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Abreviaturas

ADN Ácido desoxirribonucleico
ADNc Ácido desoxirribonucleico complementario al ARNm
AE Actividad específica
AR Ácido retinoico
ARIN Ácido ribonucleico
ARNm Ácido ribonucleico mensajero
AS Oligonucleótido antisentido
BAEC Células endoteliales de aorta bovina
bHLH-Lz Hélice-vuelta-hélice de tipo básico con cremallera de leucinas
BSA Albúmina sérica bovina

CMV Citomegalovirus
cpm Cuentas por minuto
DAG Diacilgilcerol
DEAE Dietil-amino-etil
DEPC Dietil-pirocarbonato
dhfr Dihidrofolato reductasa
DM50 Dimetilsuifóxido
dNTPs Deoxinucleótidos
DOG 1,2 dioctanollglicerol
DTT Ditiotreitol
EDTA Ácido etilén-diamino-tetraacético
EGTA Ácido etilén glicol (aminoetil eter) tetra-acético)
EMBL Laboratorio de Biología Molecular Europeo
FCS Suero fetal bovino
FGF Factor de crecimiento de fibroblastos

GM-CSF Factor estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos
gr gramo
H-7 1 .-(5-isoquinoleinsulfonil)-2-metil-piperazina
HUVEC Células endoteliales de cordón umbilical humano
HEPES Ácido sulfónico 4-(2 hidroxietil)- 1 -piperazina propano
ICAM Molécula de adhesión intercelular

IFN~’ Interferón gamma
IgSF Superfamilia de las Inmunoglobulinas
IL Interleuquina
kb Kilobase
kDa Kilodaltons
LFA- 1 Antígeno linfocitario asociado a flmción- 1
LPS Lipopolisacárido

M-CSF Factor estimulante de colonias de macrófagos
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Abreviaturas

MIRO Complejo principal de histocompatibilidad
ng Nanogramos (l0~ gr)

NGF Factor de crecimiento nervioso
MC Célula asesina natural
NP-40 Nonidet P-40

Microgramo (l0~ gr)

OAG 1 -octanoil-2-acetil glicerol
PAF Factor activador de plaquetas
pb Pares de bases
PBS Tampón fosfato salino
PCR Reacción en cadena de la polimerasa

PDGF Factor de crecimiento plaquetario
PDTC Pirrolidin ditiocarbamato
PECAM-1 CD3 1. Molécula de adhesión celular de plaquetas y endotelio
PEO Polietilénglicol
PF4 Factor de plaquetas 4
PIPES Ácido sulfónico 1.4 piperazina dietano (4-(2-hidroxi-etll)-1
PKC Piperazinapropano)
PMA Ester de forbol miristato acetato
PMSF Fluoruro de fenil-metil-sulfonilo
RLU Unidades relativas de luciferasa
S Oligonucleátido sentido
SDS Dodecil sulfato sódico
SSRE Elemento de respuesta a fberzas hemodinámicas
TAE Tampón Tris-Acetato-EDIA
TBE Tampón Tris-Borato-EDTA
TdT Deoxinucleotidil transferasa
TE Tampón Tris-EDTA
TEMED N,N,N”,N’-tetrametil-etllendiamina

TGF-I3 Factor de crecimiento tumoral-beta
Tm Temperatura de anillamiento entre 2 cadenas de ADN

VCAM Molécula de adhesión vascular
VEGF Factor de crecimiento de endotelio vascular
X-Gal 5-Bromo-4-cloro-3-indolllj3-D-galactósido
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Introducción

1.1- MIGRACIÓN LEUCOCITARIA Y ADHESIÓN.

La organización de las células animales en órganos diferenciados y tejidos es
consecuencia tanto de interacciones entre moléculas existentes en la superficie de las células

como de la interacción de éstas con la matriz extracelular (Ruoslahti eL aL, 1987). Para
preservar al organismo de infecciones, las células del sistema inmune deben circular como

células 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
invasión por microorganismos (Weissman eL al., 1993; Paul eL al., 1993). Este sistema de
defensa tiene un componente no específico como son los granulocitos y los macrófhgos y un
componente especifico como son los linfocitos. Los granulocitos (neutrófilos, eosinófllos y
basófilos), son capaces de liberar compuestos citotóxicos a partir de sus gránulos intracelulares
ante la presencia de microorganismos. Esta destrucción al azar ocurre rápidamente pero puede
dafiar también a tejidos del organismo. Los macrófhgos son capaces de destruir los
microorganismos por fagocitosis, o bien secretando compuestos citotóxicos de una forma
similar a los neutrófilos. A diferencia de los granulocitos, los macrófligos pueden actuar de una
forma más específica colaborando con los linfocitos. El sistema linfoide está constituido por los
linfocitos B y T siendo los responsables de la respuesta inmunitaria específica frente a un
antígeno. Todos estos leucocitos circulan por el organismo a través del sistema circulatorio y
linfático asegurando una vigilancia continua, prerequisisto para una defensa eficiente
(Anderson et. aL, 1982). Ante un daño tisular y un proceso de inflamación los leucocitos son
reclutados desde el torrente circulatorio hasta el tejido dañado, mientras que los eosinófilos se
extravasan hacia los sitios donde se producen reacciones alérgicas o infestaciones con
parásitos, y los neutrófilos se extravasan a los sitios de inflamación aguda o daño tisular
(Butcher eL aL, 1991; Dunon eL aL, 1994). La migración de linfocitos presenta una regulación
muy selectiva e incluye un complejo modelo de recirculación que implica una diferenciación y

una activación. El punto clave en la actuación y supervivencia inmune es la rápida transición
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 migración y localización “homing” hacia los distintos ófganos linfoides y
localización de los neutrófilos en los focos de inflamación.

1.2.- MOLECULAS QUE INTERVIENEN EN LOS PROCESOSDE INFLAMACIÓN.

El reclutamiento de los leucocitos hacia las áreas de inflamación comienza con la unión
de éstos al endotelio, seguido de su transmigración hasta los tejidos dañados. Aunque este
hecho es conocido desde hace 150 años, únicamente en la última década, con la identificación
de las moléculas de adhesión, así como de activadores y agentes quimiotácticos, se han ido
desvelando los mecanismos moleculares de la adhesión leucocitaria. Al menos, tres familias
principales de receptores de adhesión median estas interacciones: La Superfamilia de las
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Introducción

1.3.- MOLÉCULAS DE ADHESION.

Las interacciones célula-matriz extracelular (ECM) y célula-célula juegan un papel

esencial en la diferenciación y migración celular que tienen lugar durante la embriogénesis e
histiogénesis, “homing” de linfocitos, así como en los procesos de homeostasis, cicatrización
de heridas, coagulación, reacciones inmunes e inflamatorias, y en los mecanismos de
transformación y deseminación tumoral (Albelda eL aL, 1990; Springer et. aL, 1990). Dichas
interacciones celulares son mediadas por un número elevado de moléculas integrales de

membrana denominadas receptores de adhesión, divididos en los siguientes grandes grupos de
acuerdo a sus relaciones evolutivas: Selectinas, Superfhmilia de las Inmunoglobulinas (IgSF),
Cadherinas y la familia de las Integrinas.

1.3.1-LAS SELECTINAS.

De los cuatro grupos de moléculas de adhesión, las selectinas representan la familia de
receptores de adhesión más pequeña y más recientemente identificada. Son moléculas de
adhesión de tipo 1 transmembranales que median adhesión transitoria de poca intensidad
“tethering”, dependiente de calcio, así como el rodaje de los leucocitos a las células
endoteliales (Barclay, eL al., 1993; Pigott eL aL, 1993; Lasky et. aL, 1992). Existen distintos
miembros en esta familia según su localización. La selectina que se expresa constitutivamente

en neutrófilos conocida como L-Selectina/Lam-l¡LECAM-l es eliminada de la superficie
celular tras su activación, inmediatamente después de que el rodamiento del neutrófilo
comience (Kishimoto eL aL, 1989; Lasky eL aL, 1989; Siegelman eL aL, 1989; Tedder eL 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/GMPí4OIPADGEM (Johnston eL aL, 1989;
Weller eL aL, 1992) y finalmente, la E-selectinalELAM-1 (Weller eL aL, 1992; Bevilacqua et.

aL, 1989; 1991) expresada únicamente en células endoteliales. Existen dos aspectos
diferenciales de esta familia que la hacen única. En primer lugar, los 3 tipos de selectinas están
implicadas únicamente en la unión del leucocito y algunas células metastáticas a las células
endoteliales del lúmen de la vasculatura y en segundo lugar, son proteínas que unen hidratos de
carbono a diferencia de otros miembros de las moléculas de adhesión que unen proteínas. Esta
familia de receptores, comparten una estructura en mosaico común que consiste en un dominio
amino terminal con una lectina de tipo C, un dominio del tipo factor de crecimiento epidérmico
(EGF), varias pequeñas repeticiones consenso similar a las proteínas reguladoras que unen

complemento (SeR), un dominio transmembrana y un pequeño dominio citoplásmico (Figura
1.2). La principal diferencia entre las tres selectinas radica en el número de SCR pero la
función de estas repeticiones es todavía desconocida. El dominio de lectinas, se ha implicado
directamente en la unión 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, monosacáridos y polisacáridos fosforilados,
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Introducción

polisacáridos sulfatados y lipidos (Bevilacqua eL al., 1993). También se ha demostrado que los
tetrasacáridos, sialyl Lewis x y sialyl Lewis a (sL?, sLea), o sus formas sul~tadas, pueden
unirse a las tres selectinas. Entre las proteinas-ligandos más conocidas de L-selectina se
encuentra GlyCAM-1, Mad-CAM-1 y CD34, siendo ésta última una sialomucina vascular
expresada también en progenitores hematopoyéticos. La P-Selectina une una glicoproteina
transmembrana de sialomucina en células mieloides denominada PSGL-1 (Sato eL aL, 1993) y
E-selectina une un antígeno CLA expresado en una subpoblación de linfocitos T de memoria
(Picker eL aL, 1990; Shimizu eL aL, 1991; Norton eL aL, 1993; Streeter eL aL, 1988).

1.3.2.- LAS CADHERINAS.

Constituyen una familia de receptores de adhesión que se expresan en todas las células
formadoras de tejidos sólidos (Takeichi eL aL, 1991; Luna eL aL, 1992) mediante
interacciones homofilicas célula-célula dependientes de calcio. Parece que juegan un papel
importante en la determinación de la morfología de células y tejidos, en la segregación celular

durante la morfogénesis y en la metástasis tumorogénica. Esta familia de moléculas de
adhesión está constituida por 12 miembros subdivididos en cuatro subclases en fUnción de su
localización: E-cadherina (epitelial), P-cadherina (placenta), N-cadherina (neurona» y L-CAM

(pulmón) (Luna el. aL, 1992; Whelan el. al., 1996). Cada tipo celular puede expresar varias
cadherinas y el modelo de expresión es tejido especifico. Recientemente se ha visto que las E-
cadherinas expresadas por células epiteliales también se unen a las integrinas apf37 expresadas
en linfocitos T implicadas en el “hotning” de linfocitos (Cepek eL aL, 1994). Las cadherinas
presentan un dominio extracelular con 3-5 repeticiones internas de aproximadamente 110
aminoácidos, un dominio transmembrana y un dominio citoplásmico corto. Este dominio

citoplásmico está altamente conservado y se asocia con tres proteínas citoplásmicas
denominadas cateninas (a, [3y y) (Takeichi eL aL, 1991; Luna eL al., 1992; Hinck eL aL,
1994), las cuales median la interacción de las cadherinas con el citoesqueleto y con otros

receptores transmembrana tales como el receptor de EGF (Hoschuetzky eL aL, 1994). En las
cadherinas, la región aminoterminal de 113 aminoácidos está directamente implicada en las
interacciones homofilicas, mientras que el dominio citoplasmático intracelular también es
importante para la interacción ya que formas truncadas sin tallo citoplésmico 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 (Corbí A.L. 1997). Como
moléculas de adhesión juegan un papel crucial en respuesta inmune, inflamación, agregación
plaquetaria, cicatrización de heridas, migración de los tejidos durante la embriogénesis y
metástasis tumoral. Estructuralmente, las integrinas son heterodímeros compuestos de dos
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glicoproteinas integrales de membrana denominadas a y [3 asociadas entre sí no

covalentemente (Figura 1.2). En la actualidad se conocen 8 subunidades ¡3 y 16 subunidades a
habiéndose identificado por el momento, hasta 21 heterodímeros diferentes. El dominio
extracelular de cada una de las cadenas presenta una cabeza globular aminoterminal que media
la asociación con la otra cadena, una región transmembrana y un tallo citoplásmico corto. La
especificidad por el ligando reside en ambas cadenas (Bajt eL aL, 1995). La presencia de
cationes divalentes juega un papel importante en la función adhesiva de las integrinas y además

la naturaleza del catión influye en la afinidad y especificad por el ligando. El tallo citoplásmico
de ambas cadenas a y [3interacciona con el citoesqueleto siendo esta interacción crucial para la
función de la integrina (Tamatani eL aL, 1993; Larsen eL al., 1990; McEver eL aL, 1992). La
expresión de la cadena a está regulada transcripcionalmente por citoquinas inflamatorias
(TNF-a) y esto modula la expresión de una integrina particular en la superficie de la célula
(Defilippi eL aL, 1991; 1992). Uno de los principales mecanismos en la función de las
integrinas es la transición rápida desde una forma no adhesiva o estado de baja afinidad a una

forma adhesiva o estado de alta afinidad (Hynes eL aL, 1992). Parece ser que el incremento en
la adhesividad de las integrinas es debido a cambios conformacionales causados por la
activación. El control sobre la adhesividad de las integrinas proporciona un mecanismo versátil
para el reclutamiento y fuerte adhesión del leucocito circulante sobre el endotelio vascular,
seguido inmediatamente de una adhesión intermedia durante la migración transendotelial, y
finalmente de una deadhesión durante la extravasación (Shimizu eL aL, 1992; Mackay eL aL,

1993; Springer eL aL, 1994).

Las integrinas de la subfamilia [32 (CD1la/CD18 = LFA-1; CD11b/CDí8 = Mac-1; y
CDl lc/CDl8 = pl5O,9S) se expresan exclusivamente en leucocitos y median interacciones
intercelulares. Mientras Cfi 1aICDl8 es pan-leucocitaria, CDl lb/CD18 y Cfi íc/CDl8 se
expresan pricipalmente en células mieloides, si bien la expresión de CD11 c/CD 18 se induce de

novo en linfocitos B activados. CD1 la/CDl8 está implicada en la citotoxidad de los
granulocitos, monocitos, células T y NK, en las funciones reguladoras de linfocitos T, y en la
adhesión de leucocitos a endotelio. Todas estas funciones se explican por la interacción de

CDI 1 a/CfI 8 con uno o más de sus tres ligandos identificados (ICAM-1, ICAM-2 e ICAM-3)
que pertenecen a la IgSF. Además de ser receptores específicos para iC3b, LPS, fibrinógeno y
heparina, CDl Ib/D18 y CDI lc/CD18 son imprescindibles para la adhesión y migración de

leucocitos hacia lugares de inflamación y, consecuentemente, también participan en la

metástasis de linfomas y leucemias (Roossien eL al, 1989). Además, las integrinas 132 son
componentes esenciales de la citotoxicidad de linfocitos T frente a ciertos linfomas y a tumores

de origen epitelial (Schmits eL aL, 1996; Maeurer eL al, 1996).
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1.3.4.-LA SUPERFAMILIA DE LAS INMUNOGLOBULINAS.

La IgSF comprende un amplio número de moléculas cruciales para la respuesta inmune

(Dustin eL aL, 1991; Barclay eL aL, 1993; Springer eL aL, 1994). Algunas de ellas, están
implicadas en el reconocimiento antigénico como son los receptores para el antígeno de células
B y T, moléculas del MBC y los co-receptores CD4 y CDS. Otras, en cambio, han sido
identificadas como receptores de adhesión implicadas en las interacciones célula-célula. Son

moléculas transmembranales con dominios de homología con la familia de las
Inmunoglobulinas. Estos dominios se denominan y y C de acuerdo con la homología
estructural con los dominios variable (V) y constante (C) de la familia de las Inmunoglobulinas.
A su vez los dominios C se dividen en Cl y C2. Las moléculas de adhesión generalmente
presentan dominios de tipo V y C2.

La IgSF comprende un enorme grupo de moléculas con múltiples dominios de
homología a las Inmunoglobulinas. Cada dominio generalmente es codificado por un exón y

consiste en una secuencia de 60-70 aminoácidos con un puente disuifliro. Hasta el momento se
han descrito 5 miembros de esta familia implicados en la interacción leucocito-endoteio:

ICAM-1 (CfS6a), ICAM-2 (CD56b), ICAM-3 (CD56c), VCAM-l (Cf108) y PECAM-l
(Cf3l) (Simmons D. eL aL, 1988; Staunton eL aL, 1989; Horley eL aL, 1989; Newman eL
al., 1990; Osborn el. aL, 1989; de Fougerolles eL aL, 1993). De estos, cuatro de ellos
(ICAM-1, ICAM-2, VCAM-l y PECAM-1) actúan 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 ¡32.

ICAM-1 presenta una amplia distribución tisular y se expresa tanto en células
hematopoyéticas como no hematopoyéticas. Las células endotellales en reposo y linfocitos
expresan bajos niveles. La expresión de ICAM-l en células endoteliales, epiteliales y
mesenquimales se induce a través de mediadores inflamatorios (Dustin eL aL, 1986; Pohhnan
eL aL, 1987; Roblein eL aL, 1988; Groves eL aL, 1992). ICAM-l se une a la integrina LFA-1

a través del primer dominio aminoterminal y a Mac- 1 a través del tercer dominio. También se
ha reportado su unión a CD43 (Rosenstein eL aL, 1991).

ICAM-2 presenta un patrón más restringido de expresión. Está débilmente expresado
en linfocitos en reposo. En cambio, está altamente expresado en células vasculares endoteliales
en reposo. La expresión de ICAM-2 se induce por mediadores inflamatorios. ICAM-2 une
LFA- 1 pero no Mac- 1. Debido a su expresión 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-I es el principal receptor en los sitios de inflamación.

ICAM-3 es una molécula de adhesión recientemente descubierta. Está fuertemente

expresada en linfocitos en reposo, (de Fougerolles eL aL, 1992; 1993; 1994), monocitos,
neutrófilos y algunos tumores de lineas endoteliales. Se une a LFA-1 pero no a Mac-1. ICAM-

3 es una molécula sefializadora. Se cree que es una señal coestimuladora para las células T y
potenciadora de la señalización inducida por CD3/TCR. A pesar de no haberse descrito en
células endoteliales podría estar implicada en la interacción endotelio/linfocito así como en
inhibir competitivamente la unión LFA-1/ICAM- 1 (de Fougerolles el. aL, 1992).

1.3.4.2.- VCAM-1

Se expresa en células endoteliales activadas, macrófagos tisulares, células dendríticas,
fibroblastos de médula ósea y mioblastos. Se une a integrinas a4¡31 (VLA-1) y a4j37 (Strauch el.
aL, 1994; Elices eL aL, 1990; Chan eL aL, 1992) y está implicada tanto en la activación de
linfocitos por células presentadoras de antígeno, como en la migración de linfocitos. Multitud
de tejidos son capaces de expresar isoformas de VCAM-1 que difieren en el número de sitios
de unión a integrinas. En endotelio se expresan dos isoformas de VCAM-l: una isoforma con
siete dominios Ig y otra con seis, siendo esta última, la forma minoritaria cuyo significado
biológico y propiedades de unión no se conocen (Osbom eL aL, 1992) (Figura 1.2). Se ha
aislado un forma soluble de VCAM-l a partir de sobrenadante de células endoteliales humanas

así como en sangre de pacientes con artritis reumatoide y lupus eritematoso sistémico (Pigott
eL aL, 1992; Wellicome el. aL, 1993).

1.3.4.3.-Li

La molécula de adhesión Li es una glicoproteina transmembrana de 200-240 kDa, que

pertenece la IgSF (Rathjen el. aL, 1984; Faissner eL aL, 1985; Moos eL aL, 1988).
Iicialmente, fue caracterizada como una molécula de adhesión neuronal (Fischer eL aL,
1986). Más recientemente, la expresión de LI ha sido hallada en células normales y
transformadas de origen hematopoyético en ratón (Kowitz eL aL, 1992; 1993). Parece ser que

en leucocitos, Lí juega un papel en adhesión de células endoteliales (Hubbe eL aL, 1993). Se
expresa en monocitos, linfocitos humanos B, linfocitos T CD4~, así como en numerosas lineas
celulares de tumores de origen hematopoyético. En el sexto dominio de homología con las Ig,
Li humana presenta una secuencia RGD y su inversa DOR. Esta secuencia RGD es
responsable de la unión a a~P3 pero no a VLA-5. LI se ha identificado como un ligando para el

receptor de fibronectina a5131 en ratón (Ruppert eL aL, 1995) y para la integrina a~[33 en
humano (Montgomery el. aL, 1996). Además de su función como molécula de adhesión en la
superficie celular, L1 desaparece de la superficie celular (Martini eL aL, 1991) y es depositada
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en la matriz extracelular, (Montgomery el. aL, 1996) sugiriendo un papel para Li como

constituyente de matriz extracelular.

e Papel fisiolóe¡code la unión de Li a

LI presenta similitudes tanto estructurales como funcionales con PECAM-1, otro
miembro de la IgSF. Ambas moléculas tienen seis dominios de homología con la familia de las
Inmunoglobulinas, presentan una organización genómica compleja con formas de
procesamiento alternativo de diferentes exones (Kirschbaum eL al., 1994) y pueden actuar

tanto en adhesión homofilica como heterofilica (DeLisser el. aL, 1994; Fawcett eL al., 1995;
Buckley el. aL, 1996). Ambas moléculas, PECAM-l (Bucldey eL aL, 1996) y Li
(Montgomerry eL aL, 1996) han sido identificadas como ligandos para integrinas alt en

humanos. El sitio de unión para a433 en PECAM-í reside predominantemente en los dominios
1 y 2 y no existe ninguna secuencia RGD implicada en la unión (Piali eL aL, 1995; Buckley eL
aL, 1996). En cambio, la unión de a~I33 en LI reside en la secuencia RGD localizada en el

dominio seis. Las integrinas a~¡33 se expresan en multitud de tipos celulares incluyendo células
endoteliales (Cheresh el. aL, 1987), células epidérmicas dentríticas T (Kikuchi eL aL, 1992),
células NK (Rabinowich eL aL, 1995), algunos tumores humanos en células B (Salcedo eL aL,
1995), células LAK, (Moulder eL aL, 1991), y es un activador antigénico tardío para células T
de ratón (Moulder eL aL. 1991). También es un receptor multifuncional para componentes de
matriz extracelular como vitronectina, fibronectina, laminina, trambospondina, osteospontina, y
colágeno desnaturalizado de tipo 1, así como para componentes sanguíneos como fibrinógeno
y el fáctor de von Willebrand. Para todos estos ligandos la secuencia RGD representa el sitio

de unión correspondiente (Hynes eL aL, 1992). Es de destacar que la integrina a~133 se expresa
preferencialmente en vasos sanguíneos angiogénicos de poíío y humano (Hrooks eL aL, 1994)
y es de vital importancia para la neovascularización de tumores (Brooks eL aL, 1994).
También existen evidencias sobre la posibilidad de que que a~[33 promueva mobilidad celular o
migración (Leavesley eL aL, 1992). Montgomery eL al. (1996) han reportado que Li podría
inducir una migración haptotáctica en células de melanoma que puede ser bloqueada con Am
específicos frente a alt. Am frente a PECAM-l, otro ligando de alt, son capaces de inhibir
la transmigración de leucocitos a través de una monocapa de células endoteliales (Muller eL
aL, 1993; Herman eL al., 1996). Experimentos recientes han demostrado que el receptor para
Li en células endoteliales es una integrina a~(Ebeling el. aL, 1996).

Es posible que las parejas de adhesión a~[33/PECAM-1 y a~[33/L1 jueguen un papel
fundamental en la adhesión e iniciación de la migración de los leucocitos sobre las células
endoteliales, que suponen un paso importante antes de la transmigración (Butcher eL aL,
1996). A este respecto Ebeling eL aL (1996) han observado que la mayoría de los linfocitos
humanos T expresan bien Li o bien PECAM-l y únicamente un porcentaje muy bajo 10-20%
co-expresan sunultáneamente LI y PECAM- 1.
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1.3.4.4.- PECAM-1/CD31

.

El antígeno CD3 1/PECAM-1 fije identificado a mediados de los años ochenta mediante
el empleo de anticuerpos que reconocían moléculas presentes en la membrana de las células
endoteliales y leucocitos (Ohto eL aL, 1985; van Mourik el. aL, 1985; Goyert eL aL, 1986;
Cabañas el. aL, 1989; Knapp eL aL, 1989). Los anticuerpos dirigidos contra esta proteína
presentaban reactividad frente a neutrófilos y monocitos, y tenían la capacidad de inhibir la
quimiotaxis de dichas células en ensayos donde se utilizaban sueros activados con endotoxina
(Ohto eL aL, 1985). La especie molecular reconocida por dichos anticuerpos correspondía a
una proteína de membrana con un peso molecular aproximado de 130 kDa, presente también
en la membrana de plaquetas y endotelio (van Mourik et. al., 1985), y en células del linaje
mieloide (Goyert eL aL, 1986). Estudios posteriores identificaron a esta proteína como un
componente del sistema de contacto célula-célula en el endotelio (Muller eL aL, 1989; Albelda
eL aL, 1990). Newman eL al. (1990) reportaron su clonaje molecular, denominándola
PECAM-l (Plalelet EndothelialCelí AdhesionMolecule-!).
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Figura 1.2.- Moléculas de adhesiónimplicadas en las interacciones célula-célulay en la migración linfocitica. V y
C2: dominios dehomologíacon la IgSF de tipo y y C2. CR: motivos en tándemhomólogosa secuenciasconsenso de
proteínasreguladorasde complemento.LK: Dominio de homologíacon el núcleodel proteoglicanode cartílagoy las
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1.4.-ESTUDIOS FUNCIONALES DE LA MOLÉCULA DE ADHESIÓN PECAM-1.

1.4.1.- Estructurade PECAM-1

.

PECAN’1-1 es un glicoproteina transmembrana de tipo 1 con un peso molecular
ligeramente distinto dependiendo del tipo celular, posiblemente como consecuencia del

diferente patrón de glicosilación que puede presentar (Ashman eL aL, 1991). El clonaje del
ADNc humano que codifica esta proteína demostró una alta homología con otros miembros de
la IgSF (Newman eL aL, 1990; Simmons eL al.,, 1990, Stockinger eL aL, 1990). El

equivalente murmno de PECAM-1 presenta una homología de secuencia con el humano de un
70-80% (Xie eL al., 1993) y recientemente se ha caracterizado PECAM-l bovino (Stewart el.
aL, 1996) con una homología de secuencia del 70% con el humano y un 60% con el de ratón.

La forma madura de la proteína expresada en membrana, se estructura en una región
e*tracelular grande, compuesta de 574 aminoácidos, un solo dominio transmembrana formado
por 19 residuos hidrofóbicos y un dominio citoplásmico con 118 residuos (Figura 1.3). La
región extracelular está organizada en seis dominios del tipo C2 característico de las
inmunoglobulinas, y que a su vez se encuentran presentes en la familia de receptores de
adhesión celular (CAM) englobada dentro de la IgSF. Una característica de la porción
extracelular es que posee nueve sitios potenciales de N-glicosilación, lo que explica el hallazgo
de que los azúcares constituyen el 40% aproximadamente del peso de la proteína madura. En
PECAM-1 bovino se han detectado 11 posibles sitios de glicosilación. El segundo dominio C2
en el extremo N-terminal, contiene una secuencia consenso para la unión a glicosaminoglicanos
(Cardin el. aL, 1989), cuya importancia funcional se comentará más adelante. El dominio
citoplásmico contiene en su secuencia varias serinas, treoninas y tirosinas que representan
sitios potencialmente fosforilables tras la activación celular (Newman el. aL, 1990), así como
de sufrir palmitoilación e interacción con moléculas sefializadoras de citoesqueleto.
Experimentos de “pulso y caza” realizados con células endoteiales y la linea promonocítica U-
937 han demostrado que PECAM-l es sintetizado por las células en forma de precursor con un

peso de 110 kDa en un período entre 1-3 horas, el cual es posteriormente procesado hasta la
forma madura de 130 kDa antes de aparecer en membrana. Los sitios de glicosilación y las
estructuras glicosídicas asociadas al esqueleto proteico no se conocen con exactitud por el
momento. En ambos tipos celulares, el tiempo de recambio de la proteína se ha estimado en 48
horas (Goldberger el. al., 1994).

1.4.2.- Or2anización zenómicay formas alternativas de PECAM-1

.

El gen de PECAM-l humano se localiza en el extremo terminal del brazo largo del
cromosoma 17 (Gumina eL aL, 1996). En esta misma zona del cromosoma también se
encuentran los genes de otras moléculas de adhesión presentes en plaquetas y endotelio, como
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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 citoplásmico. Se conocen tres variantes en humanos: 1) Una isoforma
que ha perdido 63 pb correspondientes al exón 13, en el dominio citoplásmico (Kirschbaum el.

aL, 1994), 2) Una isoforma aislada de células endoteliales de la vena umbilical, que es soluble,
como resultado de la pérdida del exón 9 correspondiente al dominio transmembrana
(Goldberger eL 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 exón 14, también

en el dominio citoplásmico (DeLisser el. aL, 1 994b). En ratón, también se han encontrado
formas alternativas; dos variantes han sido aisladas a partir de una librería de ADNc de tejido

embrionario cardíaco las cuales presentan pérdidas de los exones 12 y 15 ó 14 y 15,
correspondientes también al dominio intracelular de la proteína (Baldwin el. aL, 1994). La
existencia de estas isofonnas es probablemente consecuencia de un procesamiento alternativo
del ARNm, y se especula que pueda contribuir como mecanismo de regulación 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 eL al., 1994). La región caracterizada del pseudogen descrito comprende
los exones 2-4 y se caracteriza por la ausencia de marcos de lectura abiertos y de regiones
intrónicas. Están descritos pseudogenes homólogos a otros genes tales como el gen del flictor
de von Willebrand (Mancuso eL al., 1989) y el gen que codifica para la cadena pesada de la
Inmunoglobulina gamma (Takahashi eL aL, 1982), aunque el papel funcional de estos
pseudogenes es aún desconocido. A diferencia de los pseudogenes descritos hasta el momento,
cuya localización cromosómica es adyacente a sus genes, el pseudogen homólogo a PECAM-1
está situado en un cromosoma diferente al cromosoma donde se ha localizado el gen de
PECAM-1. El gen de PECAM-l ha sido localizado recientemente en el cromosoma 17
(Gumina eL al., 1996), mientras que el pseudogen ha sido localizado en el cromosoma 3
(Kirschbaum el. al., 1994).

1.4.3.- Distribución celular de PECAM-t

.

Una propiedad importante de PECAM-1 es su amplia distribución en células de origen
hematopoyético así como en el endotelio. PECAM-1 está presente en la membrana de
plaquetas en niveles bajos, unas 5.000 copias por célula (Ohto eL aL, 1985; van Mourik eL

aL, 1985; Newman eL aL, 1990; Stockinger el. al., 1990; Metzelaar eL aL, 1991). Además, su
presencia ha sido descrita en los gránulos a de las plaquetas, lo que podría indicar que los
niveles de expresión en la membrana plasmática pudieran ser aumentados tras la activación
plaquetaria (Cramer eL aL, 1994). PECAM-1 se expresa en grandes cantidades en células

endoteliales en cultivo (106 copias por célula), concentrándose en las zonas de contacto célula-
célula (Albelda eL aL, 1990). In situ, PECAM-1 se ha encontrado en el endotelio continuo de
todos los vasos (Muller el. aL, 1989) por lo que se ha utilizado como un marcador
inmunohistoquimico de los vasos sanguíneos y en particular de la angiogénesis (Page el. aL,
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1992). Entre las poblaciones leucocitarias, ha sido identificado en monocitos, neutrófilos
(Otho eL aL, 1985; Goyert eL aL, 1986, Stockinger eL aL, 1990; Newman eL aL, 1994), y en
el 50% de los linfocitos T, especialmente las subpoblaciones de fenotipo CD8 y CD4S RA
(Stockinger eL aL, 1990; Ashman eL aL, 1991; Torimoto eL aL, 1992; Stockinger et. aL,
1992; Tanaka el aL, 1992). PECAM-1 también está presente en precursores de la médula ósea
y en lineas celulares de origen mieloide y megacariocitico (Ohto eL aL, 1985; Goyert el. aL,
1986; Simmons el aL, 1990; Zehnder el aL, 1992; Cabañas el aL, 1989; Watt el al., 1993;
Goldberger el aL, 1 994b). PECAM-1 no está presente en fibroblastos, epitelio o células
musculares. Aunque la expresión de PECAM-1 está asignada principalmente a células del
sistema vascular y sanguíneo, existen evidencias de que se encuentra en otros tipos celulares,
habiendo sido identificada en lineas humanas, de ratón y rata derivadas de tumores sólidos

(Teng el aL, 1993).

1.4.4.-Aspectos fis¡olóilicos 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 mt recientes sugieren que PECAM-1 podría estar implicado en procesos tan

importantes como los que concurren en la inflamación, adhesión, metástasis y angiogénesis.

e PECAM-1 como molécula de adhesión

La homología entre PECAM- 1 y otras moléculas de adhesión celular pertenecientes a la

IgSF, sugirió que la función de esta molécula también sería la de actuar como un componente
del sistema de adhesión celular. Este punto fue confirmado mediante la utilización de la línea L
de fibroblastos de ratón, en los que se había transfectado el ADNc que codiflca la proteína. En
los ensayos realizados con estos transfectantes se demostró la formación de agregados que

eran sensibles a la temperatura y a la presencia de cationes bivalentes durante la realización del
ensayo. Además, la presencia de Am dirigidos contra PECAM-1 eran capaces de inhibir dichas
agregaciones (Albelda el aL, 1991; Muller el aL, 1992; DeLisser eL aL, 1993, 1994a). En la
actualidad, se admite que esta proteína es una molécula de adhesión que puede participar en
dichos procesos a través de dos tipos de interacciones: por una parte, PECAM-1 puede

interaccionar consigo mismo (mecanismo de adhesión homofilica) (Albelda el al, 1991; Watt
eL aL, 1993), y por otra parte puede también interaccionar con ligandos distintos del propio
PECAM-1 (mecanismo de adhesión heterofilico) (Muller eL aL, 1992; DeLisser el al., 1993,
Liao et. aL, 1995, Piali eL al., 1995, Buckley el aL, 1996). Esta capacidad de unión a contra-
receptores distintos ha sido también descrita para otras moléculas de adhesión de esta familia,
en concreto para Ng-CAM (Neuron-glia Ceil Adhesion Molecule) (Grumet eL aL, 1988), Nr-
CAM (Neuron-glia related Ceil Adhesion Molecule), (Mauro eL aL, 1992), N-CAM (Neural
Celí Adhesion Molecule), (Murray el aL, 1992; Rao el aL, 1992) y LI (Kadmon el aL, 1990;
Ruppert eL aL, 1995; Kadmon el 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 NIHI3T3, transfectados
con el ADNc de PECAM-1. Además, se obtuvo un patrón similar de localización cuando se
realizaron ensayos mezclando células endoteliales y transfectantes NIH/3T3. Por el contrario,

la proteína no se concentra en los bordes libres o en los sitios de contacto entre células no
transfectadas y transfectadas (Albelda eL aL, 1990, 1991). Los estudios de microscopia
electrónica también han demostrado un comportamiento similar en plaquetas (Newman eL aL,
1992). Estudios de unión utilizando una forma recombinante soluble de la proteína también
demostraron que ésta se unía a células COS transfectadas con la forma de membrana, pero no
lo hacía sobre transfectantes control (Watt eL al., 1993). Todos estos datos implicaban las
interacciónes homofihicas de PECAM- 1 como las responsables de la concentración de la
moléculas en las uniones intercelulares.

El mecanismo heterofilico también ha sido demostrado utilizando ensayos de
agregación en poblaciones mixtas de células (Muller el. aL, 1992; DeLisser eL 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
unían tanto a células transfectadas como a las no transfectadas, lo que sugería que PECAM- 1
en la superficie de la célula transfectada se unía a un receptor diferente presente en la superficie
de las células L. Este receptor podría ser un proteoglicano del tipo condroitín o heparán sulfato
que interaccionaría con PECAM-1 a través de una secuencia consenso de unión a
glicosaminoglicanos presente en el segundo dominio C2 de la proteína (DeLisser eL aL, 1993).
La secuencia que comprende el sexto dominio C2, el más próximo al transmembrana, también
parece intervenir en el mecanismo de interacción heterofilica, ya que se han identificado
epítopos 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 eL al., 1994a). Un

dato adicional que apoya la interacción heterofilica lo constituye el que el Am LYP2 1 que
también se une al sexto dominio, así como un péptido que mimetiza el epítopo reconocido por

el anticuerpo, pueden inhibir la reacción linfocitaria en cultivos mixtos, lo que además
implicaría a PECAIvI- 1 en la activación de dichas células (DeLisser eL aL, 1 994b). Muy

recientemente ha sido descrita la interacción entre PECAM- 1 y la integrina alt. Esta

interacción no es inhibible por la presencia de heparina, lo que implica un tercer mecanismo de
interacción que no es mediado por glicosaminoglicanos (Piali eL al., 1995). El sitio de unión

para a~[33 reside al menos en parte en el dominio 1 aunque el dominio 2 también contribuye en
la unión (Buckley et. aL, 1996). El papel que juega el dominio 2 en la interacción heterofilica
mediada por los glicosandnoglicanos fue descrito con anterioridad (DeLisser eL aL, 1993). Por

tanto, los dominios 1 y 2 son importantes tanto para mediar las interacciones homofilicas como
heterofilicas. Los sitios de unión a PECAM-1, tanto en las interacciónes homofihicas como en
la unión a a433, parece que solapa en estudios realizados por mapeo de los epítopos con Am.
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Por otro lado, Buckley el. aL (1996) han demostrado que PECAM-1 puede unir células por un

mecanismo homofilico o heterofihico dependiendo de la linea celular usada. Así U-937 une
PECAN!- 1 de una manera preferentemente heterofilica, pero también existe paralelamente,

aunque en menor proporción, una adhesión homofilica. La preferencia de un tipo de adhesión
frente a otro que regule la adhesión total de la célula ha sido demostrada por otras
interacciones entre la IgSF y las Integrinas.

La región citoplásmica de PECAM-1 parece jugar un papel muy importante en la
modulación de la interacción con su contra-receptor. Estudios iniciales con transfectantes de la
proteína a los que se les había mutado la ftacción intracelular demostraron que el dominio
citoplásmico es necesario para la localización de PECAM- 1 en las zonas de contacto célula-
célula (DeLisser eL al., 1 994a). Además, la delección del exón 14 dentro del dominio
citoplásmico, puede cambiar el mecanismo de interacción de heterofilico a homofilico, lo que
sugiere que las secuencias de este exón son muy importantes en la determinación de la
especificidad del ligando reconocido (DeLisser eL al., 1 994a). El mecanismo concreto por el
cual dicho exón pueda cambiar las propiedades funcionales de PECAM- 1 es desconocido;
probablemente pueden estar implicados cambios en la conformación exterior de la proteína,
alteraciones en la fosforilación y/o cambios en la asociación al citoesqueleto. La fosforilación

de PECAN!- 1 en el dominio citoplásmico ha sido descrita en varios sistemas, siendo la PKC u
otra quinasa dependiente de esta actividad la responsable de su activación en plaquetas
(Zehnder eL aL, 1992, Newman eL aL, 1992). Este último grupo demostró que la activación
de plaquetas con trombina o con PMA daba como resultado la rápida fosforilación de
PECAN!- ¶ en residuos de serma, su asociación con el citoesqueleto y su redistribución dentro
de la membrana. En células promonocíticas U-937 Lastres et. al. (1994), analizando las vías de
señalización intracelular, demostraron que TGF-[3 1 induce la actividad PKC, así como una
fosforilación de PECAM-1 y una asociación a los componentes del citoesqueleto. Además,
propusieron un modelo de mecanismo autocrino para la liberación de la forma biológicamente

activa de TGF-[3 1, pennitiendo la activación de PECAN!- 1. El mecanismo propuesto por estos

autores se muestra en la Figura 1.6. Los resultados expuestos proporcionaron la evidencia
que TGF-[3 1 regula la función de PECAN!- 1 incrementando la expresión y activando la
adhesión de células monocíticas mediada por PECAM-1. Estos dos mecanismos parecen ser
necesarios para la adhesión porque la inhibición independiente tanto de la expresión como de la

activación de PECAM-1 condujo a la inhibición de la agregación celular. Lastres el. aL (1994)

han descrito que el fuctor de crecimiento TGF-[31 es capaz de inducir tanto la fosforilación de
PECAM-1 como su asociación a citoequeleto. La fosforilación de PECAM-1 en residuos de
tirosina también ha sido descrita en neutrófilos no activados (Skubitz eL aL, 1994).
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• Implicación de PECAM-1 en los procesosde inflamación e interacción entre células
endotelialesy leucocitos

El reclutamiento de los leucocitos hacia los sitios de inflamación se produce como
consecuencia de una cascada de eventos en los cuales las moléculas de adhesión celular, las
citoquinas y sustancias quimiotácticas funcionan de un forma altamente regulada para dirigir
los leucocitos desde el lumen, a través de la barrera endotelial, hasta donde se produce el
estímulo inflamatorio (Albelda eL aL, 1994). Recientemente, se ha demostrado que PECAM-1
está implicado en dicho proceso utilizando dos modelos diferentes de activación de neutrófilos;
se ha demostrado que anticuerpos dirigidos contra PECAM-1 bloquean la acumulación de
neutrófilos en los sitios de inflamación tras la inducción de peritonitis aguda (Bogen eL al.,

1994), o la inducción de la respuesta inflamatoria, como respuesta a la inflamación en ratones
inmunodeficientes y en ratas (Vaporician eL aL, 1993). Aunque el papel preciso que juega
PECAIvI-l en el reclutamiento de leucocitos in vivo no está claro, los estudios in vitro han

implicado a esta molécula en ambos lados de la interacción, es decir, tanto en el endotelio
como en los leucocitos. Las evidencias en el sentido de la contribución de PECAM- 1 presente
en el endotelio han sido aportadas por Muller eL aL (1993), quien demostró que tanto
anticuerpos anti-PECAM- 1, como una forma soluble recombinante de la proteína, bloqueaban
la migración de los leucocitos a través del endotelio sin afectar la adhesión 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
proteína aumentan la capacidad de adhesión celular mediada por integrinas (Torimoto eL al.,
1992; Herman eL aL, 1992; Piali eL aL, 1993). Recientemente, se ha descubierto que la
transmigración endotelial y la migración intersticial están mediadas por diferentes dominios de
la molécula de PECAM-1 (Liao F. eL aL, 1995). Mientras que la interacción homofilica de la
región amino terminal del PECAM- 1 leucocitario con PECAM-1 endotelial está implicada en
la migración transendotelial per se, la interacción heterofilica entre la región próxima a la
membrana de PECAN!- 1 del leucocito con el proteoglicano heparán sulfato (como puede ser

perlecano) en la lámina basal del endotelio, y posiblemente más profundamente en los tejidos
intersticiales, está implicada en la transmigración de los leucocitos a través de la matriz

extracelular. En la Figura 1.4 se muestra un diagrama esquemático de la molécula PECAN!- 1
con los epítopos reconocidos por los Am, así como la función para estos dominios. Si la
interacción de PECAM-1 con un proteoglicano sirve para promover la adhesión directamente,
activando las integrinas leucocitarias (Hernian eL aL, 1995; Tanaka eL aL, 1992; Piali, eL aL,
1993), o si esta interacción provoca una estimulación de la secrección monocítica de proteasas
que degradan la matriz está siendo investigado.

Hasta el momento, es la primera vez que una molécula implicada en la adhesión del
leucocito al endotelio utiliza distintos dominios en dos mecanismos diferentes de interacción
(homofilico y heterofilico) para mediar dos fUnciones separadas y secuenciales: la migración
transendotelial y la migración a través de la matriz extracelular. Es de destacar que otras
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cavidad peritoneal, el compartimento alveolar, y en injertos de piel en humanos en tres
modelos diferentes de inflamación en ratas (Vaporciyan eL aL, 1993). La utilización de un Am

frente a PECAM-1 de ratón también ha reducido eficientemente la emigración de los leucocitos
hacia la cavidad peritoneal en un modelo de ratón con peritonitis aguda (Bogen eL aL, 1994).
Recientemente, se han realizado estudios experimentales con PECAN!- 1 de una relevancia
potencial en cuanto a una posible futura aplicación en enfermedades humanas. Dos grupos de
investigación diferentes han demostrado que anticuerpos frente a PECAM- 1 reducen el tamaño
de infurto de miocardio en ratas (Gumina eL aL, 1997) y reducen considerablemente el daño
provocado durante un proceso de isquemia-reperfusión en gatos (Murohara eL aL, 1996). Las
funciones mediadas por PECAM-1 en otras células sanguíneas o de origen vascular han sido
menos estudiadas. Ohto el. al. (1985) han demostrado que ciertos Am frente a PECAM-1 son

capaces de inhibir quimiotaxis en neutrófilos y monocitos. Se ha reportado que células
NIH/3T3 trasfectadas con PECAM-1 reducen considerablemente su migración celular

(Schimmenti eL 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 eL aL (1992) reportaron que Am dirigidos frente al dominio 6 de
PECAM-1 inhibía la activación del lifocito T, mientras que recientemente Behar eL 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 órgano
transplantado se incrementa. A pesar de que PECAM-1 debe su nombre a su identificación
inicial en la superficie de las plaquetas, en la práctica, muy poco se conoce acerca del papel que
PECAM-1 juega en la función plaquetaria. Recientes estudios sugieren que podría servir como

un receptor agonista que modulara la función de las integrinas It.

• PECAM-1 como transductora de señaleshacia y desde elinterior celular

Las primeras evidencias experimentales que implicaron a PECAM-1 como transductora

de señal provienen de experimentos realizados por Tanaka eL aL (1992) que demostraron que
la dimerización de PECAM-1 inducida con anticuerpos sobre la superficie del la célula T
provocaba un incremento de la adhesión a sustratos de integrinas como eran VCAM- 1 (vía

a431) y fibronectina (ya a,131). Fragmentos monovalentes F(ab’» o anticuerpos PECAM-1
sobre la superficie celular eran los responsables de la regulación positiva observada en la
función de la integrina It. Paralelamente, ensayos de entrecruzamiento de PECAM-1 en
células progenitoras hematopoyéticas CD34~ (Leavesley eL al., 1994) indujeron la modulación
de la afinidad de las integrinas [3v.Además, la función de las integrinas leucocitarias 132 parece
ser modulada por la dimerización de PECAM-l en células killer activadas con linfoquinas
(Albelda eL aL, 1990), en monocitos y neutrófilos (Herman eL aL, 1995) y en células NK
(Bennan el. aL, 1996). Recientemente, se ha implicado a las integrinas 13~ en la transducción de
las señales plaquetarias mediadas por PECAN!-1. En este caso fragmentos (Fab’)2 específicos

frente al dominio 6 de PECAM- 1 transforman el complejo andt desde un estado de reposo a
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un estado conformacionalmente activado y un aumento de la adhesión plaquetaria y de la
agregación (Newman eL aL, 1996). DeLisser eL aL (1994) han demostrado que fibroblastos de
ratón transfectados con isoformas de PECAM- 1 que carecen de parte del dominio citoplásmico

son mcapaces de asociarse con fibrobastos sin transfectar, estando de acuerdo con la hipótesis
de considerar a PECAM- 1 como una mediadora de la transducción de señales para lo cual
requiere el dominio citoplásmico para transmitir señales desde el dominio extracelular hacia el
citosol. Si tomamos todos estos datos en conjunto, es como si la dimerización de PECAM-1
fuera capaz de transmitir señales hacia el interior de la célula, un proceso que imitaría las
interacciones homoflilcas de PECAM-1 entre el leucocito y las células endoteliales durante la

migración transendotelial. Este papel dual propuesto para PECAM-l serviría tanto como
receptor agonista así como un receptor de adhesión en células vasculares. No obstante,
quedaría por conocer cual podría ser el mecanismo por el cual PECAM-1 actúa como
transductor de señales dando lugar por un lado a la activación de integrinas, y por otro lado
induciendo una interacción heterofilica.

Al igual que otras proteínas receptoras tirosín-quinasas (como los receptores de PDGF,
FGF, VEGF, NGF, y M-CSF), el dominio extracelular de PECAM-l está constituido por
dominios de homología con las inmunoglobulinas. Pero el dominio citoplásmico de PECAM-l,
no contiene un dominio con actividad catalítica qulnasa siendo por tanto mcapaz de activarse

por autofosforilación 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 eL al., 1994), como en células endoteliales en cultivo (Lu eL aL, 1996). Jackson
eL aL (1996) han demostrado recientemente que cuando PECAM-1 se fosforila, la Tyr663 del
dominio citoplásmico se convierte en el sitio de acoplamiento para una proteina tirosín-
fosthtasa (SHP-2) a través de su dominio (SH2) o de homología a SRC. SHP-2 es una proteína
tirosín-fosfatasa de expresión ubicua que contiene dos dominios SH2 en el extremo amino
terminal de la proteína, seguido por un dominio catalítico de fosfktasa, y una región carboxi’lica

terminal que puede autofosforilarse (Freeman eL aL, 1992; Ahmad eL aL, 1993; Feng eL aL,
1993; Vogel eL al., 1993). SHIP-2 anteriormente se había asociado con varios receptores
tirosinas quinasas autofosforilables, incluyendo el PDGF y el receptor EGF (Feng eL al., 1993;
Vogel eL aL, 1993; Kuhne eL aL, 1993; Lechleider eL aL, 1993). Se desconoce por el
momento, el mecanismo por el que la asociación de SHiP-2 con el dominio citoplásmico de
PECAM-1 se convierte en una señal transductora hacia las células vasculares. En otros tipos

celulares, SHiP-2 se ha implicado como molécula de señalización multifbncional actuando tanto
como una fosthtasa para activar las quinasas de la familia Src, como un mediador de la
activación p2l’~ debido a su capacidad de unirse al complejo Grb2/Sos (Stone eL aL, 1994;
Feng et. aL, 1994; Streuli eL aL, 1996).

Además de su papel como activador de integrinas por su acción transductora de señales

(de fuera hacia dentro) de la célula, PECAM-l 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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• Angiogénesisy metástasis tumoral

La angiogénesis o neovascularización depende de las interacciones adhesivas entre

células de la vasculatura endotelial (McCormick, eL aL, 1992; Bischoff eL al., 1995). Las
moléculas de adhesión endotelial fucilitan el paso de leucocitos hacia los tejidos inflamados.

Este hecho promueve la neovacularización constituyendo un proceso central en la progresión
de la artritis reumatoide, crecimiento tumoral y la cicatrización de heridas. Curiosamente, se
han descrito formas solubles de moléculas de adhesión como son la E-selectina y VCAM-l que
promueven angiogénesis (Koch eL aL, 1995). Recientemente, se ha identificado en plasma, una

forma soluble de PECAM-1, cuya función todavía no se conoce. Varias líneas de investigación
han sugerido la implicación de PECAN!- 1 en los procesos de angiogénesis. Así, Albelda eL aL
(1990), demostraron que las células endoteliales crecidas en presencia de anticuerpos anti-
PECAM-1 no podían formar normalmente ¡os contactos célula-célula, y dicha inhibición podía
ser revertida tras retirar dichos anticuerpos. Por otro lado, la adición de estos anticuerpos a
monocapas de células endoteliales en cultivo no tenía ningún efecto. Estos resultados sugieren
que PECAN!-1 es importante para la iniciación de los contactos célula-célula pero no para su
mantenimiento (Fawcett eL aL, 1995). Estudios recientes sobre la expresión de PECAM- 1
durante el desarrollo morfogénico muríno están de acuerdo con los hallazgos en la

angiogénesis humana (Baldwin eL aL, 1994). El establecimiento del sistema cardiovascular,
uno de los eventos más críticos en el desarrollo del embrión de vertebrados, depende de la
interacción de las células endoteliales con las células adyacentes y con la matriz extracelular.
PECAM-1 es una de las primeras moléculas de adhesión endotelial que aparece durante el
desarrollo embrionario. De este trabajo se deduce además, que PECAM-l es uno de los
marcadores más tempranos de la diferenciación del endocardio y que su expresión podría estar
regulada durante el desarrollo cardiovascular. Por otro lado, se ha demostrado un incremento

de la expresión de integrinas a433 en el endotelio vascular angiogénico (Brooks eL aL, 1994).
El bloqueo de alt con antagonistas interrumpe la formación de nuevos vasos sanguíneos y
conduce a las células endotellales hacia apoptosis (Brooks eL aL, 1994).

De forma similar a los leucocitos, las células malignas metastáticas son trasportadas por

la sangre a los tejidos más distales (Stoolinan eL aL, 1992). La elevada expresión de a~I33
sobre melanomas se relaciona directamente con el incremento de la malignidad de tumores
(Albelda eL aL, 1990; N!arshall eL aL, 1991; Felding-Habermann eL aL, 1992; Gehlsen eL aL,
1992). Todas las células metastáticas deben adherirse al endotelio vascular antes de alcanzar la

matriz subendotelial que contienen los ligandos para alt (Weiss eL aL, 1989). Es posible que
PECAN!- 1 juegue un papel importante en la adhesión al endotelio de las células tumorales
como paso importante en el proceso de metástasis.
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1.5.- REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN Y FUNCIÓN DE LAS MOLÉCULAS DE
ADHESIÓN.

1.5.1.-Regulación~or citopuinas inflamatorias

.

El mantenimiento de los leucocitos en circulación en condiciones normales y su
adhesión al endotelio, así como la subsiguiente emigración desde el sistema circulatorio hasta
los sitios de inflamación, es un fenómeno que está cuidadosamente regulado. Parte de este
control reside en la regulación existente de las moléculas de adhesión de la superficie de
leucocitos y células endoteliales. La importancia de las moléculas de adhesión y su regulación
se demuestra en enférmedades tales como la aterogénesis, en la que el endoteio muestra una

adhesividad anormal (Endemaun eL aL, 1987; Territo eL aL, 1989) y en la deficiencia de la
adhesión leucocitaria (LAD) donde la falta de expresión de moléculas de adhesión sobre los
neutrófilos provoca una respuesta inmune disminuida (Anderson eL aL, 1987).

Las células endoteliales expresan moléculas de adhesión que pertenecen a la clase de las

selectinas y de la IgSF capaces de interaccionar con los linfocitos. La mayoría de estos
receptores se encuentran normalmente ausentes de la supeificie endotelial, y aparecen

paralelamente con la respuesta immune e inflamatoria.

1.5.1.1.- Regulaciónde las Selectinas

.

Dentro de la familia de las selectinas, la P-selectina y E-selectina son receptores que

median la adhesión de neutrófilos al endotelio (Springer eL al., 1990; Zimmerman eL aL, 1992;
McEver eL al., 1992; Lasky eL aL, 1992). La presencia de las tres selectinas en la superficie
celular está regulada por varios mecanismos. La L-selectina se expresa constitutivamente en la
superficie de leucocitos, pero es rápidamente eliminada de la superficie de neutrófilos en
cuestión de minutos tras una activación con llictores quimitácticos o con ésteres de forbol
(Kisimoto eL al, 1989b). Previamente a la rápida desaparición de la L-selectina, la activación
de linfocitos y neutrófilos conduce a un incremento de la unión de la L-selectina a un
polifosfomanano (Spertini eL aL, 1991). Esta adhesión es inducida en neutrófilos y linfocitos
por estímulos especificos de las células que explicarían cómo la extravasación de los dos tipos
de leucocitos puede regularse diferencialmente. La E-selectina es, en cambio, regulada
transcripcionalmente en células HiUVEC (Hevilacqua eL aL, 1989) detectándose un nivel
máximo a las 3 o 4 h de activación con IL-1 o TNIF-ct. Los niveles basales se recuperan de
nuevo transcurridas 16-24 h, al contrario que otras moléculas de adhesión inducibles por
citoquinas tales como ICAM-1 y VCAM-1, de las que se detectan niveles estables en
membrana durante más de 48 h tras la inducción.
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La expresión 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 rápidamente transportada desde los gránulos de almacenamiento
hasta la superficie celular en minutos tras una estimulación con agentes prointiamatorios tales
como histamina y trombina o por ésteres de forbol (Geng eL al., 1990). Esta regulación de la
P-selectina se ha encontrado en plaquetas y células endoteliales y siendo la expresión de la P-
selectina es transitoria. Además, existe un segundo mecanismo de regulación estudiado en
células de endotelioma de ratón donde se ha encontrado una regulación transcripcional de la P-
selectina similar a la de la E-selectina (Weller eL aL, 1992; Sanders eL aL, 1992). En varias

lineas de endotelioma de ratón, la síntesis de la P-selectina y E-selectina se induce por TNIF-cz
con un nivel máximo de expresión del ARNm a las 2 h, y detecténdose la proteína a las 3-4 h.
Ambos mecanismos de regulación pueden tener lugar en la misma célula y funcionar
independientemente (Hahne eL al?, 1993).

1.5.1.2.- Regulación delas 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, colágeno IV, fibronectina, vitronectina y trombospondina. Esta adhesión 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 sería el caso de la glicoproteina GP~na plaquetaria (Philips et. aL, 1991), que
tras una estimulación con trombina, colágeno o ADP se convierte en el receptor de al menos
cuatro glicoproteinas solubles: fibrinógeno, &ctor de von Willebrand, fibronectina y
vitronectina. En este caso la adhesión es de caracter permanente. La molécula LFA- 1 sobre los
linfocitos T es un ejemplo de requerimiento de activación antes de que sea funcionalmente

activa (Dusting eL al?, 1989; Van Kooyk eL aL, 1989). En este caso se trataria de una
activación de tipo transitorio. Estos mecanismos de adhesión dependientes de activación han
sido descritos también para el receptor de fibronectina (cz431) y asfli en células T (Shimizu eL
aL, 1990a, b) y para Mac-1 y LFA-1 en neutrófilos (Lo eL al?, l

989a, b). El mecanismo
molecular de activación de las integrinas parece ser debido a cambios conformacionales en el
sitio de unión al ligando pasando de una forma inactiva a una forma activa (Sims eL aL, 1991;
Kouns et. al?, 1992). Es posible que intervenga una señalización por interacción del dominio
citoplásmico de la integrina con las proteínas del citoesqueleto. En linfocitos tratados con

PMA, la talma, pero no la vinculina o la ct-actina, se codistribuye en la célula con las integrinas
(Burn eL aL, 1988), pero no se sabe si la redistribución se debe a una fosforilación de la talma
o de otros componentes del citoesqueleto. Ciertos lípidos son también capaces de regular la
actividad de las integrinas como es el caso de los disialogangliósidos que en células de

melanoma aumentan la activación del receptor de vitronectina (c¿
5133) (Cheresh eL al?, 1987) o

un lípido llamado IMF-1 (integrin modulatingfac¿’or-J) que modula la activación de integrinas
(Hermanowski-Vosatka et. aL, 1992). Existen mecanismos de activación de las integrinas

25



Introducción

independientes de PN!A como son tratamientos con cationes divalentes como N!n2~ (Hautanen
eL al?, 1991), anticuerpos frente a algunas subunidades de las integrinas (Frelinger eL aL,
1991; van de Wiel-Van Kemenade eL aL, 1992; Arroyo eL al?, 1992) o con ligandos
peptidicos (Du eL 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 adhesión inducida por algunos
anticuerpos no depende sólo de cambios conformacionales, sino que se requieren tanto energía
metabólica como un citoesqueleto intacto.

La regulación de las integrinas por citoquinas inflamatorias provoca una reducción de la

adhesión de la célula endotelial a laminina y vitronectina, componentes de la matriz
subendotelial. La integrina av13

3, que es un receptor para vitronectina, fibronectina y factor de
von Willebrand, está reguladapor citoquinas, siendo reguladanegativamente por el tratamiento

combinado de TNF-a e IFNy (Defilippi et. al?, 1991b). Esta regulación negativa de alt en la
superficie celular conduce a una bajada de la adhesión a vitronectina. IL-1~ por el contrario,
no altera la expresión de la integrina en la superficie de la célula endotelial. La regulación

negativa del receptor de vitronectina (a~P3) no implica una regulación transcripcional; sino que

ocurre a nivel traduccional. De hecho, el descenso de la síntesis de la subunidad 133 no va
acompañada de alteración en el correspondiente ARNm (Defilippi eL al?, 1991).

1.5.1.3.-Regulaciónde PECAM-1 y otros miembros de la IgSF

.

La inducción de moléculas de adhesión puede deberse a distintos mecanismos. La
inducción de ICAN!- 1 por trombina, es debida a la secreción de un reservorio celular
presmtetizado al igual que ocurría con la P-selectina (Sugama eL aL, 1992). Este proceso no

requiere síntesis de ARN o proteína y es muy rápido (minutos) y puede imitar la estimulación
mediada por PMA, sugiriendo la implicación de la proteína quinasa C (PKC) (Zimmerman eL
al?, 1992). La inducción de este receptor de adhesión por citoquinas inflamatorias requiere

mecanismos regulados transcripcionalmente. Se ha descrito que TNF-a activa su transcripción
vía tanto AP 1 como N?Fic?B, mientras que IFN-y actúa a través de factores de transcripción que

se unen a regiones del ADN que son elementos de respuesta a IFN-y (Israel eL aL, 1989;
Jaattela eL aL, 1991). El análisis de la región regulatoría de ICAM-1 ha revelado la presencia

de elementos de respuesta a TNiF-a que son responsables de la inducción de la transcripción de
ICAM- 1 (Voraberger eL al?, 1991). TNF-a e IFN-y actúan sinérgicamente para incrementar la
transcripción de MHC (Jaattela e¿ al?, 1991), sugiriendo que las dos citoquinas activan dos
factores diferentes de transcripción, pudiendo actuar de forma independiente sobre diferentes
sitios de unión al ADN.

El análisis de las cinéticas de regulación de los receptores de adhesión muestran que

existen tres mecanismos: uno muy rápido (en minutos), otro intermedio (2-8 h), y un tercer
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mecanismo tardío (48-72 h). Los receptores de membrana de las células que están en
circulación entrarían en las dos primeras categorías de regulación, en cambio, la regulación de
las integrinas entrarían en el mecanismo de regulación tardío. La regulación de las integrinas
puede jugar un papel importante en la reducción de la adhesión de las células endoteliales a la
membrana basal permitiendo la transmigración de las células sanguíneas e incrementando la

permeabilidad de la pared vascular. A este respecto hay que mencionar que TNIF-a inhibe la
síntesis de colágeno (Jaattela eL al?, 1991) e induce la secreción 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 disminución de la adhesión a la
membrana basal inducida por TNF-a sea un primer paso en la transición de un
comportamiento estacionario a uno móvil.

Estudios previos sobre otra molécula de adhesión que pertenece a esta superfamilia

como es PECAM-l mostraron que su expresión varía durante el proceso de diferenciación
mielomonocítica (Goyert el al?, 1986; Ohto el al?, 1985; Cabañas eL aL, 1989; Goldberger el
al?, 1994). La expresión de PECAM-1 en superficie está aumentada en monocitos en cultivo in
vitro y en lineas celulares monocfticas cuando se diferencian con ésteres de forbol a lineas
macrofágicas. Por tanto, el tratamiento de células monocíticas U-937 y HL-60 con PMA o

vitamina D3 no sólo incrementa la expresión en superficie sino que también aumentan los
tránscritos específicos de PECAM-1 (Bellón 1992., Tesis doctoral).

Una de las principales características de las uniones endoteliales es su organización

dinámica. Las células endoteliales necesitan estar constantemente cambiando la arquitectura de
sus uniones para permitir el paso de los constituyentes plasmáticos (Dejana eL al?, 1995). Rival
el al? (1996) han estudiado el efecto ejercido por la asociación de dos citoquinas inflamatorias

TNF-a e IFN-’y sobre la organización de PECAM-1. Estudios anteriores habían demostrado
que estas citoquinas actúan sinérgicamente modulando diversas propiedades funcionales de las
células endoteliales (Stolpen el aL, 1988; N!antovani el aL, 1992; N!arfaing-Koka el aL,
1995) tales como la activación de la óxido-nítrico sintetasa (Rosenkranz et. aL, 1993), la

expresión del receptor de vitronectina (alt) (Defilippi eL al?, 1991) o la permeabilidad del
endotelio in vitro (Brett el al?, 1989; Beynon eL al?, 1993) e in vivo (Yi el al?, 1992).
Además, el tratamiento combinado de ambas citoquinas provoca la elongación y solapamiento
de las células endoteliales así como el reordenamiento de los microtilamentos de actina
(Stolpen eL al., 1986), sugiriendo que podría modificarse la arquitectura de las uniones
intercelulares así como la desaparición de PECAN!- 1 de las uniones intercelulares. Este efecto

está relacionado con dos fenómenos: por un lado la internalización y degradación de las
moléculas de PECAN!- 1 preexistentes y la inhibición de la síntesis de PECAM-1. Además se
produce una redistribución de PECAN!- 1 en la superficie de la célula (Romer eL aL, 1996;
Rival eL al?, 1996). Otros autores han reportado que la síntesis de PECAM-1 puede estar
regulada en leucocitos (Stockinger eL aL, 1990) y linfocitos T (Zehnder el al?, 1992). Romer
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eL al?, (1996) han reportado que la administración de IFN-y o TNF-a alteraba la localización

de PECAN!- 1 en las uniones intercelulares del endotelio, y este efecto no parecía ir
acompañado por una inhibición de la expresión de PECAN!-1 en membrana. Rival eL al?
(1996) han confirmado estas observaciones, pero a diferencia de los anteriores, no ven una

reducción de los niveles de PECAM-1 cuando las células se tratan sólo con TNiF-cz, ni
observan cambios en la distribución intercelular de PECAM- 1. Stewart eL al. (1996) han

observado que el tratamiento con IFNy y/o TNF-a provocaba una disminución de los niveles
de ARNm asociado a una marcada desestabilización del ARNm sin que se produzcan cambios
en la transcripción del gen. Esta disminución del ARNm se asocia con una disminución de la
cantidad total celular de PECAN!-l 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,
así como el número 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 células endoteliales a las citoquinas. De esta manera, altas

concentraciones de TNF-cz o IFN-y inducen una redistribución parcial de PECAM-l fiera de
las uniones intercelulares sin cambiar el nivel de proteína (Romer eL aL, 1996). Cuando las dos

citoquinas se administran conjuntamente, el efecto es más marcado, no se localiza PECAM- 1
en las uniones intercelulares, y se inhibe su síntesis. Se ha encontrado que las dos citoquinas
actúan sinérgicamente en otras respuestas fUncionales de las células endoteliales (Pober eL al?,
1990; Mantovani eL al?, 1992).

El tratamiento sencillo o doble con TNF-a e IFN-y provoca un aumento de la
expresión de ICAM-1 que va acompañado de un aumento de la adhesión de PMN a las células
endoteliales. En cambio, el tratamiento doble provoca una disminución de la transmigración de
los PMN en comparación con el tratamiento sencillo, sugiriendo que PECAM-1 es requerida

para esta función y por tanto ICAM- 1 no es suficiente para la transmigración de los PMN si
PECAN!-1 no se expresa correctamente (N!uller eL aL, 1993; Rival eL al?, 1996). La pérdida

de PECAM-1 de las uniones intercelulares podría servir como un mecanismo de
retroalimentación para la infiltración de los PMJ’1 inducidos por citoquinas inflamatorias hacia
los lugares de la inflamación. De esta manera, en los estadios tempranos de la inflamación, las
citoquinas estimularían la localización de PMN y la emigración de las distintas moléculas de
adhesión expresadas en las células endoteliales y citoquinas quimiotácticas (Pober eL aL, 1990,
Carlos eL aL, 1994; Duperray eL aL, 1994). Sin embargo, en los últimos estadios de la
inflamación, las citoquinas inflamatorias reducen la infiltración de los PMN y el daño tisular
asociado al mismo, disminuyendo la expresión de PECAM-1 en la superficie de la célula. La
reducción de la síntesis y expresión en la superficie celular de PECAM-1 puede afectar a otras

funciones vasculares. Así, se ha encontrado que TNF-a e IFNy aumentan la permeabilidad de
las células endoteliales (Brett eL al?, 1989; Yi eL al?, 1992). Sin embargo, mientras que este
efecto requiere un mecanismo de corta duración (2-3 h), el producir una alteración detectable
de la distribución de PECAM-1 requiere entre 6-24 h. Ambas citoquinas producen además un
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alargamiento y un solapamiento de las células endoteliales que no parece depender de
PECAN!-1, ya que similares cambios se han podido inducir por las citoquinas administradas de
forma individualizada que no provocaban ningún efecto en la expresión de PECAN!-1.

Estudios realizados en nuestro laboratorio con células promonocíticas U-937 (Lastres

eL al?, 1994) han demostrado que TGF-(3 1 induce una agregación homotípica entre células

monocíticas que es mediada por PECAN!-1. TGF-131, por tanto, regula la función de PECAN!-
1 aumentando su expresión y activando sus propiedades adhesivas. Esta citoquina aumenta
tanto la expresión de PECAN!-1 en la superficie de las células, como los niveles del ARNm y
parece ser que este proceso implica la vía de señalización de PKC, así como la fosforilación de
PECAN!- 1 y su asociación a citoesqueleto. Otras moléculas que pertenecen a la IgSF también

están reguladas por esta citoquina. Así, la expresión del antigeno carcinoembrionario (CEA) al
igual que PECAN!- 1 está inducido por TGF-13 1 a través de una vía transductora de señales
asociada con PKC (Chakrabarty et. al?, 1992). La expresión de N-CAM también está

estimulada por TGF-131 (Roubin eL al?, 1990) mientras que la expresión de ICAN!-l está

regulada negativamente por TGF-¡3 1 (Lastres eL al?, 1994).

TABLA 1.1.- Receptoresde adhesióny su regulación en las célulasendoteliales.

MOLÉCULA MODULADOR REGULACIÓN LIGANDO CONSECUENCIA
FUNCIONAL

P-selectina Trombina,histamina positiv? glicoproteinas

sialil~LewisX

Adhesiónde PMN

E-selectina TNF-cc, IL-13, IL-4 positiva
negativab

glicoproteinas
sialil-Lewis’<

Adhesión dc PMN

ICAM-1

VCAM-1

Ml-fC clese1

TNF-a,IL-l 13, IFNy.
Trombina
IL-4
TNF-a, IL- 113, IL-4

lEN a, 3, y, ‘rNFa,

positiva
positivas
negativa”
positiva”

positiva”

LFA- 1/Mac1

integrinaa431

receptordecélula

AdhesióndePMN,
monocitos,linfocitosy
células tumorales

Adhesión de linfocitos

y célulastumorales
Presentador deantígeno

MHC cleseII IFN y positiva”
T, CDS
receptordecélula Presentador deantígeno
T, CIX

PAF IL-l I~, TNF-a, trombina, positivaa receptorPAF Adhesión dcPMN
histamina,leucotrieno
C4

integrinaa1131 ‘I’NF-a positivaa laminina (P-1) 2

integrinaa43, TNF-a, IL-113 negativa”
colágenos
laminina (E-8) Disminuye la adhesión

a laininina
integrinaa4t TNF-a-4- INF-y negativa” vitronectina,

fibrinógeno,
Disminuyela adhesión
a vitronectina

kctor devon
Willebrand

a La regulaciónestransitoriay la expresióndel receptorvuelvea los nivelesbasalesenpresenciadel modulador.
La regulaciónpersisteentantoencuantoel moduladorestépresente.
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1.6.- ELEMENTOS DE RELEVANCIA TRANSCRIPCIONAL IDENTIFICADOS EN
EL PROMOTOR DE OTRAS MOLÉCULAS DE ADHESIÓN. ELEMENTOS SSRE,

GATA, NFicB y ELEMENTOS DE RESPUESTA A TGF-J31.

PECAM- 1 se expresa en alta proporción (106 moléculas/célula) en células endoteliales,

por lo que es de interés conocer los mecanismos de regulación de otras moléculas de adhesión
presentes en endotelio. Toda alteración en el balance de los mecanismos que regulan la función
endotelial es la responsable de la generación de patologías vasculares. En una aproximación del
conocimiento de cómo las células endoteliales pueden coordinar la respuesta transcripcionai,
diversos grupos han investigado los mecanismos que controlan la expresión génica de las

moléculas de adhesión identificando las secuencias en el ADN que son elementos de respuesta
a diversos agentes que están asociados con desórdenes vasculares.

El factor nuclear de transcripción icB (NFicB), es un miembro pleiotrópico de la fhniilia
Reí de proteínas activadoras de la transcripción implicadas en la respuesta inmune e

inflamatoria (Grilli eL aL, 1993). Esta familia de factores de transcripción está constituida por
las subunidades p5O (NFiB1) y p52 (NFicB2), generados ambos por un procesamiento
proteolítico a partir de sus moléculas precursoras píOS y pi 00, respectivamente. Otros
miembros de esta familia son p65 (ReIA), e-Reí, y ReIR, que contienen potentes dominios de

transactivación. Todos, pertenecen a la familia Reí de proteínas activadoras de la transcripción,
la cual incluye el oncogen y-reí, el protooncogen c-rel y los factores reguladores dli’ y dorsal

de Drosophila. En células en reposo, NFicB se localiza en el citosol en forma inactiva y
asociada con los miembros de una familia de proteínas inhibidoras conocidas como licE. Se han

identificado varias proteínas IicB: IicB-a, IicB-13, IicB-y, bcl-3, p100, y plOS (Beg eL aL, 1993;
Thompson eL aL, 1995). Todas las formas IicB identificadas contienen múltiples copias de una

secuencia proteica conocida como repeticiones anquimna. En la célula, NiFKB en condiciones
basales, está secuestrado en el citoplasma al menos mediante dos mecanismos (Figura 1.7). En

el primero de ellos, IicB se une a la subunidad p6S de NFicB mediante las repeticiones
anquirina presentes en el inhibidor. La unión de LcR bloquea la región donde se halla la señal

de localización nuclear de NFicB impidiendo su translocación al núcleo. En el segundo
mecanismo, el componente p65 de NFiB se une al precursor de pSO (píoS) o de p52 (pl00).
Esta unión funciona igualmente como inhibidora enmascarando la señal de localización nuclear

(Thanos eL aL, 1995).

NFicB puede ser activado por numerosos y diversos agentes tales como mediadores
inflamatorios, virus y fuerzas fisicas de estrés que son relevantes para la función endotelial
(Grilli eL aL, 1993; Beg eL al?, 1993: Thanos eL aL, 1995). Entre estos agentes se incluyen

citoquinas inflamatorias como IL-113, TNF-a, lipopolisacáridos, homólogos virales, poli(I-C),
así como estrés oxidativo y fuerzas mecánicas de estrés (Collins eL aL, 1993; Resnick eL al?,
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célula, kB-a es fosforilada y degradada. La degradación de kB-a y el procesamiento de la
subunidad píOS hasta la forma activa p50 implican la actuación de un proteosoma proteolítico
(Palombella eL al?, 1994; Traenckner eL al?, 1994). Esta acción enzimática permite la
translocación y acumulación del dímero activo p50/p65 en el núcleo, el reconocimiento y unión
a elementos del ADN y su participación en los mecanismos de activación transcripcional.
NFicB e IicB-a actúan mediante un mecanismo autoregulador. NFiCB media la activación del

gen LcR-a, abasteciendo al citoplasma de un reservorio de su propio inhibidor (Brown eL aL,

1993; Sun eL aL, 1993; Scott eL al?, 1993; de Martin eL aL, 1993). A su vez, el
reestablecimiento de la expresión de IicB-cz inhibe la activación de NFicB disminuyendo así la
expresión de genes icfl-dependientes. Este sistema NFicB/IicB-a juega un papel fundamental en
la regulación de la actividad endotelial en los sitios de inflamación. Por tanto, cualquier

alteracción en este sistema regulador, se correlaciona con el establecimiento de una patología
vascular.

El mecanismo regulador de la expresión de las moléculas de adhesión inducido por

citoquinas, se ha estudiado en el promotor de los genes de E-selectina, VCAM-1 y ICAN!- 1.
La E-selectina juega un papel imprescindible en el tráfico leucocitario, tanto en respuestas
inflamatorias agudas como crónicas, siendo su expresión tanto especifica de tejido como
inducible. E-selectina normalmente no se detecta en endotelio en condiciones basales, pero es

fuerte y rápidamente inducida por citoquinas inflamatorias y lipopolisacáridos. El gen de la E-
selectina comprende aproximadamente 1 3Kb de ADN, y contiene 14 exones (Collins eL al?,
1991). Los elementos implicados en la activación de E-selectina por citoquinas, se han
localizado dentro de los 160 pb por encima del comienzo del inicio de la transcripción (Rock

eL al?, 1994) (Figura 1.8). Esta región actúa como un amplificador de la transcripción
inducible por citoquinas tanto en células endoteliales como no endoteliales. La expresión
específica de tejido de la E-selectina, se ha asociado con una hipometilación de su promotor en
respuesta a citoquinas (Smith eL aL, 1993). En el promotor de esta molécula de adhesión, se
han definido cuatro dominios PD que regulan positivamente el promotor de E-selectina

(Whitley eL aL, 1994): un elemento consenso icB, definido como PDI y un sitio ATF junto con
un HIMG definido como PDII. Posteriormente, se identificaron otros elementos PDIII y PDIV
que corresponden a dos sitios de reconocimiento para NFiB integrado por dos heterodimeros
pSO/p65. Para la inducción de la transcripción es necesario que los múltiples elementos NIFicB

descritos y un elemento CRE/ATE interaccionen cooperativamente. Esta interacción
cooperativa proteína-proteína se ha descrito también en otros genes inducibles por citoquinas.

VCAN!-1 une monocitos en circulación y linfocitos que expresan las integrinas ajli y

a437 (Elices el aL, 1990). Puede participar en el reclutamiento de estas células inflamatorias
desde el torrente sanguíneo a los sitios de daño tisular. La expresión de VCAN!-1 se encuentra
asociado con una gran variedad de procesos inflamatorios como son las lesiones
ateroescleróticas (Cybulsky eL aL, 1991). Las células endoteliales en condiciones basales, no
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TNF-a son heterodímeros pSO/p65 (Neish eL 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 interferón. Este elemento es funcional en otros promotores de genes inducibles,

tales como IFN-y, la forma inducible de la sintetasa del óxido nitrico y el complejo de
histocompatibilidad de clase 1 que unen al factor IFR- 1. En VCAM-1, IFR- 1 coopera con NF-

KB mediando la inducción de VCAM-1 por citoquinas.

El análisis tanto de los promotores de VCAM- 1 como de E-selectina, han demostrado

la existencia de pequeñas regiones responsables de la respuesta a citoquinas con múltiples
elementos NF-KB que deben interaccionar cooperativamente para inducir la transcripción.

Además de estas dos móléculas de adhesión, se han identificado dos elementos KB funcionales
que se encuentran muy próximos entre sí en otros genes como MAdCAM- 1 (Takeuchi eL al?,
1995), el promotor de MMC (N!ansky et. aL, 1994) y el promotor de LcR-a (Cheng eL aL,
1994).

En el promotor VCAM-1, se han identificado 2 elementos GATA distanciados entre sí
10 pb y dispuestos en orientación transcripcionalmente opuesta. El análisis de otros
promotores ha identificado una distribución similar de los elementos GATA. El promotor de la
y-globina contiene 2 sitios funcionales GATA separados entre sí 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 orientación opuesta para la transcripción (Tsai eL al?, 1991). Estos elementos
GATA en el promotor de VCAM- 1 son reguladores positivos importantes de la transcripción
pero no son los responsables del patrón de expresión restringida de VCAN!-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 transcripción 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 132 (LFA-l y N!ac-1). La
adhesión de ICAM-1 a estas integrinas leucocitarias juega un papel muy importante en una
gran variedad de interacciones celulares, incluidas el tráfico leucocitario y la iniciación de
respuestas inmunitarias antígeno-especificas. ICAM- 1 se expresa constitutivamente en
endotelio, pero durante las respuestas inflamatorias los niveles proteicos se incrementan. El

gen ICAN!- 1 contiene 7 exones cada uno de los cuales codifica para un dominio de las
inmunoglobulinas. Los elementos reguladores implicados en la expresión de ICAM-1 se han
localizado a 190 y 90 pb, respectivamente por encima del inicio de la transcripción (Figura

1.8). Análisis de mutagénesis sobre estos elementos así como ensayos de retardo en gel, han
demostrado que los elementos de respuesta a TNF-a consisten en sitios de unión para NF-KB

y C/EBP13. Mutaciones dentro de estos sitios no afectaron a los niveles basales de ICAM-1.

Las formas heterodiméricas de NF-KB pSO/p65, así como c-ReL/p65 y el homodímero p6S, se
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unen a los elementos KB de ICAM-l (Hou eL al?, 1994; Jahnke eL al?, 1994; Parry eL al?,
1994). Curiosamente, en el promotor del gen IL-8 también se ha encontrado esta distribución
de los elementos NF-KB y C/EBP13 (Steín el aL, 1993). Además, se han encontrado

asociaciones directas proteína-proteína entre NF-KB y C/EBP13, sugiriendo que estas proteínas

pudieran unirse cooperativamente al elemento de respuesta de TNF-a del promotor de ICAM-
1. TNiF-ct e IFN-y actúan sinérgicamente aumentando la expresión de ICAM-1 en células

endoteliales (Pober eL aL, 1990). La inducción transcripcional mediada por iFN-y se ha
mapeado a 72 pb por encima del inicio de la transcripción de ICAM-1. Experimentos de
retardo en gel con extractos de células de hepatoma han demostrado que el elemento de

respuesta a IFN-y actúa como un único elemento regulador que se une selectivamente a la
actividad inducible por IFN-y compuesto al menos en parte por p91. EnICAM- 1 los elementos

de respuesta a TN?F-a e IFN-y se unen a distintas proteínas reguladoras de la transcripción. La
co-estimulación de ICAM-1 con las dos citoquinas presentan un efecto sinérgico, aunque las

bases moleculares por las que se produce este efecto se desconocen.

La expresión de los tres genes que codifican para las moléculas de adhesión leucocitaria

VCAM-1, ICAM-1 y ELAM-l inducidas por citoquinas inflamatorias implica una interacción
sinérgica entre NF-KB y un número limitado de factores de transcripción. La sorprendente
similitud entre los elementos de regulación inducibles entre los promotores de E-selectina e
IFN-13, sugieren que la expresión génica implica la formación de un complejo mecánicamente

similar al complejo estereoespecífico de IFN-[3 donde la orientación de la hélice de ADN y de
PDI y PDII en E-selectina, es más importante que la distancia entre estos elementos para la
respuesta a citoquinas (N!eacock eL aL, 1994). Esta dependencia estequiométrica o espacial

sugiere que los factores de transcripción necesitan unirse en la misma cara de la hélice del
ADN para una interacción óptima. Por otra parte, el plegamiento del ADN inducido por estos
factores de transcripción también juega un papel importante en la expresión génica, tal y como
se ha sugerido en la región amplificadora del gen de IFN-13. La interacción directa entre las
proteínas unidas a los sitios del ADN separados entre sí requiere una distancia mínima de 130
pb para que sea posible la formación de una horquilla en el ADN tanto del gen de E-selectina

como en IFN-13. Esto sugiere que la interacción entre los elementos funcionales del promotor
de E-selectina necesita también de un plegamiento o torcimiento en la región promotora de
ambos genes. Las proteínas que pertenecen a }{MG son proteínas tipo histonas no
cromosómicas que incrementan la afinidad de unión entre NF-KB y ATF-2 y favorecen el
plegamiento del ADN de forma que facilitan la formación de un gran complejo imprescindible

para la activación trasncripcional del promotor de iFN-y y de la E-selectina.

La asociación proteína-proteína es un mecanismo importante por el cual los factores de

transcripción cooperan sinérgicamente. NF-KB puede cooperar con un número diferente de
protemas activadoras de la transcripción incluyendo Spi, Ets, ATF-2/c-Jun y NFIL-6. Así

tenemos que NFKB interacciona con ATF-2 en el gen de IFN-f3 (Du eL aL, 1993), con ATF-a,
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c-Jun (Kaszubska eL aL, 1993) en el promotor de E-selectina, con TF-IID (Kerr eL al?, 1993),

y con HIVIG-I(Y) (Du eL al?, 1993). Además, se han demostrado asociaciones directas entre
proteínas ATF-2 y HMG-J(Y) (Du eL al?, 1994) o entre NF-KB y Spí (Perkins eL al?, 1993)
en la región amplificadora del gen del 111V. Se ha identificado, asimismo, una interacción entre
NF-KB e IFN-1 (Neish eL al?, 1995) en VCAM-1, pudiendo ser relevante para la inducción de

la expresión de VCAM- 1 inducido por citoquinas. De la misma manera, la asociación NF-KB y

C/EBPj3 (Neish eL al., 1992), puede ser importante para la inducción de la expresión de
ICAM- 1. Se ha propuesto que estas interacciones estabilizan el complejo activador de la
transcripción inducido por citoquinas y proporcionan una única superficie entre la región
activadora del promotor y los factores o coactivadores en la maquinaria transcripcional.

Las fuerzas hemodinámicas en general y más específicamente el estrés provocado por
los fluidos hemodinámicos, se han implicado como modificadores de la estructura celular y de
la función iii vivo (Frangos el al?, 1985; Pohl eL aL, 1986; Rubanyi el al?, 1986; Yoshizumi
el al?, 1989; Furchgott eL al?, 1989). Fuerzas mecánicas aplicadas a células del endotelio

vascular pueden regular la expresión de los genes endoteliales a nivel transcripcional. En
células }{UVEC, ICAN!- 1 está regulada positivamente por shear stress. El gen de esta
molécula de adhesión presenta una secuencia consenso SSRE en su región promotora. Por el
contrario, en otras dos moléculas endoteliales como E-selectina y VCAM-1 no existe una
regulación positiva por SSRE (Davies eL aL, 1986; Diamond eL al?, 1990). E-selectina y
VCAM-l, a pesar de no contar con el elemento de respuesta SSRE, ambas contienen
numerosos sitios de respuesta a NFKB responsables de la índuccción de la transcripción por

citoquinas inflamatorias. El estímulo por SSRE es suficiente para activar NFicB translocándose
al núcleo. Coflins el aL (1995) han estudiado el papel transactivador de NFicB interaccionando

fimcionalmente con el elemento SSRE de PDGF-B en células endoteliales expuestas a fuerzas
de estrés (Khachigian eL aL, 1995). Es interesante conocer si la unión de los componentes de

NFiB a SSRE es suficiente para activar la expresión de un gen endógeno en respuesta a SSRE
o implica la participación de factores de transcripción adicionales. Existen casos
experimentalmente demostrados en el que la presencia de SSRE en un gen no es
necesariamente una indicación de su flincionalidad en la actividad transcripcional inducida por

fuerzas hemodinámicas. Un ejemplo lo constituye el gen MCP-l (Shyy eL al?, 1994) que a
pesar de contar con 2 secuencias consenso SSRE en su promotor la inducibilidad por fuerzas
mecánicas de estrés es dependiente de un sitio de respuesta a IPA perteneciente a la f~milia de
los factores de transcripción 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 implicación de otros elementos reguladores positivos en la respuesta a SSRE.
Shear stress parece también regular negativamente la expresión de ciertos genes endoteliales
como son Endotelina- 1 y VCAN!-1.
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TGF-13 es un potente regulador de la adhesión celular. Modula negativamente los

niveles de la adhesión de neutrófilos y linfocitos sobre endotelio activado con TNF-a o IL- 1, al
menos en parte, por inhibición de la expresión de la superficie celular de E-selectina. Esta

inhibición es específica del tratamiento con TGF-13 1, ya que no afecta a la expresión de otras
moléculas de adhesión como son ICAM-1 y VCAN!-1. La inhibición de la E-selectina por

TGF-13 1 afecta tanto a la expresión basal, como a la inducida por TNF-a. Paralelamente, se ha
visto una disminución similar de la expresión de mensajero cuando las células HiUVEC fueron

pretratadas con TGF-13 1 durante 24 h. Esta disminución en los niveles de AiRiNm observados
en presencia de TGF-13 1 es debida a una inhibición de la transcripción génica de E-selectina. La
actividad transcripcional de genes tales como c-myc (Takehara el aL, 1987) y
transma/stromelisina (Matrisian el al?, 1986; Kerr eL al?, 1988; Machida el aL, 1988) son
inhibidos de un modo similar por TGF-f3 1. Basándose en la homología de secuencia de los
promotores de estos genes, Kerr eL aL (1990) han propuesto un posible elemento inhibidor

TGF-131 (TIE) con la siguiente secuencia consenso GNNTTGGTGA. Está reportado que en
el promotor del gen de la transinalstromelisina el sitio TIE une un complejo constituido por el
complejo inducible de TGF-13 y una proteína nuclear inducible. La secuencia del promotor de
E-selectina (Whelan el al?, 1991) contiene cuatro posibles sitios de unión al TIE en una
región 200 pb por encima del inicio de transcripción. Curiosamente, tres de ellos solapan con
sitios de unión para otros factores de transcripción nucleares que son esenciales para la
transcripción del gen tanto basa] como inducida por citoquinas. Uno de estos motivos solapa
con una caja CAAT, otra con un sitio de reconocimiento para NF-KB, que está situado entre

NF-KB y NF-ELAM-2, y el tercero solapa con el sitio para unión de NF-ELAM-l. Aunque el

sitio de reconocimiento para NF-KB es esencial para la inducción de la expresión de E-selectina
mediada por citoquinas, Hooft van Huijsduijnen el aL (1992) han reportado que no es
suficiente para mediar el efecto completo de la inducción de la citoquina y requiere de la

cooperación de NF-ELAM-l y NF-ELAM-2 para una actividad transcripcional completa.
Continúa sin detenninarse si el factor(es) nuclear inducido por TGF-13 es capaz de unirse a

sitios NF-KB, NF-ELAM-l y o NF-ELAM-2 y competir en la unión del factor.

La inducción de la expresión de moléculas de adhesión por agentes preinflamatorios

está descrita como una vía de obtener una respuesta inmune. Pero el mantenimiento del estado
no adhesivo del endotelio no es un proceso pasivo debido únicamente a la no expresión de
moléculas de adhesión celular. El nivel de la adhesividad de la célula endotelial viene

determinado por un balance entre moléculas que ejercen una regulación positiva (TNF-a y IL-
1) y otras que ejercen una regulación negativa (TGF-13 1, en el caso de E-selectina).
Recientemente, se han realizado experimentos de ruptura del gen de TGF-j3 1 y de
recombinación homóloga en ratones transgénicos que resulta en un síndrome de debilitamiento
con una respuesta inflamatoria mutifocal y necrosis tisular en animales de 20 días, aunque no se

han detectado anormalidades grandes de desarrollo en el nacimiento (Shull el al?, 1992).
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1.7.- OBJETIVOS DE ESTA TESIS.

PECAM-l/(CD3l), es una glicoproteina de membrana presente en endotelio,
plaquetas, monocitos, macrófagos, granulocitos y plaquetas. Dentro del linaje mieloide, la
expresión de PECAM- 1 se incrementa durante la diferenciación macrofagica y mediante el
tratamiento con TGF-13 1 de células monocíticas de una forma dependiente de PKC. PECAN!-
1 es un importante mediador de la interacción entre células mieloides y endotelio, estando
implicado en la migración transendotelial. En el presente trabajo, nos propusimos estudiar las
bases moleculares que regulan la expresión de PECAM-l que pudieran explicar los estudios
funcionales realizados en esta molécula de adhesión.

Los principales objetivos de esta tesis han sido:

Caracterización estructural y funcional de la región promotora del gen que codifica para la
glicoproteina integral de membrana PECAN!-1.

2.- Caracterización de las secuencias implicadas en la especificadad de tejido de la expresión de
PECAN!-1.

3.- Caracterización e identificación de los sitios de iniciación de la transcripción en el promotor

de PECAM-l.

4.- Localización de las secuencías consenso así como de los factores de transcripción
implicados en la expresión basal y regulada de PECAM-1.
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2.1.-ENZIMAS Y REACTIVOS.

Los enzimas de restricción empleados fueron de Boeliringer Mannheim (Alemania) y
Fermentas (MB!). La proteinasa K y la lisozima se obtuvieron de la firma Boehringer
N!annheim (Alemania). Otros enzimas empleados en la manipulación del ADN fueron:
fragmento Klenow de la ADN polimerasa 1 de E. Coli, ADN polimerasa del bacteriófago T4,
ADN ligasa T4, polinucleótido quinasa T4, fosfatasa alcalina, ARNAsa (Boehrínger
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 estándar previamente descritos (Sambrook
el aL, 1989).

Los antibióticos utilizados, Ampicilina y Puromicina se obtuvieron de la firma
comercial Sigma España.

Los precursores radiactivos utilizados para el marcaje, tanto de fragmentos de ADN de
doble cadena, como de los oligonucleótidos utilizados, fueron [a-355]dATP (AE, 1000

Ci/mmol) y [y-32P]dATP de (AE, 1000 Cilnimol), de Amersham Ibérica (Madrid, Spain) y

[a-32PjdCTP (AE, 3000 Ci, mmol), de New England-Itisa (Madrid, Spain).

Entre los reactivos utilizados: El Tris fue de Merck (Merck, DarmStadt, Alemania), así
como todas las sales inorgánicas, 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 salmón, PDTC y AR fueron obtenidos de Sigma
(Sigma Chemical Co., St Louis, EEUU). El Ficolí (tipo 400) fue de Pharmacia Fine Chemicals
(Uppsala, Suecia). El factor transformante de crecimiento, recombinante humano TGF-13 1 fue

de R&D (R&D Systems, Abingdon, Inglaterra). El TNF-ct recombinante humano derivado de
E. Coli (fue donado generosamente por el Dr. Eduardo Páez).

2.2.- MEDIOS Y TAMPONES.

En este trabajo se utilizarán nombres genéricos de medios y tampones siguiendo la
nomenclatura de Sambrook et. al? (1989) que con el fin de simplificar el texto se resumen en

esta sección.

- Medio LB para crecimiento bacteriano. Composición 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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- Tampón FosfatoSalino (PBS):Composición por litro: 136 mlvi NaCí, 2 mN! KCl, 8
mN! Na2HIPO4, 5 mN! KH2 PO4 pH 7.4.

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

- TAE lx: 40 mlv! Tris-Base, 20 mM Ácido Acético glacial, lmN! EDTA pH 8.0.
- HEBS 2x: 274 mM NaCí, 10 mM KCl, 1.5 niN! Na2PO4.2H20, 12 mM dextrosa,

40 mM Hepes pH 7.05.

- NET 20x (hibridación de oligonucleótidos): 3 M NaCí, 300 mM Tris-HCI pH 8.0,
0.20 mM EDTA.

- Tampón MOPS lOx : 400 mM MOPS, 100 mM acetato sódico, 20 mN! EDTA,
0.15% dietilpirocarbonato (DEPC) pH 7.0.

- Tampón de carga de muestra de ARN: 50% glicerol, 1 mN! EDTA, 0.4% azul de

bromofenol, 0.15% DEPC. Esta solución se mezcló en la proporción 1:10 con la muestra
disuelta en MOPS lx, 50% formamida, 6.3% formaldehido, 0.15% DEPC en un volumen final
de 30 u

1.

- Tampón SSC20x : 3M NaCí, 0.3 M citrato sódico pH 7.0.

- Solución Denhardt’s SOx:l% Ficoil 400, 1% polivinilpirrolidona, 1% de albúmina
de suero bovino (BSA).

- Tampón de carga (6x) para ¡nuestras de ADN: 0.25% azul de bromofenol, 0.25%
xileno cianol y 15% de Ficoil en agua.

- Tampón de carga (óx) para muestras de geles de retardo: 0.25% azul de

bromofenol, 0.25% xileno cianol, 30% glicerol en agua.
- Tampón SM (para fhgos). Composición por litro: 2% gelatina, iN! Tris-HCl pH 7.5,

50 mM NaCí, 10 mM Mg50
4.

2.3.- CULTIVO CELULAR.

23.1.- Material de cultivo celular

.

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

Los medios de cultivo fueron RPM! 1640 y DMEM (Gibco BRL, Life Technologies,
Inc., Grand Island, EEUU) suplementados con 10% de suero fetal bovino (FCS; Flow),
previamente inactivado a 56 oc durante 30 minutos, 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de

penicilina y 25 gg/ml. de gentamicina como antibióticos (todos ellos de Gibco). En lo sucesivo,
dicha composición se expresará como medio completo. Como soluciones de lavado celular se
utilizó Hank’s (Gibco, BRL) y PBS. En aquellos ensayos en los que fue necesario despegar las
células adherentes, se utilizó Tripsina 0.25%, 1 mM EDTA en PBS (Gibeo, BRL). Las células
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fueron mantenidas rutinariamente en cultivo con crecimiento exponencial en un incubador
Heraeus (Heraeus, Osterode, Alemania), en atmósfera húmeda y 5% de CO2. Todas las
manipulaciones que requerían ambiente estéril se realizaron en una cabina de flujo laminar
vertical Gelaire BSBU (Gelaire, Italia). Las células fueron colectadas mediante centrifugación

con una centrífuga 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 líneas ya establecidas, células de sangre
periférica, o células endoteliales obtenidas mediante cultivos primarios. Las lineas celulares
humanas utilizadas han sido U-937, promonocítica; HL6O, mielomonocítica; Jurkat, leucémica
T; K562, etritroleucémica; y 1-IEL, eritromegacarioblástica. Todas fueron cultivadas en medio
RPM! completo (Gibco; BRL) en crecimiento exponencial. La línea celular Kmyc B, una
sublínea K562 transfectada establemente con el gen c-myc bajo la dirección del promotor
inducible por zinc de la metalotioneina 1 de ratón y su correspondiente control negativo de la
transfección, KMIvIT, transfectada únicamente con el vector vacío sin c-myc, se crecieron en

RPM! completo y suplementado con 100 gM de SO4Zn (Delgado et. al?, 1995). La linea
celular HeLa de carcinoma de cérvix y la línea celular de pulmón de visón 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 perfusión
con colagenasa (Boehringer) según el método descrito por Muller et. al? (1986). Tras la
incubación durante 20 minutos a 37

0C con dicha actividad enzimática, 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 línea de fibroblastos de
ratón NCTC-929 (L-929) se mantuvo en cultivo empleando medio DMEM (Gibco, BRL)
completo hasta confluencia, realizando pases mediante dilución del cultivo en la proporción
1:5. Cuando fue necesario, las células fueron recogidas mediante tratamiento con
Tripsina/EDTA durante 5 minutos a 37 0C, 5% CO

2. La reacción de tripsinización se detuvo
mediante adición de DMEM completo, las células fueron lavadas con Hank’s y resuspendidas a
las concentraciones adecuadas.

La activación de la actividad proteína quinasa C (PKC) en U-937 se llevó a cabo en

presencia de 10 ng/ml PMA, 100 ~tg/ml DOG o 100 ¡.±g/ml OAG durante 48h. Los

experimentos con inhibidores de la actividad quinasa PKC, se llevaron a cabo en células U-937
creciendo exponencialmente (5x10

5 células/mi) con H-7 (50-200 uN!) o estaurosporina (100

nM) durante 30 minutos antes del tratamiento con PMA o con los DAG mencionados, DOG y
OAG, agonistas fisiológicos de PKC.
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2.4.- ESCRUTINIO DE GENOTECAS DE ADN GENÓMICO HUMANO.

Para el escrutinio de una genoteca de placenta humana en el fago XEMBL3 se usaron

métodos previamente descritos (Benton el. al?, 1977), empleándose en cada caso alrededor de
600.000 fhgos recombinantes en un total de 20 filtros de nitrocelulosa de 150 mm de diámetro.
De cada uno de los filtros se obtuvieron réplicas por duplicado, a lo largo de un total de tres
procesos de selección. Como sonda para el escrutinio, se utilizó un oligonucleótido antisentido

de cadena sencilla PE # 2 (5’- GTTGAGAAACCCGCCCTGTGAAAAGC- 3’) que

corresponde a la región 5’ no traducida del ADNc de PECAM-l (Albelda el al?, 1991). Los
filtros, fueron procesados mediante hibridación en solución acuosa como se describe en el
apartado 2.7.1 de análisis de ADN. El ADN de los fagos seleccionados se purificó y los
fragmentos de interés se insertaron en el vector pBS (Tabla 2.1) empleando métodos
previamente descritos (Sambrook el aL, 1989). Los mapas de restricción de los fagos y
plásmidos posteriormente obtenidos se efectuaron con métodos ya descritos (Sambrook et. al?,
1989).

2.5.-VECTORES UTILIZADOS. CARACTERÍSTICAS.

Para la realización de las construcciones génicas, amplificación
secuenciación, se utilizaron los plásmidos que se indican a continuacion:

por PCR y

TABLA 2.1.-Vectorespara las construccionesgénicas,amplificación por PCR y secuenciación.

NOMBRE TAMANO CARACTERISTICAS ORIGEN

pCR II 3.9 Kb AmpR K~ R Lac Z gene Invitrogen

pUC 19 2.7 Kb A
Amp , promotores 5P6 y T7, Lac Z gene Clontech

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

Plásmidos empleados en la obtención de construcciones génicas, amplificación por PCR y secuenciación. Aparecedetallado
su tamaño,así como las característicasreferentesa la resistenciaa antibióticos, promotoresy la casacomercial que los
distribuye. Lac Z gene: gen quecodifica para ~-galactosidasa.AmpR: resistenciaa ainpicilina. KanR: resistenciaa
kanamicina.

Para los experimentos de transfección del ADN genómico de PECAM-1 en células de
mamíferos, se emplearon los vectores de expresión que se detallan en la Tabla 2.2.
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TABLA 2.2.- Vectoresde expresióny selección.

NOMBRE TAMANO CARACTERISTICAS ORIGEN

5.2 Kb A.mpR cDNA del gen de luciferasa
precedido del sitio de clonaje para el
promotor genómico objeto de estudio.

Nordeen et aL, 1988

pGL2P-Luc

pCMV-j3Gal

pSEAP control

5.5 Kb AmpR, ADNc del gen de luciferasa
precedido por el promotor temprano de
5V40.

7.2 Kb AmpR, ADNc del gen de ~-galactosidasa
precedido por el amplificador y promotor
temprano de Citomegalovirus (CMV).

6.2 Kb AmpR ADNC del gen de fosfatasa alcalina
precedido por el amplificador y promotor
temprano del 5V40.

4.2 Kb AmPR, p~¿ Plásmido de selección en la
transfección estable de U-937.

5.5 Kb AmI?, ADN del gen de USFI precedido
por el promotor de CMV.

6.2 Kb A.mpR ADN del gen de c-Myc precedido
por el promotor del CMV en pcDNA 1.

delaLunaet. aL, 1988

Dr. Robert Roeder

Dr. Linheng Li

pRc/CMV-p65 5.5 Kb A.mpR ADN del gen de la subunidad p65 de
NFiB precedido por el promotor del CMV.

Le Bail el al?, 1993

6.5 Kb AmpR. Contiene un trímero de elementos de
b

reconocimiento para NFicB del gen H-2K
por encima del promotor de la timidina
quinasa del virus del herpes simple
precedido por el promotor del CMV.

AWpR ADN del gen de luciferasa precedido
por el promotor de 5V40. Contiene 3
elementos en tándem de respuesta a TPA y
una porción del promotor del inhibidor del
activador de plasminógeno (PA- 1).

Yano el al?, 1987

Wrana el aL, 1992

pXP2

Promega

Clontech

Clontech

pBSpacAp

pCX-USF

pCMV-Myc

pKBF-Luc

p3TP-LUX 6Kb

Plásmidos empleadosparala expresiónde los genescorrespondientesen c¿lulaseucariotas, tantomediantetransfección
transitoriacomo estable. Aparecedetalladoel tamaño,asícomolas característicasreferentesala resistenciaaantibióticos,
promotoresy la casacomercialquelos distribuye.PurR:resistenciaa puromicina.AmpR:resistenciaa ampicilina.
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2.6.-AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS.

2.6.1.-Aislamiento y purificación de ADN plasmídwo

.

Para preparaciones a pequeña escala, el ADN plasmídico fue obtenido por el método de
lisis alcalina (Birnboim et. aL, 1979; Ish-Horowitz et. al?, 1981) y purificado mediante
fenolización y posterior precipitación con acetato sódico pH 5.2. Las preparaciones a gran
escala se efectuaron mediante lisis alcalina y posterior purificación con PEO (Sambrook el al?,
1989). El ADN purificado se almacenó a -20 0C hasta su utilización. Las digestiones del ADN
plasmidico y su análisis mediante electroforesis en geles de agarosa se efectuaron siguiendo

métodos estándar (Sambrook el 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 fusión mediante fenolizadión y precipitación. 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 (Sanibrook el al?, 1989).

2.6.2.-Aislamiento y purificación de ADN de fafos

.

La preparación de ADN a pequeña escala a partir de fagos, se realizó 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 inoculó una placa completa de fago.
Después de 5-6 h de crecimiento en agitación, tan pronto se observó el inicio de la lisis
bacteriana, se añadieron 10 ml de cloroformo, agitándose la mezcla durante 10 minutos más a

37 0C. Posteriormente, se incubó el cultivo con 1 gg/mi de DNAsa 1 y ribonucleasa durante
30 minutos a 37 0C y se añadió NaCí hasta alcanzar una concentración final de 1 M. Después

de 1 h a 4 0C, se eliminó el precipitado por centrifugación y los fagos fueron precipitados del
sobrenadante con PEO 8.000 al 10% y resuspendidos en SM. El ADN obtenido se purificó
mediante extracción con fenol/cloroformo y posterior precipitación.

2.6.3.- Aislamiento y purificación de ARN celular

.

El aislamiento a pequeña escala de ARN celular se efectuó mediante lisis celular con
isotiocianato de guanidina y posterior purificación con fenol-cloroformo (Chomczynski et. al?,
1987); para la obtención de AiRN a gran escala, la purificación se realizó por
ultracentrifugación en colchón de cloruro de cesio (Chirwin el al., 1979). La integridad del

ADN y del ARN obtenido se comprobó sometiendo 1-2 ¡tg dc los mismos a electroforesis en
gel de agarosa en tampón TAE lx o TBE lx respectivamente, suplementado con bromuro de

etidio 0.5 p.g/ml.
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2.7.-ANÁLISIS DE ÁCIDOS NUCLEICOS.

2.7.1.-Análisis de ADN

.

El análisis de ADN mediante la técnica de “Southem-blot” se efectuó siguiendo

protocolos ya establecidos (Southem el aL, 1975), empleando 2-5 ig de ADN donado. El
ADN se fijó a las membranas mediante incubación en horno a -80 0C (Sanibrook el al?, 1989)
o por radiación ultravioleta (Reed el aL, 1985). Las hibridaciones con la sonda radiactiva se

efectuaron en solución acuosa. La prehibridación se realizó a 65 0C en agitación en 6x SSC, Sx
Denhardt’s, 0.5% SDS, 10 mM EDTA y 100 ¡xg/ml de ADN de esperma de salmón
desnaturalizado, durante 2-14 horas. Las hibridaciones se realizaron durante 14 horas a 65 0C

en la misma mezcla descrita para la prehibridación, pero conteniendo 106 cpm/ml de sonda
marcada radiactivamente. Los filtros de nitrocelulosa se sometieron a un primer lavado en 2x

SSC/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 oc y 10-20 minutos a 65 0C.

Finalmente, los filtros se expusieron a - 80 0C durante 2-48 h con pantalla intensificadora.

En el caso de oligonucleótidos de cadena sencilla las condiciones de hibridación fueron

similares a las empleadas para sondas de ADN de doble cadena. La composición de la solución
de prehibridación fue: 6x NET, IOx Denhartd’s, 0.1% SDS. La solución de hibridación fue
idéntica a la de prehibridación, conteniendo además 106 cpm/ml. La hibridación se llevó a cabo

a Tm-5 0C siendo la Tm la temperatura de anillamiento del oligonucleótido empleado como
sonda. Los lavados se realizaron primero con 6x SSC/0.2% SDS a temperatura ambiente, un
segundo lavado a la temperatura de hibridación del oligonucleótido (Tm-5 0C), y un tercer
lavado a la Tm del oligonucleótido durante 2-3 minutos.

2.7.2.- Análisis de ARN

.

10 ¡sg de ARN fueron desnaturalizados y fraccionados en geles de agarosa al 1.1% en

presencia de formaldehído. 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 0C durante 2 h. Las
membranas fueron pretratadas con una solución de prehibridación conteniendo 5x SSC, 2.5x
Denhardt ‘s, 50 mM NaH

2PO4. Tras el pretratamiento, las membranas fueron hibridadas en la

misma solución añadiendo un exceso de sonda marcada. La hibridación tuvo lugar toda la
noche a 42

0C en agitación. A continuación, se realizaron tres lavados de 10 minutos a
temperatura ambiente con 2x SSC/0.l% SDS y un último lavado de 30 minutos a 52 0C con
0.lx SSC/0.l% SDS. Todos estos procesos se realizaron en un horno de hibridación (Techne,
Inglaterra). Como sonda se utilizó un fragmento de 0.7 Kb Xho 1 correspondiente del ADNc

de PECAM-1 (Albelda el aL, 1991).
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2.8.- MARCAJE DE ADN.

2.8.1.-FraEmentos de ADN de doble cadena

.

Los ADNs de doble cadena utilizados como sondas fueron marcados radiactivamente

con 30 gCi de [a-32P]dCTP siguiendo el método conocido como “Primer extension”
previamente descrito por Feinberg el al? (1983). Se utilizó un “Kit” comercial para marcaje
radiactivo “Muhiprime DNA labelling System” (Amersham). En cada reacción de marcaje

fueron utilizados 25-30 ng de ADN previamente desnaturalizados por calentamiento a 100 0C
durante 5 minutos. Tras la reacción de marcaje, el precursor radiactivo no incorporado fue
separado de la sonda marcada mediante cromatografia en columna de Sephadex G-50
(Boehringer N!anheim). La actividad específica de las sondas empleadas en el presente trabajo

osdiló alrededor de 1 o9 cpm/¡sg de DNA.

2.8.2.- Olleonucleátidosde doble cadena

.

El marcaje de oligonucleótidos de doble cadena para los ensayos de retardo en gel, se
realizó mediante la reacción de “fihling-in” (Sambrook el al?, 1989) empleando 10 ¡sí de

i<22-Pi dCTP, fragmento Klenow de la polimerasa 1 y 40 ng de ADN del oligonucleótido
anillado. El precursor radiactivo no incorporado se separó previa fenolización, por
precipitación con NaCí. La actividad específica de las sondas empleadas en el presente trabajo

fue de 0.8-1.2x109 cpm/gg de ADN.

2.8.3.- Oliilonucleótidos de cadenasencilla

.

Los oligonucleótidos de cadena sencilla se marcaron en sus extremos 5’ empleando 100

ng de oligonucleótido, 50 gCi de [y-32P]dATP y T4 polinucleótido quinasa de acuerdo a
condiciones previamente descritas (Sambrook el al?, 1989) obteniendo actividades especificas
de 2-4x108 cpm/gg.

2.9.-OBTENCIÓN DE CONSTRUCCIONES GENÓMICAS.

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 sometió a digestiones

dobles y sencillas con distintas combinaciones de enzimas de restricción. Uno de los
fragmentos, de 5.2 Kb HindIII/HindJIJ, dio una hibridación positiva. Este fragmento se clonó
en el plásmido pBS (Tabla 2.1) previamente digerido con HindIIL Para el clonaje del
fragmento de 5.2 Kb HindJJJ/HindIJJ, se hicieron romos los extremos mediante tratamiento de
los mismos con Klenow y se clonó en pXP2 previamente digerido con SmaI y defosforilado.
De esta manera, se obtuvo la construcción pCD31-5.0-LUC. A partir de esta construcción, se
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obtuvo pCD3 1 -4.0-LUC mediante digestión con PstJ-HindIIJ, haciendo romos los extremos y,
religando el vector pXP2. Las construcciones pCD3I-l.42-LUC y pCD31-0.66-LUC se
obtuvieron haciendoromos los fragmentos genómicos 1.42 Kb SmaI/PstIy 0.66 Kb NheJ/Pst!
obtenidos por digestión e insertándolos en el vector pXP2 previamente digerido con SmaJ y

defosforilado. La construcción pCD31-1.42-LUC se digirió con BglJJ dando lugar a un
fragmento genómico de 0.44 Kb y al vector conteniendo un fragmento de 0.98 Kb. El
fragmento de 0.44 Kb liberado de la anterior digestión se subclonó en pXP2 previamente
digerido éste con BamHI/BglJI y defosforilado obteniéndose de este modo la construcción
pCD3 1 -0.44-LUC. El vector conteniendo el fragmento genómico de 0.98 Kb se sometió a

tratamiento con Klenow para hacer romos los extremos y se religó dando lugar a la
construcción de pCD3I-0.98-LUC. A partir de la construcción de pCD31-0.66-LUC se
obtuvo la construcción pCD31-0.25-LUC mediante doble digestión con NotI-/BamHI y
religación. La construcción pCD3 1-0.98-LUC se obtuvo digiriendo pCD3 1-1 .42-LUC con
NheI/BglJI y religando. Finalmente la construcción pCD3 1 -0.22-LUC se obtuvo a partir del

fragmento genómico NheJ/BglII de 0.22 Kb, cuyos extremos se hicieron romos e insertando
dicho fragmento en el vector pXP2 previamente digerido con SmaI y defosforilado. Todas las
construcciones obtenidas fueron secuenciadas para comprobar su orientación.

2.10.- SECUENCIACIÓN DE ADN CLONADO.

La secuenciación de fragmentos donados de ADN genómico se efectuó siguiendo el
protocolo de Sanger (Sanger el aL, 1977), utilizando “77/ Sequencing KW’ de Pharmacia
Biotech, (Uppsala, Suecia). Las muestras, fueron separadas por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 6% en condiciones desnaturalizantes (Sambrook el al?, 1989), empleándose
los oligonucleótidos “PUC/M13 J?everse” y “PUC/M13 Forward” (Messing el aL, 1983) o
bien los oligonucleótidos internos específicos de PECAM-l, cuya secuencia se detalla en la
Tabla 2.3.

TABLA 2.3.- Oligonucleátidos internos utilizadosen la secuenciacióndel promotor de
PECAM-1.

PECAN!-l PE#3: 5’ CATCCTGAGAGTGAAGACTGCAGGCACAGTTAGTTC ~3’

PECAM-l PE#4: 5’ TGAAAAGCAGAAATTGCTCT -3’

PECAM-l PE#5: 5’ AGAGASACCGGCTGTGGCGC 3

PECAM-1 #7-AS: 5’ CTSTGGCGCTGGTCAGGTAATG 3’

PECAM-l #8-AS: 5~ CACTGTGAGGGGATTCCTCCCTGGC 3’

PECAM-1 #8-S: 5~ GGCAGGGAGGAATCCCCTCACAGTG 3’

PECAM-1#9-AS: 5’ CTGCTCTCCCAGGACATCCAGAAAG 3’

PECAM-l #l0-AS: 5 GCTGCTGGGGCAGGCTGAGCTT 3’

PECAM-1#Il-AS: 5’ CGTTATTCCTACTCC 3’
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2.11.- OBTENCIÓN DE TRANSFECTANTES.

En la realización del presente trabajo, se han generado tanto células transfectadas

establemente como células transfectadas de modo transitorio. Las células transfectadas
establemente fueron la línea 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 expresión cuyas características se resumen

en la Tabla 2.2.

Las transfecciones transitorias de las células U-937, REL y K562, se llevaron a cabo
mediante electroporación. Para ello se utilizó un electroporador “Gene Pulser” de Biorad

(Hércules, CA, USA). Entre 2-3x1 o7 células fueron electroporadas, utilizándose 40 ¡sg del

vector de expresión pXP2 conteniendo el DNA apropiado de PECAM-l y 10 ¡sg del control
interno pCMV-I3Gal (g-galactosidasa en el caso de HEL y K562) y pSEAP (Fosfatasa alcalina

en el caso de U-937). Para la electroporación, las células resuspendidas en 400 ¡sí de RPMI
(U-937 y HEL) o HEBS 2x (en el caso de K562), se mezclaron con el ADN (resuspendido en

100 ¡sí) en cubetas de 4 mm y utilizando las siguientes condiciones experimentales: 250 volt,
960 ¡xF de capacitancia, siendo la duración 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 continuación las células se resuspendieron en 10-20 ml de RPMI completo en
frascos de 75 cm2. En el caso de las células U-937, éstas fueron previamente lavadas con
RPMII antes de añadir el medio completo. Pasadas 14 h, las células transfectadas fueron lisadas
en 50 ¡sí de tampón de lisis lx “Reporter huffer lysis Sx” (Promega) y a partir de los extractos

celulares obtenidos se analizaron independientemente la actividad luciferasa, la actividad 13-
galactosidasa, y la cantidad de proteína, según procedimientos descritos en el apanado 2.12.
Para el tratamiento de los transfectantes transitorios de U-937 con ésteres de forbol, estos se
añadieron después del lavado y resuspensión de las células recién transfectadas.

Para la obtención de transfectantes estables de U-937, se siguió el mismo
procedimiento descrito que para la transfección transitoria pero con algunas modificaciones.

Los plásmidos se linearizaron previamente, siendo la cantidad de ADN utilizada de 80 ¡sg para
25-30 x106 células con una proporción de plásmido reportero/pBS pac Ap de 5:1. Tras el
proceso de transfección, las células fueron seleccionadas con 0.2 ¡sg/mi de puromicina. A
continuación se ensayó la actividad luciferasa del transfectante estable obtenido con la
construcción completa del promotor de PECAM- 1 pCD3 1-1 .42-LUC en el conjunto de clones
supervivientes U937#1 .6.2. En la realización del presente trabajo se ha utilizado, en todo
momento, una población policlonal de transfectantes.

Para el tratamiento con agentes activadores o inductores de diferenciación, los

transfectantcs estables de células U-93 7 se plaquearon el día anterior a una concentración de
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2.5x105 células/mi. La concentración de PMA utilizada fue 40 ng/ml en las células U-937. El

antioxidante PDTC se usó a 30 ¡sM, añadiéndose 1 h antes del PMA en los casos en los que
ambos se emplearon juntos. El AR se utilizó a una concentración final de 1mM; el TGF-I31 a
10 ng/mi y, el TNF-a a una concentración 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 estándard proporcionadas por el
fabricante. El día anterior a la transfección se plaquearon 0.4-0.6x105 células en placas de 60

mm (Nunc, Dinamarca). A continuación, 15 ¡sg del ADN reportero objeto de estudio, 7.5 ¡sg

del control interno (pCMV-I3Gal) resuspendidos en 100 ¡sí de DMEM sin suero, y 10 ¡sg de
Lipofectina, se mezclaron y mantuvieron durante 20 minutos a temperatura ambiente. Esta

mezcla se añadió a las células (200 ¡sí totales), completando hasta un volumen final de 3 ml con
medio DMEM sin suero que se incubo durante aproximadamente 24 h. Posteriormente, las

células se incubaron durante otro período de 24 h, se lisaron en 50 ¡sí de tampón de lisis lx
(Reporter buffer lisis Sx) de Promega, y a partir de los extractos celulares obtenidos, se

analizaron, independientemente, la actividad luciferasa, la actividad (3-galactosidasa y la
proteína según procedimientos descritos en el apanado 2.12. Las células BAEC se
transfectaron siguiendo el método descrito del fosfato cálcico (Chen el al?, 1988). El día
anterior a la transfección, se plaquearon 4x1 o5 células/ml en placas de cultivo de 60 mm. Las
transfecciones se realizaron con 15 ¡sg de ADN reportero y 7.5 ¡sg de pCMV-f3Gal. La
valoración de las actividades de luciferasa, [3-galactosidasaasí como la cantidad de proteína se
realizó a las 48 h postransfección.

Las sublineas celulares Kmyc B y KMIIvIT se transfectaron transitoriamente por
electroporación usando las mismas condiciones que para la linea parental K562. La cantidad de
ADN en cada transfección se normalizó utilizando un plásmido que contuviera el promotor
CMV como portador de ADN. Las eficiencias de la transfección se normalizaron con fines
comparativos entre las lineas celulares y las distintas construcciones por cotransfección con el
plásmido de expresión pCMV-I3Gal.

La transfección transitoria de células Mvl Lu se realizó igualmente con Lipofectina

siguiendo las condiciones estándard proporcionadas por el fabricante y utilizando 10 ¡sg de
ADN total. Como en los casos anteriores, la eficiencia de la transfección se normalizó por

cotransfección con pCMV-130a1. Como control positivo de respuesta a TGF-13 se utilizó el
vector de expresión p3TP-Lux (Tabla 2.2) inducible por TGF-13 (Wrana el al?, 1992). Cada
punto transfectado se dividió en dos: una mitad utilizada como control del tratamiento y la otra
mitad se trató con Sng/ml de TGF-j31. Las células se colectaron a las 48 h postransfeccion.

La transfecciones transitorias en células Jurkat, K562 y HeLa realizadas con la

construccción de PECAM-1 pCD3 1-0.66-LUC y el vector de expresión para la subunidad páS
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de NFKB pRc/CMV-p65 se llevaron a cabo utilizando Lipofectina y siguiendo las condiciones
recomendadas por el fabricante. La normalización de la eficiencia de la transfección en cada

punto, se realizó por cotransfección con pCMV-13Gal.

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

Los ensayos de la actividad luciferasa se realizaron a las 14, 24 ó 48 horas después de

la transfección, empleando métodos descritos (Brasier eL al?, 1989; Wood eL al?, 1991), y
utilizando “Luciferase Assay System Kit” (Promega). Para los ensayos de actividad luciferasa

se emplearon las construcciones obtenidas del promotor de PECAM-l donadas en el vector de
expresión pXP2. Como control positivo de la transfección se utilizó el vector pGL2-Luc que
contiene el promotor temprano del 5V40. Se asumió que el promotor de 5V40 en pGL2-Luc,
era capaz de dirigir niveles similares de transcripción del gen de la luciferasa en todas las lineas
celulares. Las determinaciones de la actividad luciferasa, se realizaron en un luminómetro
BioOrbit 1250 LKB con un tiempo de medida de 25 segundos. La normalización de las

eficiencias de la transfección con fines comparativos entre las distintas construcciones y lineas
celulares, se realizon con pCMV-[3Gal. Los ensayos de determinación de la actividad [3-
galactosidasa se efectuaron de acuerdo a métodos previamente descritos (Sambrook et. aL,
1989). Las actividades enzimáticas se refirieron a la cantidad de proteína en el extracto
correspondiente. La proteína fue ensayada mediante el método de Bradford (Bradford eL 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 fórmula:

donde p-X-LUC representa todos aquellos plásmidos ensayados que llevan el gen marcador de

la luciferasa.

Con fines comparativos, la inducción de la actividad promotora por agentes
diferenciadores (PMA) o citoquinas (TGF- 131) se definió según la siguiente relación:

Actividad luciferasa p-X-LUC
RLUp-X-LUC =

Actividad pCMV-13Gal
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2.13.- IDENTIFICACIÓN DE LOS SITIOS DE INICIO DE LA TRANSCRIPCIÓN EN
EL PROMOTOR DE PECAM-1.

2.13.1.- Amplificación del extremo 5’ del ADN genóinico de PECAM-1 mediante la
técnica de “PCR”

.

Para llevar a cabo los ensayos, se utilizó el “5 ‘AmplWnder RACEKit” (Clontech,Palo
Alto, CA). La síntesis del ADNc, se llevó a cabo utilizando 10 ¡sg de ARN total obtenido de
células U-937 tratadas con PMA (10 ng/ml durante 48 h) que fue retrotranserito a 44 0C
durante 30 minutos utilizando como transcriptasa reversa M-Mlv (Clontech) y el

oligonucleótido antisentido especifico de PECAM-1 PE #3 correspondiente a la región 5’ de
PECAM-1 de la secuencia del ADNc descrita (Albelda et. aL, 1991). El ARiN residual se
hidrolizó con hidróxido sódico, y el ADNc sintetizado, se purificó mediante un soporte de

bolitas (GENOBIND particles, Clontech). El oligonucleótido de cadena sencilla
(oligonucleótido de anclaje) de 35 pb proporcionado en el “Kit”, se ligó al extremo 5’ del
ADNc sintetizado utilizando T4 RNA ligasa. A continuación, se llevó a cabo una amplificación
por PCR utilizando un oligonucleótido interno al oligonucleótido de anclaje (oligonucleótido

de anclaje 2) y los oligos específicos antisentido de PECAM-1 PE#4 y PE#5. Las reacciones
de amplificación tuvieron lugar en un volumen final de 100 ¡sí con una concentración 5 ¡sM de
cada oligonucleótido. El programa de amplificación consistió en 30 ciclos con 45 s a 95 0C
para la desnaturalización, 45 s a 56 0C para el ani]laniiento y finalmente, 1 s a 72 0C para la
extensión. Al finalizar los 30 ciclos, tuvo lugar una extensión final durante 10 mm a 72 0C.

(Clackson ett aL, 1991). Estas amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador
automático Perkin Elmer modelo “Gene PC]? System9600”. Los productos de PCRobtenidos

se analizaron y separaron mediante electroforesis en agarosa de bajo punto de fusión al 2% y el
clonaje de estos productos se realizó utilizando un vector conteniendo extremos 3’

protuberantes en deoxitimidina según procedimiento descrito (Marchuk eL aL, 1991),

proporcionado por Invitrogen “TA cloningPC]? ‘~, California, USA. Los plásmidos resultantes,
se transformaron con bacterias DH5 a’ competentes (Chung eL aL, 1988) y plaquearon en LB

suplementado con ampiciina y X-Gal según métodos descritos (Sambrook eL al?, 1989). Se

seleccionaron 24 colonias y el ADN purificado de las mismas, se sometió a secuenciación
según el apartado 3.11 descrito anteriormente.

INDUCCIÓNDELA RLUen células tratadas
ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL =

RLUen celulas sin tratar
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La secuencia de los oligonucleótidos utilizados es la descrita a continuación:

PECALM-í PE#3 5’- CATCCTGAGAGTGAAGACTGAGGCAGAGTTASTTCTGCCTTC-3

PECAM-1PE#4 5’- TGAAAAGCAGAAATTGCTCT-3

PECAM-íPE#5 5’- AGAGAGACCGGCTGTGGCGC-3

2.13.2.-Ensayo de proteccióncon nucleasaSi

.

Se llevó a cabo utilizando un “Kit” comercial “Si Assay TM “(Anibion, mc). El

oligonucleótido PE #6 (5’- GTCTCTGCTTTTCCAGTCCTCCCCTTCCCCCATCAAAGAG

GGCTTTTGCCACACAGCATAAGT-3’) fue marcado en su extremo 5’ con [y-32P]dATP y

T4 polinucleótido quinasa. 25 ¡sg de ARN total procedente de U-937 tratadas con PMA (10
ng/ml durante 48 h) ó ARNde levadura como control negativo, y aproximadamente 5x105

cpm del oligonucleótido marcado se hibridaron a 42 0C durante 18 h en tampón de hibridación

(80% formaniida desionizada, 100 mM citrato sódico PH 6.4, 300 mMacetato sódico pH 6.4,

1 mM EDTA). Posteriormente, la muestra se sometió a un proceso de digestión con nucleasa
Sl (250 U/mi) durante 30 minutos a 37 oc y a una precipitación con etanol. Los fragmentos
protegidos se analizaron en un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes al 8%.

Como marcador de tamaños de ADN se utilizó ADN del fago $X174 digerido con Hínfl

marcado radiactivamente en el extremo terminal 5’ con [y-32P]dATP. Las bandas específicas
radiomarcadas, fueron detectadas con un Phosphorimager 41 OA y el paquete informático
ImageQuant (Molecular Dynamics, Sunnyvale, EEUU).

2.14.- CITOMETRIA DE FLUJO.

El análisis por citometría de flujo se llevó a cabo a 4 0C, mediante incubación de 100 ¡sí

de suspensión celular en PBS (concentración aproximada de 5x106 células/mi) con el

correspondiente anticuerpo (100 ¡sí de una dilución 1/500 de fluido ascitico HCI/6), durante 30
minutos. Tras un lavado con 1 mi de PBS, las células se centrifugaron y se descartó el

sobrenadante. Sobre el sedimento celular se añadieron directamente 50 ¡sí de una dilución 1/30
de fragmentos F(ab)’

2 de conejo anti-ratón marcados con isotiocianato de fluoresceína

(Dakopats, Noruega). Tras una nueva incubación durante 30 minutos, las células fueron lavadas
como antes, centrifugadas y resuspendidas en 250 ¡sí de PBS. Dichas muestras fueron analizadas
con un citómetro de flujo modelo EPICS CS o EPICS XL (Coulter Científica, Móstoles,
España), usando amplificación logarítmica 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) (Cabañas

eL al., 1989) y TPI/8 (anti-CD69) (Cebrián eL al?, 1988) donado generosamente por el Dr.
Francisco Sánchez Madrid.

2.15.- ENSAYOS DE CAMBIO DE MOVILIDAD ELECTROFORETICA.

Los ensayos de cambio de movilidad electroforética de oligonucleótidos de doble cadena

se efectuaron de acuerdo a métodos ya descritos (Chodosh et. aL, 1986).

2 15.1- Obtenciónde los extractosnucleares

.

Los extractos nucleares en pequeña escala se obtuvieron de acuerdo a un método
previamente descrito (Schreibert eL al?, 1989). Se recolectaron 1 -2x1 o~ células mediante

centrifugación a 1.000 r.p.m a 4 0C durante 5 minutos, se lavaron con PBS y se resuspendieron
en 1 ml de tampón TBS (Tris 20 niM pH 7.5, NaCí 0.5 M). Las células se centrifugaron y se
resuspendieron en un tampón de homogeneización hipotónico (Hepes 10 mM pH 7.9, KCl 10
mM, EDTA 0.1 mM, EGTA 0.1 mM) suplementado justo en el momento de su utilización con
una concentración final de 5 ¡sg/ml leupeptina, 2.5 mM DTT y 1.2 mM PMSF. Una vez

resuspendidas las células, se mantuvieron en hielo 15 minutos, añadiéndose al cabo de este
tiempo NP-40 a una concentración final de 0.6%. La fracción nuclear se obtuvo mediante

centrifugación a 1.200 r.p.m. a 4 0C durante 1 minuto, eliminéndose el sobrenadante. Al
precipitado nuclear, se le añadió el tampón de extracción (Hepes 20 mM pH 7.9, glicerol 25%,

NaCí 0.4 M, EDTA 1mM, EGTA 1 mlM), suplementado igual que en el caso del tampón de
homogeneización, agitándose a continuación durante 15 minutos a 4 0C. Las muestras se
centrffiigaron a 1.200 r.p.m. a 4 0C durante 5 minutos. Los extractos nucleares (sobrenadante)
se alicuotaron y almacenaron a -70 0C hasta su utilización. La cuantificación de proteína en el
extracto se realizó según se describe en el apanado 2.12.

2.15.2.- Anillamiento de los oli2onucleótidosde cadena sencilla

.

Para la obtención de oligonucleótidos de doble cadena, 30 ¡sg de cada uno de los
oligonucleótidos de cadena sencilla (complementarios entre s9 se hibridaron mediante

calentamiento durante 5 minutos a 85 0C en 75 ¡sí de una solución conteniendo 500 mM Tris-
HCI pH 7.5, 10 mM espermidina, 100 niM MgCI

2, 50 mM DTT. A continuación, se dejó enfriar
la mezcla hasta 40

0C pasando la muestra posteriormente a un baño de hielo.
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2.15.3.- Ensayosde unión

.

Los ensayos de unión se realizaron incubando 10 ¡sg de proteína nuclear, 4 ¡sg de poli-

(dl-dC) y 5 ng de oligonucleótido marcado radiactivamente en un volumen final de 20 ¡sí
durante 20 minutos a 4 0C.

Los ensayos de unión para SP1 y EGR-1, se efectuaron en presencia de un tampón de
reacción conteniendo 10 mM KCI, 5 mM MgCI

2, 0,1 mM ZnCl2, 0.5 mM DTT, 0.05% (w/v)
NNO, 12% glicerol, 1 mg/ml BSA y 20 mM Hepes pH 7.5 en hielo durante 20 minutos. Los

ensayos de unión en el caso de NRa, se hicieron en tampón con la siguiente composición:
10mM Hepes PH 7.8, 10 mM DTT, 0.1 mM EDTA, 170 mM NaCí, 10% glicerol, 10 ¡sg BSA
durante 20 minutos a 4

0C.

Para experimentos de competición, se incubó un exceso de 50-100 veces de

oligonucleótido no marcado (según se indique) durante 20 minutos a 4 0C antes de añadir el

oligonucleótido marcado radiactivamente. Del mismo modo, anticuerpos frente a SPl

(proporcionados generosamente por el Dr. 5. Jackson, Cambridge, UX) o EGR-1 (Santa Cruz

Biotechnology, CA, USA), pSO, p65 o c-Rel (proporcionados generosamente por el Dr.

Eduardo Muñoz, Córdoba, Spain), fueron incubados con los extractos nucleares durante 15

minutos a 4 0C antes de añadir la sonda marcada a la mezcla de reaccion.

Para preparar la oligo-sonda que contiene una secuencia de reconocimiento para el factor

de transcripción NF-KB, se utilizaron los oligonucleótidos:

NFicB-PECAM-1:
5’-
3’-

GGCAGGGAGGAATCCCCTCACAGT
GTCCCTCCTTAGGGGAGTGTCAGG

-3’

NFicB-CDlIc
5’- GATCGAGGGGACTTTCCCTAGC

AGCTCCCCTGAAAGGGATCGGG
-3’
-5’

La secuencia de NFicB-PECAM-l corresponde a los nucleótidos +102 a +129 de la

secuencia genómica del promotor de PECAM-l. La secuencia de NiFicB-CDl lc corresponde

al sitio consenso para el factor de transcripción NIFcB del promotor de CDlic.

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

AP-2 unas vez anillados se detallan a continuación. Los nucleótidos que aparecen en negrita

representan la localización de la mutación.
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Spl¡EGRl -PECAM-l ~ - GCATTCCAASCTCAGCCTSCCCCAGCA

3’- TAAGGTTCGAGTCGGACGGGGTCGTGG -5,

Spl/EGR1-DCl1c S’ GCGTACTCTGCCCGCCCCCTCTGACTC
3’- CCGCATGAGACGGGCGGGGGAGACTGAGG -5’

Spl/EGR1-CDl 1 c-mut 5’~

3’-

GCGTACTCTGCCGAATTCCTCTGACTC

GCATGAGACGGCTTAAGGAGACTGAGC

-3’

-5’

AP2-CDl1a 5’ CTCCCTGAACCCCTGCGGTTTCACAACTCCTG 3’
3’- GGAGGGACTTGGGGACGCCAAAGTGTTGAGGACC-5’

AP2-CD1 1 a-mut 5’ CTCCCTGAACCCGAATTCTTTCACAACTCCTG -3~
3’- GGAGGGACTTGGGCTTAAGAAAGTGTTGAGGACC -5’

La secuencia de Spl¡EGR-1-PECAM-l corresponde a los nucleótidos -109 a -76 de la

secuencia genómica del promotor de PECAM-1. La secuencia de Spl¡EGR1-CD1 lc

corresponde a los nucleótidos -81 a -55 del promotor CD1 lc y contienen la secuencia consenso
para los factores de transcripción Spl y EGR-l (Klemsz eL al?, 1990). La secuencia de AP-2-
CD1 la corresponde a los nucleótidos -110 a -80 del promotor de CDI la y contiene un sitio
consenso para el factor de transcripción AP-2 (Klemsz eL al., 1990).
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Figura 3.4.-Secucucianucleotídica de la región 5’ flanqueante y parte del primer exón del gende PECAM-1. La
numeración, enel margen izquierdo, estáreferida al sitio de inicio de la transcripción(+1) del focode transcripciónen5’
determinadoporanálisisde5’ RACE. Las flechas decolor verdeindican los sitios de inicio dc la transcripción encontrados
enel presentetrabajoencélulasU-937 (posiciones-7, -6, +1, desde+9 hasta+18, y +53) o por otros autoresen células
endoteliales(+301) (Kirschbaumet. al., 1994).La localización del oligonucícótido PE#2 utilizado en el escrutinio de la
genoteca aparecesubrayadocon línea verdea trazos.La localizaciónde los sitios consensode las enzimasde restricción
utilizadasparaobtenerlas deleccionesdePECAM-l aparecenrepresentadasmediantepuntasde flechas invertidas encolor
rojo. Las secuencias consensoparala uniónde factores detranscripciónencontradasaparecendestacadasen recuadrosen
color azul con el nombre correspondientedel factor de transcripción.Entre estos sitioscabedestacartanto factoresde
transcripciónubicuos como específicos detejido así como factoresde transcripción dependientesde diferenciación.Se
destacala existenciade sitios Spl, EGR-1, LyF-1, AP-2, cts, YYI, GATA-l, GATA-2, GATA-3, CCACC, NFicB,
heptámero(IffPT), octámeroimperfecto(OCT), E-Box, HMG, elementoderespuestaaglucocorticoides (ORE), elementos
derespuestaaAR, elementosderespuestaaShear Stress(551ff). Los dossitios LyF-1 están flanqueados en laregiónmás
3’ porunasecuenciade 13 nucleétidos(subrayado azul).La secuenciaMu, localizadaentrelasposiciones-571 y -242está
representadacon unacaja rosa. Estasecuencianucleotídicaha sido sometida a labasede datos EMBL/GenBank con el
número deaccesoX96848. Lasecuenciadeaminoácidosderivadadel primerexón,semuestrautilizando uncódigosimple
deletrasy subrayando cada unode los tripletesquecodificanparacada aminoácido.

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 1{MG (High Mobility Group) en tándem
(+200, +214, +218 y +223) y dos sitios CIEBP (-598 y -172), tres elementos de respuesta al

estrés (shear stresselement)SSRE (+353, -74 y -335), un sitio de reconocimiento para
glucocorticoides GRE (-213) y en la posición +63 un elemento de respuesta para procesos en
fase aguda (acuteresponsive element)APRE.

Además de los citados, se encontraron otros motivos de reconocimiento asociados con
el proceso de diferenciación hematopoyética. Concretamente cuatro sitios consenso para la
familia ets de factores de transcripción (Klemsz eL 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 dirigir la expresión génica durante la diferenciación
eritroide/megacariocítica y de líneas de mastocitos (Orkin eL al., 1992); un sitio consenso para

un factor de transcripción de la familia de los “dedos de zinc” EGR-1 (Nguyen eL al?, ¶993)
localizado en la posición -86, tres sitios consenso para el factor de transcripción NFicB en las
posiciones +110 , +76 y -409 (los dos últimos dispuestos orientación reversa); y 5 motivos de
reconocimiento para la respuesta a ácido retinoico (de Thé eL aL, 1990) en las posiciones
+401, +188, +119, -66 y -356.

Igualmente, hemos identificado tres posibles secuencias relacionadas con el linaje

linfocítico: octámero imperfecto (+181), heptámero (-317) y Lyf-l (-770 y -294).
Curiosamente, los dos sitios LyF- 1 flanquean la región 3’ con una secuencia idéntica de 13
nucleótidos, sugiriendo un papel funcional para ambos fragmentos. Entre los nucleótidos -571
y -242 se extiende una secuencia ubicua Mu que contiene algunas de las secuencias descritas

anteriormente como elementos SSRE, heptámero, NIFicB, LyF-l, Spl y AP-2. Tal como cabría
esperar, esta secuencia Alu está flanqueada tanto en el extremo 5’ como en el extremo 3’ por
regiones que contienen pequeñas repeticiones de 15 nucleótidos.
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megacarioblástica, CD3l~), K562 (linea eritroleucémica humana, CD31~), HeLa (Carcinoma
de cérvix humano, CD3U) y NCTC-929 (fibroblastos de ratón, CD3L).

En estos ensayos, incluimos como control positivo el plásmido pGL2P-Luc en el que
el promotor de 5V40 controló la expresión del gen de luciferasa. La capacidad de cada una de

estas construcciones para promover la transcripción se determinó valorando la actividad
luciferasa de los extractos citoplásmicos obtenidos a partir de las células transfectadas. Para
cada ensayo los valores de actividad luciferasa se corrigieron en función de la eficacia de

transfección para cada construcción utilizando los valores de actividad [3-galactosidasa

obtenida por la co-transfección del plásmido CMV-I3Gal tal y como se explica en el apartado

2.12. El resultado numérico de las transfecciones se refirió respecto al vector pGL2P-Luc,

utilizado como control positivo de la transfección, conteniendo el promotor del 5V40 y

considerándose arbitrariamente este valor como 100 en todas las líneas 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 región

reguladora de PECAM- 1.

La mayor actividad transcripcional la presentó con diferencia la línea celular K562,
seguida por una importante actividad en células HIEL 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 líneas celulares que no expresaban PECAM-l como son HeLa y NCTC-929 fueron
insignificantes. Concretamente, la actividad luciferasa respecto a HeLa y NCTC-929, fue entre
11-575 veces en K562, entre 4-77 veces en HIEL y entre 2-57 veces en U-937. El vector de

expresión pXP2 vacío, utilizado como control negativo, presentó una actividad luciferasa que
estaba dentro del nivel de fondo. Estos datos muestran una clara correlación entre la capacidad
de promover la transcripción y la expresión de PECAM-l en cada una de las lineas celulares
descritas (Figura 3.7).

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

Para determinar la secuencia promotora mínima capaz de inducir actividad promotora

específica de tejido, se comparó la actividad promotora de una serie de delecciones en 5’ del

promotor de PECAM-l entre líneas celulares que expresaban PECAM-1 y aquellas que no lo

expresaban. La construcción pCD31-1 .42-LUC y su derivada pCD31 -0.44-LUC en células

K562 que expresaban PECAM-1 en su superficie, mostraron actividades medias similares a las

obtenidas con la construcción del promotor del 5V40.
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fragmento de 0.22Kb NheI/BglJI, identificó un sitio potencial de unión para la familia de

factores de transcripción ets, asociada a veces con los procesos de inicio de la transcripción

génica (Wasylyk el. aL,. 1993). Igualmente, se identificaron secuencias consenso AP-2, Spl y

EGR-1, así como secuencias de reconocimiento para elementos de respuesta a ácido retinoico

y shearstress.

Para localizar la existencia de algún sitio de iniciación funcional de la transcripción
dentro del fragmento de 0.22 Kb NheI/BglI4 se realizaron experimentos de amplificación de la

región 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/mI) fue hibridado con el oligonucleótido antisentido

PE#3, utilizado como cebador para el enzima transcriptasa reversa en presencia de

deoxinucleótidos. Una vez que el ARN total celular, fue retrotranscrito a ADNc, se ligó un

oligo de anclaje al extremo terminal 5’ del ADNc sintetizado utilizando una ARN ligasa. La
amplificación mediante la técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) de la región

flanqueante 5’ del gen PECAM-l se realizó utilizando los oligonucleótidos PE#4 y PE#5
internos a la secuencia del ADNc sintetizado, así como un oligonucleátido interno al

oligonucleótido de anclaje citado (oligonucleótido de anclaje 2), tal y como se describe en la

Figura 3.9A. Una vez completados los 30 ciclos de amplificación por PCR, los productos
obtenidos se sometieron a análisis mediante técnicas electroforéticas en gel de agarosa. Como
se puede apreciar en las Figuras 3.9A y 3.9B se obtuvieron dos tamaños distintos de bandas
cuando la amplificación se realizó en células U-937; unas de aproximadamente 400 pb (bandas

a y b) y otras de 100 pb (bandas c y d). En cambio, la amplificación en células endoteliales

HUVEC, sólo generó un tamaño de banda de aproximadamente 100 pb. El tamaño de los
pares de bandas específicas c/d y a/b resultaron ser compatibles con los sitios de iniciación

dentro de los fragmentos 0.44 Kb BglIIIPstJ y 0.22 Kb NheI/BgLlI, respectivamente. Por
tanto, mediante la técnica 5’ RACE efectuada en células U-937 hemos encontrado sitios de
inicio de la transcripción por encima de los descritos hasta el momento que se localizan en los

fragmentos de 0.22 Kb NheJ/BglIIy 0.44 Kb BglJI/PstI,mientrasque en células endotellales,
los productos de PCR obtenidos correspondían únicamente al inicio de transcripción localizado

dentro del fragmento de 0.44 Kb BglII/PstI. Estos resultados apoyan la existencia de actividad
transcripcional obtenida con la construcción p-CD3 1 -0.22-LUC de 0.22 Kb en experimentos
de transfección transitoria efectuados en U-937. Cada una de estas bandas obtenidas en el 5’
RACEfue aislada y purificada a partir de un gel de agarosa y donada en el vector pCRII de

extremos 3’ protuberantes en timidina. En la Figura 3.9C se muestran las secuencias
nucleotidkas obtenidas al analizar las bandas de 400 pb y 100 pb. La secuencia de las bandas

de 400 pb demostró un inicio de transcripción en adenosina dentro del fragmento de 0.22 Kb

NheI/BglJIque recibió la numeraciónm±1, sugiriendo que la región de 173 nucleótidos hacia el

extremo más 5’, era la responsable de la actividad transcripcional especifica en lineas mieloides

de la construcción pCD31 -0.22-LUC. Además, la secuenciación de la banda más pequeña, de
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construcción pCD31-0.22-LUC. Además, la secuenciación de la banda más pequeña, de
aproximadamente 100 pb, obtenida con la amplificación por PCR en las células U-937 tratadas
con PMA, mostró un sitio de inicio de la transcripción en la posición +253 localizada a 48
nucleótidos en dirección 5’ respecto al inicio de transcripción descrito en células endoteliales
(Kirschbaum eL aL, 1994).

Para confirmar la existencia del sitio de iniciación de la transcripción encontrado dentro

del fragmento de 0.22 Kb NheJ/BglII, se llevaron a cabo ensayos de protección con nucleasa

Sí. El esquema del fragmento de ADN estudiado, así como la localización del oligonucleótido

empleado y el resultado obtenido, se muestra en la Figura 3.10. Para llevar a cabo estos

ensayos, se diseñó un ollgonucleótido antisentido de 63 pb de la región 3’ del fragmento

genómico de 0.22 Kb NheIIBglIJ, cuya secuencia se detalla en el apartado 2.13.2 apanado de

“Materiales y Métodos”. El extremo 5’ de este oligonucleótido se marcó con [y-32P]dATP e

hibridó con ARN total de células U-937 tratadas durante 48 h con PMA (10 ng/mi).

Posteriormente, se digirió con nucleasa Si. Como se muestra en la Figura 3.IOB, se

observaron dos agrupaciones diferentes de bandas protegidas denominadas “Fragmento 1” y

“Fragmento 2”, que sugerían la existencia de múltiples sitios de iniciación de la transcripción

detectados dentro de una región de 25 pb. Es interesante resaltar, que el inicio de la

transcripción determinado por la técnica de 5’ RACE y que recibe la numeración de +1

(Figura 3.9), mapea precisamente en la región intermedia entre el fragmento 1 y el 2. Los

resultados obtenidos en los experimentos de 5’ RACEy nucleasa Sí, considerados en

conjunto, demuestran la existencia de múltiples sitios para el inicio de la transcripción en el

fragmento genómico de PECAM-1 NheJ/BglJJde 0.22 Kb. A su vez, esta afirmación está

avalada por la potente actividad transcripcional obtenida con la construcción de 0.22 Kb

pCD3 1 -0.22-LUC. Otro dato que confirma esta teoría, es la existencia de dos tránscritos de

3.4 y 3.7 Kb de PECAM-1 cuando se realiza un análisis por Northern blot. Esta diferencia de

unos 300 pb es aproxlinadaniente la diferencia existente entre los dos sitios principales de

inicio de la transcripción.

Posteriormente, analizamos si la construcción de PECAM-í que contenía el fragmento

de 0.22 Kb de NheI/BglJJ presentaba distinto comportamiento en células de distinta

procedencia, esto es, en líneas celulares de linaje mieloide representado por la línea 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 detectó en las construcciones pCD3 1 -0.44-LUC y pCD3 1-

0.25-LUC cuyas RLU fueron de 1.6 veces y 6.8 veces con respecto a la construcción pCD3l-

0.22-LUC respectivamente. De forma inversa, en células monocfticas el fragmento de
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3.6.- IMPLICACIÓN DE LA ACTIVIDAD PKC EN LA EXPRESIÓN DE LA
ACTIVIDAD DE PECAM-1.

Está descrito que la expresión del antígeno de membrana PECAM-1 está inducida
durante el proceso de diferenciación de lineas monocíticas U-937 y 1-IIL-60 hacia linaje
macrofágico (Cabañas et. aL, 1989; Goldberger eL al., 1994). Igualmente, está ampliamente
documentado que los ésteres de forbol activan la proteína quinasa C (PKC). Por tanto
quisimos estudiar si esta actividad enzimática estaba directamente implicada en el control de la
expresión de esta proteína. Se llevaron a cabo experimentos de citometría 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 adición de inhibidores descritos para PKC como son H-7 o estaurosporina

disminuía la expresión de la proteína de superficie PECAM-1. Además, los compuestos DOG y
OAG, dos diacilgliceroles sintéticos que se comportan igual que el activador fisiológico de
PKC, también fueron capaces de inducir la expresión de PECAM-1 en la misma proporción
que el PMA. Igualmente, OAG en presencia de un inhibidor de PKC como es H-7 disminuyó la
expresión de la proteína de superficie PECAM-1 en igual proporción que la estaurosporina o
HI-7 lo hicieron con el pretratamiento de PMA. Este efecto inhibidor resultó ser dependiente de

la dosis como se aprecia en la Figura 3.12B hasta una concentración de 250 gM de H-7 en la
que PECAM-1 mostró una inhibición similar a la que presentó CD69 en presencia de H-7. Para
este experimento se utilizó como control la expresión de CD69, cuya actividad es dependiente
de PKC (Cebrián eL aL,1989). Por otra parte, el análisis del ARNm mediante NorthernBlot de
los tránscritos específicos de PECAM-l de 3.7 Kb y 3.4 Kb mostró un incremento de forma
constante durante la diferenciación de células U-937 inducidas con PMA, alcanzando un
máximo entre las 24-48 h de tratamiento (Figura 3.12C).

3.7.- IDENTIFICACIÓN DE LOS ELEMENTOS DE RESPUESTA A ÉSTERES DE
FORBOL EN EL PROMOTOR DE PECAM-1.

3.7.1.-Reilulación transcripcional de PECAM-1 uor ésteresde forboL

Los datos expuestos anteriormente, sugieren la implicación de la actividad PKC en la
regulación 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 dcl
tratamiento con los ésteres de forbol (Bellón, Tesis doctoral, 1993). Para tratar de confirmar la
regulación transcripcional de PECAM-1 por los ésteres de forbol, utilizamos el transfectante
estable conteniendo el promotor de 1.42 Kb de PECAM-l en células U-937.
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El análisis de la secuencia de ADN de este fragmento reveló la existencia de sitios

consenso de unión de thctores de transcripción implicados en la respuesta a ésteres de forbol.
Estos sitios potenciales de unión de Itctores de transcripción 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 el. al., 1993; Williams et. aL, 1993).

A continuación, se analizó si el PMA era capaz de inducir una interacción entre estos
factores con los sitios consenso de la secuencia de PECAM-l. Con este propósito, se
realizaron experimentos de retardo en gel utilizando como sonda el oligonucleótido bicatenario
Spl¡EGR1-PECAM-1 que se extiende desde los nucleótidos -109 hasta -76 de la secuencia

genómica de PECAM-l (Figura 3.14A). Los experimentos de retardo en gel se muestran en
la Figura 3.15 donde se resumen los resultados obtenidos en un primer estudio de tipo cinético
que se realizó con extractos nucleares de células U-937 o K562 tratadas con PMA. Se observó
una inducción temprana (1 h de tratamiento) de un complejo ADN-proteína que desaparecía
después de 24 h de tratamiento. La formación de este complejo retardado ADN-proteína
sugería una interacción entre la secuencia nucleotídica y una proteína presente en el extracto
nuclear de ambas lineas celulares. La formación de este complejo resultó ser específica como

se muestra en la Figura 3.15A ya que se inhibía eficazmente en presencia de un exceso de 50
veces de oligonucleótido sin marcar. En la Figura 3.15B se muestra cómo el complejo
formado se compite con un oligonucleótido consenso para Spl¡EGR-I, pero no se observó

alteración alguna del complejo al añadir un exceso de ollgonucleótido mutado SplIEUR-1l, ni
tampoco se compitió con un oligonucleótido consenso para unir AP-2.

Los datos obtenidos hasta el momento sugieren que el sitio identificado como AP-2 no

interviene en la inducción de la actividad promotora de PECAM-l por los ésteres de forbol,
sino que esta inducción es debida a Spl/EGR-1. En todos los experimentos realizados, el
complejo formado, aparecía siempre como un doblete sugiriendo que se encontraban
involucradas al menos dos proteínas distintas presentes en el extracto de ambas líneas
celulares. Para comprobar si Spl¡EGR-1 participaban en el complejo ADN-proteína, se llevó a

cabo el experimento de la Figura 3.15C, donde se muestran competiciones del complejo
formado con anticuerpos dirigidos frente a EGR-l y frente a Spl. En este caso se realizó un
ensayo de retardo en gel utilizando extractos celulares de U-937 tratadas con PMA y como
sonda marcada radiactivamente se utilizó el oligonucleótido bicatenario Sp l¡EGR- 1 de
PECAM-1. Al añadir en la mezcla de reacción un anticuerpo frente a EGR-1, se observó la

desaparición de la banda inferior del doblete respecto al control donde se añadía suero
preinmune. Además, al competir el complejo con anticuerpo especifico frente a Sp1 la banda
que desapareció fue la superior. Estos resultados, indican que la banda superior contiene Spl

mientras que la inferior, contiene EGR- 1.
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de inducción 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 transcripción de PECAM- 1, aún cuando
aparentemente no afecta a su expresión en membrana. Futuros estudios nos permitirán
determinar si el mantenimiento del nivel de expresión de PECAM- 1 en membrana se debe a

cambios en los niveles de mensajero de PECAM-1 o son resultado de una regulación
postransduccional de PECAM-l.

3.9.-REGULACIÓN TRANSCRIPCIONAL DE PECAM-1 POR c-MYC.

3.9.1.- Presencia de secuencias de unión bHLH (E-BOX1 en la región reguladora de

PECAM-1

.

Las proteínas que interaccionan generalmente con ADN designadas como bHLH basic

Helix Loop Helixson factores de transcripción que reconocen específicamente secuencias E-
box (CANNTG) a través de su región básica y son capaces de formar homo-heterodímeros a
través del dominio HLH (Murre et. al?, 1994). Estos factores de transcripción juegan un papel
muy importante en la progresión del ciclo celular y proliferación. Una subclase de las proteínas
bHLH son las bHLH-Lz que además, cuentan con un dominiio de cremalleras de leucina e
incluye factores de transerición tales como la familia Myc (Myc, Max, Mad, Mxi), TFE 3, TF-
EB, E-box, así como los USF (Upstreatn Stñnulat¡on Factor) (Murre eL al?, 1994). En

general, el proceso de diferenciación celular requiere una bajada en la regulación génica de
c-Myc, el cual está implicado en el control del ciclo celular (Larsson eL al., 1988). Durante la
diferenciación mieloide, existe una disminución tanto de los niveles de mensajero como de la
expresión de c-mycmientras que los oncogenes c-fosy c-jun están aumentados. Por otra parte,
la expresión de PECAM-1, también está sometida a una regulación dependiente de la
diferenciación (Cabañas eL al?, 1989; Goldberger eL al?, 1994). Además, en el presente trabajo
se ha demostrado que el tratamiento de diferenciación de monocito a macrófago induce la
activación transcripcional de PECAM-1 entre 2-3 veces. Estos datos sugieren que el aumento
de la expresión de PECAM-1, necesita de la disminución de la expresión de c-Myc. En favor

de esta hipótesis está el hecho de que el tratamiento con TGF-131 de células U-937 inhibe la
proliferación, y por tanto los niveles de c-Myc, y esta disminución va acompañada de un
aumento de la expresión de PECAM-1 (Lastres eL aL, 1994). Todas estas evidencias en su

conjunto nos indujeron a estudiar si c-Myc tenía alguna influencia directa sobre la actividad
transcripcional de PECAM-1. La búsqueda de sitios potenciales de unión de c-Myc dentro de
la región reguladora de PECAM-I localizó dos cajas E-box en las posiciones: +184/+188
(CAAATG) y +1911+196 (CACTTG) (Solomon eL al?, 1993) esquematizadas en la Figura
317A.
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3.9.2.- Efecto de la sobreexuresión de c-Mvc sobre la actividad transeriucional de

PECAM-1

.

Puesto que la expresión de c-Myc se correlaciona inversamente con la expresión de
PECAM-1, decidimos ensayar el efecto que tenía la sobreexpresión de c-Myc sobre la
actividad promotora de PECAM-1. En la Figura 3.17B se muestran experimentos de
cotransfección de la construcción genómica de PECAM-1 pCD31-0.66-LUC y el vector de
expresión de c-Myc (pCMV-cMyc) en el que la expresión de c-Myc está dirigida por el
promotor del citomegalovirus. Estos experimentos revelaron que la expresión de c-Myc
reducía la actividad promotora de PECAM-í un 40%. Este mismo fenómeno se ha observado

con el promotor de las integrinas leucocitarias CDII a en la línea linfocítica T Jurkat, y en
menor grado en la línea de hepatoma HepG2, así como en CD 11 c utilizando la línea celular
HepG2 (Rodríguez eL al?, 1997).

Para tratar de esclarecer el papel inhibidor que juega c-Myc en los sistemas celulares,
donde la expresión de c-Myc podría estar alterada, se evaluó la actividad del promotor
PECAM- 1 en células Kmyc B, línea celular K562 que está transfectada establemente con el
gen c-mycbajo el control del promotor del gen de la metalotioneina 1 de ratón y donde la

expresión de c-Myc puede ser inducida considerablemente con el tratamiento de zinc (Delgado
eL aL, 1995). Como se muestra en la Figura 3.17 C la inducción mediada por el sulfato de
zinc sobre las células transfectadas establemente con el gen c-mycprovocó una reducción de la
actividad del promotor PECAM- 1 de un 25% mientras que el tratamiento con sulfato de zinc
de las células control KMMT no influyó en la actividad promotora de PECAM-1.

Tanto USF como c-Myc pertenecen a la clase de factores de transcripción bHLH-Lz
capaces de reconocer secuencias E-Box, aunque USF es capaz de unirse a los iniciadores de la

transcripción y c-Myc reprime la actividad transcripcional promovida por USF dependiente de
iniciador (Roy eL aL, 1991; Du eL al., 1993; Li eL aL, 1994). La expresión de c-Myc se

correlaciona inversamente con la expresión de PECAM- 1 en líneas mieloides (Lastres eL al.,

1994) donde la proilferación está disminuida como en el caso de tratamientos con TGF-j1l o
PMA. Curiosamente, la regulación negativa de c-Myc y activación de la expresión de c-fosy
e-pm afecta positivamente a la transcripción del gen de PECAM-1. En conjunto, estos
resultados demostraban que el factor de transcripción c-Myc regula negativamente la actividad

promotora de PECAM-1.
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3.10.-REGULACIÓN TRANSCRIPCIONAL DE PECAM-1 POR NF-wB.

3.10.1.- Identificación de sitios consensode unión para miembros de la familia Rei/icB en
la resión resuladora de PECAM-1

.

El análisis de la secuencia genómica del fragmento de 1.55 Kb Sinal/Hindil de
PECAM-1 reveló la existencia de tres posibles sitios de unión a NFiB. Uno, entre las
posiciones -4091-41 8 de secuencia GGGGTTCTCCdentro de la región Mu y los otros dos
dentro del fragmento BglIJ/NotI ambos, en orientación reversa y localizados entre los
nucleótidos +110/+118 de secuencia GAGGAATCCCC y +761+83 de secuencia
CCCTTTGGG. Quisimos comprobar si alguno de estos sitios consenso localizados en el
fragmento BglJJ/NotJera capaz de formar un complejo retardado ADN-proteína y si este
complejo era estimulado por PMA. En el panel superior de la Figura 3.18 se muestra un
esquema del fragmento genómico de doble cadena usado para realizar el experimento de
retardo en gel. Este fragmento de 185 pb que contenía la secuencia consenso en sentido
reverso de N?FicB se obtuvo por digestión de la construcción pCD3I-l.42-LUC con
BglJI/NotJ.Estasonda se marcó radiactivamente y se incubé con extractos nucleares de U-937
sin tratar o tratados durante 1 hora con PMA (100 ng/mi). 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 específicos y se compiten con el fragmento genómico de 185 pb sin marcar

(calle 6). Las bandas especificas se compitieron con un oligonucleótido específico de NFicB
(calle 7), mientras que estos complejos no se alteraron con oligonucleótidos específicos para
proteinasde estrésHSP (HeatShockProtein) (calle 4) o APi (calle 5).

Se han descrito potentes inhibidores de la activación de NFicB como son los
agentes quelantes de metales y los ditiocarbamatos. De estos últimos los agentes más potentes
descritos son los derivados pirrolidínicos de los ditiocarbamatos (PDTC) y además está
descrito que es el más especifico y su efecto es dependiente de la dosis.

Hasta ahora, hemos desmostrado que el PMA induce una proteína capaz de unir una

secuencia contenida en las 185 pb y formar un complejo retardado ADN-proteína. Para

comprobar que este factor inducido era NFiB se analizó por citometría de flujo, el efecto
ejercido por el PDTC sobre las células U-937 tratadas previamente con PMA (40 ng/mi)
durante 1 h (Figura 3.18). Como era de esperar la expresión de PECAM-1 en membrana de
células U-937 tratadas sólo con PMA indujo 2.5 veces la expresión de PECAM-l respecto a
la expresión basal. En cambio, una concentración de 10 ¡.±Mfue capaz de inhibir esta inducción

4 veces y a 30 ¡xM la inhibición fue máxima (8 veces). En cambio con 70 ktM PDTC esta
inhibición se redujo a 5 veces y a 80 ¡.tM a 2.5 veces. Estos resultados corroboran el
comportamiento bifásico dosis dependiente descrito para el PDTC (Schreck eL aL, 1992). Por

otra parte, ensayamos la toxicidad de PDTC en cultivo celular en el rango entre 10-100 j.tM
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expresión en membrana de PECAM- 1. Esta citoquina en células U-937 transfectadas
establemente con la construcción pCD3 1-1 .42-LUC de PECAM-1 disminuyó la expresión de
PECAM-1 en la superficie. Tratamientos del transfectante estable con TNIF-ct, 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 3.2211. Los resultados obtenidos con el transfectante
estable serían compatibles con la existencia de una desestabilización del ARNm independiente
de la síntesis de la proteína. De hecho, también se analizó el efecto en la actividad promotora.
Así, estudios recientes han descrito en células de la vasculatura humana y bovina (HUVEC y
BAEC) una disminución tanto en ARNm como de PECAM-l en la superficie de la célula

inducido por IFN-y y TNF-a (Stewart eL aL, 1996). Esta disminución de los niveles de
PECAM- 1 eran debidos a una fuerte desestabilización del mensajero, en ausencia de cambios
en la tasa transcripcional de PECAM-1 inducidos por las citoquinas. Es decir, la inestabilidad
de AiRNm era independiente a la síntesis de nueva protema.

3.11.- REGULACIÓN TRANSCRIPCIONAL DEL GEN PECAM-1 POR TGF-¡31.

PECAM-1 es una molécula de adhesión que pertenece a la IgSF, varios de cuyos

miembros son regulados a nivel de función y expresión por TGF-j31. Así por ejemplo, la

expresión del antígeno carcinoembrionario (CEA) es aumentada por TGF-[3 1 a través de una
vía de señalización asociada a PKC (Chakrabarty eL aL, 1992). Por otro lado, la expresión de
N-CAM, otro miembro de la IgSF está aumentada por tratamiento con TGF-[31(Roubín eL

aL, 1990). En cambio, la expresión de ICAM- 1 está regulada negativamente por TGF-jl 1
(Lastres eL aL, 1994). Existe un miembro de la Superfamilia de TGF-j31 la proteina-l

osteogénica humana (OP- 1) que promueve fuertemente la agregación de células neuronales
induciendo la expresión de N-CAM (Perides eL aL, 1993).

Estudios previos en nuestro laboratorio, han demostrado que TGF-¡31 es capaz de

regular la función de PECAM-l aumentando su expresión y activando la adhesión de PECAM-
1 en células de linaje monocítico U-937 siendo estos dos mecanismos necesarios para la
adhesión. La inducción de PECAM-1 por TGF-[31, al igual que en el caso del CEA, también
parece ser que es mediada por PKC (Lastres eL aL, 1994). Estos autores demostraron que

TGF-j31 induce una agregación homotípica en células U-937 provocando simultáneamente un
incremento en los tránseritos y en la expresión de PECAM- 1 en superficie (Lastres eL aL,
1994).

Todos estos datos nos indujeron a estudiar la posible regulación transcripcional de
PECAM-l por TGF-jIí. Para ello, utilizamos los transfectantes estables de U-937 con el

promotor de PECAM-1. En la Figura 3.23A se compueba cómo el tratamiento con TGF-I3l
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Entre los elementosde respuesta negativa hallados, cabe destacar “TGF-f3 Jnhibitory

Elernent” (líE) identificado también en otros genes que son regulados transcripcionalmente

por TGF-j31 como son el gen de la transina y de la estromelisina (Kerr eL aL, 1990), el gen de
la colagenasa humana (Edwards eL aL, 1987), el gen de la uroquinasa (Laiho et. aL, 1986),
elastasa (Redini eL aL, 1988) y c-myc (Takehara eL 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-fi Control Ele,nent” (TCE) descrito
anteriormente en el gen de la transina y estromelisina (Kerr eL aL, 1990) así como en c-myc
(Pietenpol eL aL, 1991). Este elemento de regulación negativa se ha identificado dentro de la

secuencia de PECAM-l en las regiones comprendidas entre las posiciones: -278/-269;
+571+49; +133/+22; ±14/±23; +201+27, +841+92, y +428/+436. Otro elemento de respuesta

negativo frente a TGF-j3 es el identificado como Ig-a, entre la posición -3461-3 56) para el que

no se conoce el factor de trasnscripción implicado en la regulación por TGF-[3 (Lin eL aL,
1992).

También se han identificado en PECAM- 1, secuencias consenso de respuesta a TGF-[3
que actúan como reguladores positivos de la transcripción. Este es el caso de la secuencia
consenso TAE-ct2(1) identificada inicialinente en el gen que codifica para la cadena a2 del
colágeno de tipo 1 (Ritzenthaler eL aL, 1993) y localizada también en PECAM-1 en las
posiciones +1721+182. En las posiciones -583/-579 y -7481-743 se ha identificado asimismo,

otro elemento de respuesta positiva a TGF-13. Este elemento representado como NF-l(3’)
contiene el extremo 3’ de la secuencia consenso (GCCAAG) del factor de transcripción NF-1
identificado en el promotor de la cadena cz2 del colágeno de tipo 1 como regulador positivo de
la transcripción frente a TGF-{3. La localización de todos estos elementos descritos dentro del

promotor de PECAM-l se detalla en la Figura 3.24.

Ensayos de transfección transitoria con las distintas delecciones del promotor de

PECAN’!- 1 en presencia o en ausencia de tratamiento con TGF-j3 1 nos revelaron las regiones

en el gen de PECAM-l responsables de la respuesta a TGF-[31. En la Figura 3.25 se
representa un experimento representativo de transfección transitoria en células Mv1 Lu en

ausencia y en presencia de TGF-13 1. Estos resultados muestran que es necesario como mínimo
el fragmento de 1.42 Kb SmaI/PstI del promotor para que TGF-[3 1 actúe globalmente

induciendo la transcripción de PECAM- 1.
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Discusión 

Dado el papel fundamental de PECAM-1 en las interacciones celulares y debido a la 
importancia de la comprensión de los procesos celulares básicos que regulan la especificidad de 
la expresión del gen de PECAM-1, hemos llevado a cabo el estudio de los mecanismos que 
regulan la transcripción de PECAM-1 en cWas hematopoyéticas y endoteliales. En el presente 
trabajo, se describe el clonaje y la caracterización del promotor de PECAM-1, así como la 
identificación de secuencias que pueden regular PECAM-1 transcripcionahnente en células de 
la vasculatura y hematopoyéticas. Para abordar este estudio, un clon genómico HindlII- 
Hindlll de 5.2 Kb conteniendo el exon 1 y parte del exón 2 así como la región 5’ flanqueante 
del gen PECAM-1, fue aislado a partir de una genoteca de placenta. 

4.1.- IDENTIFICACIÓN DE DOS FOCOS PRINCIPALES DE LA TRANSCRIPCIÓN 
EN EL PROMOTOR DE PECAM-1. 

El promotor de PECAM-1 a diferencia de otras moléculas de adhesión como ICAM-1, 
VCAh4-1 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 transcripción en el 
promotor de PECAM-1 separados entre si unos 300 pb. Por una parte, el foco de la 
transcrinción en 5’ constituído por múltiples sitios de inicio de la transcripción localizados 
dentro del fragmento de 0.22 Kb NheI/BglII y, por otro lado, el foco de inicio de la 
transcrinción en 3’ constituído a su vez por múltiples sitios de inicio de la transcripción dentro 
del fragmento de 0.25 Kb NotvPstI. Se ha identiticado una agrupación de sitios de inicio de la 
transcripción, especlficos de linaje rnieloide, dentro del tiagmento de 0.22 Kb NheVBglII 

localizados a unos 500 pb con respecto al inicio de la traducción de la proteína y al que hemos 
denominado foco de transcripcion en 5’ de PECAM-1, constituído a su vez por múltiples sitios 
de inicio de la transcripcion situados concretamente en las posiciones -7, -6, +l, +9 hasta +18. 
No se ha encontrado caja TATA o CAAT dentro del fragmento NheI/BglII de 0.22 Kb, 
aunque existe una caja rica en GC próxima a los sitios de transcripción descritos, 
concretamente en las posiciones desde -31 hasta -19 precediendo a los sitios de inicio de la 
transcripción mencionados. La presencia de una secuencia rica en GC dentro de la region 
llanqueante en 5’ es una caracterlstica de genes que carecen de cajas TATA, los cuales 
generalmente contienen sitios de unión para Spl, AP-2, y AP-1 (Angel et. aZ., 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 transcripción en la posición 
+253 situado dentro de la region de 0.25 Kb NotI/PstI y a 50 pb por encima del sitio de 
transcripción descrito en células endoteliales (Kirschbaum et. aZ., 1994). En este fragmento, se 
ha identificado una secuencia iniciadora consenso ATTTCNr.~oGCCA de reconocimiento por 
la ARN polhnerasa II similar a la encontrada en otros genes de expresión constitutiva como el 
gen de la dihidrofolato reductasa (dhfk) y que carecen de caja TATA (Means et. al., 1990; 
Smale et. al., 1990) siendo ademas este iniciador distinto del encontrado en los genes cuya 
expresion se induce con la diferenciación 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 transcripción 

descritos en esta zona se han identificado sus respectivas cajas ricas en G+C cuyas 
localizaciones exactas son desde +230 hasta +250 para el @cio de transcripción localizado en 
+253 y desde +290 hasta +300 para el inicio de transcripción en +301 pudiendo estas cajas 
ricas en G+C mediar el anclaje del factor de transcripción Spl, AP-2, o APl. 

La existencia de múltiples sitios de iniciación de la transcripción es compatible en 
primer lugar, con la ausencia de una caja TATA y la diicultad encontrada para obtener bandas 
nítidas 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 análkii por 
Norrhern blot en c&das U-937 (Cabañas et. al., 1989; Goldberger er. al., 1994; Lastres el. al, 
1994). En tercer lugar, la existencia de un foco de transcripción en 5’ se corrobora con la alta 
actividad transcripcional desarrollada por el fragmento de 0.22 Kb NheI/BglI en células 
mieloides. 

El anklisis de la región promotora de PECAh4-1 ha permitido demostrar que el 
fragmento de 1.42 Kb SmaZ/PstI puede dirigir la expresión espex%ica de tejido del gen 
reportero de luciferasa (Figura 3.7). Experimentos de transfección transitoria utilizando las 
construcciones de PECAM-1 obtenidas por delecciones progresivas en dirección 5’ del 
promotor, dan como resultado un aumento de la actividad luciferasa que alcanza el máximo 
con la construcci6n de 0.25 Kb SmaI/PstI (Figura 3.6). La actividad promotora de esta 
construcción en comparaci6n con la obtenida con la construcción completa pCD3 l-l .42-LUC 
sugiere la existencia de elementos reguladores negativos en la regi6n entre las posiciones - 
929/+23 1 que comprende el fragmento SmdNofI, y más concretamente dentro del fragmento 
BglWNotI. Transfecciones transitorias realizadas con las construcciones obteniti a partir de 
delecciones progresivas en dirección 3’ del promotor, mostraron que en condiciones basales la 
m&xirna actividad transcripcional de PECAM-1 era alcanzada por el fragmento NheVBglII de 
0.22 Kb superando en casi 4 veces la actividad de la construcción completa pCD3 l-l .42-LUC 
y reduci6ndose considerablemente la actividad promotora en la construcción pCD31-0.76- 
LUC en la que no está presente el fragmento de NheVBgZII de 0.22 Kb. Estos datos sugerían 
que la regi6n NheVBglII era relevante para la transcripción en células hematopoy&icas. Por 
otra parte, la construcci6n pCD31-0.76-LUC retiene una minima actividad promotora. La 
capacidad transcripcional que conserva este íiagmento SmaZVheZ, podría explicarse por la 
presencia de un elemento YYl en el fkgmento 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 transcripción in virro (Seto el. al., 1991). 

En conclusión, los resultados obtenidos con experimentos de transfección transitoria 
efectuados sobre las construcciones de PECAh4-1 obtenidas por delección tanto en la 
dirección 3’ como 5’ refuerzan y apoyan la existencia de dos focos fimdamentales de inicios de 

97 



Discusión 

la transcripción. Aparentemente, la utilizaci6n del foco en 5’ o en 3’ como inicio de la 
transcripci6n de PECAM-1 depende del linaje celular. 

La existencia de una regulaci6n transcripcional diferente dependiendo del tipo celular se 
ha descrito en otras mol6culas de adhesión como es el caso de ICAh+1, la cual, es inducible 
por Ph4A, TNP-a, IL-l o IPN-7. En ICAM-1 se han identificado también dos sitios 
fundamentales de inicio de la transcripción separados entre sí 278 pb y localizados a 319 y 41 
pb respectivamente respecto al sitio de inicio de la traducción de la proteína 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, ó en células A549, en las que la expresión de ICAM-1 es 
inducida con PIvIA, el sitio de transcripción utilizado fundamentahnente es el situado en la 
localización mas 5’ o sea, el localizado en la posición 319 por encima del inicio de la 
traducción. Por el contrario, en c&las A549 no tratadas con PMA el sitio de iniciación 
utilizado principalmente, es el de localización mas 3’. Estos datos, sugieren un mecanismo de 
regulaci6n distinta en ambas líneas celulares. Las células endoteliales expresan 
constitutivamente PECAM-1 en alta cantidad (lo6 moléculaskélula), mientras que la expresi6n 
de PECAM-1 en monocitos (85x10’ mo16culasMula) está regulada durante el proceso de 
diierenciación/maduraci6n (Newman et. al., 1994). Un dato mas a tener en cuenta, es que 
dentro del linaje hematopoy&ico, se puede apreciar cómo la transcripción basal es 4 veces 
superior en el fragmento de 0.22 Kb NheVBgllI respecto a la transcripci6n del fragmento 
NotUPstI (Figuras 3.6 y 3.8). Esta diferencia en la expresión de PECAM-1 podría explicarse 
por una utilización preferencial de un foco de transcripción tiente a otro entre células 
monocíticas y endoteliales. Para abordar la posible existencia de una especificidad en cuanto a 
la utilkaci6n de uno de los focos de inicio de la transcripción dependiendo de tipo celular, se 
realizaron transfecciones transitorias donde se comparó la capacidad de los dos focos 
identificados de inicios de la transcripción para inducir la transcripción de PECAM-1 en c6hda.s 
mieloides (donde la expresión de PECAhI-1 se induce durante la diferenciación) y endoteliales 
(donde la expresión de PECAM-1 es constitutiva) (Figura 3.11). Los resultados expuestos 
demuestran que el foco de la transcripción en 5’ es fundamental para la transcripci6n en c&das 
monocíticas mientras que en c61ulas endoteliales, la transcripción 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 transcripci6n identiticados, sea exclusivo de un tipo de 
linaje, puesto que los sitios de iniciación en ambas localizaciones son capaces de promover en 
mayor o menor medida la iniciación de la transcripción 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 TRANSCRIPCIÓN EN PROMOTOR DE PECAM-1. 

PECAM-1 carece de caja TATA y la transcripción de PECAh4-1 sc inicia en dos focos 
principales localizados en el promotor y separados entre si 300 pb. Dentro del foco de la 
transcripción en 3’ se ha identificado en la posición +301 un elemento iniciador con secuencia 
consenso semejante al gen de la diidrofolato reductasa (ti). La caja TATA, presente en 
muchos genes, determina el punto exacto de inicio de la transcripción 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 transcripci6n en situaciones de alta tasa de 
transcripción, mientras que la presencia de iniciador (lnr) es suficiente en situaciones de baja 
tasa de síntesis de ARNm (Pellman et. al., 1990). El iniciador fue descrito por primera vez en 
el gen de la deoxinucleotidil transferasa terminal de ratón (TdT) (Smale et. al., 1989), y se. ha 
encontrado despubs en numerosos genes virales, de levadura, de ratón y humanos (Concino et. 
al., 1984), sólo o en presencia de caja TATA. El estudio de otros promotores sin caja TATA 
permitió la caracterización de los elementos iniciadores como una familia con distintas 
secuencias nucleotidicas. El estudio de los mecanismos implicados en la iniciación de la 
transcripción por la polimerasa II ha descubierto que la mayoría 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 el. al., 1988), que contenían numerosos sitios 
de inicio de la transcripción y sitios de uni6n para el factor de transcripción Spl (Dynan et. 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 diferenciación y desarrollo e inician la transcripción en un 
único sitio o múltiples sitios muy cercanos entre si. Existen distintas clases de elementos 
iniciadores que estti presentes en los promotores, a pesar de la presencia de caja TATA como 
es el caso del gen Ad-ML (promotor tardío de adenovirus) o ausencia de la misma como es el 
caso del gen de la deoxinucleotidil transferasa terminal de ratón (TdT), la diiofolato 
reductasa (dhk), PBGD y el gen de la proteína ribosómica S16 (rpS16). El hecho de que la 
mayoría de los promotores que carecen de caja TATA requieran todos los factores de 
transcripción incluyendo TFIID, sugiere que, a excepción del proceso de reconocimiento de la 
caja TATA, el mecanismo de iniciación 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 transcripción capaces de interaccionar con el Inr para activar la transcripción basal de los 
genes que contienen esta secuencia: El factor TFII-1, purilicado de extractos de células HeLa, 
es capaz de mediar en la transcripción basal del promotor Ad-ML., entrando en contacto 
directo con una de sus secuencias iniciadoras @IL-1) (Roy el. al., 1991). La proteína YYl, 
perteneciente a la familia de factores de transcripción “zinc linger”, activa la iniciación de la 
transcripción a partir del iniciador del promotor P5 del virus asociado a adenovirus (AAV) 
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(Seto et.al., 1991), mediando además en la transcripci6n de muchos otros genes como 
activador o represor (Natesan et. al,., 1993; Kapaettu et. al., 1993). YYI tiene un patrón de 
expresión muy amplio y su estructura está muy conservada entre especies (Shrivastava et. al., 
1993). El factor de transcripción USF media también en la transcripci6n dependiente de Inr 
tanto directamente como cooperando específicamente con TFII-1 (Roy et. al., 1991). USF es 
una proteína de la familia bHLH-Lz (basic helix-Zoop-helix Zeucine-zipper) expresada en 
muchos tipos celulares (kirschbaum et. al., 1992) que contrarresta el efecto inhibidor del 
protooncogen c-myc sobre la transcripción de ciertos genes regulados durante la diferenciación 

como C/EBPa y los genes de la albúmina sérica, ambos conteniendo Inr en sus promotores (Li 
et. aZ., 1994). La proteína c-Myc es capaz de inhibii la transcripción dependiente de IN 

mediada por YYl (Shrivastava et. al., 1993) y TFII-1 (Roy et. al., 1993) por interacción 
directa con estos. c-Myc es tambikn una proteína de la familia HLH, involucrada en 
transformación celular y proliferación por bloqueo de la diferenciaci6n (Torres et. al., 1992) 
cuya transcripci6n es ade& activada por YY- (Riggs et. al., 1991). Por otro lado se sabe 
que la ausencia de elemento TATA permite a promotores, cuyo incicio de transcripción está 
regulado por un IN, escapar a la acci6n represora de ~53, una proteína antitumoral cuyo gen 
está mutado en diferentes tipos de tumores y que es expresada durante etapas proliferativas en 
c&las mieloides (Borellini et. al, 1993; Mack et. al., 1993). De este modo, el IN parece 
constituir un mecanismo que permite que un gen sea regulado basalmente de modo diferente a 
un gen conteniendo secuencia TATA durante estadíos de proliferación o transformaci6n. Es 
razonable sugerir que c-Myc estaría evitando una expresión excesiva de moléculas de adhesión 
durante etapas de alta proliferaci6n dando paso a mayores niveles de expresión en condiciones 
de diferenciación que requieren adhesión de la células al sustrato o adquisición de funciones 
efectoras dependientes de adhesi6n celular. Este modelo estarla de acuerdo con la inducción 
PECAM-1 durante la diferenciación mieloide y con la relaci6n diiecta entre el aumento de los 
niveles de c-Myc e inhibición de la expresión de PECAM-1. Dado que c-Myc inhibe la 
transcripci6n del gen PECAM-1, y teniendo en cuenta que c-Myc es capaz de interaccionar 
con YYl y TFII-1 inhibiendo la transcripción dependiente de IN mediada por ambos factores, 
es razonable suponer que el IN pueda mediar en la inhibición de PECAM-1 por c-Myc. 

4.3.- ANÁLISIS DE LA SECUENCIA DE LA REGIdN PROMOTORA. 
IDENTIFICACIdN DE ELEMENTOS CONSENSO. 

Como se muestra en la Figura 3.4, la región 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 regi6n 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 tambibn se han encontrado en genes específicos de tejido. En estas 
regiones ricas en G+C de PECAM-1 se han identificado unas isletas CpG donde los 
diiucleótidos CpG aparecen en la misma proporción como las dmucleótidos GpC al contrario 
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de lo que ocurre en la totalidad del genoma donde la abundancia en el dmucleódtido CpG es 
sólo de un 20% con respecto al GpC. Cabe destacar la existencia de mas de 30 secuencias 
dinucleotídicas CpG dentro de las primeras 1.300 pb del promotor de PECAh4-1 con una 
proporci6n especialmente alta en la relaci6n CpG:GpC= 60-70% (Figura 4.1) localizados 
entre los 150 nucleótidos por encima y por debajo del sitio de transcripción de posici6n +301. 
Ademas, existen cuatro sitios de restricción Hpd (CCGG) en las inmediaciones de este sitio 
de iniciación. Esta observación sugiere que el estado de metilación de esta región puede ser un 
mecanismo por el cual las c&tlas suprimirhm la transcripción de PECAM-1 de una forma 
específica de tejido (Yiiraeli et. al, 1988; Smith et. al., 1993; Aird et. al., 1994). Por otra 
parte, entre los 150 nucleótidos por encima y por debajo del sitio de iniciación descrito como 
+1, la relación CpG:GpC fue del 12.5%. Teniendo en cuenta la distinta utilización de los dos 
focos de la transcripci6n, según se trate de c&las monocíticas o endoteliales, la metilaci6n 
podría ser un mecanismo de regulación de la expresión de PECAM-1. En eucariotas, el ADN 
esth empaquetado junto a histonas formando la cromatina. Esta descrito que la cromatina en 
las isletas CpG diere del resto de la cromatina en una serie de aspectos, como son una 
reducción en la histona Hl y una ausencia de nucleosomas (Rosmarin et. al., 1992). Ademas, 
el dmucle6tido CpG puede ser una diana para la metilación del ADN dando lugar a residuos 
metilcisteína que alteran la interacción ADN-proteína (Tazi et. al., 1990). Por ejemplo, el 
desarrollo y la expresión especifica de tejido de genes de globulina parecen ser regulados por el 
estado de metilaci6n del promotor de estos genes (Yisraeli et. al., 1988). Smith et. al. (1993), 
han demostrado que la metilación del AJIN de la E-selectina inhibe la transcripción mediada 
por NFxB e inducida por citoquinas inflamatorias. Aunque los datos obtenidos, sugieren que la 
metilación podría ser uno de los mecanismos por los cuales la expresión de PECAM-1 es 
regulada a nivel pretranscripcional, para confirmarlo sera necesario llevar a cabo digestiones 
con HPaIUMsPI, enzimas de restricción que incluyen en su secuencia de reconocimiento 
secuencias CpG. La mayoría de estas enzimas no cortan el ADN si éste esta metilado. La 
comparaci6n mediante Southem-blot entre las bandas generadas por HpaZZ o MJpl mostraran 
la localización de los sitios de metilación. 

El analisii de la secuencia de 1.300 pb de la región 5’ no traducida de PECAM-1 
sugería que se trataba de un promotor que reunía todas las caracterkticas propias de un gen de 
expresi6n constitutiva o housekeeping gene. En primer lugar, por su alto contenido en GK, y 
por carecer de una caja TATA o una caja CAAT. Además, presenta multitud de inicios de la 
transcripción separados entre sí y utiliza un elemento iniciador análogo al encontrado en el gen 
de la dihidrofolato reductasa que es un gen constitutivo. Sin embargo, dada la expresión tan 
restrigida de PECAM-1, no se puede clasificar como un gen constitutivo. Probablemente, la 
expresión restringida se puede explicar por la existencia de sitios de unión de factores de 
transcripci6n dentro del promotor de PECAh4-1. 
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TABLA 4.1.- Resumen de los elementos de control contenidos en el promotor de PECAM-1. 

SITIO SECUENCIA CONSENSO SECUENCIA/FOSICIóN GENES ENDOTEI.IAIJ%‘j 

Elemento 
Iniciador 

GATA 

ets 

SPl 

AP-2 

EGR-I 

NFKB 

AR 

E-Box 

SSRE 

ATl-TCN,.&CCA 

(T/A)GATA(GA/G) 

(G/C)AGGAA 

(GIT)(AlG)GGCG(GlT)(G/A) 

(G/C)CCNNN(G/C)(G/C) 

GCGC(GiT)GGGCG 

GGG(A/G)(C/A/T)T(C/T)(C/T)CC 

T(G/C)AC(C/A)T 

CANNTG 

GAGACC 

ATTGTI’CCCG (+301) GPIIB, rPF4, hPF4, GPIX 

AGATAT (+267) 
CTATCT (-208) (R) 
TTATCG (-588) (R) . 
CGATAT (-608) 

GAGGAG (+329) 
CAGGAAT (ClOS) 
GGGGAA (+18) 
‘ITCCTC (-190) (R) 

GGCGGG (-398) 
CCGCCC (-369) (R) 
CCCGCC (-372) 

GCCCAGGC (+290) 
GCCTGCCC - 109) 
CCGCCCGC (-370) 
GGCCTCCC (-380) 

GCCTGCCCCAGC (-86) 

GGAATCCCC (+l 10) (R) 
CCCT’I-TGGG (+75) (R) 
GGGGTTCTCC -506 

TCACAG (+401) 
TCACAG (Cl 19) 
TCACAA (+133) 
TGTCA (+187) 
TCACCA (-445) 

CACTTG (+191) 
CAAATG (+184) 

GGTCTC (+353) (R) 
GGTCTC (-125) (R) 
GGTCTC (-344) (R) 

GPIIb, rPF4, hPF4, GPIba, GPIX, 
vWF, P-Selectina, Endotelina-1, CL- 
4, CD1 Ib 

GPIIb, rPF4, hPF4, GPIba, GPIX, 
vWF, P-Selectina, Endoltlina, 
VCAM-1, vWF, ICAM-1, E- 
selectina, a-4, CDI la, CD1 Ib, 
CDllc 

GPIIb, rPF4, hPF4, GPIba, GPIX, 
vWF, P-Selectina, Endotelina, 
VCAM-1, ICAM-1, vWF, E- 
selectina, a-4, CDI la, CDI Ib, 
CDllc, CD18 

GPIIb, rPF4, hPF4, GPIba, GPIX, 
vWF, P-Selectina, Endotelina-1, 
ICAh4-1, vWF, E-Selectina, CDllc 

PDGF-A, Trombospondina, ICAM- 
1, CD44 

VCAM-1, ICAM-1, E-Selectina, 
CDllc 

GPIIb, rPF4, hPF4, GPIba, GPIX, 
vWF, P-Sektina, Endotelina, 
VCAh4-1, vWF, E-Selectina 

P-Selectina, hPF4, hGPIX, GPIba, 
Endotelina-1 

VCAh4- 1, ICAM- 1, E-Selectina 

PF4: Factor de plaquetas 4 (h)=humano, (r)= de ratón.; vWT: Factor de von Willebrand.; a-4: VL4-4= a&. 
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TABLA 4.2~ Elementos consenso ets y GATA descritos en genes que se expresan en células 
endoteliales. 

PROMOTOR ELEMENTOS GATA ELEMENTOS ets TIPO DE EXPRESIÓN CELULAR 

hGPIIb 

rPF4 

TTATCG (-468) 
TGATAA (-56) 

AGATAA (-33) 

hPF4 CTATCT (-101) 
GGATAA (-32) 

hGPIX GGATAA (-68) 

hCPIba CTATCA (- 107) 

hPs AGATAG (-759) 
TTATCA (-158) 

hvWF 

hET-1 

hES 

hVCAM-I 

TTATCA (-86) 
AGATAG (+2 18) 

‘ITATCT (-136) 

GGATAT (-142) 

AGATA (-245) 
TTATCT (-259) 

hICAM- 1 

hCD18 AATCTC (-784) 

hCDllh TGATAG (-42) 

hCD1 la 

GGAGGAA 
‘I-TCTC 

AGAGGAA 

GAGGAG hPECAM-1 AGATAT (+278) 
CTATCT (-203)(R) CAGGAAG 
CTTATCG (-583)(R) GAGGAA 
CGATAT (-608) GAGGAA 

AGGAAGT 
ACTTCCT 

CCGGAG 
CGGGAAG 

CGGGAAG 
TCTTTCCC 

AGTTCCT 
GCTTCCG 
CTGGAAG 

AGGAAAG 
GCGGAG 
CTTCCTT 

TCTTCCATG 
GAAGG 
GGGAAGG 
TAGGAAG 

TAGGAAG 

CAGGAAG 

TAGGAAG 

AGAGGA 

GAGGA 
AGGAAG 
AGAGGAA 
GGAGGAT 

AGAGGAA 
ACTTCCTC 

(-517) 
(-144) 

TdT 

(-581) 
(-374) 

TdT 

(-112) TATA 
C-80) 

(-57) 
C-48) 
(45) 

TdT 

(-207) ‘Housekeeping” 
(-200) 
(-74) 

(-230) “Housekeeping” 
(-224) 
(-137) 
(-104) 

(-398) TATA 

(-295) 

(-971) 

(-162) 

(-166) 
(-221) 
(-981) 
(-1033) 
(-156) 

TATA 

TATA 

TATA 

TATA 

PLAQUETASIMEGACARIOCITOS 

PLAQUETASlMEGACARIOClTOS 

PLAQUETAWvlEGACARIOCITOS 

PLAQUETASlMEGACARlOClTOS 

PLAQUETASIMEGACARIWITOS 

PLAQUETASiMEGACARIOClTOS 
ENDOTELIO 

ENDOTELIO 

AMPLIA EXPRESIÓN 
ENDOTELIO 

ENDOTFLIO 

ENDOTEIJO 

ENDOTELIO 

(-55) 
(-70) 

“Hc,,wkqk,S” LEUCOCITOS 

(-134) “Housekeeping” MIELOIDES 
(-120) 

(-67) 

(+273) 
(+252) 
(+108) 
(+18) 

TdT 

TdT 

LlNFOCITOSiMONOCITOS 

PLAQUETAS/MEGAKAClOClTOS 
ENDOTELIO 
LEUCOCITOS 

T-TCCTC (- 134) 
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En el promotor de PECAM-1 también existen secuencias consenso para factores de 

transcripción implicados en la diferenciación hematopoyética, pudiendo contribuir a la 
regulación de PECAM-l en este linaje. La mayoría de los promotores de genes cuya expresión 

está liitada a células de la vasculatura contienen uno ó mas elementos efs o GATA. Muchos 
de estos genes al igual que PECAM-I se expresan constitutivamente y carecen de una caja 

TATA típica de los promotores inducibles por citoquinas. Se han identificado elementos 

GATA funcionalmente activos en el promotor de una gran numero de genes que 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 transcripción en condiciones basales y, que en algunos casos estas proteinas que se 
unen a las cajas GATA pueden inhibir la transcripción mediante inhibición de la formación del 
complejo de preiniciación (Prandii et. al., 1988). Dentro de los 720 primeros nucleótidos de 

PECAM-1 anteriores al inicio de la traducción de la proteina se han identificado cuatro 

secuencias consenso GATA que podrian ser necesarias para la actividad transcripcional de 
PECAM-1 (Martin et. al., 1990; Orkin et.al., 1992; Martin et. a/., 1993; Weiss et. al., 1995). 

Se han identificado elementos GATA dentro del promotor de un gran numero 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 cómo estos genes, de forma similar a PECAM-1, presentan un 
elemento GATA localizado a unos 30 pb por encima del inicio de la transcripción, que es 

funcionalmente importante para una óptima transcripción basal en estos genes. Es importante 
destacar la existencia de dos elementos GATA en las posiciones -589 y -613 distanciados entre 
sí 24 pb y en orientación transcripcionalmente invertida. Una distribución similar de dos 

elementos GATA se han encontrado en otros promotores. Concretamente, existen dos 

elementos GATA importantes en la inducción de la transcripción de VCAM-I por TNF-a 
(TmTTTCCAGTAAAeG) (Andrew et. al., 1992). Estos elementos GATA se 
encuentran distanciados 20 pb entre sí y en orientación transcripcionahnente opuesta, como es 

el caso de PECAM-1. Otro ejemplo ilustrativo de esta distribución característica de los sitios 

GATA se ha descrito en el promotor de la y-globina (CA~TTTGCATTGA~GT) 

(Tsai el. al., 1989). Incluso el promotor del gen GATA-I cuenta también, con estos 2 

elementos en este caso, separados entre sí 5 pb (CTmGACTmTG) (Tsai et. al., 
1991). 

Es conocida la interacción de la familia de factores de transcripción GATA con otros 

factores transactivadores. En el caso del promotor de VCAM-1, los factores de transcripción 

que se unen a sitios GATA y los factores que reconocen el sitio NFxB 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 regulación transcripcional de PECAM-1 mediada por citoquinas 
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inflamatorias. Un dato que apoyaría esta afirmación es el hecho que tratamientos de la 

construcción completa de PECAM-1, pCD3 l-l .42-LUC con TNF-a induce la transcripción 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 transcripción +301 posiblemente juegue un 

papel fundamental en la transcripción basal de PECAM-1, si tenemos en cuenta que este inicio 
de la transcripción es principalmente activo en células endoteliales, donde la expresión de 

PECAM-1 es constitutivamente muy elevada. Experimentos de retardo en gel, así como 

transfecciones transitorias con construcciones mutadas puntualmente en estos elementos nos 
permitiran conocer el papel que GATA juega en la regulación 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 

mecánicas. El flujo sanguíneo en su paso a través del sistema circulatorio genera fuerzas 
mecánicas que actúan sobre los vasos sanguíneos modulando la función y la estructura 

intrínseca de los mismos (Fangos et. al., 1993; Resnick et. al., 1995). Estas fuerzas 
hemodinámicas incluyen presión hidróstática así como fuerzas pulsátiles y de fricción sobre la 

pared de los vasos, constituyendo estímulos fisiológicos que ademas de los estímulos químicos 
conocidos, pueden provocar respuestas biológicas importantes en las células que componen la 

pared de los vasos sanguíneos. Así, en células endoteliales en cultivo expuestas a fuerzas 

hemodinámicas in vitro se han observado cambios en la morfología celular, estados de 
crecimiento y la producción 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 expresión 
génica. Resnik et. al. (1992) demostraron que fuerzas mecánicas, aplicadas sobre células de la 

vasculatura endotelial pueden regular la expresión 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 adhesión como ICAM-1 que 
contienen en su promotor regiones con SSRE son regulados positivamente, habiéndose 

detectado un incremento de los niveles de proteína y ARNm en células endoteliales de la 

vasculatura humana en cultivo sometidos a shear stress. Por el contrario, otras moléculas de 
adhesión expresadas en endotelio como son E-selectina y VCAM-1 que no son reguladas por 
una exposición a shear stress (White et. al., 1983) no presentan elementos de respuesta a 

SSRE en el promotor (Diamond et. al., 1990; Davies et. al., 1995). Estos datos sugieren una 

regulación selectiva de las moléculas de adhesión endotehal por shear stress que se 
correlaciona con la presencia o ausencia de elementos SSRE. PECAM-1 es una molécula de 

adhesión endotelial en cuyo promotor se han encontrado elementos SSRE y curiosamente, 

todos los tipos celulares que expresan PECAM-1 están sujetos a fuerzas hemodmámicas por 
flujo sanguíneo NI vivo sugiriendo por tanto, que los elementos de respuesta a shear stress 
encontrados en PECAM-1 pudieran jugar un papel importante en la regulación de la 

transcripción de PECAM- 1, aunque por el momento desconocemos qué condiciones de estrés 
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mecánico pudieran inIluir en la expresión de PECAM-1 en células endoteliales sujetas 

continuamente a estas fuerzas hemodiiicas. 

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

GEN ESPECIE LOCALIZACIÓN SECUENCIA REFERENCIAS 

PDGF-B 

tPA 

gato 
ratón 

humano 
gato 
ratón 

TGF-g 1 humano 
ratón 

MCP-1 humano 

Endotelina-1 humano 

ec-NOS 

c-fos 

ICAM- 1 

PECAM-1 

humano 

humano 

humano 

humano 

-125 GAGACC 
-125 GAGACC 
-125 GAGACC 

-345 GAGACC 
-252 GAGACC 
-252 GAGACC 

-1219 GGTCTC 
-401 GGTCTC 

-202 GGTCTC 
-1919 GAGACC 

-236 GGTCTC 

-999 GGTCTC 
-1286 GAGACC 

-216 GAGACC 

-644 GAGACC 

-340 GGTCTC 
-79 GGTCTC 

+353 GGTCTC 

Pech et. al. 1989 
V der Ouweland et. al. 1986 
Bonthron et. al. 1991 

Feng et. al. 1990 
Feng et. al. 1990 
Feng et. al. 1990 

Kim et. al. 1989 
Geiser et. al. 1991 

Shyy et. al. 1994 

Malek et. al. 1993; 1994 

Nishida et. al. 1992 

Hsieh et. al. 1993 

Degitz et. al. 1991 

Almendro ei. al. 1996 

Los elementos de respuesta a ácido retinoico (AR), han sido implicados en el desarrollo 

hematopoyético (Orkin et. al., 1992). Curiosamente, se han identiIicado 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 transcripción de PECAM-1 siendo por tanto 
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interesante una identificación futura de la mínima región de PECAM-1 capaz de responder a 
AR. 

Ciertos miembros de la familia de proteínas 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 ef. al., 1994). Por otra 
parte, la presencia de una secuencia de octámero imperfecto localiia por debajo de la 
secuencia del heptámero, como ocurre en PECAM-1, es una característica conservada que se 
requiere para la actividad especifica de tejido en el lije linfoide de numerosos promotores de 
las inmunoglobulinas (Poellinger et. al., 1989). 

LyF-I actúa regulando la transcripción de genes cuya expresión está restrigida al linaje 
linfoide (Lo el. al., 1991). La presencia de estos elementos especíticos en el promotor de 
PECAM-l estaría de acuerdo con la expresión de PECAM-1 en algunas subpoblaciones de 
linfocitos T tanto CD4’ como CD8’ (Tanaka et. al., 1992). De todos los factores de 
transcripción que regulan la expresión de genes en linfocitos Oct-2, els- 1, PU- 1, HLH o HMG, 
LyF-I parece estar mas relacionado con los miembros de la familia ets por la similitud con la 
secuencia consenso de unión para estas proteínas. De hecho, el factor de transcripción LyF-I 
es capaz de unirse a algunas secuencias ets-1 y PU-I, en cambio, se ha encontrado que ets-l y 
PU-l unen únicamente una subpoblación muy restringida de sitios LyF-I (Lo et. al., 1991), no 
conociéndose hasta ahora el papel que juega LyF-1 en diferenciación hematopoyética y 
liiocítica. 

La existencia de motivos ubícuos sugieren una regulación transcripcional del gen 
PECAM-1 por estos elementos reguladores. Existen entre los nucleótidos +200 hasta +229 
cuatro secuencias colocadas en tándem de reconocimiento para el factor SRY que pertenecen a 
la familia de las denominadas HMG-I/-2, sugiriendo que esta región juega un papel importante 
en la configuración del promotor de PECAM-1 ya que las proteínas HMG son capaces de 
provocar un plegamiento del ADN permitiendo un ordenamiento óptimo del complejo de 
proteínas nucleares para que tenga lugar la transcripción (Bianchi et. al., 1995). La cromatina 
no sólo sirve para empaquetar el ADN en el núcleo, sino que proporciona un mecanismo de 
control de la accesibilidad de factores de transcripción a las secuencias especificas del ADN, 
ademas de potenciar las interacciones entre los elementos reguladores diitales (Grunstein et. 
al., 1990; Wolffe et. al., 1994). Curiosamente, estas secuencias consenso en tándem para las 
proteínas HMG se localkan en las inmediaciones del foco de transcripción en 3’, cuya 
actividad podria estar regulada mediante procesos de metilación debido a su alto contenido en 
CG. Está reportado que la cromatina en las isletas CpG difiere del resto de la cromatina en una 
serie de aspectos como es una reducción en la histona HI y una ausencia general de 
nucleosomas (Murre et. al., 1994). van Holde et. al. (1987) y WohTe et. al. (1992) 
demostraron que las proteínas HMG-V-2 in vivo, al igual que las historias Hl y HS, se unen 
generalmente a la región contenida entre 2 nucleosomas dentro de la masa de cromatina 

109 



Discusión 

eucariótica. Investigaciones recientes han descrito que mientras que HI es un represor de la 

transcripción (Zlatanova et. al., 1992), las proteínas HMG-l/-2 como es el caso de SRY, que 
son factores generales cromatinicos, pueden tanto estimular (Tremethick el. al., 1986, 1988; 

Watt et. al,, 1988; Singh et. al., 1990; Aizawa et. al., 1994; Onate et. al., 1994) como reprimir 
de forma reversible (Ge et. al., 1994; Seltzer el. al., 1994) la transcripción de la ARN 

polimerasa II. El mecanismo molecular por el cual estas dos proteínas reprimen o activan la 
transcripción in vivo se desconoce. Hh4G-1 puede competir con Hl pero no con H5 por la 
unión in vitro sugiriendo que el reemplazamiento de HI por H,MG-1 puede jugar un papel 

importante en parte de la activación 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 a2macroglobulii y el kiiógeno T, los cuales son inducidos 

tiente a infecciones e inflamaciones (Hattori et. al., 1990; Mann et. al., 1991). En este sentido, 

nuestros datos indican que la citoquina inflamatoria TNF-a, es capaz de regular la 

transcripción de PECAM-1. Todos estos procesos inflamatorios se relacionan con el 
reclutamiento de macrófagos a los sitios donde se ha realizado el daño tisular y si tenemos en 

cuenta que PECAM-1 está implicado en la migración transendotelial de los monocitos, 

podrirunos especular que la expresión de PECAM-1 en células endotehales y monocitos podría 
estar regulada por estos elementos de respuesta en fase aguda. 

La presencia de un motivo de respuesta a glucocorticoides, TGTTCT, sugiere que la 
expresión de PECAM-1 también podria estar regulada por hormonas esteroideas durante los 

procesos intlamatorios. Especialmente interesante es la existencia de tres regiones en las que 

aparecen agrupadas secuencias consenso para NF-IL6 y NF-KB, 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 cotransfección en los 

genes de IL-8 ( Kunsch et. al., 1994) e IL-6 (Matsusaka et. 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 transcripción YYl en la posición -193 situado en la 

proximidad a un sitio GATA (-203) y una secuencia CCACC (-267). Una agrupación similar 
de estos factores de transcripición se ha descrito dentro de una región silenciadora del gen de 

la s-globma humana, donde tanto GATA como WI actúan como represores de la expresión 

del gen de la s-globina humana durante el desarrollo (Raich et. al., 1995). Puesto que YY 1 es 
un factor de transcripción multifuncional que puede actuar como un represor de la 

transcripción de genes de numerosos mamiferos, la existencia de estos elementos de regulación 
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 
transfección transitoria, la construcción 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 

construcción completa CD31-1.42LUC. 

En el gen de PECAM-1 destaca la presencia de una secuencia Aht entre -242 y -571 pb 
por delante de los dos focos principales de inicio de la transcripción, 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 sí por un promedio de 5 Kb aunque 

también pueden aparecer agrupados (Batzer el. al., 1990). El nombre de las secuencias Ahr 

deriva del hecho de que la mayoría de estas secuencias contienen un sitio de restricción único 
para el enzima de restricción AM cercano a la mitad de la totalidad de la secuencia Alu. En el 

genoma humano existen casi IO6 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 tándem flanqueadas por cortas repeticiones directas generadas durante el proceso 

de inserción en el ADN cromosómico. Se supone que los elementos Ahr se movilizan por 
mecanismos dependientes de la ARN pohmerasa III y se ha comprobado que algunas familias 

de estas secuencias Alu son transcripcionahnente activas, lo que indica que los procesos de 

moviliición/iierción pueden estar todavía teniendo lugar en la actualidad. Estas pequeñas 
repeticiones pohmórficas interpuestas ubicuamente en el genoma se han encontrado también en 

la región 5’ flanqueante de unidades reguladoras de la transcripción (Nueda et. al., 1993; 
López-Cabrera et. al., 1993; Shelley et. al., 1991; Assouhne et. al., 1988; Wang et. al., 1995; 
Bennett el. al., 1995; Brini ef. al., 1993). Esto refuerza la idea de que el promotor de PECAM- 

1 estaria contenido entre la secuencia Alu y el inicio de la transcripción. Se han identificado 

secuencias Ahr colocadas de forma similar, en el promotor de otros genes expresados en 
células hematopoyéticas tales como CDI la, CD1 1 b y CD1 Ic (Nueda et. al., 1993; López- 

Cabrera ef. al., 1993; Shelley et. al., 1991) o en células endoteliales como el promotor del 

factor de Von Willebrand (Assouline et. al., 1988). Aun cuando el papel que juegan estas 
secuencias Alu en el promotor no se conoce, algunos investigadores han postulado su 
implicación en la regulación transcripcional de células hematopoyéticas (Brini et. al., 1993). 

Curiosamente, en la región Ahr de PECAM-1 se identifican secuencias consenso tales como 

NFKB, SSFZE, Spl/AP2 que en otras moléculas de adhesión descritas como ICAM-1, VCAM- 

1 o ELAM- 1 son secuencias transcripcionalmente muy relevantes, lo que implicaria que estas 

secuencias Ahr podrían estar contribuyendo a aumentar las posibilidades de control 
transcripcional del promotor de PECAM- 1. Está descrito que secuencias Alu intervienen en la 

regulación específica de tejido de genes como el receptor del fragmento Fc y el receptor para 
el antígeno en las células T (Brini et. al., 1993), demostrándose la presencia de secuencias de 

unión para factores de transcripción reguladoras en las repeticiones Alu del gen CD8a, 
expresado especíkunente en células T (Hambor el. al., 1993). 
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4.4.- IMPLICACIÓN DE LA ACTIVIDAD PKC EN LA REGULACIÓN DE PECAM-1 

EN CÉLULAS MONOCíTICAS. 

Los niveles de PECAM-1 están incrementados durante la diferenciación in vitre de 
monocitos a macrófagos y durante la diferenciación macrofágica inducida en HL-60 y U-937 

con ésteres de forbol. Esto está de acuerdo con la expresión de PECAM-1 sobre macrófagos 
tisulares (Cabañas et. al., 1989). Se sabe que la actividad de la proteína quinasa C (PKC) está 

implicada en el control del crecimiento y la diferenciación de numerosos tipos celulares 
(Nishizuka et. al., 1992), incluyendo lineas macrofagicas (Whetton el. al., 1994). En este 

sentido, la linea monocítica leucémica U-937 ha sido ampliamente utilizada en nuestro 

Laboratorio, como modelo de estudio de diferenciación hacia el fenotipo macrofagico tras la 
exposición a ésteres de forbol, los cuales, son capaces de unir y activar PKC (Harris et. al., 

1985). Por otro lado, la activación de PKC en condiciones fisiológicas está media por los 
diacilgliceroles (DAG) generados por la hidrólisis de los fosfoinositidos catahzada por la 

fosfolipasa C. Tanto los ésteres de forbol como los analogos sintéticos de DAG fueron capaces 
de inducir la expresión de PECAM-1 en células monocíticas indicando que la actividad PKC 

era la responsable del incremento de la expresión de este antígeno de superficie celular (Figura 

3.12A). Curiosamente, PECAM-1 suf?e una fosforilación en sus residuos citoplásmicos de 

residuos serina y treotrina (Ser/Thr) por PKC, una vez tiene lugar la activación celular, y esta 

fosforilación regula la asociación con el citoesqueleto, así como las propiedades adhesivas de 
PECAM-1 (Lastres et. al., 1994; Newman et. al., 1992; Zehnder el. al., 1992). 

El analisis del posible mecanismo de inducción en células U-937 tratadas con Phis 

reveló una correlación entre el incremento de la expresión en superticie de PECAM-I y el 

aumento de los transcritos específicos de PECAM-1 (Figura 3.12A,B). Este aumento de los 
niveles de ARNm y de la proteina son el resultado de una activación transcripcional por los 

ésteres de forbol, como indican los resultados de transfección transitoria con U-937, asi como 

de un aumento de la estabilidad del ARNm (BelIón, tesis doctoral. 1991). La utilización del 
transfectante estable de la linea monocítica U-937 conteniendo el fragmento Smu/PsrI de la 

zona promotora 5’ de PECAM-1, ha coníkmando la capacidad de inducción por PMA en 
procesos de diferenciación 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 implicación de esta actividad enzimática en la transcripción del gen de 
PECAM-1. Tratamientos con PMA en experimentos de transfección transitoria de células 

monocíticas U-937 han permitido identikar el fragmento de 0.22 Kb NheI/BgllI como el 
tkgmento mínimo que proporciona una contribución mayoritaria a la regulación 

transcripcional de PECAM-I (Figura 3.14). En cambio, el fragmento de 0.25 Kb NofI/Pstl, 

que carece en su secuencia de elementos de respuesta a PMA y presenta una elevada 
contribución a la actividad transcripcional basal de PECAM-1, no responde al tratamiento con 
PMA. Dentro del fragmento de 0.22Kb NheI/BglII de PECAM-1 se han identificado tres 
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elementos que responden a ésteres de forbol como son EGR-1, AP2 y SPl (Cao el. al., 1993; 

Willii 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 identiticada 

como elemento que responde a ésteres de forbol en experimentos de retardo en gel, sugiriendo 

su implicación en la activación de la transcripción por PMA del promotor de PECAM-1. Se 
sabe que el PMA, induce la expresión de EGR-1 en células del linaje mieloide (Kharbanda et. 

al., 1991, 1994; Nguyen el. al., 1993) y resulta curioso que EGR-1 sea esencial para la 
diferenciación macrofagica (Nguyen et. al., 1993). Estos datos están de acuerdo con la 

actividad transcripcional especifica mieloide encontrada en el fragmento de 0.22 Kb 

NheUBgM. El tratamiento de las células con ésteres de forbol, un activador de PKC, o ácido 
okadaico, un inhibidor de proteínas fosfatasa de serinas y treoninas, también inducen la unión 

de EGR-1 a sus secuencias consenso, lo que está de acuerdo con la hipótesis propuesta por 

otros autores de que la expresión de EGR-1 en las células está regulada por acciones opuestas 
entre proteínas quinasas y proteinas fosfatasas (Cao et. al., 1992). Se ha estudiado el 

mecanismo por el cual el PMA induce la actividad del promotor de PECAM-1 en células U- 
937 para poder identificar los factores de transcripción que intervienen en la expresión de esta 

proteína por PMA. En el presente estudio, hemos demostrado que la unión 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 activación transcripcional del gen PECAM- 1, aumentando por tanto la lista de genes que son 

regulados por EGR-1 que incluyen los de la timidina kiia de ratón (Molnar el. al., 1994), 
adenosina deaminasa (Ackerman et. al., 1991), genes acetil colmesterasa (Li et. al., 1993), la 

cadena pesada de la a-miosina cardíaca de ratón (Gupta et. al., 1991), feniletanolamina N- 

metal transferasa (Ebert et. al., 1994), PDGF-A (Wang ef. al., 1992), TGF-BI e IL-3 (Koyano- 

Nakagawa et. al., 1994). EGR-1 puede activar o reprimir estos promotores aunque este efecto 
depende del tipo celular y del contexto del promotor @CAM-I, CD44 y MDR-1). 

La activación transcripcional mediada por EGR-1 pudiera ser un elemento comtin que 
integrara el daño tisular con un patrón especifico de regulación de la expresión génica. El 

reconocimiento de posibles secuencias nucleotídicas por EGR-1 aparece en el promotor de un 

número importante de genes patofisiológicos de inducción rápida como son TGF-gl (Kim et. 

al., 1989), el factor tisular (TF) (Mackman et. al., 1995), el activador del plasminógeno tipo 
urokinasa (u-PA) (Verde et. al., 1988), PDGF-A (Khachigian et. al., 1995), PDGF-B 

(Khachigian el. al., 1996) así 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 específicamente con ambos factores EGR-1 y Spl. 
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4.5.- c-Myc COMO MEDIADOR DE LA EXPRESIÓN 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 transcripción bHLH-Lz tienen en la progresión y 

proliferación del ciclo celular, era interesante analizar el papel que USF y c-Myc juegan sobre 
el promotor de PECAM-1. 

Las proteínas de unión a ADN conocidas como HLH básicas (b-HLH) son factores de 

transcripción que reconocen específicamente la secuencia CANNTG a través de la región 
básica y que bien homodimerizan o heterodimerizan a través de su dominio HLH (Murre el. 

al., 1994). Una subclase de las proteínas bHLH son las b-HLH-Lz que contienen ademas, una 
cremallera de leucinas (Lz) y que incluyen factores de transcripción 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 

el. al., 1994). Estos factores de transcripción b-HLH-Lz participan en la expresión específica 
de tejido y en la regulación de la expresión 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 et. al., 1994). Ademas de las 

propiedades transactivadoras, Myc también reconoce sitios C/EBP (Mink el. aJ., 1996) y 
también puede inhibir la actividad transcripcional dependiente de USF mediada por el iniciador 

(Du et. al., 1993; Li et. al., 1994; Lee el. al., 1996). 

En el presente trabajo, hemos identificado y caracterizado el efecto inhibidor que la 
expresión de c-Myc ejerce sobre la actividad promotora de PECAM-1, localiido la región de 

respuesta a c-Myc dentro del fragmento de 0.66 Kb NheI/PstI. La cotransfección de vectores 
de expresión de c-Myc con vectores reporteros conteniendo el fragmento NheUPsfl 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 transcripción de PECAM-1 . La sobreexpresión de c-Myc en células 
HeLa, transfectadas transitoriamente con la construcción de 0.66 Kb de PECAM-1, redujo la 

capacidad transcripcional basal de PECAM-1 a la mitad (Figura 3.17). Este efecto inhibidor se 

ha comprobado mediante experimentos de cotransfección utihzando la linea K562 

establemente transfectada con el gen inducible c-myc. Futuros estudios con geles de retardo, 
así como delecciones y mutaciones puntuales nos permitirán localizar los elementos que 

participan en la inhibición de la transcripción del promotor PECAM-1 mediada por c-Myc 
dentro de la construcción pCD3 1-0.66-LUC. Estudios anteriores sobre la inhibición ejercida 

por c-Myc sobre otras regiones reguladoras, han demostrado la implicación de secuencias 
iniciadoras (Li et. al., 1994; Du et. al., 1993; Phillip et. al., 1994; Lee et. al., 1996). Los sitios 
de unión de USF han demostrado ser elementos que contribuyen positivamente a la regulación 

de numerosos genes (Gregor et. al., 1990) e incluso que contribuyen a la especificidad de 
tejido de los mismos o a la regulación de la expresión de estos genes durante el desarrollo 

(Gregor et. al., 1990; Cogswell ef. aZ., 1995). Se ha encontrado una contribución positiva de 
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USF sobre el promotor de PECAM-1 en experimentos de transactivación en c&das HeLa, 

donde la transfección de un plásmido de expresión de USFl (I>CX-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 activación transcripcional de PECAM-1. Tanto USF como c-Myc reconocen elementos 

comunes del ADN (Murre et. al., 1994; Li ef. al., 1994) y es conocida la capacidad de USF 
para unirse a elementos iniciadores, así como la capacidad de c-Myc de inhibir la activación 

transcripcional dependiente de USF (Roy et. al., 1991; Du et. al., 1993; Li et. al., 1994). Dado 

que c-Myc ejerce un efecto negativo en la expresión de PECAM-1 sería muy interesante 
estudiar si la inhibición global ejercida por c-Myc es dependiente de la secuencia iniciadora, tal 

como se ha descrito en otros genes (Li et. al., 1994; Philip el. al., 1994; Lee et. al., 1996). El 

efecto inhibidor de c-Myc está de acuerdo con una expresión de PECAM-1 aumentada en 
células con un potencial proliferativo menor y en las últimas etapas de la diferenciación 

terminal. Esta inhibición transcripcional de PECAM-1 también ha sido descrita en genes de 
otras moléculas de adhesión como son las integrinas leucocitarias CD1 la y CD1 lc, sugiriendo 

que c-Myc ejerce un papel importante en el acoplamiento de la transcripción de estas 

moléculas de adhesión en función de su estado proliferativo. El sistema celular U-937 ha sido 
. . amphamente uthado como modelo de diferenciación mieloide mediante el tratamiento con 

PMA. Junto con esta inducción de la diferenciación se produce un aumento de las actividades 

promotoras de PECAM-1 , así como de CD1 1 a y CD1 1 c, en paralelo con una disminución en 
los niveles de c-Myc. Probablemente, la disminución de los niveles de c-Myc permite que los 
factores inducidos durante la diferenciación 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, 
CD1 la y CD1 lc, lo que estaría de acuerdo con el modelo descrito. 

4.6.- PAPEL DE NFKB EN LA REGULACIÓN TRANSCRIPCIONAL DE PECAM-1. 

REGULACIÓN DE PECAM-1 POR CITOQUINAS INFLAMATORIAS (TNF-IX). 

NFKB fue descrito inicialmente, como una proteína que unia la secuencia 

GGGACTTTCC de la región amplificadora de la cadena ligera del gen de la lglc, regulando su 

actividad en células B (Sen et. al., 1986). Desde entonces, NFKB se ha asociado con la 

transcripción de una grao cantidad de citoquinas, asi como de proteínas implicadas en la 
respuesta inflamatoria como son CD69, ICAM-1, VCAM-1 y ELAM-1. Está descrito que las 

citoquinas TNF-a, IL-l o IFN-y inducen la activación de factores de transcripción de la familia 

KB en una gran variedad de tipos celulares (Sen el. al., 1986; Osborn et. al., 1989; Lowenstein 

et. al., 1993). Entre los genes en los que NFKB juega un papel regulador fundamental de la 

transcripción destacan: IL-l (Hoyos et. al., 1989), IL-2Ra (Leung et. al., 1988), IFN-p 
(Lenardo et. al., 1989), IL-6 (Libe- el. al., 1990; Shimizu et. al., 1990; Zbang ef. al., 
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1990), GM-CSF (Schreck ef. al., 1990), TNP-a (Collart el. al., 1990), IL-8 (Mukaida et. al., 
1990), angiotensina (Ron et. al., 1990), MHC clase 1 (Baldwin et. al., 1988) y clase II (Blanar 
et. al., 1989) y el gen de la citoquina estimuladora del crecimiento de melanomas (gro h umana) 
(Auisowicz et. al., 1991). 

El tratamiento de los transfectantes estables de PECAM-1 en U-937 con TNF-a, 
demuestra que PECAM-1 está regulado tmnscripcionalmente por esta citoquina intlamatoria 
resultando ser esta una regulación positiva que induce la actividad transcripcional basal de 
PECAM-1 en esta linea celular (Figura 3.22). Ademas, esta regulación positiva de la 
transcripción de PECAM-1 por citoquinas inflamatorias está mediada por la activación de 

NFxB. Esta atirmación esta apoyada en los siguientes resultados experimentales: 

En primer lugar, experimentos de retardo en gel utilizando como sonda el fragmento de 
185 pb BgZIiX?otZ, que contiene dos sitios consenso para NFxB, demuestran que existe una 
proteína 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-proteína (Figura 
3.18). En segundo lugar, la formación de este complejo pudo ser competida con un exceso del 
tiagmento de 185 pb no marcado así como con un exceso de un oligonucleótido de doble 
cadena que contiene el sitio NFxB localizado en las posiciones +102/+119 de PECAM-1. 

Como control, las secuencias no relacionadas con la familia KB como son (Heat Shock 
Protein) HSP y AP-1, no fueron capaces de competir con la sonda por la unión al ADN, 
demostrando así que tanto TNF-a como PMA activan y movilizan NPxB de PECAM-1 en las 
lúteas celulares estudiadas (Jurkat, HL-60 y K562). Ademas, hemos identificado el 
heterodhnero p5O/p65 como el responsable de la interacción con la región KB de PECAM-1 en 
células U-937, mediante análisii por geles de retardo utilizando anticuerpos específicos frente a 
las subunidades ~50, p65 y c-Rel. 

El grupo de Bauerle describió en 1992 cómo concentraciones pM de PDTC, un 
derivado de los carbamatos, era capaz de suprimir reversiblemente la liberación de la subunidad 

inhibidora IxB (responsable de mantener en estado inactivo al NFtcB del citoplasma de las 
células), cuando las c&las eran tratadas con PMA, IL-l o TNF-a. En este sentido, otra 
evidencia que constata la especiticidad de la unión del factor NFKB al promotor de PECAM- 1, 
es la inhibición de su complejo retardado ADN-proteína 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 especI6co de NFtcB (Figura 3.19). 

Experimentos de cotransfección realizados con la construcción pCD31-0.66-LUC de 
PECAM-1, y un vector de expresión para la subunidad p65 (RelA) mostraron que PECAM-1 
es transactivado por p65 en ct%las K562. En cambio, el efecto ejercido por la sobreexpresión 
de la subunidad p65 en celular Jurkat o HL-60 produjo un efecto inhibidor sobre la 
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transcripción basal de PECAM-1 (Figura 3.20). En su conjunto todos estos datos sugieren 

que NPKB modula la transcripcion de PECAM-1 inducida por el tratamiento con TNP-a así 
como con PMA. Concretamente, la movilización y activación del heterodimero p5O/p65 es el 
que aparentemente regula la transcripción de PECAM-1 (Figura 3.21). 

Los resultados obtenidos en los experimentos de sobreexpresión de la subunidad ~65, 
muestran un efecto distinto dependiendo del tipo celular. En concreto, merece especial 
atención el efecto inhibidor sobre la transcripción basal encontrado en las células Jurkat y HL- 
60. Aunque nuestros estudios se han centrado sobre el sitio consenso NPxB de la posición 
+102/+119, también existen otros sitios consenso a lo largo del promotor que podrían intluir 
en la regulación global de la transcripci¿m de PECAM-1. En este sentido, el análisii de los 
promotores de otras moleculas de adhesión ICAM-1, VCAM-1 o E-selectina muestra en todos 
ellos, múltiples elementos NPKB, y se ha demostrado cómo la totalidad de estos elementos 
deben interaccionar cooperativamente para inducir la transcripción 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 supresión de alguno de 
estos elementos, produce una reducción en la capacidad de activar la transcripción génica por 
citoquinas intlamatorias. A este respecto, es necesario hacer notar que los ensayos de 
sobreexpresión de la subunidad p65 se han realizado en la construcción p-CD31-0.66-LUC, la 
cual, únicamente contiene dos de los tres elementos NPxI3 presentes en el promotor de 
PECAM-1. Por otro lado, se ha demostrado ademas, la necesidad de una cooperación 
sinergica entre distintos factores de transcripción mediante mecanismos de asociación protelna- 
proteína que posibilitan la transactivación de los genes estudiados. Asl, es imprescindible para 
la expresión de VCAM-1 inducida por TNP-a una asociación directa entre los factores IRP-I 

y NFKB (Neish et. al., 1995), así como de NPxB con Spl (Perkii et. al., 1993) para activar la 
transcripción de VCAM-1. De forma similar, ICAM-1 requiere de la interacción entre los 

factores de transcripción NPKB y C/EBPS (Stein et. al., 1993) para ejercer un efecto 
transactivador. En PECAM-1 existen dos elementos de unión para C/EBP pero estos, se 
encuentran ausentes en la construcción pCD31-0.66-LUC. Es probable entonces, que para 
poder activar la transcripci6n de PECAM-1 sea necesaria esa interacci6n sinérgica entre los 

factores C/EBP y NI+&. En la construcción de p-CD31-0.66-LUC inmediatemente por encima 

de los dos NPKB descritos, existe una secuencia NP-IL6 así como un octámero. Ambas han 
sido descritas como esenciales para la activación de la transcripción de IL-8 por TNP-a. 
Tambien en esta construcción se identilican 4 sitios en tándem pertenecientes a la familia de 
factores HMG que probablemente ejerzan una función de reordenamiento espacial de los 
elementos funcionalmente importantes de PECAM-1 favoreciendo la interacci6n de los 
factores de transcripción con posiciones específicas de la cadena del ADN. 

El tratamiento con TNP-a de las cB1ula.s mieloides U-937 produce una reducción de la 
expresión de PECAM-1 en membrana (Figura 3.22A). Este resultado está corroborado por 



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 ademas una redistribución de PECAM-1 en la superficie celular, inducida 

por TNF-a, que iba acompañada de la desaparición de las uniones intercelulares característica 
de PECAM-1 en células endoteliales. En estos casos, no se encontró inhibición de la 
transcripción por TNF-a en células endoteliales, mientras que en células hematopoyéticas se 
encontró un incremento de la actividad transcripcional de PECAM-1. Esta aparente 
contradicción entre la diminución 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 el. al., 1995; Rival el. al., 
1996) y por tanto, es probable que esta citoquina ejerza un efecto desestabilizador del ARNm 
sintetizado, es decir, induzca su degradación. Nuestros datos, están de acuerdo con esta 
posibilidad, pues TNF-a activa la transcripción de PECAM-1 en U-937. En apoyo de esta 

hipótesis se encuentra el hecho de que el tratamiento conjunto de TNF-a e IFN-7 de células 
endoteliales (BAEC) produce una fuerte desestabilización del mensajero resultando ser ésta 
independiente de la síntesis de proteína (Stewart et. al., 1995). Muy pocos son los casos 
descritos sobre la desestabilización del ARNm por citoquinas inflamatorias. Entre estos, 

tenemos el gen de la sintetasa del óxido nítrico (Yoshizumi et. al., 1993) y la /3-actina de la 
microvasculatura de células endotehales (Khono et. al., 1993). Ambos genes, al igual que 
PECAM-1, son constitutivos de células endoteliiles, pero a diferencia de lo que ocurre en 
PECAM-1, la desestabilización del mensajero inducida por TNF-a es dependiente de la síntesis 
de proteína. Elementos ricos A-U de la región 3’ no traducida de ARNm están implicados en la 
degradación del ARNm. Estos elementos ricos A-U se unen a factores activadores en frans 
que conducen a la degradación de ARNm. Se han detectado secuencias reguladoras en cis de 
ARNm AUUUA que están conservadas en la región 3’ no traducida del ADN bovino de 
PECAM-1 y que pueden estar implicadas en la desestabilización del ARNm de PECAM-1 por 
citoquinas. Un mecanismo postulado podría ser una inhibición tónica del elemento rico A-U 
por una proteína en @uns que pudiera ser desplazado por un mecanismo seiialkador a través 
de las citoquinas. Otro posible mecanismo pudiera ser la existencia de una proteína citosólica 
no lábil que se uniera al elemento rico A-U en respuesta a estas citoquinas. Esto podría 
explicar que aun cuando la actividad transcripcional está aumentada no se modifiquen los 
niveles de ARNm. Dicho aumento de la actividad transcripcional podría 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, incluída una forma 
soluble (Goldberger ef. al., 1994; Kirshbaum el. al., 1994). Ademas, una inducción selectiva 
por TNF-a de la transcripción del ARNm que codifica para la isoforma soluble de PECAM-1 

podría justhicar la inhibición por TNF-a de la expresión de PECAM-1 en la superficie celular. 
Las citoquinas prointlamatorias como IL-l, TNF-a o IFN-y incrementan la expresión de E- 
selectina, ICAM-1 o VCAM-1 en células endoteliales (Bevhacqua et. al., 1987; Dustin et. al., 

1986; Masinovshy et. al., 1990). El tratamiento con TNF-a produce una disminución de los 
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niveles de PECAh4-1 en la superficie celular, por lo que es de interés resaltar la regulación 
recíproca de los trhnscritos de moléculas de adhesión ICM-VPECAM-1. Un caso similar se 
ba reportado con CD34, una sialomucina y ligando de L-selectina (Baumhueter et. al., 1993) 
presente en el endotelio vascular y cuya expresión también está inhibida por citoquinas 
intlamatorias (Delia et. al., 1993). Al igual que PECAM-1, CD34, se concentra en las uniones 
intercelulares de las células endoteliales vasculares (Fina et. aZ., 1990). Dada la implicación de 
ICAh4-1 y PECAh4-1 en la regulación de la transmigración de los leucocitos a través del 
endotelio vascular es muy posible que los niveles de expresión de PECAM-1 sirvan como un 
mecanismo de regulación de dicha función. La desaparición de PECAM-1 de las uniones 

intercelulares como consecuencia del tratamiento con TNF-a, va acompañada de una marcada 
reducción de la migración leucocitaria a través de las células endoteliales, demostrando que 
PECAM-1 es una diana específica para las citoquinas inflamatorias (Rival et. al., 1996). 

4.7.- BASES MOLECULARES DE LA REGULACIÓN TRANSCRIPCIONAL DE 
PECAM-1 POR TGF-PI. 

TGF-PI regula la proliferación y diferenciación celular e influye directamente en las 
respuesta inflamatoria e inmune, en la migración celular y en la producción y degradación de 
componentes de la matriz extracelular (Massagué et. al., 1987; Spom et. al., 1987). 

Estudios previos en nuestro laboratorio, demostraron que TGF-PI regula la función de 
PECAM-1 aumentando su expresión e induciendo su capacidad adhesiva en células 

monocíticas (Lastres et. al., 1994). Estos estudios pusieron de manifiesto que TGF-Pl 
aumenta tanto la expresión de PECAM-1 en la superficie celular, como sus niveles de ARNm. 

Además, el tratamiento del transfectante estable de PECAM-1 en U-937 con TGF-PI, 
demuestra que esta citoquina regula positivamente la transcripción de PECAM-1 (Figura 

3.23). 

En el promotor de PECAM-1, se han identificado numerosas secuencias consenso de 
respuesta a TGF-B (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 transcripción. Esta diversidad funcional encontrada entre los múltiples y distintos 
elementos de respuesta a TGF-a, nos sugería que muy probablemente, la estimulación 

hbibición de la expresión de PECAM-1 por TGF-PI pudiera estar medida por distintos 
elementos que actúen en cis yen trans dentro del promotor de PECAM-1. En la Figura 4.3 se 

representa un esquema de la diitribuci6n de los elementos de respuesta a TGF-PI encontrados 
en el promotor de PECAM-1. Curiosamente, se ha descrito que TGF-P ejerce un efecto 
selectivo sobre las moléculas de adhesión. Gamble et. al. (1993) han descrito una inhibición de 
la expresi6n de la E-selectina en c&das endoteliales. Concretamente, se han identificado 
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TABLA 4.4.- Elementos de respuesta TGF-B1 

SECUENCIA CONSENSO SECUENCIA DE POSICIÓN REFERENCIAS 
PEC AM- 1 

TIE GNNTTGGTGA TATTTGGTTA -610/-600 
ATGTTGGTCA -3541-345 
GCCTTGGCCT 

Kerr et. al., 1990 
-3 lo/-300 

TCE 

Ig-a 

GCGTGAGCCA -2691-218 
TTTTGGGGA 

GCGTGGGGA +49/+57 
GATGGGGGA i-14/+22 
TGATGGGGGA 

Pietenpol et. al., 1991 

TGGTGGGTGG +12/+21 

TTGTGGGCA +84/+92 
+428/+436 

CACAG(G)CCAGAC CACAGCCGGTC +346/+357 Lin et. al.. 1991 

TAE- a 2(I) TCG ( N ) ,GCCAAG TCAAGAACGCCAAG +169/+182 Rossi et. al., 1988 

NF-1(3’) . ..GCCATG GCCACG -748/-743 
GCCATG 

Ritzenthaler et. al., 1991 
-5831-578 

E 

__ _ -l._.“._.~l”~ -..,_^ _.“~, - --. __ - _ 
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siete elementos inhibidores de la transcripción por TGF-l3 (TIE) en el promotor de la 
E-selectina. Estos mismos autores, en cambio, no han detectado cambios signiticativos en la 

expresión de ICAM-1 o VCAM-1 en células HUVEC tratadas con TGF-fil (Gamble et. al., 
1988). Este efecto selectivo que ejerce TGF$l sobre las moleculas de adhesi6n puede ser 
importante dado el diferente papel que juegan estas moléculas de adhesión 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 integrinss /3r y a& respectivamente, 
permitiendo la adhesión de las células donde el flujo sanguíneo es bajo; y PECAM-1 es un 
elemento imprescindiile en el proceso de transmigración celular. Ademas, se ha visto que 

TGF-BI no inhibe la capacidad de las células HUVEC de permitir la transmigración de las 
células. Por tanto, es previsible, que en áreas donde la sangre esté estancada, o haya poco flujo 

sanguíneo el efecto inhibidor de TGF-l3 1 no sea siguificativo. 

Experimentos de transfecci6n transitoria en MvlLu han mostrado la existencia de una 
región silenciadora de la expresión de PECAM-1 en respuesta a TGF+l (Figura 3.25). Esta 
región se ha localizado a los largo del Ikagmento NheI/PstZ y dentro de esta región, en el 
Fragmento Notvpsrl se detecta la mayor inhibición de la transcripción ejercida por esta 
citoquina con respecto a la transcripción basal de PECAM-1, llegando incluso a inhibir 
totalmente la transcripción basal. Este dato, está de acuerdo con la identificación en este 
tiagmento de únicamente elementos de respuesta negativos a TGF+l (Figura 4.3) como son 

TIE, TCE, Ig-a (Kerr et. al., 1990; Pietenpol et. al., 1991; Lin et. al., 1992). Es de destacar, 
que este fragmento de 0.25Kb NotI/PstI contiene únicamente el foco de inicio de la 
transcripción en 3’, que es utilizado tündamentalmente en la transcripción de PECAM-1 en 
células endoteliales. No hay que olvidar que es en este foco de la transcripción donde se había 
sugerido en apartados anteriores una posible regulación de la transcripción por metilación. 

Aunque el efecto global que ejerce TGF-BI sobre la transcripci6n de PECAM-1 en el 
tiagmento BglII/PstI es inhibidor (Figura 3.25), se detecta uua reducción de un 25% del 
efecto inhibidor ejercido por TGF-gl con respecto al kagmento NotZ/PstZ. Este hecho, estarla 
de acuerdo con la identificación de un elemento positivo localizado en esta región. Se trata de 
un elemento activador de la transcripción identificado en el promotor del gen que coditica para 

la cadena a2 del colágeno de tipo 1 [TAE-a2(I)l (Rossi et. ol., 1988). Ademas, el fragmento 

+57/+92, existen tres posibles elementos de respuesta negativa a TGF$l (TCE) (Pietenpol et. 
al., 1991), que según el resultado obtenido en las transfecciones transitorias pudieran explicar 
la existencia de una regulación negativa global de la transcripci6n de PECAM-1 en este 
fragmento. Ademas, entre los elementos TCE +14/+22 y +84/+92, se ha localizado un sitio 
consenso para Fos. Está reportado por Kerr et. al. (1990), que la inhibición de la expresión 

del gen de la transina por TGF-PI es mediada por la inducción de Fos y la unión de éste, en un 
complejo multim&ico al elemento de respuesta inhibidora de TGF-g 1. En este sentido, datos 
aportados por Lastres et. al. (1994) en c6lulas monocíticas U-937, demuestran que el 
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obtenida con la construcción completa del promotor pCD3 1 - 1.42-LUC y una inhibición de la 

misma con delecciones consecutivas a partir de esta construcción. Es muy probable, y todos 

nuestros resultados apuntan en esa dirección, que sea necesaria la presencia simultanea de los 

elementos NF-1(3’) y del elemento TAE-a2(1) para que TGF-gl ejerza un efecto global 

positivo sobre la transcripción de PECAM-1. 

Ristiniemi et. al. (1989), aislaron el factor purificado NF-1 y vieron que en muchos 
aspectos era idéntico a la histona Hl. De hecho, ia histona Hl es capaz de unirse a la secuencia 

NF-1 del promotor del gen que codilica para la cadena a2 del colágeno de tipo 1 de ratón. Se 
ha demostrado que NF-1 es capas de activar la transcripción de algunos genes eucariotas bajo 

la dirección tanto de promotores celulares como virales. En la cromatina, el ADN genómico 

está empaquetado en nucleosomas siendo junto con la histona HI, el elemento de unión entre 
estos nucleosomas. Aunque la función de la histona Hl 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 hipótesis se apoya en el hecho de que la cromatina en estado activo contiene menos 
histonas Hl (Weitraub et. aI., 1984; Lennox et. al., 1984). Ademas, algunos datos sugieren 

que la estructura del nucleosoma es claramente diferente en areas transcripcionalmente activas 

(Prior et. al., 1983). La estructura de la cromatina, podría estar alterada por TGF-I3 ya que se 

ha visto que la histona Hl se une a sitios TAE-a2-TAE y NFl (Ristiniemi el. al., 1989). La 

localización de los nucleosomas se ha visto que inhiben la accesibilidad de NF-1 hasta los sitios 
de unión (Pina et. al., 1990) 

Todos estos datos tomados en conjunto, sugieren la posibilidad de una regulación de 
PECAM-1 mediante 2 tipos de mecanismos distintos: Por un lado la necesidad de la 

disponibilidad conjunta de NF-1 y TAE-a2(1) que permitan la regulación transcripcional 

positiva de PECAM-1, por otro lado, existe la posibilidad de una regulación de la expresión de 
PECAM-1 por un mecanismo de metilación que impiicarIa una alteración de la estructura de la 

cromatina, una diferente localización nucleosómica y una unión de la histona Hl a los sitios 

NF-1. 
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5.- CONCLUSIONES: 

l.- En PECAM-1 existen dos focos principales de inicio de la transcripción separados entre sí 
por 300 pb: El foco en S’, localizado dentro del tiagmento de 0.22 Kb NheI/BglZl , y el foco 
en 3’, dentro del fragmento de 0.25 Kb Nof/Psll. 

2.- El análisis de la región promotora de PECAM-I ha permitido demostrar que el fragmento 
de 1.42 Kb NotI/PstI puede dirigir la expresión específica de tejido del gen PECAM-1 

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

4.- Se ha demostrado una actividad transcripcional específica del tiamento de 0.22 Kb 
Nhel/Bglll (foco de la transcripción en 5’ ) en linaje hematopoyético mientras que el fkagmento 
de 0.25 Kb (foco de la transcripción en 3’ ) dirige fundamentalmente la transcripción en células 
endoteliales. 

5.- El promotor del gen PECAM-1, es capaz de responder a la activación por ésteres de forbol 
en condiciones de diferenciación celular. Se ha demostrado la implicación de la actividad PKC 
en la expresión de PECAM-I y se ha identificado la región de 0.22 Kb Nhel/BglII 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: SpUEgr-1 como los implicados en la 
activación transcripcional de PECAM-1 por ésteres de forbol. 

6.- Se ha caracterizado el efecto inhibidor que la expresión de c-Myc ejerce sobre la actividad 
promotora de PECAM-1, localizando la región de respuesta a cMyc dentro del fragmento de 
0.66 Kb NheL’PstI. 

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

8.- Citoquinas inflamatorias como TNF-a ejercen una regulación positiva sobre la 
transcripción de PECAM-I que está mediada por la activación de factores de la familii 
ReVNFKB. Concretamente el heterodimero p5O/p65 es el responsable de la interacción con la 

región KB. 



9.- Se han identificado numerosos elementos de respuesta a TGF-BI de los cuales unos 
corresponden a elementos de respuesta activadora de la transcripción, mientras que otros 
coresponden a elementos de respuesta inhibidora de la transcripción de PECAM- 1. La región 
Smal/Pstl resultó ser la minima región promotora requerida para detectar un efecto neto 

positivo ejercido por TGF-PI sobre la actividad transcripcional de PECAM-1. 
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7.- ANEXO 



Parte del trabajo experimental descrito en la presente tesis ha sido publicado en las 

revistas cientiticas que se detallan a continuación: 

Almendro N., Bellón T., Rius C., Lastres P.,.l, Langa C., Corbí A., Bemabéu C. 1996. 

Cloning of the human PECAM-1 promoter and its tissue-specific expression. Structural and 

functional characterization. 1996. J. Immunology, 157: 541 l-5421 

Lastres P., Almendro N., Bellón T., López-Guerrrero J.A., Eritja R., Bernabéu Carmelo. 

Functional regulation of platelet/endotheliaJ cell adhesion molecule-1 by TGF-BI in 

promonocytic U-937 ce&. 1994. J. Itnmunology, 153: 4206-42 18 

López-Rodríguez C., Almendro N., Delgado D., Nueda A., Muñoz E., León J., BernaLku C., 

Corbí A.L. 1996. C-Myc as a represor of the transcriptional activity of CD1 la, CD1 lc and 

CD3 1. Sometido. 



Cloning of the Human Platelet Endothelial Cell Adhesion 
Molecule-1 Promoter and Its Tissue-Specific Expression 

Structural and Functional Characterization’,’ 

Nuria Almendro,* Teresa BelIón,* Carlos Rius,’ Pedro Lastres,* Carmen Langa,* 

Angel Corbí,+ and Carmelo Bernabéu3* 

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 box, but contains consensus motifs for Spl, ECRl, ets, 
helix-loop-helix (HLH) box, CATA, AP-2, C/EBP, YYl, CCACC, LyF-1, imperfect octamer, heptamer, high mobility group pro- 
teins (HMC) box, and nuclear factor-KB, as well as shear stress-, retinoic acid-, glucocorticoid-, and acute phaîe-responsive 
elements, andan Alu sequence. Successive 5’ to 3’ or 3’ tn 5’ deletions revealed tissue-specific prometer activity within the two 
contiguous o.zz-kb Nhel/lIglll and 0.44.kb Bgill/Pstl fragments. The transcriptional activity displayed by the 0.22-kb Nhel/Bgftl 
fragment was specific for the myeloid lineage, whereas the promoter aaivity of the 0.44-kb 6gfWPstl fragment was apparently 
restricted to endothelial cells. The transcriptional activity of the 0.22~kb Nhei/Bglll fragment was confirmed by 5’ RACE (rapid 
amplification of 5’ cDNA ends) and Sl nuclease protection experiments that revealed previously unidentified transcription start si@. 
The 0.22-kb Nhd/Bglll prometer exhibited PMA inducibility in myeloid cells and contained a PMA-responsive ekment recognized 
by Spl and ECR-1 transcription factors. Isolation and characterization of the human PECAMIl prometer represent an initial step in 
elucidating the controlled expression of the PECAM-1 gene. Thelournal of Immunology, 1996, 157: 5411-5421. 

P latelet endothelial cell adhesion molecule-l (PECAM-I), 
also known as CD31, is u single chain membrane glyco- 
protein present in platelets, monocytes, macrophages, 

granulocytes, a subpopulation of T cells, and endotbelium (1). 
Within the myeloid lineage, PECAM-l expression increases dur- 
ing the macrophage differentiation process (2-6). Also, the ex- 
pression of PECAM-I is greatly increased in a PKC-dependent 
matmer upon treatment of monocytic cell lines with TGF-P (7). 
PECAM-1 is an imponant mediator of endotheliumlmyeloid cell 
interactions, as Abs to PECAM-l are able to interfere neutrophil 
and monocyte recruitment and transendothelial migration (8, 9). 
The intercellular adhesion mechanism mediated by PECAM-l in- 

volves at least three different types of intemctions: 1) homophilic 
PECAM-III’ECAM-1 (10). 2) heterophilic PECAMl/u,& (1 l), and 
3) heterophilic PECAM-I with an unidentified pmteoglycan (12). On 
the otber hand. triggeting of cellular adhesion mediad by p, and p2 
intepñns in T cells upan engagement of PECAM-I has been reponed 
(13, 14). Several hes of evidente support an imporfant role of tbe 
cytopl.asmic domain in modulating the adhesive pmperties of 
PECAM-l. First, recombinam PECAM-1 consrmcts lacking pan of 
tix cytoplasmic domain change from heterophilic to homophilic bind- 
ing (15). Second, cellular activation of plateletF or üeatment with 
TGF-PI of monocytic cells leads to phosphotylation of tbe cytoplas- 
mic region of PECAM-1 and association with cytoskeletal compo- 
nents (7, 16. 17). In addition, alternadve splicing of the cytoplas- 
mic tail appears to generate multiple PECAM-l isoforms that may 
regulate phosphorylation. cytoskeletal association, and binding 
specificity of the mature protein (18-20). 

Molecular cloning of its cDNA demonstmted that it contains six 
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-I 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). Tne 5’ boundary of the first exon 
has been determined by primer entension analysis ti endothelial cells, 
which revealed a mmsaiption initiation site 204 bp upstream fmm the 
translation stti site. To gain further insight into the regulatary repions 
of PECAM-l gene expression in myeloid cells, we have isolated and 
chxacterized a genomic clone containing the PECAM-I prometer. 

Materials and Methods 
Screening ofgenomic library 

A huma” placenta genomic librxy in phage h EMBL3 was screened by 
phque hybñdiration wid, the synthetic oligonucleotide PE 2 (5’.CmG. 
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FIGVRE 1. Para restriction enryme map 
of the 5’.flanking region and part of exon 1 
of the PECAM-1 gene. The ro,, line indicates 
a 5.kb Hindlll lragment containing pan of 
the first exon lhatched box) and the locaion 
of the probe (arteriskr) ured for the screen- 
ing. The 1.42.kb SmaVPsd fragment (large 
open box) and derived subfragments were 
cloned into a luciierare prometer-reporter 
YKfOl. 
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FIGVRE 2. The nucleotide sequence of the 
S’Xu,king regio” and part afthe first exon OI 
the PECAM-1 gene. Numberr at the le,? mar- 
gin refer to the franscription s,arf sile (+I, 
determined by 5’ RACE analysis in rhis pa- 
per. Arrowr indicate the transcription stari 
sites reparted here ,positianr -7, -6, +1, 
+9 fo +lB, and +X3) or elsewhere (pori- 
don +301) OO,. The location of the aligonu- 
cleotide used lo, screening and sequencing is 
underlined with a dashed line. Conrenrus re- 
quences for binding 10 transcriptian factors 
are boxed and labeled. These include bind- 
ing sites for ubiquitous. cell type-specilic, 
and differentiation-dependen1 transcriptian 
factors, including Spl, ECR-1, LyF-1, AP-2, 
ets, YYI, GATA-I. CATA-Z, GATA-3, 
CCACC, NE-rB, heptamer WEPT). impedect 
octamer OCT), HLH, HMC. and gl~c~c~rti- 
coid (CRE)-, retinoic acid (RA)-, acufe phase 
(APRE)., and shear ~fress (SRE,-responsive 
elementr. The two LyF-1 rifes are flanked at 
the 3’ regio” by an identical 13.nucleotider 
sequence (underlinedl. An Alu sequence, lo- 
caed betwee” -571 and -242, is boxed. 
Two shart direct repeats af 15 nucleotider 
(overlined) flank the Alu sequence. Thir nu- 
cleatide sequence has been asrigned the 
EMBWGenBank accession “umber X96848. 
The derived amina acid sequence is shawn 
underneath the coding regio” af the firs, 
exon, using the single letter cade. 
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FIGURE 3. Diagram “f PECAM-, prometer-Iu- 
ciferase constructs. Fragments “btãined by restric- 
tion enrymes digestion (“per, boxes) were inselted 
into the pXP2 reporier vector containing the lucif- 
erase gene tUCl. The positions of sorw referente 
restriction sife~ are indicated. 

Results 
Sequence of the 5’.flankin(: region of the PECAM-1 gene 

Sequence analysis of the entire 1.55.kb SmallHindIlI fragment 
(Fig. 2) revealed the presente of 50 nucleotides from the first in- 
tren, 268 nucleotides tiom the fist ex”“, and the immediate upstream 
492 nucleotides from tbe 5’ untranslated repion of PECAM-1 gene 
prwiously reported (20). In addition, we were able fo extend the se- 
quence 750 nucleotides along the 5’ regio”, described here for the 
first time. 

The 5’.Ranking regio” of PECAM-I gene lacks a consensus 
TATA box, but contains severa1 putative regulatory elements, such 
as AP-2 (-86), Spl (-84). YYI (- 193). tw” adjacent helix-loop- 
helix (HLH) boxes (Cl84 and +191), a tandem array of four high 
mobility group proteins (HMG) boxes (f200, +214, +21X, and 
+223), and tw” C/EBP sita (-598 and - 172); shear stress 
(+353, -74, and -335)-, glucocorticoid (-213)-, and acute phase 
(+63)-responsive elements were also identified. Moreover, other 
motifs associated witb hemopoietic differentiation were found. 
Three consensos siles for the ets family of transcription factors (31, 
32) are located at +2O, + 108, and +253; three GATA sita at 
+275 and -202 may direct gene expression during differentiation 
along tbe erythroitimegakaryocytic and mast cell lineages (33); “ne 
c”nsensus site for the zinc finger transcription factor EGR-I (34) is 
located at -83; tw” consensus sites for NF-KB map at + 110 and 
-409: tw” retinoic acid-responsive motifs (35) map at + I 19 
and -67. Als”, three potential regulatory sequences related 1” 
the lymphocytic lineage were detected: imperfccl octamer 
(+ ISI), heptamer (-317). and LyF-1 (-770 and -294). Inter- 
estingly, the tw” LyF-1 siles WBTB Ranked at the 3’ region with 
an identical 13.nucleotides sequence, suggesting a functional 
role for both fragments. An Alu sequence expanding from -571 
t” -242 contains some of the consensus sequences described 
above (shear stress, heptamer, NF-KB, LyF-I, 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 promofer acfivity 

Ta determine whether the 5’.Aanking’region of the PECAM-I 
gene functions t” direct transcñption in a cell type-dependent man- 
ner, the 1.42.kb SmallPstl genomic fragment spanning -939 t” 

+488 as well as severa1 deletion subfragments were placed up- 
stream of the luciferase gene (Fig. 3). The promoter activity of the 
genomic constructs was determined by transient transfections iota 
U-937 (CD3l+ human promonocytic), HEL (CD31+ human 
erythromegakaryoblast), K562 (CD31 + huma” erythroleukemia), 
HeLa (CD31- huma” cervical carcinoma), and NCTC-929 
(CD3 1 - mouse tibroblast) cell lines. Figure 4 shows that luciferase 
activity in these cell types is’indeed reflective of PECAM-l ex- 
prasio”. Th” prometer const&ts displayed the greatest activity in 
K562 cells, followed by an important activity in U937 and HEL 
cells. By contrast, the PECAM-l prometer displayed negligible 
luciferase activity in HeLa and NCTC-929 cells. Thus, relative 1” 
HeLa and NTCT-929 cells, the promotor activity was Il- t” 575. 
fold in K562 cells, 4. t” 77.fold in HEL cells, and 2- 1” 57-fold in 
U-937 cells. The promotor activity of the pXP2 basic vector was at 
background levels, whereas luciferase activity from the vector con- 
raining the SV40 prometer and enhancer regions (a positive con- 
trol for expression) was arbitrarily set at 100. 

T” determine the minimal promotor capable of acting in a tis- 
sue-specific manner, the activities of a set of 5’ t” 3’ PECAM-l 
promotor truncations (pCD3l-1.42.LUC, pCD31-0.66.LUC, 
pCD31.0.44.LUC, and pCD3 I-0.25.LUC) were cumpared. The 
largest construct, pCD3 I-1.42.LUC, and its pCD31-0.44.LUC de- 
rivative displayed average actnmes, similar t” those of the SV40 
c”“str”ct in PECAM-l ‘+ cells. Constructs pCD31-0.66.LUC and 
pCD31.0.25.LUC showed twofold increased activity with respect 
t” the I .42-kb fragment in K562 cells, whereas their activities in 
U937 and HEL cells were similar t” those “f the SV40 coostruct. 
Since the 0.25.kb NorllPrtI fragment comprises nucleotides from 
C232 fo +488. the promotor activity of the pCD31-0.25.LUC 
suggests that the minimal fragment required 1” drive PECAM-1 
transcription from the mmation site reponed at +3Ol (20) is lo- 
cated within its immediate upstream 69 nucleotides. This region 
contains the consensos mmator Al-fTC, followed by GCCA, as 
well as putative enhancer elements, such as ets, GATA, and shear 
stress. 

Additional prometer activity within the Nhe/&l// fragment 

To further characterire the 5’.Aanking regio” required for pro- 
mota activity, several related deletion constructs (pCD3 I-0.98. 
LUC, pCD31-0.22.LUC, and pCD31-0.76.LUC) were analyzed. 
Surprisingly, the activity of pCD31-0.9%LUC consttuct was 12. 
fold higher than that of the SV40-based construct and 3-fold higher 
than that of the NofVP.sll 0.25.LUC construct in KS62 cells (Kg. 
4). Luciferase activity was clearly diminished in the SmnUNheI 
construct, which lacks the NkeI/B,$II fragment, suggesting that 
this region is responsible for the promotor activity found in the 
pCD3 I-0.98.LUC coostmct. In fact, the pCD31-0.22.LUC con- 
stroct containing the NkellBglll fragment displayed a remarkable 
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FIGURE 4. Tissue-specific expresrion of the PECAM-1 prometer. Hemopoietic PECA!+1 + “937 (promonocyticl, KS62 (erythroleukemial. and 
HEL (erythromegakaryoblast) huma,, cell lines and nonhemopoietic PECAM-l- HeLa (human cervical carcinoma1 and NCTC-929 lfibroblasts) cell 
liner were tranriently tranrfected with the indicated prometer coostwcts. Luciferase activhy was determined 14 h after transfection. Correction for 
transfection efficiency was made by cotransfection with p-galactosidase (KS62, HEL, HeLa, NTC-929, and KS621 or alkaline phosphatase (U937) 
exprersion ve~tors. In addition, cells were transfected in parallel with the SV40-luciferase vector, which cootains the strong vira1 prometer activity. 
The mean of five different experiments is rhown. 

prometer activity in the myeloid cell lines tested, especially in 
K562. The 0.22.kb NkellBglII fragment contains a putative ets 
binding site, sometimes associated witb tr~nscription initiation 
(36); consensus AP-2, Spl, and EGR-l sequences; and sbe;lr 
stress- and retinoic acid-responsive elements. 

To determine wbetber a functional transcription SOR site 
mapped within the 0.22-kb NheUB~III fragment, 5’ RACE exper- 
iments were performed (Fig. 5). Primer PE 3 was used for cDNA 
synthesis of total RNA from endothelial and PMA-treated U-937 
cells. Then, an anchar oligonucleotide was ligated fo the 3’ end of 
the synthesbed cDNA. Nested primers PE 4 and PE 5 and the 
anchar complementary oligonucleotide were used to amplify the 5’ 
region of PECAM-l mRNA (Fig. 5A). Electrophoretic analysis 
indicated that tbe PCR amplification resulted in two distinct pairs 
of bands of approximately 400 bp (a and b) and 100 bp (c and d) 
in PMA-traed U-937 cells and endothelial cells (Fig. 5B). The 

sizes of tbe specific pairs of bands dd and alb are compatible with 
transcription initiation sita within the 0.44.kb BgllLlPstI and 
0.22.kb NkeIIBglII fragments, respecrively. Transcription initia- 
tion siles corresponding to the 0.22.kb NkeVBgIII and 0.44kb Bg- 
IIIIP.rrI fragments were found in U937 cells, whereas endothelial 
cells yielded only PCR products corresponding to a transcription 
initiation witbin the 0.44kb BxflIlPsrI fragment. The bands were 
recovered from the gel and cloned for sequencing. As shown in 
Figure SC, sequencing of the 400.bp band revealed transctiption 
initiation al an adenosine witbin the 0.22.kb NheIlBglII 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 construct. Furthermore, sequencing of the 
smallest clone (Fig. SD). showed transcription initiation at position 
+253, which is located 48 nucleotides upstream from the reported 
endothelial transcription initiation (20). To confirm the transcrip- 
don initiation within the 0.22.kb NkeIIBgflI fragment, an SI nu- 
clase 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 SI nucle- 
ase. As shown in Figure 6A. two dilferent clusters of protected 
bands (fragments 1 and 2) were revealed, suggesting multiple tran- 
scription initiation sites witbin a 25.bp region. Interestingly, the 
initiation site determined by 5’ RACE (Fig. 5), precisely mapped 
within Ibis region (Fig. 6B). Taken together, the results of 5’ 
RACE and Sl nucle¿se experiments demonstrate tbat the 0.22.kb 
NkeIIBgnI fragment contains a transcription initiation site, further 
supporting its promotor activity exhibited in reponer gene 
CO”StlllCt.5 

Nent, we analyzed whether tbe 0.22.kb NkeIIBglII co”stnxt dis- 
played a di5erent tissue specificity with respect to that of tbe con- 
tiguous 0.44kb BglIIlPsrI fragment. To that end, transient tras- 
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 BgfII/P.rrI and the 0.25-kb NotI/PstI coostructs dis- 
played B higher transcriptional activity than the 0.22.kb NkeVBglII 
fragment in endotbelial cells. Conversely, the 0.22.kb NhellBgflI 
fragment sbowed a bigher transcriptional activity than tbe 0.44kb 
BgnVPsrI or tbc 0.25.kb NorI/PsrI constroct 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 BgIIIIPsrI fragment is mainly displayed by en- 
dothelial cells. whereas tbe prometer activity of the 0.22.kb Nkell 

Bg/lI fragment seems to be more specific for the myeloid lineage. 

Involvemenf OI’ PKC activity in PECAM-1 expression 

PECA?+-1 expression is up-regulad opon treatment of monocytic 
cell lioes with phorbol esters (5, 6). Since phorbol esters activate 
PKC, we analyzed whether tbis enzymatic activity was involved in 
the expression of PECAM-1. First, addition of the PKC inhibitors 
H7 and staurosporine to PMA-traed U-937 cells diminished the 
surface expression of PECAM-l (Fig. 8A). Tbis inhibitory effect 
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FIGURE 5. 5’ RACE analysisoithetranscriptional slart siteal the PECAM-1 gene. A, Nested PCR amplification reactian. cDNA syntherired usina 
the primer PE 3 and cantaining an anchar oligonucleatide ligated at the 5’ region was used as a template in a PCR reaction. Ampliiications were 
carried out with the anchar oligonucleatide in the presente af either PE 5 o, PE 4 primers, reruking in the PCR producrs a, b. c, and d. Arrows 
denote transcription S,W, rifen. 8, Electrophoresis analysis of PCR products. Amplifications from endothelial or U-937 cells carried out in the 
presente o, either PE 5 (Ianes I) o, PE 4 (lanes 2) primers, as described in A, were analyzed by electropharesis in a 2% agarose gel. Bands were 
visualized by ethidium bramide rfaining. C, Nucleotide requence of the cloned 5’ RACE products. PCR pmducts were isolated lrom the gel, cloned 
into plasmids, and sequenced. The undeilined sequencer indicate the complementary sequences for rhe anchar and the nested primers used for 
PCR reãction. The nucleotide srquence of the 0.4.kb lragment has been assigned the EMBUGenBank accession number X96849. 
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FIGURE 6. 51 nuclease pratection analysis. A. The 
5’ end-labeled oliganucleotide PECAM-l-4as span- 
ning from -16 to +46 (complementary sequence), 
used as a probe, was annealed to fatal RNA from ei- 
rher PMA-treated “937 cells or yeast. The RNA-DNA 
hybrids were incubated in the absence l-51) or in the 
prerence (+Sl) al SI nuclease, and the protected 
fragmenb were analyzed on a denaturing 8% poly- 
acrylamide gel. Two sets oí protected fragments, 53 
,o 54 or 39 fo 29 nucleotides in length, were identi- 
fied in the mRNA from “‘337 cells. As a control, a 
complefe digestion of the probe was obtained in the 
presente of yeart RNA. The m.w. markers (MI in- 
clude a 5’ end-labeled Hinfl-digested @XI 74 phage 
DNA. B, Schematic representaion of the SI nuclease 
protection asray. Transcriptio” initiation Siv?S are in- 
dicated by boxes 1 and 2, which correspond to pro- 
tected fragments 1 and 2 (see AI, respectively. The 
asrerisk indica& the transcription start site deter- 
mined by 5’ RACE (ree Fig. SI. B 

was dose dependan up to a concentration of 250 FM HI (Fig. SE). 
As a control. the expression of CD69, which is PKC dependent 
(37), showed a similar inhibition in the presence of HI (Fig. 88). 
Funhemmre, DOG and OAG, two synthetic diacylglycerol com- 
pounds that mimic the physiologic activator of PKC, were also 
able to induce the expression of PECAM-I (Fig. 8A). Again, H7 
inhibited the PECAM-I expression induced in the presente of di- 
acylglycerol analogues. Next, Northem blot analysis demonstrated 
that the levels of PECAM-l-specific transcripts of 3.7 and 3.4 kb 
steadily increased during PMA-induced diñerentiation of U-937 
cells (Fig. SC). These results suggest the involvement of PKC 
activity in the regulated expression of PECAM-1 Furthennore, 
run-on experiments indicated that the transcriptional activity of 
PECAM-I gene was induced by phorbol esters in U-937 cells (data 
no, shown). 

To locate the specific fragments involved in the PMA-triggered 
increase in PECAMI mRNA levels, we conducted tmnsient tras- 
fection expximents in the presente of phorbol esters (Fig. 80). The 
promota induction levels obtained with pCD3lW5-LUC. pCD31- 
0.44.LUC. pCD31-0.76-LUC, and pCD31-1.42.LUC wcre low (be- 
mee,, ,- a,,d 2.5-fold), whereas the luciferase activities of pCD31. 
0.98.LUC and pCD31-0.22-LUC consuucts were clearly augmented 
upa, stimulation ~4th phorbl estas, giving rise to promoter activity 
induction values mnging from 4 to 6.fold. Since the 0.22.kb NkeU 
@/II fragment is contained within the pCD31-0.98.LUC, these re 
sults suggert that the majar PMA-responsive region maps within the 
0.22.kb NheVBg(ll frdgment. As this fmgment comains ene EGR-I 

FIGURE 7. Prometer activity of 0.22.kb NheVBgAl and 0.44kb Bgnll 
PSII bagments in endothelial cells. BAEC were transiently translected with 
the indica@, prometer conw~cts, and luciferase activity war determined 
48 h after transfection. Correaion for transfection efficiency war made by 
couansfmion with f+&ctosidase expression vectors and parallel tranr 
fections with he SV40-luciferase vector. The mean oí three different ey- 
periments is shown. For comparative purposes, the prometer activit~ in 
the myeloid cell line “937 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 
activafors PMA, OK, and DOC, resulting in an increased expression al PECA,%-, compared with that in untreated cells ,U). This up-regulated 
expression oi PECAM-1 was abalished in the presente of the PKC inhibitors “7 and staurosporine IStauros). Cells were itained with HC1/6 
(anti-PECAM-11 mAb and analyzed by flow cytometry. B, Effect of increasing concentmtions of a PKC inhibitor on PECAM-1 expression. U-937 
cells were treated with PMA in the presente of increasing concentrations oi the PKC inhibitor H7. Cells were stained with HCl/b (an,imPECAM-l) 
or TPll8 (anti-CDW and their mean fluorescente intensity was estimated. C, Nonhem blot analysis. V-937 cells were treated with PMA for the 
limes indicated. RNA hlats (10 &ane) were hyhridired with a PECA¡+1 prohe, and the specific hands were detected by autoradiography. A 
control staining with erhidium hramide LO visualize the rihosomal RNA is also shown. 0, Transient transfection experiments of the PECAM-1 
prometer. PECAM-1 prometer con~truct~ were electraporated in U937 cells, and PMA was added to hall the transfected cells. Luciferase acfiviv 
was determined 14 h aher transiection. Prometer activio/ induction is referred to as the fold induction respect to the activity of untreated cells. A 
representative experiment of three is shown. 

and ene AP-2 putative element reponed to be responsive to pbor- 
bol esters (38. 39). we analyzed whether PMA could induce 
EGR- 1 andlor AP-2 binding to these co”senrus sequences. For this 

purpse, an oligonucleotide spanning from 109 to -76 of the 
genomic PECAM-l was used as a probe in electrophoretic mobil- 

iry shift assays (Fig. 9). Kinetic studies with nuclear extmcts from 
PMA-Lreated U937 or K562 cells demonstrated an early induction 
(1 h) of a prorein that formed a specific complex, as evidenced by 

competilion with unlabeled oligonucleotide (Fig. 9A). This com- 

plex usually appeared as B doublet, suggesting the involvement of 
at least two different proteins. Characterirarion of the complex was 

performed using competitor oligonucleotides and specific Abs. The 
formadon of the complex was inhibiwd by double-sûanded oligonu- 

cleotides corresponding to Spl/EGR-1 co”sensus binding sites, bu, 

not by oligonucleotides containing an AI-2 binding site (Fig. 9B). 
Furtbem~ore, Abs to either EGR-1 or Spl allowed identification of ,be 

lower band aî an EGR-1.conting complex and tbe upper band as 
m Spl-containing complex (Fig. 9C). Togetber, tbese data suggest 

that induction of EGR-I by PMA might contribute to the PMA re 
sponsiveness of the 0.22.kb Nhe,&,, frag,,,ent. 

Discussion 

In the present study we describe the functional characfeñzation 

of the promoter for the human PECA&-I gene. To tbis end. 
a genomic che encompassing tbe 5’.Aanking region of the 
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FIGURE 9. Identificati”” “1 û PMA-responrive Spl,EGR-1 motif wifhin the O.zz-kb Nhel,Bg,ll fragment. Nuclear extracts ir”,,, “937 “r ~562 
cells were incubated with the “P-labeled “liganucleotide CD31-wt (- 109 t” -76) in rhe abrence “r the prerence “f competitor “ligonucleotides 
“r rpecific Abr, as indicated. Samples were electrophoresed “n a 5% polyacrylamide gel and autoradiagraphed. The presente af specific com- 
plexes is indicated by brackets. A, Kinetic rtudy “fthe complex formati”” in “937 and KS62 cells. Nuclear extracts from cells activated wifh PMA 
for the times indicated were incubated with the radiolabeled probe in either the absence l-, “r the presente ,+l of a 1 OO-fold excess “f unlabeled 
prabe. NE, no extract added. 8, Nuclear exfracfr from “937 cellr activated fo, 1 h with PMA were incubated with the radiolabeled probe in either 
the absence “r the presente “f a lOO-fold excess “1 the competitor “ligonucleotides CD31-W, Spl/ECRl-wt. SpllECRl-Mu,, AP-2-wt, and 
AP-2.Mut. C, Nuclear extracts fram U937 cells untreated “1 treated i”r 1 h with PMA were incubated with the radiolabeled probe in either the 
absence “r the prerence of specific Abr 1” SDI “r ECR-1; a “reimmune serum was “sed as a negafive c”ntr”l (PS,. Spl- and ECR-l-containing 
camplexes are indicated by arrows. 

PECAM-I gene was isolated and sequenced from a huma” 
genomic library. A myeloid-specilic cluster of transcriptional stan 
sites has been identified within the 0.22.kb NheIIB,$II fragment, in 
agreement with the high prometer activity displayed by this con- 
struct. No consensus TATA “r CCAAT benes were found within 
the OZ-kb NheVBglII fragment, but a CC-rich box was localized 
near the initiation site. The presente of a CC-rich sequence within 
the 5’.Ranking regio” is a feature of TATA-las genes, which “su- 
ally contain Spl binding sita (40). 5’ RACE enperiments also 
indicated the existence of a second transcription initiation site at 
+253 within the NorIlPsrl region, near the transcription initiation 
site at position +3Ol described in endothelial cells. The existence 
of different transcription initiation siles is compatible with the 
presente of at Ieast tw” distinct bands of 3.4 and 3.7 kb revealed 
by Northem blot analyses (5-7) and with the difficulty of obtaining 
discrete bands in primer extensi”” 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 NheUBglII fragment, which apparently is 
not present in endothelial cells. By conuaït, the O.Wkb BgllVPstI 
fragment appears t” enhibit prometer activity preferentially in en- 
dothelial cells. Based on these results, we postulate the existence 
of tw” promoters with distinct cell type specificities. Endothelial 
cells constitutively enpress PECAM-I af high Ievels, whereas 
PECAM-I expression is regulated during ditferentiationlmatura- 
tion of monocytic cells (6). As Ranking sequences at the 5’ end “f 
the mRNA have been reported t” be responsible for the stability “f 
the message, the existence “f distinct transcripts between endothe- 
lia1 and monocytic cella might contribute t” the differential regu- 
lated expression of PECAM-l by these cell types. It is wonh not- 
ing that each of the transctiption initiation sita mentioned 

(positians -7, -6, +l, +9 t” CIS, +253, and +3Ol) are pre- 
ceded by CC-rich boxea (-30 t” -19, f230 t” 250, and 290 t” 
+300, respectively) that could mediate anchoring of the Spl tran- 
scription factor. 

Unlike VCAM-I and [CAM-I, members of the Ig family of 
adhesion receptors, the PECAM-l prometer does ““t contain any 
TATA-Iike element in close proximity with the transctiption start 
point. The presente of TATA-las promoters has been described in 
housekeeping genes and is usually associated with multiple tran- 
scription stti sita. Tbe latter feature would he in agreement with 
the different transcription initiation sita described for PECA&-1 
at positions -7, -6, + 1, f9 t” + 18, and +253 (this report) and 
+3Ol (20). By contrast, the restricted expression of PECAM-I 
does not correspond t” the housekeeping class of genes. Thus, 
specilic potential transcription factor binding sita within rhe 
promoter might account for the restticted cell expression of 
PECAM-l. Shear stress and NF-KB motifs, present throughout the 
PECAM-I prometer, are responsive t” mechanical forces (41-43). 
Interestingly, al1 the cell types expressing PECAM-I are subjected 
t” the hemodynamic forces of the bloodstream, suggesting that the 
rhree shear stress and tw” NF-KB consensus sequences found in 
the promoter might regulate PECAM-1 transcription. In this sense, 
NF-KB and the shear stress-responsive elements are present in sev- 
eral endothelial genes encoding surfxe Ags such as the ICAM-I, 
endothelial leukocyte adhesion molecule-1 (ELAM-1), and 
“CAM-I (42, 43). On the other hand, the existence of several 
motifs involved in hemopoietic differentiation might contribute t” 
the regulad expression of PECAM-I within this lineage. Thus, 
the GATA sequences have been identified in tbe cis-regulatory 
regio” of globin and “ther erythroid-specific genes (32) and ax 
present in the promoter of VCAM-1 gene, another member of the 
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CAM family (44). Cenain members of tbe protein family that bind 
to the HLH box elements, usually referred to as helix-loop-belix 
proteins, are required for proper B cell development and Ig gene 
r.eam.ngements (45). The retinoic acid-responsive elements ae ap- 
parently involved in hemopoietic development (33). The presente 
of an octamer motif located downstream of an heptamer sequence, 
as in PECAM-1. is a consewed characteristic required for the full 
lymphoid cell-specific activity of severa1 Ig V, promoters (46). 
LyF-l is a transcriptional regulator that interacts with promoters 
for lymphocyte-specific genes (47). The presente of these lym- 
phocyte-specific elements in the PECAM-l prometer is in agree- 
ment with the reported expression of PECAM-1 in cenain sub- 
populations of CD4 and CD8 lymphocytes (13). 

The existence of ubiquitous motifs suggests additional transcrip- 
tional regulatory elements of the PECAM-l gene. Thus, the pres- 
ence of a tandem array of four HMG motifs within the fragment 
+200 to f229 suggests an imponant role for this region in the 
configuraion of the PECAM-l prometer. as HMG proteins are 
able to bind and bend DNA, allowing tbe optima1 spatial anmge- 
ment of nucleoprotein complexa for transcription (48). Acute 
phase reactant-responsive elements, like that found in the 
PECAM-l prometer, typically lie in tbe genes for acute phase 
proteins such as a,-macroglobulin and T kininogen, which are 
induced by infection or inflammation (49, 50). Since these pro- 
cases are associated, with macrophage recmitment to the site of 
injwy. and PECAM-I is involved in the transendothelial migration 
of monocytes, it is tempting fo speculate that the expression of 
PECAM-l by endothelial cells and monocytes could be regulated 
by the acute phase-responsive element. The presente of the glu- 
coconicoid-responsive motif, TGTTCT, suggests that PECAM-l 
expression might also be regulated by these steroid hormones. A 
consensus site for the ubiquitous YYI fwtor (-193) was found 
nearCATA (-202) and CCACC (-267) sites. A similar cluster of 
transcription factors has been described within a silencer region of 
the human É-globin gene, where GATA and YYI were identified 
as developmental repressors (51). Since YYI is a multifunctional 
transcription factor that can act as a repressor of tmnscription of 
many mammalian genes, the existence of these regulatory ele- 
ments might contribute to a differential prometer activity among 
distinct cell lineages. 

An Alu sequence was found along the 5’ region of the 
PECAM-I prometer. The polymorphic shon interspersed elements 
of the Alu family are ubiquitous in the genome of primates and are 
often found within the 5’-Ranking regions of regul;ir’tmnscription 
units (52-58). This supports the idea that the PECAM-l prometer 
region should be contained between the Alu sequence and the tran- 
scription initiation site. Similar arrangements of Alu sequences 
located 5’ to the prometer have been described for severa1 genes 
expressed either by hemopoietic cells, such iis tbe CDI la, CD1 Ib, 
and CDI Ic integrins (52-54). or by endothelial cells, such as the 
VO” Willebrand factor (55). Alrhough the roles of these Alu ,,eats 
in prometer function are unclear, some researchers have postulated 
their involvement in the transcriptional regulation of hemopoietic 
cells (58). 

PKC activity is known to be invnlved in the control of growth 
and differentiation uf 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 diiferentiation toward a mac- 
rophage-like phenotype following exposure fo phorbol esters, 
which are able to bind to and activüte PKC (61). On the other hand, 
the activation of PKC under physiologic conditions is mediated by 
diacylglycerol generated by hydrolysis of phosp!minositides cata- 
lyzed by phospholipase C. Both phorbol esters and synthetic an- 
alegues of diacylglycerol displayed the capacity to induce the ex- 
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pression of PECAM-1 on monocytic cells, indicating that the 
activaion of PKC ia responsible for the increased expression of 
this surface Ag. Interestingly, PECAM-l becomes phosphorylated 
in Sernhr cytoplasmic residues by PKC upon cellular activation, 
and this phosphorylation seems to regulate the association with the 
cytoskeleton and adhesive propenies of PECAM-l (7, 16, 17). In 
addition, phorbol ester, a known activator of PKC, was able 10 
enhance PECAM-l prometer activity, suggesting the involvement 
of this enzymatic activity in the transcription of the PECAM-1 
gene. EGR-I and AP-2 putative elements, previausly reported to 
be responsive to phorbol esters (38, 39). were found within the 
minimal phorbol ester-responsive construct, identified as the 
0.22.kb NheLlBgIII fragment. However, the overlapping Spl/ 
EGR-l sequence. but not AP-2, was identified as a PMA-respon- 
sive element, suggesting its involvement in the PMA-dependent 
activaion of the prometer function. In this sense, overlapping Spl/ 
EGR-l binding motifs are common in EGR-l-regulad genes 
(62-66). and EGR-1 has been described 10 be necessary for tbe 
PMA-induced activity of ICAM-1, CD44. and MDRI (64-66) 
promoters. Interestingly, EGR-I is essential for and restricts dif- 
ferentiation along the macrophage lineage (34), in agreement with 
the myeloid-specific prometer activity of the 0.22.kb NheLlBglII 
fragment. Taken together, these findings strongly suggest that PKC 
regulate the expression and function of PECAM-1. 
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