken together, these findings strongly suggest that PKC
regulate the expression and function of PECAM-1.
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