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La correcta aplicacion de las técnicas de terapia génica depende de la ade-
cuada expresion del gen introducido en el tejido o linea celular que es objeto
de dicha terapia. La regulacion célulo especifica, es por otra parte un fenémeno
que se produce de manera natural en los organismos pluricelulares y que permi-
te una expresion génica diferencial a lo largo de los procesos de desarrollo o en
diferentes tejidos.

La activacién de un gen concreto en una célula de un organismo eucariota
depende de dos etapas consecutivas, el desplagamiento o apertura de la croma-
tina y posteriormente la formacién de un complejo de iniciacién del que forman
parte diversos factores transcripcionales, unos generales y otros especificos,
que reconocen determinadas secuencias de DNA o interaccionan con otros
factores transcripcionales, y determinan la activacién de la correspondiente
RNA polimerasa. Los niveles de expresién pueden verse aumentados por la
existencia de secuencias de DNA denominadas “enhancer” a las que se unen
factores activadores solubles.

La primera de estas etapas, apertura de la cromatina, es un proceso todavia
poco estudiado pero que en algunos casos, como el gen de la alfa-fetoproteina
(Krumlauf et al. 1985, Hammmer et al. 1987) y en el de la albdmina (Pinkert et
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al. 1987) depende de secuencias situadas en la regién 5” pero bastante lejanas
repecto del punto de inicio de la transcripcion. La segunda etapa, que depende
de la interaccién de secuencias especificas del DNA, elementos cis, con protei-
nas activadoras, elementos trans, ha sido mucho mas estudiada. Combinando
estos dos controles de expresién, cabria pensar que un gen exégeno sélo serd
capaz de expresarse en aquellos tejidos en que el gen autdctono se exprese ha-
bitualmente; esta serfa la situacién ideal deseable para el recambio de un gen
dafiado por un gen reparado, sin embargo hay algunos resultados experimenta-
les que devaliian esta explicacién simplista; diversos laboratorios han aportado
datos sobre la expresién del gen de la alfa-globina transferido a tejidos en los
que habitualmente ese gen no se expresa (Mellonn et al., 1981; Treisman et al.
,1983; Charnay et al., 1984), en estos casos parece ser que si el gen tiene acceso
a una regién “abierta” de la cromatina, podra ser activado por factores trans-
cripcionales ubicuos, generales, no especificos de ese gen en ese tejido.

Mecanismos transcripcionales de regulacion tejido-especifica

Entre los diversos mecanismos que, a nivel del inicio de la transcripcion,
permiten una regulacién célulo especifica pueden citarse:

— Existencia selectiva en ese tipo celular de los factores transcripcionales
activadores, necesarios para interaccionar con secuencias cis especificas.

— Existencia de secuencias cis especificas de cada tejido y con distinta afi-
nidad por los activadores.

— Represion selectiva del gen en los tejidos en que no se expresa.

— Efectos posicionales, que afecten a la eficacia de la transcripcién del gen
0 a la estabilidad del RNA transcrito, debidos a las secuencias de DNA
que lo flanquean.

Cada uno de estos mecanismos se ilustra a continuacién con algunos ejem-
plos seleccionados entre los numerosos datos experimentales que se van acu-
mulando en estos 1iltimos afios. Diversas técnicas han permitido investigar la
existencia de estos mecanismos moleculares, cabe citar entre ellas: la transcrip-
cién "in vitro" utilizando extractos de protefnas nucleares obtenidos a partir de
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diferentes tejidos; experimentos de retardacién en gel y “foot-printing” ; muta-
génesis dirigida de las secuencias reguladoras, y disrupciones de determinadas
secuencias por insercién virica.

Regulacién tejido-especifica basada en la existencia de factores solu-
bles diferenciales.

La transcripcién a partir del promotor del gen de la albimina en ratén es
mas eficiente en extractos nucleares procedentes de higado que en los proce-
dentes de bazo o cerebro. (Lichtsteiner et al., 1987). El promotor del gen de la
albimina de ratén tiene 6 sitios de unién para proteinas nucleares localizados
entre la caja TATA y la posicién -170. Comparando los niveles de transcripcién
“in vitro” de “templates” que contienen todos los elementos, solamente algu-
nos, o varios repetidos en tdndem, y utilizando como fuente de factores trans-
cripcionales distintos extractos nucleares de higado y bazo, se ha encontrado
que los sitios de unién de los factores HNF-1 y C/EBP activan fuertemente la
transcripcién de una forma tejido-especifica. El sitio de unién de otro factor,
NF-Y, tiene un potencial activador menor y es menos especifico de tejido; el
resto de los elementos son activadores muy débiles. Los factores protéicos estu-
diados comprenden factores especificos del tejido hepético o que se encuentran
en éste en mayor proporcion: HFN-1, C/EBP, DBP, CTF/NF-1 y el factor gene-
ral que se une a la regién CAAT, NF-Y. El factor HNF-1 parece ser el dnico ele-
mento capaz de unirse al promotor de albimina que ha sido bien conservado en
el proceso de evolucién de los vertebrados; secuencias de reconocimiento para
este factor se encuentran en otros genes especificos hepdticos como los de alfa-
feto proteina, beta-fibrindgeno y alfa-1-antitripsina. (Maire et al. 1989). Los
factores especificos que afectan la transcripcion del gen de la albimina en higa-
do protegen también una regién especifica del promotor del gen hepatico al-
fa2-globulina. Esto avala la idea de la existencia de factores reguladores trans
tejido-especificos que ejercen su accién mediante combinacion con otros facto-
res transcripcionales ubicuos. La existencia de un elevado nimero de sitios de
unién para factores reguladores generales y especificos, sugiere que la compleja
regulacion de los genes estd organizada en gran parte en base a mecanismos
combinatorios; esto tiene la ventaja de que puede alcanzarse una gran diversi-
dad en los niveles de expresion génica en distintos tejidos con un nimero limi-
tado de factores reguladores.
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Otro mecanismo de regulaciéon que estd basado en la existencia de factores
trans especificos lo constituye la expresion de las hormonas pituitarias, TSH,
LH y FSH en lineas celulares gonadotrépicas. El grupo estd integrado por una
familia de hormonas de estructura glicoprotéica, estructuradas como heterodi-
meros; el dimero est4 compuesto por una subunidad alfa, conmin a toda la fami-
lia, y otra beta especifica de cada hormona. Horn ha identificado un factor solu-
ble capaz de reconocer a un elemento regulador que confiere a las subunidades
alta expresion gonadotropo-especifica; este factor soluble se localiza de manera
exclusiva en las células de la linea gonadotrépica (Horn et al., 1992).

Regulacion diferencial basada en la existencia de secuencias cis tejido-
especificas

El gen MCL-2 codifica para una forma de las cadenas ligeras de la miosi-
na, precisamente la que puede sufrir procesos de regulacién por fosforilacion y
que por tanto juega un papel importante en la regulacién de la contraccién mus-
cular. Se produce un aumento en los niveles de RNA mensajero de este gen du-
rante el crecimiento de las células miocardicas y en los procesos de hipertrofia
muscular. El grupo de Henderson ha caracterizado este gen a partir del miisculo
de corazdn de rata. La estructura de los exones y las posiciones de los intrones
en miusculo cardiaco y esquelético estdn perfectamente conservadas. Si se com-
paran las regiones 5” de los genes en ambos tejidos, se ven divergencias, mien-
tras que cuando se comparan las regiones 5” de los genes aislados a partir de
musculo cardfaco de rata y pollo aparecen unas secuencias conservadas; estas
secuencias estdn constituidas por un motivo CArG y otros elementos cis, cada
uno de 10 pb, localizados en posicién -250 respecto al sitio de inicio de la
transcripcion. Préxima a la caja Hogness hay una regién conservada de 28 bp
que contiene una secuencia TAAAAATAAC, que también se encuentra en un
“enhancer” del gen de la creatin-quinasa de rata; el motivo CArG es similar al
encontrado en los genes actina cardiacos de vertebrados (Henderson et al.,
1987).

En el mutante de ratén Mov13, la insercién del virus Moloney en el primer
intrén del gen del coldgeno 1 bloquea su transcripcion, excepto en los odonto-
blastos en los que el gen se expresa correctamente (Kratochwil et al. 1989). La
expresion del alelo Mov13 en odontoblastos, pero no en otras células mesen-
quimdticas sugiere que la insercién del provirus interfiere con la regulacién
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transcripcional célulo-especifica. A diferencia de los fibroblastos, en los que se
expresan de forma coordinada los genes del coldgeno I y III, los odontoblastos
producen grandes cantidades del tipo I pero no producen el III; segin la hipéte-
sis que formulan estos investigadores, la transcripcién célulo-especifica de los
genes del coldgeno estarfa estructurada en base a la utilizacién de distintas se-
cuencias cis que se ven afectadas de forma diferente por la insercién del virus.
Estas secuencias reguladoras se hallan presentes tanto en la regién 5 upstream
(Schmidt e al. 1986) como en el primer intrén (Bornstein and McKay, 1988).

En experimentos similares se puso de manifiesto que un transposén inser-
tado en la regién 5” terminal del locus “yellow “ de Drosophila afecta a la ex-
presién de este gen de una forma célulo-especifica y se interpreté como resulta-
do de la inactivacién célulo especifica de "enhancers" que ocupan distintas po-
siciones en el gen (Geyer and Corces 1987). La expresion del gen “yellow “ en
la larva de Drosophila esta restringida a partes de la boca, microsetas y placas
anales y es responsable de la correcta pigmentacién de la cuticula. La correcta
expresion de este fenotipo en la larva requiere de regiones cis localizadas entre
-294 y -92 pb y una porcién del intrén; las secuencias contenidas dentro del in-
trén pueden actuar en una forma independiente de 1a posicidn; la regién 5° serfa
la responsable de la regulacién tejido especifica y la regién del intrén actuaria
como exaltadora de los niveles de expresién (Martin et al. 1989).

En monocitos, el gen CSF-1R (receptor del factor 1 estimulante de colo-
nias) posee multiples sitios de inicio de la transcripcion localizados préximos a
la region codificadora. En cambio, en células de placenta el RNAm incluye un
ex6n no codificador adicional que se localiza a 26 kb en posicién 5°. Esto su-
giere una utilizacion diferencial de promotores en los dos tipos celulares. Un
fragmento de 775 pb, conteniendo los sitios de inicio de la transcripcién del gen
CES-1R vy su regién upstream, aislado a partir de placenta, dirige la transcrip-
cién de un gen “reporter” en células de coriocarcinoma y fibroblastos de rata
pero no en células mieloides o linfoides; un fragmento de 550 pb de origen mo-
nocitico dirige la expresién del gen en células mieloides humanas pero no en
los otros tipos celulares. Esto significa que estas secuencias contienen los mfni-
mos elementos necesarios para programar una expresion tejido-especifica (Ro--
berts et al. 1992).

El conocimiento de estas secuencias de regulacién tejido-especificas es
muy amplio, siendo numerosisimos los ejemplos actualmente descritos, y estd
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teniendo ya aplicaciones practicas orientadas a la terapia génica. Recientemente
se ha descrito un sistema de expresion génica basado en un promotor con carac-
terfsticas tejido-especificas incluido en un retrovirus (Kuriyama et al. 1991).
Este vector, que contiene el enhancer y promotor especificos del gen de la albu-
mina hepdtico, se expresa de manera exclusiva en hepatocitos en procesos de
divisién activa; en un futuro, estos sistemas podran ser utilizados para la elimi-
nacion selectiva de células de hepatomas, sin necesidad de causar dafios en
otras células normales de division activa como es el caso de las células de la
médula dsea.

Regulacidn tejido-especifica mediada por factores represores

El gen ADA, adenosina desaminasa, es un gen tipico “housekeeping” con
la estructura clésica de estos genes en el promotor. Sin embargo, este gen es ca-
paz de experimentar expresion tejido-especifica. Su promotor, rico en G+C, po-
see un elemento cis represor de 13-pb ,GCGTGGGCGGGGC, que contiene, en
lectura solapada, el motivo GCGTGGGCG al que se une Zif268, un represor, y
el motivo TGGGCGGGGC al que se une Spl, un regulador general de la trans-
cripcidn; la existencia de estos dos factores resulta por tanto en una competen-
cia de unién a la misma regién (Ackerman et al. 1991). Si la hipétesis es co-
rrecta, la concentracién relativa de SP1 y Zif268 en cada tipo celular, o la pre-
sencia en ellos de otros factores que influenciasen su unién especifica, modula-
rfa de forma tejido-especifica la expresioén del gen. Una situacion similar se ha
encontrado en el promotor del gen Hox1.4 también rico en G+C y modulable
desde el punto de vista de distintos tejidos o distintas etapas de desarrollo
(Chavrier et al. 1990).

Otros represores son capaces de impedir interacciones especificas que son
responsables de la activacion de genes de forma tejido-especifica. Factores
transcripcionales que contienen motivos helix-loop-helix (HLH) regulan la ex-
presién de genes tejido-especificos en mamiferos e insectos. En mamiferos
existe evidencia bioquimica de la inhibicién de la expresion génica en estudios
de miogénesis (Benezra et al., 1990) y también en neurogénesis (Biggs et al
1992). Durante la proliferacién y diferenciacién de mioblastos los productos de
los genes miogénicos HLH tales como la proteina especifica MyoD y la ubi-
cua E12 estan presentes en niveles constantes. En la diferenciacién, un mon6-
mero de MyoD y un monémero de E12 forman un heterodimero que activa ge-
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nes musculo especificos como el de creatin kinasa. Durante el proceso de proli-
feracion E-12 y MyoD no son capaces de dimerizar porque existe otra proteina
HLH, Id, que actia como supresor de la diferenciacién miogénica. Id interac-
ciona con la proteina E12, y de esta forma impide la correcta dimerizacién con
MyoD, pero Id carece de la regién rica en aminodcidos bdsicos que es necesaria
para formar el dominio de unién al DNA. En el proceso de neurogénesis el fac-
tor inhibidor se ha denominado Id-2 y los resultados de Biggs sugieren que la
represion por Id-2 se requiere para que la diferenciacién neuronal y glial se pro-
duzca. En Drosophila los genes HLH (daughterless y achete-scute) se requie-
ren para la neurogénesis y existe un gen de funcién opuesta (emc) cuyo produc-
to forma heterodimeros no activos con los genes achete-scute (Ellis et al.,
1990).

Regulacién basada en efectos posicionales

Goldhamer, estudiando los elementos reguladores que controlan la expre-
sién especifica de linea del gen myoD, ha identificado un enhancer distal que
regula positivamente la expresién del gen myoD humano; tanto el enhancer co-
mo el promotor son activos en células miogénicas y no miogénicas. En embrio-
nes de ratén transgénico el enhancer y el promotor juntos dirigen la expresion
del gen fusionado al gen lacZ de E.coli de modo especifico en la linea celular
de misculo esquelético. Estos datos sugieren que durante el desarrollo el gen es
regulado por mecanismos que restringen la accesibilidad de los elementos de
conirol de myoD a factores positivos que actian en trans; en este proceso po-
drfa estar implicada la metilacién ya que la 5-azacitidina convierte las células
no miogénicas en miogénicas por activacién del gen myoD cromosémico
(Goldhamer et al 1990).

Transcripcion ilegitima y diagnéstico molecular

La transcripcidn “ilegitima”, es decir la existencia en concentraciones muy
pequefias o basales de RNAm correspondientes a genes que no se expresan
habitualmente en ese tejido, combinada con las técnicas de amplificacién de
cDNAs proporciona la posibilidad de analizar transcritos de caracteristicas pa-
toldgicas que sean especificos de un tejido de dificil acceso a partir de cualquier
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célula facilmente accesible. Chelly y colaboradores han demostrado que existen
transcritos del gen de la distrofia muscular de Duchenne (DMD) no sélo en
miisculo y cerebro como seria de esperar, sino también en fibroblastos en culti-
vo, linfoblastos y células de hepatoma HepG2 (Chelly ez al. 1988). Posterior-
mente los mismos autores han ampliado el estudio a otros genes, el gen de la
hormona AMH que se expresa especificamente en las células de Sertoli de los
testiculos, el gen de la beta-globina que es especifico de las células eritroides
adultas y el gen del factor de coagulacién VIIlc que se expresa fundamental-
mente a nivel hepético y cuya deficiencia estd ligada a un tipo de hemofilia A
asociada al cromosma X, encontrando en todos ellos procesos de transcripcién
ilegitima (Chely et al. 1989).

Este sistema tiene la ventaja adicional de que el RNAm tiene una estructu-
ra mds condensada, sin intrones, que el gen original y es més ficil detectar en
ella una mutacién. El posible mecanismo molecular que subyace a la explica-
cién de la transcripcion ilegitima estd basado en la existencia de factores trans-
cripcionales generales. En los promotores eucariotas estdn implicados varios
factores transcripcionales, algunos son ubicuos o generales y otros tejido-espe-
cificos, en ausencia de estos dltimos la transcripcién es probablemente muy ba-
ja, pero no totalmente nula; en algunos casos se ha comprobado que la trans-
cripci6én puede ser activada en circunstancias en que los factores transcripciona-
les tienen mds facil acceso al promotor como sucederia por ejemplo al abrirse
una regién de cromatina o por cambios de metilacién que varfan cuando el
DNA se replica. Esta relacion entre transcripcion ilegitima y replicacion de
DNA podria explicar por ejemplo el por qué la transcripcién ilegitima es més
abundante en linfoblastos que proliferan activamente que en fibloblastos que
estan llegando a confluencia.
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