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RESUM

Per a comprendre els mecanismes que governen 'expressié dels gens inclosos en els geno-
mes eucariotics és necessari prendre en consideracié la manera en que les regions reguladores
d’aquests gens estan organitzades en la cromatina. Les diferéncies en 1’organitzacié de la croma-
tina i en les modificacions quimiques dels components de la cromatina expliquen els diferents
patrons de 1’expressi6 genica en diversos tipus de cellules i la seva resposta especifica a senyals
externs. Basant-nos en els nostres estudis sobre la induccié hormonal del promotor del mou-
se mammary tumour virus (MMTV), podem concloure que la seqiiéncia nucleotidica primaria
determina no solament la manera en que la doble helix de DNA envolta 'octamer d’histona,
i aixi l'accessibilitat de punts d'unié per als factors de transcripcid, siné també la manera en
que aquests factors estableixen sinergismes i la naturalesa del remodelatge de la cromatina de-
pendent d’ATP. A més, la senyalitzacié via crosstalk amb cascades de cinases citoplasmatiques
canvia 'estructura de la cromatina en els gens diana i és fonamental per a la correcta regulacié
a través de receptors d’hormones esteroidees.

Paraules clau: MMTYV, cromatina, receptor de progesterona, remodelatge de la cromatina,
senyalitzacié Erk.

SUMMARY

Understanding the mechanisms governing the expression of the genes encompassed in the
eukaryotic genomes requires a careful consideration of the way regulatory regions of these
genes are packaged in chromatin. Differences in the chromatin organization and in the chemical
modifications of chromatin components account for the different patterns of gene expression
in various cell types and for their specific response to external signals. Based on our studies
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on the hormonal induction of mouse mammary tumour virus (MMTV) promoter we conclude
that the primary nucleotide sequence determines not only the way the DNA double helix wraps
around the histone octamer, and so the accessibility of binding sites for transcription factors, but
also the way these factors synergize and the nature of the ATP-dependent chromatin remodel-
ling. Moreover, signalling via crosstalk with cytoplasmic kinase cascades changes the chromatin
structure of target genes and is essential for proper regulation by steroid hormone receptors.
Keywords: MMTYV, chromatin, progesterone receptor, chromatin remodelling, Erk signalling.

La disponibilitat de la seqiiéncia completa
del genoma huma és només el punt de partida
per a la gran comesa d’entendre el funcio-
nament de les instruccions genomiques. Ai-
x0 vol dir desxifrar quins tipus d’informacié
abasta el genoma, com és codificada i, el més
important, com sén implementades aquestes
instruccions d'una manera interactiva durant
el desenvolupament embrionari i postnatal
per a donar lloc a un organisme en funcio-
nament. Aquest darrer aspecte, que ara atrau
I'atenci6é d'un gran nombre de cientifics, cons-
titueix el que coneixem com a epigenodmica, i
inclou moltes de les arees de recerca més pu-
nyents, com sén ara cellules mare, reprogra-
macié cellular i diferenciacié, desenvolupa-
ment, impressi6 allelica, senescéncia cellular
iregulaci6 genica. Tots aquests processos s6n
finalment controlats, encara que no exclusi-
vament, al nivell d’organitzaci6 de la croma-
tina, per exemple, mitjangant modificacions
en la manera com el genoma és empaquetat
amb histones i altres proteines cromosomi-
ques dins el nucli cellular. L'epigeneética ens
recorda que el que heretem de cellula a cellula
durant la divisi6é celular no és solament DNA,
siné també cromatina amb totes les modifica-
cions quimiques sofertes durant el desenvolu-
pament embrionari i la diferenciacié cellular.
La transmissi¢ d’aquestes marques epigeneéti-
ques, que determinen la diferencia entre una
cellula del fetge, del muscul o de la pell, asse-
gura la continuitat de la identitat cellular du-
rant el creixement de I'd0rgan o la regeneracié
del teixit. Sota determinades condicions fisio-
logiques aquestes marques epigenetiques sén
establertes progressivament durant el procés

de diferenciacié cellular. Les alteracions en
I'establiment o la transmissié de les marques
epigenétiques menen a canvis patologics en la
identitat cellular, com sén ara la pérdua del
fenotip diferenciat o un creixement cellular
descontrolat, tal com observem en el cancer.

Només la comprensié dels mecanismes in-
volucrats en l’establiment, descodificacid i
transmissié de la informacié epigenetica ens
permetra obtenir bon profit en biologia i me-
dicina d’haver desxifratla seqiiencia completa
del genoma huma.

INDUCCIO DE LA REGULACIO
HORMONAL DEL PROMOTOR
DE 'MMTV

L’organitzacié dels promotors eucariotics i
de les regions estimuladores en cromatina té
un paper important en tots els processos que
requereixen interaccions de proteines amb la
informaci6 reguladora codificada al DNA. La
participacié de la dinamica de la cromatina en
la regulacié genica ha estat estudiada en gran
detall. Un dels sistemes model més ben carac-
teritzats és la regulacié hormonal de l'expres-
si6 del mouse mammary tumour virus (MMTV).
Durant la induccié hormonal del promotor de
I'MMTV hi ha canvis rapids de l'estructura
de la cromatina, tal com ho prova l'apari-
ci6 d'un lloc hipersensitiu de DNAasa I en
una regid que conté els elements de resposta
a I'hormona (hormone responsive elements,
HRE) (Zaret i Yamamoto, 1984). Aquests HRE
foren identificats per primer cop en experi-
ments amb el receptor de glucocorticoides
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FIGURA 1. Uni6 de receptors hormonals (HR) i el factor nu-
clear 1 (NF1) al DNA promotor de ’'MMTV. En preséncia d’un
excés d’HR, NF1 no pot accedir al seu lloc d’uni6 (plafé de dalt),
mentre que, en preséncia de concentracions equimolars o supe-
riors de NF1, els HR no es poden unir eficientment als elements
de resposta a I’hormona (HRE) en el promotor (plaf6é de sota)
(Briiggemeier et al., 1990).

FiGura 2. En cellules en cultiu que contenen una sola copia
cromosomica del promotor de 'MMTYV tots els elements cis-
reguladors sén ocupats en la superficie de la particula nucleoso-
mica. El rectangle mostra la posicid translacional del nucleosoma
deduida a partir dels patrons de digesti6 de la nucleasa en cellules
intactes (Truss et al., 1995). Els simbols sén equivalents als de la
figura 1.

FIGURA 3.
blat en forma de nucleosomes in vitro. Les posicions dels marcs
translacionals de les dues classes principals de nucleosomes s’in-
diquen mitjancant els rectangles. Els HR es poden unir a ’'HRE1
ia I’HRE4, pero no als HRE centrals 2, 3 i 5. NF1 no pot accedir
al seu lloc d’uni6 (Pifia et al., 1990). Els simbols son equivalents
als de la figura 1.

La uni6 de factors al promotor de 'MMTYV aco-
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(GR) (Chandler et al., 1983; Payvar et al., 1983;
Scheidereit et al., 1985), perd després es veié
que també uneixen el receptor de progestero-
na (PR) amb gran afinitat. (Chalepakis et al.,
1988; Ahe et al., 1985) i mitjancen l'activacié
de la transcripcié per progesterona. (Cato et
al., 1987).

El promotor de 'MMTYV s’organitza en nu-
cleosomes posicionats, amb un nucleosoma
que cobreix els HRE i el lloc d'unié de NF1
(Richard-Foy i Hager, 1987). L'activaci6é hor-
monal completa del promotor requereix no
solament els HRE, sin6 també el lloc d’unié
de NF1, cosa que indica que els dos factors
sinergitzen in vivo (Briiggemeier et al., 1990;
Chalepakis et al., 1988). Tanmateix, en experi-
ments de transcripci6 in vitro amb el promotor
de I'MMTYV, els receptors de ’hormona acti-
ven la transcripcié (Kalff et al., 1990), pero no
es detecta sinergisme amb I'NF1 (vegeu la fi-
gura 1). En lloc d’aixo I'NF1 competeix amb
els receptors hormonals per la uni6 i transac-
tivacié en DNA nu (Briiggemeier et al., 1990).
No obstant aix0, en céllules intactes tant els re-
ceptors hormonals com I'NF1 ocupen els seus
llocs d"unié simultaniament després de la in-
duccié hormonal a la superficie d'una parti-
cula nucleosomica (vegeu la figura 2) (Truss
et al., 1995). Aquests resultats suggereixen un
paper important de 1’organitzacié nucleoso-
mica del promotor per a una induccié eficient.

Quan el DNA del promotor de 'MMTV
és acoblat en nucleosomes in vitro, adopta
una orientacié rotacional precisa en la super-
ficie de l'octamer d’histones que exposa els
HRE externs 1 i 4 perd deixa inaccessibles els
HRE centrals 2, 3 i 5, que sén essencials per a
la induccié hormonal (vegeu la figura 3) (Pifia
et al., 1990). Tanmateix, 'NF1 no es pot lligar
a seqiiéncies promotores de 'MMTV acobla-
des en nucleosomes regulars, perqué envolta
completament la doble helix de DNA (Eins-
feld et al., 1997; Pina et al., 1990). Per tant, vam
concloure que el nucleosoma ha d’experimen-
tar canvis durant la induccié que permetin la
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Ficura 4. Transcripci6 in vitro a partir del promotor de 'MMTYV com a DNA
nu o com a minicromosomes acoblats en extractes embrionaris de Drosophila.
El plasmidi MMTV-CAT (bé com a DNA nu o després d’acoblar-se en forma
de minicromosomes en extracte d’embrions preblastodermics de Drosophila) fou
usat com a font per a la transcripcié amb extractes nuclears de ceHules HeLa,
en preséncia dels factors de transcripci6 indicats (Di Croce et al., 1999). Com a
control es va fer servir la mateixa construccié amb els HRE eliminats (AHRE).
Encara que PRy activa de manera eficient la transcripci6 a partir de DNA lliure,
NF1 no és gaire actiu i no pot sinergitzar amb PRg en DNA nu (carrils 1 a 8
negres). En minicromosomes el PRy sol no és gaire efectiu, pero sinergitza de
manera efectiva amb NF1 (carrils 1 a 8 grisos). L’extensi6 de la sinergia s’indica

per sota de 1’autoradiograma.

unié simultania dels receptors i I'NF1 i el si-
nergisme funcional.

Pocs minuts després del tractament amb
progesterona de cellules de cancer de ma-
ma que contenen una copia del promotor de
I'MMTV integrada en els seus cromosomes,
un lloc hipersensitiu a DNAasa I caracteris-
tic i definit apareix a prop de 1’eix de simetria
del nucleosoma que abasta els HRE (Truss et
al., 1995). El mateix lloc hipersensitiu es pot
induir mitjangant tractament a concentraci-
ons moderades d’inhibidors de desacetilases
d’histones (HDAC), com s6n ara el butirat de
sodi o la tricostatina A (Bartsch et al., 1996), fet
que suggereix que reflecteix una «obertura»
de la cromatina a causa de 'augment en 1’ace-
tilaci6 de les histones. Durant els darrers deu
anys hem dedicat la nostra atencié a entendre
la naturalesa del canvi induit per aquesta hor-
mona en l'estructura de la cromatina i com es
produeix.

LES LLICONS APRESES
DELS MINICROMOSOMES
ACOBLATS IN VITRO

Per a estudiar la bioquimica de la interaccié
entre els receptors hormonals i el promotor de
I'MMTYV organitzat en cromatina organitzada
hem fet servir sistemes d’acoblament de cro-
matina que generen cadenes de nucleosomes
que mimetitzen el comportament de la croma-
tina natural. Els millors resultats els vam ob-
tenir amb extractes d’embrions preblastodeér-
mics de Drosophila, que contenen abundants
histones nucleosomiques (histones core) i el
mecanisme necessari per a un acoblament efi-
cient de la cromatina (Venditti et al., 1996). Els
minicromosomes acoblats en aquests extrac-
tes mostren el mateix posicionament transla-
cional i rotacional de nucleosomes sobre el
promotor de 'MMTYV que el que ha estat de-
tectat en la cromatina de cellules de cancer
de mama intactes, amb un nucleosoma que
ocupa els HRE i els llocs d'uni6é de NF1. En
absencia dels factors de transcripcié especi-
fics de seqiiéncia, aquests minicromosomes
de MMTYV sén silenciats transcripcionalment.
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FIGURA 5. Unié de factors al promotor de 'MMTV com a

DNA nu o acoblat en forma de minicromosomes. Els experiments
de protecci6 ala DNAasa I foren utilitzats per a detectar I’uni6 de
PRp i NF1 al promotor de 'MMTYV com a DNA lliure (plaf6 es-
querre) o després de 1’acoblament en forma de minicromosomes,
a concentracions altes de PRy (plaf6 central) i a concentracions
baixes de PRy (plafé dret) (Di Croce et al., 1999). S’indiquen
les posicions dels HRE i dels llocs d’unié a NF1 i es mostra a
I’esquerra un esquema del promotor.

L’addici6 d’aquests factors de manera indivi-
dual produeix una estimulacié6 feble per part
del PR, i molt poca o gens d’activacié per
part de NF1. Tanmateix, I'addici6 dels dos fac-
tors junts produeix una forta activacié trans-
cripcional sinergica (vegeu la figura 4), que
és dependent de la preincubaci6 dels minicro-
mosomes amb PR en presencia d’ATP, cosa
que suggereix que cal un procés remodelador
de la cromatina dependent d’ATP (Di Croce
et al., 1999). Els experiments preliminars in-
diquen que el complex responsable d’aquest
episodi de remodelatge en extractes embrio-
naris és NURF (Tsukiyama i Wu, 1995), el qual
és reclutat cap als minicromosomes per part
de PR (Di Croce et al., 1999).

En experiments de protecci6 i empremta de
DNA a altes concentracions de PR es detec-
ta la uni6 dependent d”ATP dels receptors als
HRE, a la vegada que NF1 és incapag d"unir-se

al promotor de MMTV en minicromosomes.
Tanmateix, la preincubaci6 dels minicromoso-
mes amb PR i ATP facilita la uni6 de NF1 al
promotor i genera una empremta continua so-
bre els HRE i el lloc NF1 (vegeu la figura 5, al
mig del plafé) (Di Croce et al., 1999), tal com
s’ha vist in vivo (Truss et al., 1995). Aixi, en ex-
tractes que acoblen cromatina dinamica es pot
reproduir el comportament fisiologic del pro-
motor de 'MMTV.

A concentracions més baixes i fisiologiques
de PR no s’observa empremta en el DNA, fins
i tot en preséncia d’ATP, pero els nivells bai-
xos de receptor sén suficients per a sinergitzar
amb I'NF1 i generar una empremta continua
sobre els HRE i 'NF1 (vegeu el plaf6 de la dre-
ta de la figura 5). Aquests resultats indiquen
que sota condicions fisiologiques no solament
el PR ajuda I'NF1 a unir-se, sin6 que també es
necessita NF1 per a una uni6 optima (Di Croce
et al., 1999). Es interessant veure com no es ne-
cessita el domini de transactivacié de NF1 per
a aquesta sinergia reciproca amb PR, cosa que
suggereix que 1"dnica funcié de NF1 és estabi-
litzar la conformaci6 «oberta» del nucleosoma
i, d’aquesta manera, facilitar I’accés de PR als
HRE ocults.

SORTIDA DELS DIMERS H2A/H2B
IN VIVO 1IN VITRO

Per a identificar l'activitat remodeladora
dependent d’ATP involucrada en l'obertura
de la cromativa de 'MMTYV i definir la natura-
lesa de la conformacié nucleosdmica «oberta»,
s’han realitzat experiments d'immunoprecipi-
tacié de cromatina en céllules T47D de cancer
de mama que portaven una sola copia del pro-
motor de 'MMTV (Truss et al., 1995). Trenta
minuts després del tractament amb 'analeg
sintetic de la progesterona R5020, s’ha pogut
detectar PR unit al promotor de 'MMTYV, jun-
tament amb el coactivador Src-1 i els comple-
xos remodeladors de cromatina Brgl i SNF2h
(vegeu la figura 6) (Vicent et al., 2004). D’a-
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FIGURA 6. Experiments d’immunoprecipitacié de cromatina (ChIP) en ceHules T47D-ML:

segrest de PR, coactivadors i complexos remodeladors de cromatina dependents d’ATP. Les
celules MMTV-ML foren tractades amb el progestagen sintetic R5020 o amb el vehicle (eta-
nol, EtOH) durant 30 min i sotmeses a experiments ChIP amb la utilitzacié d’anticossos contra
PR, el coactivador Src-1, 1’ ATPasa Brgl (plaf6 central) o I’ ATPasa hSnf2h (plaf6 de sota). El
control de DNA introduit (1 %) i el precipitat foren amplificats mitjangant PCR amb la utilit-
zaci6 d’oligos especifics per al nucleosoma B del promotor de 'MMTYV (Vicent et al., 2004).

questa manera, aquestes dues ATPases remo-
deladores podrien formar part del complex
responsable dels canvis dependents d’ATP en
la sensibilitat de la cromatina a nucleases de-
tectades trenta minuts abans de 1’exposici6 a
les hormones (Truss et al., 1995). Al mateix
temps, hi ha una pérdua selectiva d’histones
H2A i H2B des del nucleosoma B del promo-
tor, perd no des dels nucleosomes adjacents C
o D (vegeu la figura 7) (Vicent et al., 2004).
Per a provar si els complexos remodeladors
dependents d’ATP poden desplagar les histo-
nes H2A i H2B dels nucleosomes de 'MMTV
s’han realitzat experiments in vitro amb nu-
cleosomes acoblats i el complex ySwi/Snf
aillat de Saccharomyces cerevisiae. Sorprenent-
ment, es va trobar que, en preséncia d’ATP,
ySwi/Snf podia desplacar H2A i H2B dels nu-
cleosomes del promotor de 'MMTYV, pero no
dels nucleosomes acoblats del promotor ribo-
somic del ratoli en fragments de DNA de la
mateixa llargaria (vegeu la figura 8) (Vicent et
al., 2004). Com que les proteines que es van

fer servir en aquest experiment eren altament
purificades o recombinants, hem de conclou-
re que la seqiiéncia nucleotidica determina el
resultat del procés de remodelatge.

La distinci6 entre nucleosomes també s’ob-
serva en una cadena de nucleosomes. Quan
un xip linear de quatre nucleosomes de
I'MMTV s’incuba amb ySwi/Snf i ATP només
el nucleosoma B perd H2A i H2B. El nucle-
osoma C adjacent és remodelat, tal com es
demostra amb l'alta accessibilitat a 1'enzim
de restricci6 Rsal, perd conserva els dimers
H2A/H2B (vegeu la figura 9) (Vicent et al.,
2004).

ELS RECEPTORS HORMONALS I I'NF1
PODEN UNIR-SE AL PROMOTOR

DE 'MMTV EN TETRAMERS H3/H4
POSICIONATS

El desplagament de tots dos dimers H2A/
H2B és un model raonable per a explicar la
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FiGgura 7. Experiments de ChIP en celules T47D-ML: sorti-

da de H2A i H2B del promotor de 'MMTYV a conseqiiéncia de
la induccié hormonal. Les cellules MMTV-ML foren tractades
amb el progestagen sintetic R5020 o amb el vehicle dissolvent
durant 30 min i sotmeses als experiments de ChIP amb la utilitza-
ci6 d’anticossos contra la histona H2B (plaf6 esquerre), el domini
globular de la histona H2A (plaf6 central) o I’extrem carboxiter-
minal de la H2A (plafé dret). El control de DNA incorporat i el
DNA precipitat foren amplificats amb encebadors especifics del
nucleosoma B de 'MMTYV (fila de dalt), del C (fila del mig) o
del D (fila de sota). H2A i H2B només foren desplagades del nu-
cleosoma B pero no dels adjacents C i D (Vicent e al., 2004).
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FIGURA 8. Experiments de ChIP amb nucleosomes acoblats in
vitro: desplagament de H2A i H2B de 'MMTYV pero no de nucle-
osomes TDNA. Els octamers recombinants d’histona foren usats
per a acoblar nucleosomes mitjangant dialisi salina en fragments
de DNA de la mateixa llargaria (210 pb), derivats del promotor de
I’'MMTV o del promotor de I'rDNA del ratoli. Les dues se-
qiiencies posicionen el nucleosoma en dos marcs principals de
translacié. Després de la incubacié amb ySwi/Snf purificat en
presencia d’ATP, H2A i H2B es perden dels nucleosomes de
I’MMTYV (plaf6 central), perod no dels nucleosomes rDNA (no es
mostren les dades) (Vicent et al., 2004).

uni6 de PR i NF1 a la cromatina del promo-
tor de 'MMTYV en la induccié hormonal? Se

sap que un tetramer d’histones H3 i H4 es
posiciona en la seqiiéncia del promotor de
I'MMTV d’una manera semblant a I'octamer
d’histones, i que I'NF1 es pot unir a una par-
ticula d’un tetramer H3/H4 amb una afinitat
relativament alta (Spangerberg et al., 1998).
La qiiesti6 és si PR pot accedir als HRE cen-
trals en la seqtiencia de 'MMTV organitzada
al voltant d'un tetramer H3/H4. Per respon-
dre aquesta pregunta, vam realitzar experi-
ments de retardament en gel amb DNA lliure
i amb DNA reconstituit al voltant d'un oc-
tamer d’histones o d'un tetramer d’"H3/H4.
Els resultats mostren que, mentre que el PR
només pot unir-se als HRE exposats en la par-
ticula de I’octamer, també pot accedir als HRE
centrals en la particula del tetramer (vegeu
la figura 10). Per tant, un tetramer d’histones
H3 i H4 representa un model plausible per a
I'estructura de la conformacié del nucleosoma
«obert» detectat en la induccié hormonal.

LA HISTONA H1 PARTICIPA
EN L’OPTIMITZACIO
DE LA INDUCCIO HORMONAL

Els experiments descrits fins ara no tenen
en compte les histones internucleosomiques
(histona H1), un component estructural molt
important de la cromatina dels metazous.
Les histones internucleosomiques constituei-
xen una familia amplia de proteines que com-
parteixen un domini globular comu i mostren
extensions variables N i C-terminals, amb re-
sidus basics i llocs de fosforilacié per a di-
verses cinases. El domini globular s'uneix al
DNA en el lloc d’entrada i a la pseudodia-
de, mentre que el domini C-terminal es posa
en contacte amb el DNA al lloc de sortida i
imposa un canvi en la seva direccié (vegeu
la figura 11). L'estructura de I’extensié N-ter-
minal unida no ha estat esbrinada. Un cop
vistes aquestes interaccions, es considera que
les histones internucleosomiques segellen el
DNA nucleosomic i, per tant, limiten la di-
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FIGURA 9.

Remodelament in vitro d’una cadena de nucleosomes mitjangant ySwi/Snf. La

meitat 3'-terminal de ’MMTV-LTR fou usada per a generar una cadena de quatre nucleosomes
amb la utilitzaci6 d’histones recombinants i dialisi salina (plafé esquerre de dalt). La incuba-
ci6 amb ySwi/Snf purificat i ATP va portar al remodelatge dels nucleosomes C i B, tal com es
demostra mitjancant una digestié major amb Sacl i Rsal, respectivament (plaf6 dret a dalt). Els
experiments de ChIP mostraren que H2A i H2B es perden del nucleosoma B remodelat, pero

no del C (plaf6 de sota) (Vicent et al., 2004).

namica del nucleosoma. De fet, s’ha vist que
en presencia de la histona H1 unida, el com-
plex ySwi/Snf no pot remodelar nucleosomes
(Horn et al., 2002). A més a més, s’ha inves-
tigat el paper de la histona H1 en la induc-
ci6é hormonal del promotor de 'MMTV. Fent
servir mononucleosomes acoblats mitjangant
dialisi salina, s’ha trobat que la histona H1 s"u-
neix de manera asimeétrica als nucleosomes de
I'MMTYV, amb una preferéncia clara per l'ex-
trem distal 5" del DNA nucleosomic (Vicent et
al.,2002). D’acord amb el model acceptat, es va
trobar que la incorporacié de H1 als minicro-
mosomes de 'MMTV augmenta l'espaiament
dels nucleosomes i redueix 1’accés dels factors
generals de transcripcié al promotor, tot in-
hibint d’aquesta manera la transcripcié basal
(Koop et al, 2003). Tanmateix, els valors abso-
luts de transcripci6 i induccié mitjangant una
combinacié de PR i NF1 foren augmentats en
minicromosomes que contenien H1 (Koop et
al., 2003).

Aquest efecte inesperat fou degut a un mi-
llor posicionament dels nucleosomes en pre-
sencia de H1 (Vicent et al., 2002) i, com a con-
seqliencia, a una millor unié del PR (Koop et
al.,2003; Vicent et al., 2002) core i a una propor-
ci6 més alta de promotors que participaven
en la transcripcié (Koop et al., 2003). A més, en
preséncia de PR unit, H1 fou fosforilada i,
conseqiientment, eliminada del promotor a
I'inici de la transcripcié (Koop et al., 2003).
Llavors, un component estructural de la cro-
matina que funciona com un repressor general
de la transcripcié contribueix a una millor re-
gulacié d'un promotor induible mitjangant la
reducci6 de la transcripcié basal i la millora de
la transcripcié induida.

CROSSTALKS DE SENYALITZACIO
AMB CASCADES DE CINASES

A part dels efectes nuclears en la trans-
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Ficura 10. Elreceptor de la progesterona s’uneix a tots els HRE en la superficie del tetramer
de les histones H3 i H4. Els experiments de retardament amb gel amb PRy i un fragment de
DNA corresponen al nucleosoma B del promotor de 'MMTYV com a DNA nu (plafé esquerre),
com a un octamer d’histones nucleosomiques (plaf6 central) o com a tetramer d’histones H3 i
H4 (plafé dret) (Spangenbeg et al., 1998). En DNA lliure es forma una banda migratoria molt
lenta ja a baixes concentracions, que correspon a I’ocupacié simultania de tots els HRE (DNA-
PR35). En la particula de I’octamer es troba molt menys d’aquesta banda migratoria lenta, i es
detecta una altra banda de migracié rapida (OCT-PR,), que correspon a I’ocupacié de HRE1
i HRE4; la uni6 a I’octamer és de baixa afinitat, tal com es demostra amb la gran quantitat
d’octamer no ocupat (OCT). En el tetramer H3/H4 la banda de migracié més rapida apareix
a concentracions més baixes de PR (TET-PR»), i s’hi troba una quantitat més elevada de la
banda migradora lenta (TET-PR5); la uni6 al tetramer H3/H4 t€ afinitat més alta que la unié
a I’octamer, tal com es veu amb la gairebé completa desaparicié del tetramer lliure (TET).

L’esquema de dalt ofereix una representacié grafica de I’ocupacié dels HRE.

cripci6, les hormones esteroidees també te-
nen influéncia en les rutes de senyalitzacié
citoplasmatiques, particularment en les cas-
cades de cinases. Per exemple, els estrogens
que actuen mitjangant el seu receptor nucle-
ar normal, Era, activen de manera rapida i
transitoria les rutes Src/Ras/Erk (Migliaccio
et al., 1996) i PI3K/AKT (Castoria et al., 2001),
i aquestes activacions soén essencials per a la
resposta proliferativa de les cellules de can-
cer de mama. S’ha vist que la progesterona
pot provocar una resposta proliferativa en les
cellules de cancer de mama mitjan¢ant un
crosstalk semblant, perd aquest efecte no so-
lament requereix el receptor de progesterona
PRp, sindé que és mitjangat per una interac-
ci6 amb I'ERa lliure (Migliaccio et al., 1998).
L'efecte dels progestagens en les cascades de

senyalitzaci6 és inhibit per antiprogestagens
i també per antiestrogens, que sén essencials
per a la induccié de la proliferacié cellular
(Castoria et al., 1999). Dues regions a la mei-
tat N-terminal del PRg, 'ERID-I i 'ERID-II,
interactuen amb el domini d'unié de lligand
d’ERg, i s6n necessaries per a l’activacié de la
ruta Src/Ras/Erk (vegeu la figura 12) (Balla-
re et al., 2003). El PRy també pot interactuar
directament amb el c-Src mitjancant una re-
gi6 rica en prolina localitzada entre 1’ERID-
Ii 'ERID-II (vegeu la figura 12), perd aques-
ta interaccié no és necessaria per a l'activacio
de la cascada Src/Ras/Erk en les céllules de
cancer de mama que disposen d’ERa (Ballare
et al., 2003). Recentment hem vist que una in-
teracci6 semblant entre PRy i Erf és necessaria
per a la resposta proliferativa a progestagens
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FiGura 11.

en céllules de I’estroma d’endometri, les quals
contenen concentracions molt baixes de recep-
tors d’hormona esteroidea, insuficients per a
la regulacié transcripcional de I'expressi6 dels
gens nuclears (Vallejo et al., 2005).

En experiments pendents de publicar s’ha
vist que blocar l'activacié per progestagens
de la cascada Src/Ras/Erk no solament inhi-
beix la proliferacié cellular, siné que també
té una influencia destacada en 'activaci6 dels
promotors dels gens reporters classics que
contenen PRE. Aixi, el crosstalk entre receptors
nuclears i rutes de senyalitzaci6 de cinases té
un paper essencial en el control de la resposta
cellular a les hormones esteroidees gracies a
la connexié de les rutes de senyalitzaci6 con-
trolades per altres hormones o els factors de
creixement que afecten la membrana cellular.
Resta per esbrinar la influéncia final de 1’acti-
vaci6 d’aquestes cascades de senyalitzacié en
I'expressi6 dels gens sensibles a les hormones,
perd un mecanisme plausible podria implicar
la modificaci6é posttraduccional dels elements
estructurals de la cromatina.

Model de la particula de I’octamer (plafé esquerre) i del tetramer H3/H4 (plaf6
dret), amb el DNA corresponent. La major accessibilitat de la doble helix de DNA del tetramer
H3/H4 és evident. A més, la manca de dimers H2A/H2B pot portar a I’estirament dels extrems
del DNA nucleosomic, tal com s’indica amb les fletxes.

CONCLUSIONS PRINCIPALS

A partir dels experiments esmentats en
aquesta revisié6 podem concloure que la se-
qiiéncia nucleotidica del DNA en el promotor
de I'MMTYV conté informacié que determina:

— La posicié translacional i rotacional del
nucleosoma.

— La resposta del nucleosoma al remode-
latge dependent d’ATP mitjangant Swi/Snf.

— La uni6 asimetrica de la histona H1 al
DNA internucleosomic 5.

Aquesta influéncia estructural de la seqiien-
cia nucleotidica en I’organitzacié de la croma-
tina té efecte en la sinergia funcional entre els
factors de transcripcié especifics de seqiiéncia
i, aixi, en la resposta transcripcional del pro-
motor a 'administracié de progesterona.
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FIGURA 12. Localitzacié de la histona H1 en
el DNA nucleosomic. El domini globular de H1
(a sota) i el domini C-terminal (a dalt) contacten
amb el DNA d’entrada, I’eix de simetriaiel DNA
de sortida, respectivament (Bharath et al., 2003).
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sentacié esquematica de 1’estructura del domini d’ERa (dalt),

Interaccions entre ERa, PRp i c-Src. Repre-

PRp (mig) i c-Src (sota). Les interaccions entre ERa i PRy es
mostren amb fletxes vermelles, i les interaccions d’ambdés re-
ceptors amb c-Src es mostren amb fletxes blaves (Ballare et al.,
2003).

membre postdoctoral del Programa Ramén y
Cajal.

REMODELAMENT DE LA CROMATINA DURANT LA INDUCCIO PER PROGESTERONA DEL PROMOTOR DE L’'MMTV 23

BIBLIOGRAFIA

AHE, D.von der; JANICH, S.; SCHEIDEREIT, C.; RENKAWITZ,
R.; Scuititz, G.; BEaTO, M. (1985). «Glucocorticoid and
progesterone receptors bind to the same sites in two hor-
monally regulated promoters». Nature, 313: 706-709.

Barrarg, C.; UnriGg, M.; BeEcuroLrp, T.; SaANcHO, E.; D1
DomEeNIco, M.; MiGL1AccIO, A.; AuriccHIO, F.; BEaTO,
M. (2003). «Two domains of the progesterone recep-
tor interact with the estrogen receptor and are required
for progesterone activation of the c-Src/Erk pathway in
mammalian cells». Mol. Cell. Biol., 23: 1994-2008.

BarTscH, J.; TRuss, M.; BoDE, J.; BEaTO, M. (1996). «Mod-
erate increase in histone acetylation activates the mouse
mammary tumor virus promoter and remodels its nucle-
osome structure». Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93: 10741-
10746.

BuArATH, M. M.; CHANDRA, N. R.; Rao, M. R. (2003).
«Molecular modeling of the chromatosome particle».
Nucleic Acids Res., 31: 4264-4274.

BRUGGEMEIER, U.; ROGGE, L.; WINNACKER, E. L.; BEATO,
M. (1990). «Nuclear factor I acts as a transcription fac-
tor on the MMTV promoter but competes with steroid
hormone receptors for DNA binding». EMBO J., 9: 2233-
2239.

CasTORIA, G.; BARONE, M. V.; DI DoMENICO, M.; BILAN-
c10, A.; AMETRANO, D.; MiGL1AccIO, A.; AURICCHIO,
F. (1999). «Non-transcriptional action of oestradiol and
progestin triggers DNA synthesis». EMBO ]., 18: 2500-
2510.

CasTORIA, G.; MIGLIACCIO, A.; BiLANCIO, A.; D1 DOMENI-
co, M.; DE FaLco, A.; LoMBARDI, M.; FIORENTINO, R.;
VAaRrRICCHIO, L.; BARONE, M. V.; AuriccHio, F. (2001).
«PI3-kinase in concert with Src promotes the S-phase en-
try of oestradiol- stimulated MCF-7 cells». EMBO J., 20:
6050-6059.

Cato, A. C. B.; HENDERSON, D.; PonTa, H. (1987). «The
hormone response element of the mouse mammary tu-
mour virus DNA mediates the progestin and androgen
induction of transcription in the proviral long terminal
repeat region». EMBO ]., 6: 363-368.

CHALEPAKIS, G.; ARNEMANN, J.; SLATER, E. P.; BRULLER,
H.; Gross, B.; BEaTO, M. (1988). «Differential gene ac-
tivation by glucocorticoids and progestins through the
hormone regulatory element of mouse mammary tumor
virus». Cell, 53: 371-382.

CHANDLER, V. L.; MALER, B. A.; YamamorTo, K. R. (1983).
«DNA sequences bound specifically by glucocorticoid
receptor in vitro render a heterologous promoter hor-
mone responsive in vivo». Cell, 33: 489-499.

D1 Crocg, L.; Koop, R.; VEnDITTI, P.; WESTPHAL, H. M.;
Ni1GHTINGALE, K.; BECKER, P.; BEaTO, M. (1999). «Two-
steps synegism between progesterone receptor and the
DNA binding domain of NF1 on MMTV minichromo-
somes». Mol. Cell, 4: 45-54.

EisreLp, K.; CanDAv, R.; TrRuss, M.; Beato, M. (1997).



24 G. P.VICENT, A. S. NACHT, J. CLAUSELL, T. BECHTOLD, C. BALLARE I M. BEATO

«Binding of NF1 to the MMTV promoter in nucleo-
somes: Influence of rotational phasing, translational po-
sitioning and histone H1». Nucleic Acids Res., 25: 3733-
3742.

Horn, P. J.; CARRUTHERS, L. M.; Locig, C.; HiL, D.
A.; SoLomoN, M. J.; WaDEg, P. A.; ImBALZANO, A. N.;
HanseN, J. C.; PETERsON, C. L. (2002). «Phosphorylation
of linker histones regulates ATP-dependent chromatin
remodeling enzymes». Nat. Struct. Biol., 9: 263-267.

KaLrrr, M.; Gross, B.; BEaTto, M. (1990). «Progesterone
receptor stimulates transcription of mouse mammary tu-
mour virus in a cell-free system». Nature, 344: 360-362.

Koor, R.; D1 Crocg, L.; BEaTO, M. (2003). «Histone H1 en-
hances synergistic activation of the MMTV promoter in
chromatin». EMBO J., 22: 588-599.

Micriaccro, A.; D1, D. M.; Castoria, G.; Dg, F. A.;
BonTEMPO, P.; NoLa, E.; Auricchio, F. (1996). «Tyro-
sine kinase/p21ras/MAP-kinase pathway activation by
estradiol- receptor complex in MCF-7 cells». EMBO ],
15: 1292-1300.

MiGLriAccio, A.; Piccoro, D.; CasToriA, G.; DI DOMENI-
co,M.; BiLancio, A.; LoMBARDI, M.; GoNg, W.; BEATO,
M.; AuriccHIo, F. (1998). «Activation of the src/p21"/
erk pathway by progesterone receptor via a crosstalk
with estrogen receptor». EMBO J., 17: 2008-2018.

Payvar, F.; DErraNco, D.; FIREsTONE, G. L.; EDGAR,
B.; WRANGE, O.; OKRET, S.; GUSTAFSSON, J. A.; Ya-
mamoTo, K. R. (1983). «Sequence-specific binding of
glucocorticoid receptor to MTV DNA at sites within and
upstream of the transcribed region». Cell, 35: 381-392.

PiNa, B.; BRUGGEMEIER, U.; BEaTO, M. (1990). «Nucleo-
some positioning modulates accessibility of regulatory
proteins to the mouse mammary tumor virus promoter».
Cell, 60: 719-731.

RicHARD-Foy, H.; HAGER, G. L. (1987). «Sequence-specific
positioning of nucleosomes over the steroid-inducible
MMTYV promoter». EMBO J., 6: 2321-2328.

ScHEIDEREIT, C.; GEIssE, S.; WEsTPHAL, H. M.; BEATO,
M. (1983). «The glucocorticoid receptor binds to defined

nucleotide sequences near the promoter of mouse mam-
mary tumour virus». Nature, 304: 749-752.

SPANGENBERG, C.; E1sFeLD, K.; STUNKEL, W.; LUGER, K;
Fraus, A.; Ricamonos, T. J.; TrRuss, M.; BEaTo, M.
(1998). «The MMTYV promoter positioned on a tetramer
of histones H3 and H4 binds nuclear factor 1 and OTF1».
J. Mol. Biol., 278: 725-739.

Truss, M.; BARTSCH, J.; SCHELBERT, A.; HAcHE, R. J. G.;
BeaTo, M. (1995). «Hormone induces binding of recep-
tors and transcription factors to a rearranged nucleo-
some on the MMTV promoter in vivo». EMBO ]., 14:
1737-1751.

Tsukivama, T.; Wu, C. (1995). «Purification and properties
of an ATP-dependent nucleosome remodelling factor».
Cell, 83: 1011-1020.

Vairrgjo, G.; Barrarg, C.; BaraNao, L.; Beato, M.;
SARAGUETA, P. (2005). «Progestin activation of non-
genomic pathways via crosstalk of PR with ER in-
duces proliferation of endometrial stromal cells». Mol.
Endocrinol., publicat el 14 de juny de 2005 com a
doi:10.1210/me.2005-0016.

VENDITTI, P.; D1 CrOCE, L.; KAUER, M.; BLANK, T.; BECKER,
P. B.; Beato, M. (1998). «Assembly of the MMTV
promoter in minichromosomes with positioned nucleo-
somes precludes NF1 binding but not restriction enzyme
cleavage». Nucleic Acids Res., 26: 3657-3666.

VIceNT, G. P.; MELIA, M. ].; BEATO, M. (2002). «Asymmet-
ric binding of histone H1 stabilizes MMTV nucleosomes
and the interaction of progesterone receptor with the ex-
posed HRE». |. Mol. Biol., 324: 501-517.

VICENT, G.P.;NacHT, A.S.;SMmiTH, C. L.; PETERSON, C. L.;
DimiTROV, S.; BEATO, M. (2004). «<DNA instructed dis-
placement of H2A and H2B at an inducible promoter».
Mol. Cell, 16: 439-452.

ZAReT, K. S.; YaAmamoTo, K. R. (1984). «Reversible and
persistent changes in chromatin structure accompanying
activation of a glucocorticoid-dependent enhancer ele-
ment». Cell, 38: 29-38.



