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RESUMEN 

La expresión del gen del canal de sodio tipo U es restringida a neuronas por una secuencia 

en el DNA llamada REl, activa en células no neuronales, nosotros demostramos que la 

expresión de un cDNA que codifica para un factor de transcripción silenciador de REI 

(REST) es suficiente para unirse a este elemento silenciador y reprimir la expresión de 

genes reporteros en los que esta presente el promotor del gen del canal de sodio tipo n. 
REST contiene dos dominios represores, el primer dominio represor mapea en la región N

tenninal abarcando 83 aminoácidos, el segundo dominio represor se localiza en el extremo 

carhoxilo terminal de REST y este incluye el último dedo de zinc. Hay estudios que 

sugieren que otras proteinas que se unen a REST están involucradas en el mecanismo de 

represión, la identificación de factores de transcripción u otras proteínas accesorias que 

interaccionen con REST es importante para conocer -el mecanismo implicado en la 

represión llevada a cabo por este factor de transcripción. Para encontrar los blancos 

celulares de interacción con REST, usamos el dominio represor N-terminal como anzuelo 

en un "screening" de una librería de cDNA de células HeLa utilizando el sistema del doble 

híbrido, encontrando cuatro clonas, la clona 1 P2 tiene un 98% de homología a nivel de 

nucJeótidos con RACKl un receptor para proteína cinasa e activada y un homologo para la 

subunidad ~ de la proteína G, la interacción de REST con RACK 1 podria funcionar como 

un punto de encuentro con PKC la cual entonces fosforilaría a REST, estos resultados 

sugieren un posible modelo de regulación para este represor neuronal, en el cual la 

fosforilación puede ser importante para su actividad. 
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INTRODUCCION y ANTECEDENTES 

Interacción entre proteínas 

En la gran mayoria de procesos biológicos es esencial la interacción entre proteínas, dichos 

procesos incluyen eventos extracelulares así como intracelulares, como ejemplo de los 

primeros están las interacciones receptor-ligando, adhesión celular, reconocimiento de 

antígenos y reconocimiento virus-huésped, mientras que en los segundos tenemos la 

formación de complejos multi-proteína, el ensamble de elementos del citoesqueJeto, la 

transducción de señales, procesos enzímáticos, transporte nuclear y el ensamble de la 

maquinaria transcripcional (el cual se menciona con detalle mas adelante), solo por 

mencionar unos pocos ejemplos. 

Es de esperar por tanto que la interacción entre proteínas sea el resultado de todo un 

proceso evolutivo en el que se ha generado una gran variedad de dominios conservados que 

seguramente todavía no son conocidos y caracteri zados en su totalidad, sin embargo entre 

los que se han identificado se sabe que están presentes en proteínas involucradas en la 

reparación de DNA (Aravind y cols., 1999), en toxinas, en las que éstos dominios se 

encuentran flanqueados por residuos de prolina (Kini . 1998), en proteínas que participan en 

la transducción de señales (Della y cols. , 1995) en las que su interacción con otras proteínas 

mediada por dominios como SH2 y SH3 es necesaria para la transmisión de señales 

proliferativas (4); dominios WW han sido detectados en proteínas no relacionadas, éstos se 

unen a secuencias ricas en prolina y recientes estudios sugieren que en proteínas específicas 

pueden jugar un papel en enfennedades como hipertensión o distrofia muscular (Staub y 

Rotin, 1996), un ejemplo de una proteína con un dominio WW es Fe56, la cual además 

posee dos dominios PIDIPTB estos tres dominios le penniten interaccionar con varias 

proteínas, una de estas es conocida como APP, dicha proteína esta implicada en el fenotipo 

de la enfennedad de Alzheimer (Russo y ools., 1998), otros dominios también encontrados 

en proteínas no relacionadas son los conocidos como "RING" y "B-box". sin embargo se 

sabe que varias proteínas que contienen el dominio RlNG son oncoproteínas y datos 

recientes indican que a través de este dominio pueden ser mediadas actividades 

proapoptóticas (Borden., 1998); el dominio LIM. es un dominio nco en cisteína compuesto 



de dos dedos de zinc especiales, las proteínas LlM incluyen factores de transcripción y 

proteínas de ci toesqueleto enlre otras, algunas de estas proteínas están involucradas en el 

control de la detenninación del linaje celular, y regulación de la diferenciación así como en 

el control de proliferación celular (Dawid y cols.; 1995, Sanchez-Garcia y Rabbitts, 1994) 

mientras que en la regulación de la localización, agrupamiento y función de varios canales 

ionicos y transportadores se ha demostrado que los dominios PDZ, el homólogo 3 de Src y 

el ya antes mencionado WW participan de manera importante (Staub y Rotin, 1997, Sheng 

y Wyszynski , 1997); en cuanto al dominio PDZ, este es parte de la oxido nítrico sintetasa, 

enzima importante en procesos de neurotransmisión y relajación muscular, dicho dominio 

es responsable de la localización correcta en las membranas sinápticas de una de las 

iso formas de nNOS (Brenman y col s., ¡ 997). 

No obstante el amplio número de publicaciones que tratan de interacción entre proteínas, en 

la mayoría de estas no se hace referencia a los dominios participantes, sin embargo los 

eventos que tienen lugar gracias a estas interacciones son de gran relevancia, como es el 

caso de la translocación de citoplasma a núcleo del receptor glucocorticoide el cual para 

lograr dicho transporte se asocia con la inmunofihna hsp56 (Pran y col s. , 1993), así mismo 

la proteína FtviRP cuya falta de expresión es causa del fenotipo del síndrome del X frágil , 

se une a otras proteínas y lleva a cabo su translocación nuclear (Hoogeveen y Oostra, 

1997); otro caso de mucho interés es el de proteínas virales capaces de transactivar genes 

celulares y virales, como es el caso de la proteína X del virus de la hepatitis B, se sugiere 

que esta transactivación es resultado de la asociación entre proteínas (Koike y Takada, 

1995). Uno de los ejemplos mas recurridos en el tema que nos ocupa es el de proteínas que 

participan en procesos de señalización y dentro de estas, las proteínas G, que son 

componentes vitales de un gran número de vías de seña lización, para que estas proteínas 

lleven a cabo su función es indispensable la interacción con los receptores y efectores 

apropiados, pero como primer paso se requiere la asociación entre sus subunidades 

(Higgins y Casey, 1996); otro ejemplo de proteínas que participan en la transducción de 

señales son las pertenecientes a la familia de las STATs las cuales también participan en el 

control de genes, puesto que son activadores transcripcionales y por lo tanto presentan 

dominios para la interacción con cinasas, fosfatasas, receptores, otros factores de 
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transcripción y la misma maquinaria de transcripción (Darnell, 1997); los reguladores 

transcripcionales es de esperar que ejerzan su control en parte por su interacción con otras 

proteínas (Hawkins y Lamb, 1995) como es el caso de las proteínas Egr, miembros de una 

subclase de factores de transcripción inducibles, presentes en el sistema nervioso 

(Beckmann y Wilce 1997), los receptores de hormonas esteroides (Klein-Hitpass y cols., 

1998), un factor de respuesta a aúxina (Guilfoyle y cols., 1998) y otros factores de 

transcripción de plantas (Takatsuji, 1998) esta manera de regulación no solo se da en el 

inicio de la transcripción sino también en el procesamiento del rnRNA al asociarse la RNA 

polimerasa II con factores de corte y poliadenilación (Zhao y cols., 1999) y a nivel de 

cromatina interaccionando esta con diferentes proteínas regulatorias a través del amino 

tennina! del "core" de histonas (Hansen y cols., 1998). 

El proceso de transcripción 

El control de la expresión genética es un proceso fundamental en el desarrollo y 

organización de los organismos multicelulares, ya que la adecuada expresión de los genes a 

través del tiempo y el espacio permite una oportuna diferenciación y especialización de la 

célula y el tejido, una de las etapas principales de regulación es a nivel de transcripción, la 

transcripción es el proceso por el cual se sintetiza una molécula de RNA a partir de un 

molde de DNA, este molde es la parte codificante de un gen; la transcripción es llevada a 

cabo por la enzima RNA polimerasa, en el caso de organismos eucariontes ex.:isten tres 

tipos de RNA polimerasa las cuales difieren por su localización en el núcleo, su patrón 

cromatrográfico, por su sensibilidad a a-amanitina (compuesto tóxico producido por el 

hongo Amanita jhalloides) y por la función de cada una de ellas. 

La RNA polimerasa 1 se encuentra en el nucléolo y transcribe a genes precursores de RNA 

ribosomal (rRNA), la RNA polimerasa 1lI se localiza en el nucJeoplasma y transcribe a los 

tRNAs, al rRNA 5S y algunos RNAs pequeños, y la RNA polimerasa II que se encuentra 

en el nucleoplasma se encarga de sintetizar algunos RNAs pequeños y a los RNA 

mensajeros (rnRNA) los cuales posteriormente son traducidos a proteínas. 
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La región promotora de los genes poI II dependientes se encuentra adelante del punto de 

inicio de la transcripción, y cada promotor contiene secuencias específicas que le permiten 

ser reconocido por la RNApol 11 Y por factores de transcripción, estas secuencias son 

conocidas corno el promotor mínimo y por lo regular se encuentran ubicadas en las 

primeras 100 pares de bases (pb), un componente importante que se encuentra en la 

mayoría de los genes es la caja TATA, localizada aproximadamente a 30 pb del sitio de 

inicio de la transcripción, esta es una secuencia altamente conservada y su función es 

permitir el inicio de la transcripción en un punto específico, existen otras cajas como es la 

GC y la CCAA T que son comunes en muchos genes transcritos por la RNApol rr y que 

también forman parte del promotor mínimo. 

Sobre este promotor mínimo es donde actúa la maquinaria de transcripción basal, esta 

consta de la RNApol JI Y de los factores de transcripción generales (GTFs) llamados así 

porque intervienen a nivel de todos los genes transcritos, el ensamble de esta maquinaria da 

inicio con la unión de TBP o TFIID a la caja TATA, enseguida se une TFIIA, y 

posteriormente TFIIB, a esta unión le sigue la de la enzima RNApollI asociada con TFIIF, 

y por último TFllE y TFIIH. 

TEP (proteína de unión a la caja TATA) es un solo polipéptido de 38 kDa en el cual esta 

presente una región llamada "core" que consta de una estructura simétrica compuesta por 

180 aminoácidos muy conservados en organismos eucariontes, localizada en la porción 

carboxilo terminal, en cuanto a la región amino terminal esta tiene secuencias 

características como son una región de glutaminas de más de 30 residuos y un dominio 

SPT; esta es la única proteína de estos factores que interacciona directamente con el DNA, 

esta interacción se lleva a cabo entre el surco menor y el "core" de TBP, lo que provoca una 

deformación en el DNA que permite que se unan los siguientes factores que forman el 

complejo de preiniciación (Oakoma, 1997; Tamura y cols., 1996). 

TFIID es un complejo formado por TBP y factores asociados a TBP para la RNApol II 

(TAFlls), aunque TEP es suficiente para la transcripción basal de promotores que 

contienen caja TATA, para que se de un awnento en la transcripción en respuesta a 
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activadores son necesanos los TAFlls, por lo que se infiere que a estos, además de 

asociarse factores de transcripción generales se asocian también factores específicos, así 

como ca-factores. Hay estudios en los que se ha encontrado que algunos TAFIIs pueden 

interaccionar entre si de manera similar a las histonas, por lo que es posible que TFIlD 

tenga una estructura similar al octámero de histonas que le permita remodelar la estructura 

de la cromatina con la ayuda de alguna maquinaria dependiente de A TP o en respuesta a la 

acción de factores de transcripción (Oakoma, 1997). 

TFlIA esta formado por tres subunidades de 35, 19 Y 12 kDa, este factor estabi liza la 

interacción de TBP o TFIlD con el DNA Y puede eliminar a represores transcripcionales 

que actúan sobre estos factores, y mediar el efecto de activadores transcripcionales; por 

estudios de cristal agrafia de rayos X se encontró que TFllA reconoce la región amino 

terminal del core de TBP, sin embargo no es esencial para la transcripción basal 

únicamente con esta proteína, a diferencia de cuando se encuentra todo el complejo TFIID, 

en especial cuando el promotor sobre el que actúa es débil; algunos autores consideran a 

TFlIA no como un GTF sino como un co-activador capaz de unirse al complejo de 

preiniciación (Oakoma, 1997). 

TFIIB es un polipéptido de 35 Kda, su región amino terminal contiene una estructura de 

"cinta de zinc" similar a la encontrada en los TFlISs (factores generales de elongación de la 

transcripción) que se une al DNA de cadena sencilla o doble, el carboxilo terminal consiste 

de dos repetidos que interaccionan con TBP, esta interacción puede ser importante para 

determinar la direccionalidad de la transcripción, además se ha demostrado que este factor 

es el que define el sitio de inicio de la transcripción y promueve la unión de la RNApol n y 
TFIIF al complejo de preiniciación (Oakoma, 1997). 

TFIIF consta de dos sububidades de 74 y 30 Kda las cuales forman un heterotetrámero, este 

factor se encuentra pre-ensamblado con la RNApol 11, impidiendo la unión ¡nespecífica de 

esta al DNA, y al interaccionar con TFIlB también esta involucrado en la definición del 

sitio + 1; este factor participa además en la elongación, permaneciendo unido a la RNApol 

TI suprimiendo las pausas de esta, lo que ocasiona un incremento en la velocidad de 
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elongación, aunque no se sabe el mecanismo por el cual lleva a cabo este proceso, análisis 

de estructura y función demuestran que los dominios necesarios para la elongación son 

distintos a los requeridos para el inicio de la transcripción (Oakoma, 1997). 

TFllE esta formado por dos subunidades de 57 y de 34 Kda, que al igual que TFIIF forman 

un heterotetrámero, la subunidad a de TFIIE se une a TBP, TFIIH, TFIIF Y a la RNApol 11 , 

los motifs de esta subunidad están bien conservados, lo que es indicativo de su importancia 

funcional, estos se encuentran en la mitad de su región amino terminal, la cual es 

indispensable para la transcripción basal, y deleciones en un motif de un dedo de zinc hacen 

de la molécula una fonna dominante negativa, sin embargo esta mitad no es suficiente para 

que se lleve a cabo la transcripción ya que una región acidica cercana al carboxilo tenninal 

que se une a TFIlH es también necesaria, este último factor tiene actividad de cinasa la cual 

es estimulada por TFllE; la otra subunidad. la b también tiene una secuencia de 

aminoácidos bien conservada., se une a la RNApol 11, TFIIB. TFIlF Y a TFIIH; al parecer, 

las dos subunidades de TFIIE se complementan para hacer posible la unión de TFIIH así 

como para estabilizar y activar al complejo de preiniciación (Oakoma, 1997). 

TFIIH esta fonnado por nueve subunidades que van de 32 a 89 Kda, este es el último factor 

de transcripción general que se une al complejo de preiniciación, entre las actividades 

catalíticas dependientes de ATP están su actividad de cinasa-CTD, ATPasa dependiente de 

DNA, y DNA helícasa, estas actividades son reguladas por TFlIE; algunas subunidades de 

TFIlH están relacionadas con el sistema de reparación por excisión de nucleótidos y 

regulación del ciclo celular; ya que este factor JXlr si mismo casi no tiene actividad de unión 

a la RNApol n , TFIIE es el que lo posiciona en el complejo de pr\!iniciación, y ya unido 

fosforila a la RNApol1l (Oakoma, 1997). 

La transcripción basal puede ser modulada por otra serie de elementos regula torios que se 

encuentran en el DNA y que se pueden localizar antes o después de la unidad de 

transcripción, a unas cuantas o a cientos de pares de bases distantes del sitio de inicio e 

incluso dentro de la secuencia codificable del gen, estos elementos pueden ser activadores o 

silenciadores de la transcripción, y pueden funcionar independientemente de su posición y 
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orientación (Tamura y cols., 1996), a estas secuencias son a las que se asocian los factores 

de transcripción específicos, estos son proteínas que se unen al DNA de forma específica, 

en secuencias específicas y por lo tanto a un grupo específico de genes, y se caracterizan 

por tener un dominio de unión al ONA, un dominio de activación y un dominio que conecta 

a los dos anteriores~ la clasificación de los factores de transcripción se puede basar en su 

dominio de unión o en el de activación, aunque es mas común encontrarlos agrupados por 

su dominio de unión, ya que es la región mejor caracterizada de estas proteínas, de este 

dominio se han descrito los de tipo helix-Ioop-helix, los homeodominios, los zipper de 

leucina y los dedos de zinc (MitchelJ y Tjian, 1989). 

El motif helix-Ioop--helix consta de dos hélices anfipáticas que presentan una cara de 

residuos hidrofóbicos y otra cara de residuos cargados, la longitud del "loop" va de 12 a 28 

aminoácidos; el homeodominio comprende aproximadamente 60 aminoácidos con residuos 

básicos e hidrofóbicos que son los más conservados entre esta familia de proteínas de la 

cual se deriva una subclase que contiene un dominio conservado que consiste de un 

homeodominio y una caja POU; el zipper de leucina consiste de una región de aminoácidos 

(aa) que contiene cuatro residuos de leucina posicionados a intervalos de siete aa; en cuanto 

a los dedos de zinc, este tipo de motif esta formado por unos treinta aa con dos residuos de 

cisteína y dos de histidina que estabilizan el dominio al interaccionar con un ion Zn2+, una 

segunda clase de motif con dedos de zinc es el que tiene un par de cisteínas en vez del par 

de histidinas~ muchos de estos factores pueden formar proteínas diméricas con otros 

miembros de su misma clase, esto incrementa la variedad de los factores y la especificidad 

de unión, así como los tipos de dominio de activación o represión que pueden estar 

presentes en un factor de transcripción (MitchelJ y Tj ian, 1989). 

Estos factores de transcripción son sintetizados o activados en un tiempo y espacio 

específico del tejido en respuesta a estímulos extracelulares tales como hormonas, factores 

de crecimiento, metales y otros agentes f1Sic~químicos, activando O reprimiendo la 

transcripción de genes que tienen un elemento responsivo en su región regulatoria para un 

factor de transcripción en particular; la expresión diferencial de un gen específico en una 

célula determinada es controlada por la capacidad de interacción del factor con la secuencia 
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regulatoria del gen, la cual a su vez depende de la presencia y los niveles del factor 

regu latorio, bloqueando o favoreciendo la expresión del gen en función de las necesidades 

de la célula. 

En reswnen los factores de transcripción son proteínas capaces de fijarse en secuencias 

específicas del DNA, activando o reprimiendo la expresión de los genes que contienen esta 

secuencia específica, modulando el funcionamiento de la RNApol 11 que por si sola no 

discriminaría a los genes a transcribir y por último, pueden responder a señales procedentes 

del exterior o del interior de la célula; debido a estas propiedades la expresión de los 

diferentes genes puede controlarse en función de la situación fisiológica de las células. 

En la regulación de la expresión genética también son importantes las modificaciones 

postraduccionales que los factores de transcripción puedan adquirir como son la acetilación 

la metilación y la fosforilación ya que estas pueden de alguna manera regular su actividad, 

otras proteínas importantes implicadas en este proceso son los co-activadores y co

represores los cuales se asocian a los factores de transcripción actuando conjuntamente con 

éstos; la presencia de estas proteínas probablemente aumente el número de genes sobre los 

que actúe un factor de transcripción determinado y tal vez sea el que determine su acción 

como activador o bien como represor, ya que es posible que un factor de transcripción se 

asocie con más de un c(}-factor. 

El gen del canal de sodio tipo 11 como modelo de regulación 

Existen secuencias y factores de transcripción que son comunes para una gran cantidad de 

genes y son usados constitutivamente, sin embargo los hay que son específicos para cierta 

clase de genes y por lo tanto son importantes para su regulación; estos genes están 

relacionados frecuentemente con la diferenciación celular, y la expresión o falta de 

expresión de estos le confiere caracteristicas particulares a la célula, un ejemplo de este tipo 

de genes es el del canal de sodio. 
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La familia del gen del canal de sodio esta integrada por cuatro subunidades que se 

encuentran codificadas en 4 RNAs mensajeros distintos, estas sub unidades son llamadas 1, 

11 , lIa y 1Il Y son altamente conservadas (Maue y cols., 1990). 

Aunque la distribución anatómica precisa de los RNAm es desconocida, los estudios de 

inmunoquímica sugieren que su distribución es diferente en el sistema nervioso, también se 

sabe que los miembros de la famil ia del gen del canal de sodio son regulados 

diferencialmente; en cerebro de adulto el gene tipo JI es el que se expresa en mayor 

cantidad, seguiéndole el tipo I el cual está presente en aproximadamente 5 a 10% con 

respecto al primero, sin embargo en espina dorsal es el más abundante, y el tipo III se 

expresa en niveles moderados en cerebro de embrión y es apenas detectable en adulto; en 

resumen la expresión exclusiva en neuronas del sistema nervioso central (SNC) del gen del 

canal de sodio tipo II ha permitido usar a este como un modelo apropiado para estudiar la 

expresión diferencial de genes tipo·celular específicos así como los genes involucrados en 

diferenciación celular (Maue y cols., 1990). 

Inicialmente el objetivo fue detenninar si la secuencia 5' flanqueante del gene tipo 11 era 

suficiente para la expresión en células específicas, para responder a esto fusionaron esta 

región al gen de la enzima cloranfenicol acetiltransferasa (CA T) Y esta fusión la 

introdujeron a las líneas celulares PCl2 (células de feocromocitoma de rata), AtT-20 

(células pituitarias de ratón) y NB·5 que son células de neuroblastoma humano, (estos tres 

tipos celulares se ha demostrado que contienen canales de sodio dependientes de voltaje 

funcionales) y a los tipos celuJares no neuronales 3T3 (fibroblastos de ratón), H4IlE 

(células de hepatoma de rata), y C6 (células de glioma de rata), observándose que la 

actividad del gen reportero CA T era mucho más elevada en las líneas neuronales con 

respecto a las no neuronales; además se probaron dos líneas celulares de músculo 

esquelético que son de mioblastos de ratón (C2) y de mioblastos de rata (L6E9) las cuales 

no expresaron al gen reportero (Maue y cols., 1990). 

Para deterninar si la baja actividad de transcripción de este gen en células no neuronales se 

debía a la presencia de represores o ausencia de activadores, se hicieron una serie de 
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deleciones en la región 5' del gene tipo II, introduciéndolas en células PC12 o en L6 

encontrando que la actividad del gene reportero iba en aumento en las células L6 a medida 

que las deleciones eran más extensas, observándose que el cambio mas notorio (un 

incremento de 9 veces) se daba cuando la región de -1051 a -607 era eliminada, en cambio 

en las células PC 12 la actividad de CA T no se alteraba de manera significativa a través de 

las distintas deleciones; estos resultados hicieron pensar que la expresión del gen tipo JI 

estaba siendo regulada por la presencia de elementos que actuaban negativamente en 

células que no son de tipo neuronal (Kraner y cols., 1992). 

Para comprobar si estos elementos podían actuar sobre un promotor heterólogo, fusionaron 

la región de -1 05 1 a -257 al promotor de la timidina cinasa (TK) y al gene reportero CA T, 

introduciendo esta fusión a células PCI2 y L6, observando que en las células L6 la 

actividad de CA T disminuía a la mitad con respecto al promotor TK solo, confirmando así 

que la región de -1051 a -257 podía actuar sobre el promotor heterólogo (Kraner y cols., 

1992). 

Lo siguiente fue definir con precisión al elemento responsable de la represión de la 

expresión del gene tipo II en células no neuronales; como ya sabían que la región 

importante se encontraba entre las pb -1051 Y -650, hicieron deleciones empezando por esta 

región, introduciéndolas en un vector reportero y transfectando en células PCI2 y L6, 

encontrando que hay dos sit ios de unión para represores que están entre los nucleótidos -

1051 Y -983 Y entre -650 y -134, los estudios posteriores están enfocados al primer 

elemento, al que llamaron REl (elemento represor 1), ya que es el que presentó una 

actividad mas fuerte; REl es suficiente para reprimir la expresión de~ gene tipo n, ya que al 

fusionarlo con un promotor mínimo se observó que en células L6 la expresión del gen 

reportero al que dirige es prácticamente inexistente (Kraner y cols., 1992). 

En ensayos de retardamiento para probar si RE l tiene actividad de unión, usando como 

sonda al fragmento de ~1051 a -937, incubándola con extractos nucleares de células PC12 o 

L6 se observa que con los extractos de las células L6 hay formación de complejos, no así 
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con los de PCI2, lo que indica que en células que no son de tipo neuronal hay una proteína 

represora (Kraner y cols. , 1992), 

El sit io de unión de esta proteína se localizó por medio de un "footprinting" con DNasa 1 

con la sonda de -1051 a -937, usando extractos nucleares de células L6 o 3T3, 

determinando que el sitio de unión es de 28 pb Y abarca de -1023 a -996 pb. Para probar la 

actividad funcional de este elemento, un oligonucIeótido sintético similar fue clonado 

variando orientación y posición, con el promotor mínimo del gene tipo 11 fusionado al gene 

CAT, estas construcciones se introdujeron en células PC12. L6 o B50 (estas últimas son 

células neuronales que no expresan al gene tipo ll), el resultado obtenido fue que el 

elemento RE I actúo reprimiendo al gen reportero en células que no expresan al gen tipo 11, 

independientemente de la orientación y sentido en el que se encuentre, lo que lo define 

como un silenciador (Kraner y cols., 1992). 

En un experimento para demostrar la relación entre la actividad de unión de RE 1 Y la 

actividad funcional, sintetizaron un oligo rnutante de RE 1 Y lo usaron como competidor de 

REI silvestre en un ensayo de retardamiento con extractos nucleares de células L6, 

observándose que el oligo mutante no compite con REl, este mismo oligo mutante fue 

clonado en un vector reportero CAT y transfectado a cé lulas L6, en donde no mostró 

actividad de represión (Kraner y cols., 1992). 

En un ensayo de retardamiento en el que usaron como sonda a RE 1 Y también al promotor 

mínimo del gen tipo 11, con la sonda RE 1 hubo un retardamiento similar cuando usaron 

extractos nucleares de células L6, B50 Y 313 que no expresan al gen~ tipo 11; con extractos 

de PC12 no hubo retardamiento; cuando usaron como sonda al promotor mínimo se 

formaron complejos con los extractos de las cuatro líneas celulares lo cual resulta de la 

unión de la maquinaria de transcripción basal; al usar varias líneas celulares este 

experimento permite afirmar que la regulación en las células que no expresan al gen tipo ll, 

esta mediada por una o varias proteínas represoras que son activas incluso en células 

neuronales que no expresan al gen tipo II como son las B50 (Kraner y cols., 1992). 
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Del factor que se une a RE I se logró aislar el cDNA que codifica para la secuencia de la 

prote ína, esta contiene un dominio de 8 dedos de zinc en la región amino terminal, que por 

la metodología usada ("screening" en levadura usando el sistema de un híbrido) se puede 

definir como el sitio de unión a DNA, una región rica en aminoácidos básicos, una región 

enriquecida en residuos de prolina y un dedo de zinc extra, que se encuentra justo antes del 

codón de paro de traducción (figura 1) (Chong y cols., 1995), éste junto con una región en 

la parte ami no terminal abarcando del aa 1 al 83 son los sitios importantes para la represión, 

ya que cuando se hicieron construcciones con estas regiones fusionadas al dominio de 

unión de Gal4, y las clonaron en un vector de expresión, transfectándolo junto con un 

plásmido reportero conteniendo el sitio de unión para Ga14, se observó una fuerte represión 

transcripcional , la cual se pierde si el dedo de zinc esta mutado (figura 2) (Tapia-Ramírez y 

eols., 1997); este factor de transeripcion es llamado REST o NRSF (Chong y eols., 1995; 

Sehoenherr y Anderson, 1995). 

Por análisis de Westem blol se probó que el cDNA clonado de REST codifica para una 

proteina del mismo tamaño que la proteína REST endógena de células no neuronales, y con 

análisis de Northern blot de rnRNAs de células L6, DRG, Y PCl2 se comprobó que los 

tipos no neuronales expresan altos niveles de REST y no expresan al gene tipo n, al 

contrario de lo que sucede con las PC 12~ en ensayos de super-retardamiento con extractos 

nucleares de células HeLa, L6 y cultivos primarios de músculo esquelético, se observa que 

hay un super-retardamiento en los tres casos cuando se agrega anticuerpo dirigido contra 

REST; en un experimento para ver si la proteína recombinante tenia actividad represora, 

co-transfectaron plásmidos de expresión de esta o de la región de los 8 dedos de zinc, que 

es el dominio de unión a DNA, junto con el plásmido reportero conteniendo a RE 1, en 

células PC 12 y L6, observando que REST recombinante si muestra actividad represora en 

células PC12 y que el dominio de dedos de zinc se comporta como una forma dominante 

negativa de REST en células L6, lo que confinna que este es el dominio de unión, ya que al 

interaccionar con REl impide que se una el REST endógeno (figura 3); para probar como 

es la expresión in vivo de REST se realizó un experimento de hibridación in situ en 

embriones de ratón detectándose el rnRNA de este factor en progenitores de neuronas 

indiferenciadas pero no en neuronas diferenciadas (Chong y cols., 1995). 
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FIGURA 1. Estructura primaria de REST. Los nueve dedos de zinc se muestran con 

letras delineadas, en negritas Jos dominios represores TRD I Y TRD2 que van del aa 1 a 

83 y del 1009 al 1097 respectivamente, subrayado con una línea doble el dominio de 

unión a DNA (aa 159-412), los 6 repetidos ricos en protina están subrayados con una 

linea sencilla (aa 654-800). 
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FIGURA 2. Dominios de represión de REST. Para la identificación de los sitios 

importantes para la represión en REST se utilizó una serie de cDNAs quiméricos 

compuestos del dominio de unión a DNA de GAL4 y diferentes porciones de REST, 

así como el gen reportero CAT con el sitio de unión para GAL4 (UAS) y el promotor 

del gen tipo II los cuales estan esquematizados en el panel A; en el panel B se 

muestra el resultado de la expresión del gen reportero al ser transfectado con los 

diferentes cDNAS quiméricos de GAL4-REST, en donde es evidente que las 

regiones amino y carboxilo terminal son importantes para la acción represora de 

REST. (Tomado de Tapia-Ramírez y cols. 1997). 
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FIGURA 3. REST reprime la expresión de genes reporteros CAT. Las lineas 

celulares PC12 y L6 fueron cotransfectadas con genes reporteros CAT -que estan bajo 

el control del promotor tipo II y en los casos donde es señalado el elemento REl- y con 

vectores de expresión de REST o de su dominio de unión a DNA indicado como "Zn 

Fingers"; como se aprecia en el panel superior, en células PC12 la expresión de REST 

reprime la del gen reportero a través del elemento RE 1 mientras que en células L6 en 

donde no es expresado el gen tipo II el dominio de dedos de zinc actua como una forma 

dominante negativa al impedir la represión del gen reportero, presumiblemente al 

bloquear la unión de REST endogeno al elemento REl. (Tomado de Chong y cols. 

1995). 
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Por medio de una búsqueda en el banco de datos, usando una secuencia consenso de 

NRSFlRE 1, con el objetivo de encontrar genes que posiblemente fueran regulados por 

NRSFIREST los investigadores encuentran 31 genes más que contienen una secuencia 

similar a este elemento si lenciador, 10 de los cuales no son de tipo neuronal, al probar por 

ensayos de retardamiento si a estas secuencias (que difieren de la consenso en algunas 

bases) se puede unir la proteína NRSF recombinante, obtienen que 15 de las provenientes 

de genes neuronales y 5 de genes no neuronales presentan actividad de unión, y al clonar 

estas secuencias en plásmidos reporteros y transfectar estos en células CH310TI /2 que 

expresan a NRSFIREST, obtienen que de 13 probadas, 10 muestran actividad represora, 8 

de genes neuronales y 2 de genes no neuronales . Otro dato interesante es que en 8 de los 

genes que contienen a RE 1 para los que existe en el banco de datos la secuencia de 

diferentes especies, esta es bastante conservada (Schoenherr y cols ., 19%). 

Ya con anterioridad se tenían evidencias de que REST regula la expresión de otros genes 

además del canal de sodio tipo II ya que trabajando con el gene SCG 1 O que al igual que e l 

gene tipo 11 se expresa únicamente en tejido nervioso y que además es considerado un 

marcador temprano de diferenciación neuronal, al realizar experimentos similares a los 

hechos con el gene tipo 11 se obtuvieron prácticamente los mismos resultados, llamándole al 

elemento simi lar aREl, NRSE (elemento si lenciador restrictivo de neuronas), que fue 

detectado al secuenciar la región de aproximadamente -2Kb del gene seo lO (Mari y cols., 

1992; Sehoenherr y Anderson, 1995). 

Al hacer una comparación con la secuencia del gen de la sinapsina, que es otro gen que se 

expresa exclusivamente en tejido nervioso se encontró que tiene un elemento con mucha 

homologia al de los genes tipo II y SCG I O (Sehoeh y eols., 1996). 

Evidencias posteriores a lo encontrado en el banco de datos pero mas detalladas refuerzan 

la idea ya concebida de que REST es un factor de transcripción encargado de la regujación 

de una gran cantidad de genes, estas se refieren a dos genes que contienen un elemento 

similar a REl, uno de estos es el del receptor muscárinico m4 de rata (Wood y cols., 1996) 

y el otro es el de la colin-acetiltransferasa, en el caso del segundo se ha demostrado que su 
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expresión únicamente en células de tipo neuronal se debe a RESTINRSF, pero esta 

expresión se restringe a células neuronales de tipo colinergico, aunque esta especificidad se 

da gracias a la presencia de activadores en la región promotora de este gen (Lonnerberg y 

cols., 1996). 

En cuanto a la molécula de adhesión celular L 1, la expresión de este gen esta restringida a 

células neuronales y también es regulada por REST, en el estudio de este gen se generaron 

ratones transgénicos para observar la expresión a través del desarrollo embrionario, 

demostrando así que REST es importante para controlar la expresión de este gen en el 

estado embrionario. 

También es interesante mencionar al gen DPA el cual fonna parte del grupo de genes del 

MHC clase n, la función de estas proteínas es muy importante en la respuesta inmune 

debido a la presentación de péptidos a células T, la desregulación de estos genes esta 

asociada a ciertas enfermedades; recientemente se encontró un represor del gene OPA, al 

que le llamaron XBR, esta proteína se une a la caja X1 de la región reguladora de este gen, 

al secuenc iar y caracterizar el cDNA de XBR encontraron que se trataba de REST (Scholl y 

cols., 1996), esto sugiere que algunos de los genes del MHC JI pudieran ser controlados por 

REST dada la similitud de las cajas X2 de los genes DPA, DQ Y DR. 

Por otra pane se ha demostrado que la expresión de REST esta ausente no solo en células 

de tipo neuronal, ya que por análisis de Northem blot se ha observado que REST tampoco 

se expresa en la linea celular INS-l que son células beta, ni en otras líneas celulares 

productoras de insulina, aunque estos resultados son bastante l.ógicos, ya que se ha 

detectado por RT -PCR del rnRNA producido por INS-l , que hay expresión de por lo menos 

6 de los genes neuronales que contienen una secuencia de unión para REST, en base a estos 

resultados se sugiere que la regu1ación mediada por este factor de transcripción se da de 

manera similar en células neuronales y en células beta, ya que además existen reportes 

previos de la expresión de marcadores neuronales en este tipo celular (Atouf y cols., 1997), 

de hecho entre el sistema inmune y el sistema neuronal existen muchas interrelaciones, por 

mencionar algunos ejemplos; en algunas especies, las células de la cresta neuronal 
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participan en el desarrollo del epitelio del timo (Kuratani y Bockman. 1990), tambien se ha 

encontrado la presencia de marcadores de diferenciación compartidos, principalmente en 

las proteínas de superficie del sistema nervioso central y el timo (Fields K. 1979 Y 

Yoshihara y cols. 1991). Además, la mayor parte de las moléculas de adhesión neuronal 

pertenecen a la superfamilia de los genes Igs, los cuales también codifican para las 

moléculas efectoras del sistema inmune. CD56, un antígeno de diferenciación de leucocitos 

se encuentra en todas las células NK. y algunas células T y sirve como molécuJa de 

adhesión neuronal (Lanier y cols. 1989). El factor de transcripción Oct-2 se presenta en 

diferentes ¡sofonnas en células B y células neuronales (Dent y cols. 1991 ), estas isofonnas 

codifican para proteínas que difieren en su especificidad de unión a DNA y efecto sobre la 

transcripción (Lillycrop y Latchman. 1992). 

A REST se le ha catalogado principa1mente como un factor de transcripción con actividad 

represora., pero algunos autores dicen que este factor tiene capacidad de activar la expresión 

del gen del receptor nicotinico en células de neuroblastoma, dependiendo del lugar en que 

esté posicionado el elemento al cual se une, ya que cuando transfectaron plásmidos 

reporteros con la secuencia de NRSE en diferentes posiciones, observaron que en células 

SK-N-Be (de neuroblastoma) hay represión si la secuencia de unión se encuentra a más de 

100 pb del promotor mínimo, pero si está a 50 o menos e incluso después de este, la 

expresión del gen reportero es activada, y cuando co-transfectaron a uno de los plásmidos 

reporteros que es activado, con un plásmido que expresa un antisentido de REST la 

actividad es inhibida (Bessis y cols., 1997). Este trabajo da una idea de como genes que son 

expresados solo en ciertos tipos neuronales son regulados tal vez sin la necesidad de otros 

elementos que actúen como activadores para su expresión. 

Por todos los antecedentes encontrados de que RE! se encuentra en muchos genes 

neuronales así como en otros no neuronales, y de que REST es capaz de reprimir a genes 

que no contienen a la secuencia RE 1, es de suponer que la regulación mediada por este 

factor de transcripción se da por un mecanismo muy complejo, en el cual además de REST 

intervienen otras proteínas para fonnar el complejo de represión, dependiendo del gen del 

que se trate y de en que momento dicho gen debe dejar de expresarse. 
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Las interacciones de REST con los componentes de la maquinaria de transcripción 

El mecanismo molecular de REST en la inhibición de la transcripción se desconoce, y una 

parte importante en la determinación del mecanismo lo constituye el estudiar las 

interacciones que ti ene este represor transcripcional con los componentes de la maquinaría 

de síntesis de RNA, y otros factores de regulación específicos de célula. Al mapear los 

dominios de represión de REST, hemos identificado también las posibles secuencias blanco 

de interacción. Nuestro esquema de trabajo consistirá básicamente en identificar el o los 

gene~ que interaccionan de manera específica con REST. En la medida en que conozcamos 

los componentes del sistema de represión mediado por REST conoceremos mejor algunos 

de los mecanismos de regulación negativa tales como: la naturaleza dual de algunos 

represores, la identificación de factores implicados en la diferenciación y mantenimiento de 

esta, y la interrelación entre diferentes sistemas como el inmune y el neuronal. La 

identificación de las interacciones de REST con otras moléculas reguladoras sin duda 

ayudará a entender mejor los mecanismos que determinan el control genético en ambos 

sistemas. Obviamente si REST es un regulador maestro negativo su correcta expresión y 

regulación j uegan un papel importante en la homeostasis de los organismos. La alteración 

de REST en las células sin duda traerá como consecuencia pérd ida en la capacidad de 

regulación de la célula. Cabe mencionar que se han encontrado un gran número de 

alteraciones en el sistema inmunológico y neuronal cuya causa principal aún se desconoce, 

algunos de estos ejemplos incluyen alteraciones en la función de canales jónicos y 

excitabilidad aberrante en casos de parálisis periódica y miotonias, perdida en la función 

del canal de sodio disparado por voltaje, enfermedades de autoinmunidad como la diabetes, 

inmunodeficiencia tipo lI, alteraciones en la función de los leucocitos, esclerosis múltiple e 

¡nactivación de conientes de sodio neuronal, etc., solo por mencionar algunos ejemplos. 
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OBJETIVOS 

Objetivo general 

Analizar las interacc iones del factor de transcripción REST con otras proteínas. 

Objetivo particula r 

Aislar e identificar al gen que codifica para una de las proteínas que se asocian con la 

región amino terminal de l factor de transcripción REST. 
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METODOLOGIA 

Detección de proteínas que interaccionan con el factor de transcripción REST por el 

sistema del doble híbrido de levadura 

Para identificar que proteínas interaccionan con REST emplearnos el sistema del doble 

híbrido el cual esta basado en las propiedades de la proteína GAL4 de levadura, esta 

proteína es un activador transcripcional requerido para la expresión de genes que codifican 

para enzimas implicadas en la utilización de galactosa; la proteína contiene dos dominios 

funcionales separables, un dominio N-terminal el cual se une a una secuencia específica en 

el DNA (VASO); Y un dominio e-terminal el cual es necesario para activar la transcripción. 

El principio del sistema es generar dos plásmidos que codifiquen para proteínas híbridas 

conteniendo partes de GAL4: el dominio de unión a DNA de GAL4 fusionado a la proteína 

"X" y la región de activación de GAL4 fusionada a la proteína "Y", de tal forma que si X y 

Y interaccionan y reconstituyen los dominios de GAL4, se dará la transcripción del gen 

regulado por UASO (figura 4), este debe ser un gen reportero contenido en una cepa de 

levadura que es transformada con los plásmidos ya mencionados; obviamente la expresión 

por si sola de cada una de las proteínas híbridas es incapaz de activar la transcripción del 

gen reportero. 

De esta manera se generaron dos proteínas híbridas, una contiene un dominio de unión a 

DNA junto con la secuencia TRD 1 que constituye la parte amino terminal represora de 

REST. la otra contiene una proteína proveniente de una biblioteca de cDNA de células 

HeLa fusionada a un dominio de activación. 

Se usó el plásmido pBTM 116-Ade2 el cual contiene el dominio de unión a DNA del 

represor bacteriano lexA, bajo el control del promotor de levadura ADH I Y se fusionó a 

TRDl en el sitio Sma l. Para obtener la región TRDl se usó el plásmido GAL4-TRD I. 

Se digirió el plásmido GAL-4-TRD 1 con Sma 1, el vector pBTM 11 6-Ade2 se cortó con 

Sma 1, se purificó el fragmento GAL4-TRD 1 ya digerido, en agarosa de bajo punto de 
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FIGURA 4. Sistema del doble híbrido. En este sistema únicamente las proteínas 

provenientes de la biblioteca y unidas al dominio de activación de GAL4 (DA) que 

son capaces de interaccionar con la proteína blanco, que a su vez esta fusionada al 

dominio de unión de GAL4 (DU), son las que hacen posible la expresión del gen 

reportero (GEN LAC Z). 
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fusión, se desfosforiló el vector con fosfatasa alcalina bacteriana, se ligó el fragmento a este 

y con el plásmido resultante se transformaron bacterias OH5a, se realizó el análisis de 

candidatos y la obtención de DNA el cual se secuenció por reacción con la "sequenase" 

(Amersham, Int. pie) para checar que la secuencia correspondiente a TRDJ estuviera en el 

marco de lectura correcto con respecto a lexA. 

La biblioteca de cONA proveniente de células HeLa se encuentra en el plásmido pGAD

GH el cual contiene el dominio de activación de GAL4, se utilizó la cepa L40 (MATa, trp 1, 

leu2, his3, LYS2:: lexA-lacZ) de levadura para transfonnar con los plásrnidos htbridos. Para 

transfonnar las levaduras se usó el método de células tratadas con acetato de litio para lo 

cual se inocularon 50 mi de medio YEPO con levaduras (cepa L40) y se incubó a 30 oC 

toda la noche, se diluyeron las células en 300 mi de YEPD a una DO(6OOnm) de 0.2, se incubó 

a 30°C por 3-4 hrs, se empastilJaron las células por centrifugación a 4000xg por 5 min., se 

resuspendió la pastilla en 10 mI de buffer IX TFJ LiOAc volviendo a empastilJar las células 

por centrifugación, y se resuspendierón en 2 mi de buffer IX TEJLiOAc; a 200 !JI de 

células competentes se les adicionarón: 5 !Jg de DNA blanco (dominio de unión a ONA con 

TRDI ), 5 ~g de biblioteca de cDNA (cDNA fusionado al dominio de activación) y 50 ~g 

de ONA de espenna de salmón sonicado, se adicionaron 1.2 mi de solución PEG y se 

incubaron 1 hr. a 30°C con agitación, se adicionaron 100 ",1 de DMSO, dando un choque 

ténnjeo a 42 oC por 15 min., se centrifugaron de 20 a 30" y se removío el sobrenadante, 

resuspendiendo en 2 mi de YEPD con ampicilina (50 ",glml) y se incubaron a 30°C por 1 

hr. con agitación, se centrifugaron y se resuspendieron en 1 mi de YEPO, se plaquearon 

100 !JI de una dilución 1/1 000 en cajas -leu, -trp para titular y medir la eficiencia de 

transformación y 200 III de cada mezcla de transfonnaci6n en cajas de medio selectivo -leu, 

-trp y -his para el tamizaje o "screening", permitiendo que las colonias crecieran de 4 a 5 

días y se checaron aquellas que crecieron con el segundo gen reportero, que es LaeZ, las 

colonias azul-verdosas son las clonas positivas, es decir las que contienen la región de 

cDNA que codifica para una proteina que interacciona con TRDl, de estas colonias se 

obtuvieron los plásmidos y con ellos se transfonnó a la cepa bacteriana DH5a., se obtuvo el 

DNA para realizar el análisis de los candidatos por secuenciación. 
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Secuenciación de candidatos 

Los candidatos fueron secuenciados de acuerdo al método de Sanger, el cual consiste en 

alinear el cDNA (0.5-1.0pmol) con el primer (I~I) con buffer de reacción IX y H,O a un 

volumen total de IO~I incubando en un baño a 65°C de 2 a 5 min., se saca y se espera a que 

llegue a 37°C, en este momento se le agrega 5.5~ 1 de la mezcla de reacción IX (soI.DTIR 

I ~I, labeling mix (1:1 O) 2¡.d, ( SlS)dA TP 0.5¡.d Y enzima sequenasa (1 :7) 2~1 se incuban de 

2 a 5 mino a temperatura ambiente; mientras tanto se preparan 4 tubos con 2.5~1 de cada 

dNTP y su ddNTP correspondiente en una proporción de lOa l y se colocan en un baño de 

37°C, a esta misma temperatura se les agrega a cada uno 3.5~1 del DNA alineado con la 

mezcla de reacción, después de 7min. se adicionan 4~1 de la solución "stop" se mezclan y 

se calientan a 75-80°C por 5 min., y se colocan en hielo; las muestras se corren en un gel de 

acrilamida/bisacrilamida 19: 1 y urea 1%. a 55°C a 55W., terminada la conida el gel se seca 

sobre papel Wattman y se expone a una placa de autoradiografia por 24hrs. para finalmente 

leer la secuencia del cDNA. 

Las secuencias obtenidas fueron comparadas contra el banco de genes Genbank y se eligió 

uno de los candidatos para proseguir con el trabajo; ya que en el sistema del doble híbrido 

es poco probable encontrar el gen completo, para obtenerlo se realizó un tarnizaje en una 

biblioteca de cDNA . 

Tamizaje de una biblioteca de cDNA 

El tamizaje se llevó a cabo en una biblioteca de cDNA de células HeLa construida en el 

vector lambda ZAP (Stratagene, USA), utilizando como sonda la secuencia encontrada en 

el tamizaje del sistema del doble híbrido; la ventaja de este tipo de biblioteca es que una 

vez que se ha seleccionado la clona positiva es posible llevar a cabo una excisión de la 

región de interés, la cual queda incluida dentro del plásmido bluescript Il. 

Se usó la bacteria XLI-Blue MRF ' como hospedera la cual se estrió en placas de agar LB 

con tetraciclina (12.5llglmI) y se incubaron a 37°C por una noche, de estas se tomó una 

colonia y se inoculó en medio LB suplementado con MgS04 10rnM Y maltosa al 0.2%, se 
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creció a 37°C por una noche, se recuperaron las celulas por centrifugación, 

resuspendiendolas en MgSO~ 1 Omlvl a una DO(600nm) de 0.5. 

Se tituló el fago Lambda ZAP JI (en el cual se encuentra la biblioteca de cDNA proveniente 

de ce lulas HeLa) proveniente de un stock haciendo diluciones en buffer SM, se agregaron 

1OJ.l1 de cada dilución a 200(.l1 de bacteria, se incubaron a 37°C en agitación por 15 min, 

posteriormente se adicionaron 3ml de top agar para espatular en placas de medio NZY 

incubando a 37°C por una noche, se realizó el conteo de placas. 

Una vez obterudo el titulo de la librería, se plaqueó en 20 cajas con medio NZY para 10 cual 

se usaron 200(.l1 de bacteria XLI-Blue lv1RF' mas la cantidad del fago necesaria para que 

resultara en una concentración de este de 20,000 ufp por caja, una vez obtenidas las placas 

de fago las cajas se almacenaron a 4°C por un minimo de 2hrs. 

Las placas formadas en cada caja se transfirieron por duplicado a membranas de 

nitrocelulosa por 2 y 4 minutos, estas se desnaturalizaron en una solución de NaCl 1.5 M Y 

NaOH 0.5 M por 2min, inmediatamente se pasaron a una solución de NaCI 1.5 M Y Tris

Hel 0.5 M pH 8 por 5min. para neutralizarlos, finalmente se colocaron por 30 seg en una 

solución de Tris-Hel 0.2 M Y buffer SSC 2X para terminar de neutralizar, enseguida se fijó 

el DNA a las membranas usando un crosslinker stratagene de UV dando 2 ciclos de 120(.lJ 

a cada filtro. Las placas usadas para la transferencia se guardaron a 4°C para usarlas en el 

tamizaje secundario. 

Marcaje de la "sonda" 

La sonda empleada para hibridar se generó por restricción con las enzimas EcoR 1 y Xho J 

a panir de la secuencia de DNA obtenida en el ensayo del doble htbrido y es de un tamaño 

de 2 13 bases, esta sonda se marcó por la técnica de "Random primer" (Gibco. BRL) con 

(a_32P)dCTP de la siguiente manera, se corrió en un gel de agarosa al 1% 10 111 de una 

reacción de restricción del candidato lP con las enzimas EcoR 1 y Xho 1 para obtener la 

secuencia para utilizar como sonda, la banda correspondiente fue cortada y corrida 

25 



nuevamente pero esta vez en agarosa de bajo punto de fusión, recuperando y fundiendo la 

agarosa a 70°C por 10 min., a esta se el agregó agua para evita r su so lidi fi cación, en este 

paso fue desnatwalizado el DNA colocandolo inmediatamente en hielo, por otra parte se 

preparó la siguiente mezcla en hielo: 2 ~I de solución de dA TP, dGTP Y dTTP, 15 ~I de 

buffer de mezcla de "random primers" y 5 ~I de (a-32P)dCTP (aproximadamente 50 ~Ci ), 

agregando el equivalente a 25 ng de DNA correspondiente a la sonda y llevando con agua a 

un volumen final de 49 ¡..tI, adicionando 1 III de fragmento klenow y mezclando 

suavemente, esta reacción fue incubada a temperatura ambiente por 90 mm. , una vez 

transcurrido este tiempo la reacción fue hervida por 3 mino 

Hibridación con la sonda 

Los filtros se colocaron en una solución de prehibridización con DNA de esperma de 

salmón para bloquear los sitios que no tienen DNA a una temperatura de 42°C por un 

mínimo de 2 hrs. 

Una vez marcada la sonda, se agregó a la solución para hibridar y se colocaron los filtros en 

esta, incubándolos a una temperatura de 42°C en agitación por una noche; se lavaron los 

filtros con una solución de SSC 2X y SDS al 0.1% y después con una solución de SSC 

O. IX y SDS al 0.1% y se expusieron a una placa de autoradiografia de 24 a 72 hrs . a -20°C; 

una vez revelada la radiografia, las placas que dieron seftal positiva se aislaron de las cajas 

y se colocaron en un mi de buffer SM con 20¡..t1 de cloroformo, agitando con un vortex. 

Tamizaje secunda rio 

Los fagos positivos se usaron para el "screening" secundario el cual se realizó de la misma 

manera que el primero, plaqueando una caja por cada placa positiva Nuevamente, las 

placas que dieron marca positiva se usaron para un tercer screening, esto se hizo con la 

finalidad de obtener placas puras (clonas). Con estas clonas se infectó a la bacteria XLI· 

Blue MRF' para de esta manera enriquecerlas y luego de esto se realizó la excisión del 

plásmido Bluescnpt. 
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Excisión del plásm ido 

La excisión in vivo del fagemido pBluescript del vector UniwZAP XR depende de algunas 

secuencias introducidas en el genorna del fago lambda así corno de la presencia de varias 

proteínas derivadas del bacteriofago n, las cuales reconocen una región de DNA que 

normalmente sirve como el "origen de replicación" para la síntesis de la cadena positiva del 

bacteriofago fl , este origen de replicación puede dividirse en dos partes que son el sitio de 

inicio y el de terminación para la síntesis de DNA, estas dos regiones han sido subc10nadas 

separadamente dentro del vector UniwZAP XR. El fago lambda es accesible a proteínas 

derivadas de fl por la infección simultanea de una cepa de E. coli con el vector lambda y el 

bacteriofago f1 ; el fago auxiliar ExAssist y la cepa SOLR de E. coli son utilizados en este 

sistema, en el caso del fago, este contiene una mutación ambar que impide la replicación de 

su genoma en una cepa no supresora tal como SOLR, esto permite que solo el fagemido 

liberado se replique en el huésped eliminando la posibilidad de co-infección con el fago 

auxiliar, las células SOLR resisten también la infección del fago lambda excluyendo la 

contaminación por este después de la excisión ( fi gura 5). 

Para realizar la excisión las placas obtenidas se transfirieron a 500~1 de buffer SM y 20I . .tI 

de cloroformo, se agitaron y se incubaron de 1 a 2hrs a temperatura ambiente. Se creció un 

cultivo de bacterias de la cepa XLJwBlue tv1RF ' y otro de la cepa SOLR en medio LB, se 

hicieron diluciones l/l 00 y se crecieron estos cultivos a 37°C hasta que alcanzaron la fase 

logaritmica, luego el cultivo de XLI-Blue MRF' se centrifugó y se resuspendieron las 

células a una D0600 de 1.0 en MgS04 lOrnM, de estas se tomaron 200111 y se les agregaron 

250~1 del stock del fago (conteniendo> lXlO paniculas de fago) y 1~1 del fago auxiliar 

ExAssist (> lXIO ufpI~l) esta mezcla se incubó a 37°C por l5min, se agregaron 3ml de 

medio LB y se volvió a incubar a igual temperatura de 2 a 2.5hrs. en agitación, enseguida 

se calentó a 70°C por 15mm. y se centrifugó a 400xg por l5min. , decantándose el 

sobrenadante, este stock contiene el fagemido pBluescript empaquetado como partículas de 

fago filamentoso, de este se tornaron 100 Y 10111 Y se les agregó a cada uno 200111 de células 

SOLR a D0600 = 1.0 se incubaron a 37°C por 15min. y se plaquearon de 10 a 50~1 de cada 

tubo en cajas de agar LB con ampicilina (50~g!m1) incubándolas por una noche a 3rC. Las 

colonias así obtenidas contienen el fagemido de doble cadena pBluescript con el inserto de 
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FIGURA 5. Excision in vivo del fagemido Bluescript del vector Uni ZAP XR La cepa 

de E. coli XLI Blue MRF' es infectada de manera simultanea con el fago Lambda ZAP 

obtenido del tamizaje y con el fago auxiliar ExAssist; el fago Lambda ZAP contiene al 

plásmido Bluescript que a su vez contiene en su secuencia el origen de replicación fl, el 

fago auxiliar proporciona las proteínas necesarias para la replicación del plásmido, así 

como para el empaquetamiento de DNA dentro de cubiertas de fago y la exportación de 

éstas al sobrenadante, el cual es puesto en contacto con la cepa de E. coli SOLR en la cual 

unicamente Bluescript es capaz de replicarse, ya que el fago auxiliar contiene una 

mutación ambar que impide su replicación en cepas no supresoras como SOLR la cual 

además es resistente a la infección de Lambda, obteniendo exclusivamente colonias que 

llevan al plásmido conteniendo el inserto de interés. 
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DNA clonado. 

Subclonación y secuenciación del gen 

Una vez obtenido el plásmido Bluescript con el cDNA que nos interesa se procedió a la 

expansión de este para lo cual se transformaron bacterias de la cepa DH5a con el plásmido 

Bluescript conteniendo el inserto, el cual fue extraído de la cepa bacteriana SOLR por 

minipreparación; una vez realizado esto los candidatos obtenidos fueron analizados por 

restricción con las enzimas Kpn I y Sac I para seleccionar aquellos que tuvieran un inserto 

del tamaño esperado de acuerdo a lo reportado en el banco de genes, uno de los candidatos 

positivos para este análisis fue secuenciado, para lo cual se usó el método de Sanger, ya 

descrito con anterioridad. 

La secuencia obtenida fue comparada contra el banco de genes Genebank con el propósito 

de saber si se trataba de un gen ya reportado o tenia cierta similitud con alguno. 
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RESULTADOS 

El estudio de la interacción de REST con otras proteínas se llevó a cabo por el sistema del 

doble hibrido, para lo cual se fusionó el dominio de represión TRDI que se localiza en el 

extremo amina terminal de REST con el dominio de unión a DNA del represor bacteria~o 

lexA, y por otra parte se utilizó una biblioteca de cDNA proveniente de células HeLa 

conteniendo el dominio de activación de GAL4, ambas construcciones se encuentran en 

plásmjdos con los cuales se transformó una cepa de levadura en la que el gen reportero lacZ 

y el gen marcador de auxotrofia his tienen el sitio de unión para lexA, de tal manera que 

únjcamente cuando se expresan proteínas híbridas que interaccionan es cuando se activan 

ambos genes y es posible. seleccionar las clonas positivas por su crecimiento en placas de 

medio de cultivo que carecen de histidina., así como por la expresión del gen reportero lacZ 

la que da como consecuencia que en presencia de X-Gal las colonias crezcan con un color 

azul verdoso. 

Por medio de este sistema logramos aislar cuatro clonas denominadas 1 P, 13, 17 Y 20 

(figura 6), la secuencia de estas se detenninó por el método de Sanger y al realizar la 

comparación en el banco de genes Genebank se encontraron las siguientes similitudes: para 

la clona 1 P un 98% de homologia con un gen relacionado a la proteína de unión de 

nucleótido guanina, para la 13 homología con una proteína cinasa., para la 17 homología 

con la proteína "heat shock" 86 y para la clona 20 no se encontró horno logia con ningún 

gen reportado en el Genebank. 

Decidimos proseguir este proyecto con la clona 1 P por vanas razones, en 1994 fue 

reportada por Imai y cols. la clonación de un gen asociado a diferenciación neuronal , esta 

clonación se logró gracias a un "screening" de una librería de cDNA obtenida de células 

P 19 tratadas con ácido retinoico (RA), estas células son de carcinoma embrionario de ratón 

y pueden ser diferenciadas a neuronas y células gliales al ser tratadas con RA, en este 

trabajo se observó que el rnRNA de esta clona llamada p205, es expresado en altos niveles 

en el cerebro de ratón embrionario y disminuye a medida que el desarrollo avanza, por lo 

cual se piensa que la proteína para la que codifica tiene un papel importante en el desarrollo 
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FIGURA 6. Detección de proteíoas que interaccionaD coo el dominio 

represor TRDl de REST (a8 1-83). Las clonas obtenidas mediante el sistema 

del doble híbrido fueron estriadas y transferidas a papel Watman l M Y 

reveladas con una solución de X-Gal para probar la expresión del gen reportero 

lacZ, las clonas positivas dan un color azul verdoso. 



del cerebro así como en la diferenciación neuronal (Imai y cols. 1994); REST presenta un 

patrón de expresión similar al de esta clona ya que en células indiferenciadas su expresión 

es elevada pero cuando las células se diferencian a neuronas su expresión va decayendo 

mientras que en células no neuronales se mantiene; la clona p205 es idéntica al gen 

relacionado a la proteína de unión a nucleótido guanina previamente identificado y la 

conservación total de su secuencia de aminoácidos entre las diferentes especies reportadas 

hace suponer que su función es muy importante; la similitud de la clona I P encontrada, con 

este gen es también muy elevada la cual es otra razón por la que se eligió para continuar el 

proyecto. 

La clona 1 P contiene un inserto de alrededor de 800 pares de bases por lo que se realizó un 

tamizaje de una biblioteca de cDNA de células HeLa utilizando como sonda un fragmento 

de 200 pb proveniente de la clona IP para obtener el gen completo, ya que el tamaño 

reportado para este es de 1093 pb; de este tamizaje obtuvimos 8 clonas (figura 7) de las 

cuales fueron analizadas por restricción la 1, 2 Y 3 con la finalidad de detectar aquellas que 

contuvieran un inserto de alrededor de 1093 pb, las clonas 1 y 2 dieron el tamaño esperado 

(figura 8); se procedió a la secuenciación completa de la clona IP2.1 de manera manual 

empleando los oligonucleotidos T7, 242, 407, 544, 622 Y KS mismos que hibridan con la 

cadena sentido y los oligonucleoridos T3, 260, 398, 561, 678,1047 Y SK que hibridan con 

la cadena antisentido (figura9), una vez obtenida la secuencia completa se hizo la 

comparación de esta en el Genebank y se encontró una similitud del 99% con la secuencia 

del gen relacionado a la proteina de unión al nucleótido guanina observándose únicamente 

dos diferencias, una de estas es la presencia de una adenina extra en la región 5' no 

traducida y la otra corresponde a un cambio de una timidina por una citosina (figura 10), 

sin embargo esta diferencia a nivel de nucleotidos no cambia la secuencia de la proteína 

codificada; este gen codifica para una proteína llamada RACKl (receptor of activated 

protein kinase el (figura 11 l. 
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control 

filtro 2' 

FIGURA 7. Tamizaje de los candidatos positivos obtenidos en el 20 

"screeoing". Se muestran los filtros 1 y 2 así como sus duplicados (1' y 

2' ). Con flechas se indican los candidatos seleccionados y analizados para 

su secuenciación. 



1 4 G 6 7 8 910 \ l111•141'16171*M 
• t .,. -

2322pb 
"' 
• ....... - - . - -... ~ - -.. --=-~ - = 

-1089pb--...._. - - - - - - - -

FIGURA 8. Patrón de restricción de candidatos del tamizaje de la clona lP. 

Electroforesis de los candidatos positivos 1, 2 y 3 luego de tres tamizajes. Los carriles 

nones corresponden a los diferentes candidatos y los carriles pares corresponden al 

candidato cortado con las enzimas kpnl y sacI para liberar el inserto del vector 

pBluescript, el tamaño esperado del inserto es de 1089pb. Los carriles marcados con 

"M" corresponden a los marcadores de peso molecular. 

primer 678ant 622sen 

FIGURA 9. Secuenciación de la clona 1P2.1. La 

secuenciación fue realizada por el método de Sanger, en 

el gel fueron analizadas dos reacciones con diferentes 

pnmers, las letras indican los terminadores de cada 

muestra. 

a cgt acgt 

~'~ - ,:.=:.r:_: .. ~·-,: .;-;; f(>-·-""! · ··-- ... ·. · 
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1 aggagaggttgtggtgctagtttctctaagccatccagtgccatcctcgtcgct9ca9c9 60 

111111 111111 111111 11111111111111111111111 1111111111111111111 
16 aggagaggttgtggtgctagtttctctaagcc atccagtgccatc ctc gtcgct9c a9c 9 75 

61 acacacgctctC9ccgcc9ccOO~actgagcagatgacccttc9t9gcaccctcaa999c 12 0 

1111 111 1111 1111111111 1111111111111111111111111 11111111 11111 
76 acac-cgctctcgcc9cc9cc~~actgagcagatgacccttcgtggcaccctca8999c 134 

121 cacaac ggc tgggtaacccagatcgctactaccccgcagttccc9gacatgatcctc tcc 180 

11111111111111111111 1111111111111111111111111111111 111111111 
135 cacaacggctgggtaacccagatcgctactaccccgcagttccc9gacatgatcc tctcc 194 

181 gcctctcgagataagaccatcatcatgtggaaactgaccagggatgagacc aactatgga 240 

111 11111 1111111111 1111 1111111111111111 111111111111 111 11 11111 
195 gcctctcgagataagaccatcatcatgtggaaactgaccagggatgagacc aactatgga 254 

241 attccacagcgtgctctgcggggtcactcccactttgttagtgatgtggttatctectea 300 

11111111111 1111111111111111111111111111111 1111 11111111111111 
255 attccacagc gtgctctgcggggtcactcccactttgttagtgatgtggttatctcctca 314 

301 gatggccagtttgccctctcaggctcctgggatggaaccctgcgcctctgggatctcaca 360 

111111111111111 111111111111 1111111111 11111 111111 11111111 1111 
315 gatggccagtttgccctctcaggctcctgggatggaaccctgcgcctc tgggatctcaca 374 

36 1 acgggcaccaccacgaggcgatttgtgggccataccaaggatgtgctgagtgtggccttc 420 

11111111 11111111 1111111111111111111111111 1111111111111111111 
375 acgggcaccaccacgaggcgatttgtgggccataccaaggatgtgctgagtgtggccttc 434 

421 tcctctgacaaccggcagattgtctctggatctcgagataaaac catcaagc tatggaat 480 

11111111111111 111 1111111 111111111111111111111111111111 11 1111 
435 tcctctgacaaccggcagattgtctctggatctcga9ataaaaccatcaagctatggaat 494 

481 accctgggtgtgtgcaaatacactgtccaggatgagagccactcagagtgggtgtcttgt 540 

11111111111111111111111 11111111111 111111111 11111111111111 111 
495 accctgggtgtgtgcaaatacactgtccaggatgagagccactcagagtg9gt9tcttgt 554 

541 gtccgcttctcgcccaacagcagcaaccctatcatcgtctc ctgtggctgggacaagctg 600 

1111111 1111111111111111111111111 111111 111111 111111111 1111 111 
555 gtccgcttctcgcccaacagcagcaaccctatcatcgtctcctgtggctgggacaagctg 614 

601 gtc aaggtatggaacc tggc taactgcaagctgaagaccaacc acattggccacacaggc 660 

11111 1111111111111111111111111111111111111 1111 1111111111111 1 
615 gtc aaggtatggaacc tggctaactgcaagctgaagaccaaccacattggccacacaggc 674 

661 tatctgaac ac ggtgactgtctctccagatggatccctctgtgct tctggaggcaaggat 720 

11111111111 1111111111 11111111111111 1111111111111 111111111111 
6 75 tatctgaacacggtgactgtctctccagatggatccctctgtgcttctggaggcaaggat 734 
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721 ggccaggccatgttatgggatctcaacgaaggcaaacacctttacacgctagatggtggg 780 

111111 11111111111111111 11 1111 1111 111111 1111 1111111 111111 1111 
735 ggccaggccatgttatgggatctcaacgaaggcaaacacctttacacgctagAtggtggg 79. 

781 gacatcatcaacgccctgtgcttcagccctaaccgctactggctgtgtgctgccacaggc 8.0 

11111111111111111111111111111 1111 1111111111111111111111111 11 
795 gacatcatcaacgccctgtgcttcagccctaaccgctactggctgtgtgctgccacaggc 85. 

8.1 cccagcatcaagatctgggatttagagggaaagatcattgtagatgaactgaagcaagaa 900 

111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 
855 cccagcatcaagatctgggatttagagggaaagatcattgtagatgaactgaagcaagaa 914 

901 gttatcagtaccagcagcaaggcagaaccaccccagtgcacctccct99cctg9tctgct 960 

11111111111111111111111 111111 111111111111 1111111111 11 1111 11 
915 gttatcagtaccagcagcaaggcagaaccaccccagtgcacttccctggcctggtctgct 974 

96 1 gatggccagactctgtttgctggctacacggacaacctggtgcgagtgtggcaggtgacc 1020 
111111 11111111111111111111111 111111 111111 1111111111111111111 

975 gatggccagactctgtttgctggctacacggacaacctggtgcgagtgtggcaggtgacc 1034 

102 1 attggcacacgc aagtttatggcagagctttacaaat 1060 

1111111111111111111111111111111111111111 
1035 attggcacacgc aagtttatggcagagctttacaaat 1074 

FIGURA 10. Comparación de la secuencia de nucleotidos del candidato IP2.1 

(secuencia superior) contra el banco de genes Genebank. En esta comparación se 

obtiene una similitud de un 99% con el gen que codifica para la proteína RACK 1 

(secuencia inferior); la secuencia de 1 P2.1 presenta una adenina adicional en la región no 

codificante 5' y la base 942 es una citosina en vez de timid ina, ambas diferencias son 

mostradas en color azul, el codón de inicio de traducción se muestra con letras verdes y el 

codón de paro con letras rojas. 
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MTEQMTLRGTLKGHNGWVTQIA TIPQFPDMILSASRDKTIIMWKL TRDET 

NYGIPQRALRGHSHFVSDVVlSSDGQF ALSGSWDGTLRL WDL TTGTTTRR 

FVGHTKDVLSV AFSSDNRQIVSGSRDKTIKL WNTLGVCKYTVQDESHSEW 

VSCVRFSPNSSNPIIVSCGWDKL VKVWNLANCKLKTNHIGHTG YLNTVTV 

SPDGSLCASGGKDGQAML WDLNEGKHL YTLDGGDIlNALCFSPNR YWLCA 

A TGPSIKIWDLEGKlIVDELKQEVISTSSKAEPPQCTSLA WSADGQTLF A 

GYTDNL VRVWQVTIGTR 

FIGURA 1 L Secuencia primaria de la proteína RACK1. La secuencia de la clona 

lP2.1 es idéntica a nivel de aminoácidos con la proteína RACK I reportada, esta es una 

proteína de 317 aminoácidos con un peso molecular de 36 kD. 
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D1SCUSION 

Las interacciones proteina- proteínajuegan un papel critico en muchos procesos biológicos 

y existen múltiples reportes en los que se pone de manifiesto el papel de dichas 

interacciones: la identificación de interacciones entre oncoproteínas virales y proteínas 

supresoras de tumor; entre represores y co-represores; proteínas del ciclo celular etc. 

Tradicionalmente estas interacciones habían sido detectadas usando métodos bioquímicos 

como la co-inmunoprecipitaci6n en la cual un anticuerpo dirigido contra una proteína 

conocida es usado para precipitar las proteínas asociadas a esta. Sin embargo tales métodos 

bioquímicos resultan únicamente en la identificación de la aparente masa molecular de las 

proteínas asociadas; obtener y clonar los genes para estas proteínas es frecuentemente mas 

dificil . 

Una alternativa para detectar las interacciones proteína-proteína lo constituye el sistema del 

doble híbrido. El sistema es un ensayo genético basado en levadura que nos pennite 

detectar las interacciones proteína- proteína " in vivo" (Fields y Song 1989; Chien y cols 

1991). Este puede ser usado para establecer interacciones entre proteínas conocidas o para 

investigar interacciones de proteínas codificadas por bibliotecas de cONA con una proteína 

blanco. De tal forma que el gen codificante de la proteína que interacciona con una proteína 

blanco esta inmediatamente disponible como un plásmido de levadura. 

Para identificar las interacciones entre nuestro represor transcripcional REST con algún 

componente de la maquinaria celular utilizamos precisamente el sistema del doble híbrido 

en levadura, por las caracteristicas mencionadas anteriormente. 

En un primer tamizaje utilizando el dominio TRD I como secuencia blanco o anzuelo 

encontramos después de dos selecciones con histidina y X-gal, cuatro clonas positivas a las 

que denominamos IP, 13, 17 Y 20 (figura 6). Una de ellas, la clona IP, fue seleccionada 

para continuar con el tamizaje sobre una biblioteca de expresión construida en el vector 

lambda ZAP. La selección de la clona lP fue decidida en base a que mostraba una similitud 

muy elevada con un gen implicado en diferenciación neuronal. De los tamizajes realizados 
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U.N.A.M. CA.MPUS 

en lambda ZAP se obtuvieron vanas clonas que contenían el inserto completo del gen. A 

partir de la clona 1 P2.1 (figuras 7-9) fue posible secuenciar )' ablener la estructura primaria 

completa del gen (figura 10) 

\ZT. 
Los resultados de la comparación en el banco de genes (GENE-BANK) nos mostraron que 

el gen que encontramos corresponde al gen RACK I (Receptor of Activated C Kinase), el 

cual muestra un 99 % de similitud a nivel de nucleotidos y 100 % de similitud a nivel de 

aminoácidos (figura 10 Y 11). 

Las RACKs son proteínas que se encuentran en la fracción particulada de la célula y se 

unen a la proteína cinasa C (PKC) únicamente en su forma activa, esta unión es saturable y 

es específica para esta cinasa, la PKC no se une a las RACKs por su sitio catalítico y la 

actividad de esta enzima no es inhibida por dicha unión, más aun, hay un incremento en la 

fosforilación del substrato en la presencia de concentraciones limitantes de activadores de 

PKC como diacilglicerol , fosfatidilserina y calcio; Mochly-Rosen y su grupo sugieren que 

la unión de PKC a las RACKs es necesaria para que la enzima se transloque y lleve a cabo 

sus funciones celulares (Mochly-Rosen y cols. 1991 . 1995) (figura 12). 

PKC es una fami lia de enzimas que fosforilan en serina-treonina , por estudios bioquímicos, 

inmunológicos y citoquímicos se ha encontrado que la expresión de algunas isoformas de 

PKC se da de manera específica de tejido, y también que la distribución intracelular de 

PKC es distinta dependiendo de la isoforma (Tanaka y Nishizuka 1994), situación que hace 

fácil suponer que esta enzima esta implicada en una gran cantidad y diversidad de procesos 

celulares. 

La proteína RACK) como ya se mencionó en los resultados al referimos a la clona p205, 

esta implicada en procesos de desarrollo y diferenciación neuronal , hecho que apoya la idea 

de que tiene algo que ver con REST, que es un factor de transcripción implicado en los 

mismos procesos; RACK) es una proteína de 36 kD que penenece a una superfamilia de 

proteínas que contienen de 5 a 8 elementos repetidos internamente que han sido llamados el 
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FIGURA 12. Interacción de RACK con PKC. a) Cuando PKC se encuentra en forma inactiva su conformación dada por interacciones 

intramoleculares le impide asociarse con RACK, b) pero en presencia de activadores como calcio (Ca+), fosfatidilserina (Ps) y 

diacilglicerol (Da) su conformación cambia dejando expuesta la región de interacción con RACK, la cual a su vez se ancla a la fracción 

particulada de la célula como es la membrana plasmatica y nuclear así como citoesquelcto. 



"motif WD40", en RACK 1 están presentes 7 repetidos WD40 (Ron D. y cols. 1994), se ha 

observado que este motif esta involucrado en interacciones proteína-proteína de manera que 

no es de extrañar el hecho de que pueda interaccionar con REST, y que esta interacción se 

de a la par con PKC, la consecuencia de esta interacción simultanea como es lógico sena la 

fosforilación de REST por PKC (figura 13), en este punto es importante señalar que REST 

cuenta con varios sitios consenso de fosforilación por PKC según el análisis hecho por 

computadora. 

La fosforilación de un factor de transcripción no es algo poco frecuente, de hecho hay un 

sin fin de ejemplos de este tipo de evento; en general la fosforilación es la modificación 

postraduccional mas prominente en la regulación de muchos procesos como son la salida de 

quiescencia de las células, actividades enzimáticas, replicación de DNA, arranque de 

mitosis y también en la expresión de genes específicos al regu lar a [actores de 

transcripción, tanto positiva como negativamente o bien a través de su impone nuclear; 

como ejemplos de factores de transcripción que son regulados por fosforilación tenemos la 

proteína dorsal, para el importe nuclear de esta se requiere del gen pelle, el producto de este 

fosforiIa a dorsal llevando a su importe nuclear y a una cascada de activación de genes que 

determina la polaridad dorsoventral del embrión en Drosophila, de igual manera la 

regulación de NF-KB depende de su impone nuclear, en células donde este factor de 

transcripción esta inactivo el inhibidor IKB se une a este en el citoplasma, después de la 

activación por una variedad de citocínas y mitógenos el complejo NF-KB/ IKB se rompe y 

NF-KB se transloca al núcleo, esta liberación parece ser mediada por la fosforilación de 

IKB~ Oct-1 es un factor de transcripción que regula la expresión de genes housekeeping 

·esenciales. la hiperfosforilación de Oct-l por p34cdc2 o PKA ocurre cuando la célula entra 

en mitosis causando una reducción en la actividad de unión al DNA, correlacionando esto 

con una inhibición general de la transcripción durante la mitosis; un ejemplo de regulación 

positiva es CREB, este es activado al ser fosforilado JX)r PKA dando como resultado la 

expresión de c-Fos al unirse a su promotor; por otra parte la fosforilación de CREE también 

incrementa su capacidad para estimular la transcripción del gen de la somatostatina, en este 

caso la fosforilación de CREB induce su dimerización (Boulikas, T. 1995). 
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FIGURA 13. Posible función de la interacción de REST coo RACK1. A) 

PKC se encuentra en su forma inactiva (PKCI), pero en presencia de sus 

activadores interacciona con RACKI , B) y se transloca a la fracción 

particulada de la célula; al interaccionar con RACK 1 esta cinasa se encuentra 

en forma activa (pKC A), si esta interacción se da de manera simultanea con 

REST el posible resultado es la fosforilación de este factor de transcripción. 

d ? 



Como se mencionó anterionnente, REST presenta sitios consenso de fosforilación para 

PKC, varios de estos sitios consenso caen en la misma zona en la que se localizan los dedos 

de zinc que conforman el dominio de unión a DNA, así como en el dominio represor de la 

parte carboxilo tenninal de REST en la región próxima al dedo de zinc presente en este y 

otro grupo de estos sitios consenso se encuentra flanqueando la señal de localización 

nuclear. 

El resultado de la fosforilación de REST por consiguiente presenta varias alternativas, 

puede ser que afecte a su unión al DNA de manera positiva o negativa, que este relacionada 

con eventos de dimerización o interacción con otros factores involucrados en su actividad 

represora o que le pennita su entrada al núcleo, ya que aunque REST presenta una señal de 

localización nuclear (NLS) se sabe que la fosforilación es un mecaOlsmo para 

desenmascarar estas señales o para incrementar su potencia. 

Para cualquiera que sea el punto en donde intervenga la fosforilación de REST 

evidentemente debe ser una parte muy importante en su regulación y por consiguiente su 

interacción con RACK 1 ya que esta se presenta como una pieza relevante en la ruta para 

que llegue a cumplir su función. 
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APENDICES 

Apendice I 

Medios y soluciones 

BufferTCM 

1.0 mi de Tris 1M (pH7.4) 

1.0 mi de CaCI, 1M 

1.0 mi de MgCl, 1M 

Aforar a 100 mI. 

Buffer de corrida TBE 10X 

108.0 g de Trizma-base 

55.0 g de Acido bórico. 

9.3 g de EDTA 

Aforar a 1 L. esterilizar por autoclave. 

Buffer SM 

5.8 g de NaCI 

2.0 g de MgSO, H,O 

50.0 mi de Tris-HCI 1M (pH 7.5) 

5.0 mi de gelatina al 2% 

Aforar a I L. 

Buffer SSC 20X 

175.3 g de NaCI 

88.2 g de citrato de sodio 

800.0 mi de agua 

Ajustar el pH a 7.0 con NaOH 10.0 N. 

Aforar a I L. 
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Medio YEPD 

10 g de extracto de levadura 

20 g de peptona 

20 g de dextrosa 

Disolver en agua y aforar a IL. esterilizar por autoclave. 

Medio LB 

10.0 g de NaCI 

10.0 g de triptona 

5.0 g de extracto de levadura 

Aforar a 1 L Y esterilizar por autoclave. 

Medio NZY 

5.0 g de NaCI 

2.0 g de MgSO, 7H,O 

5.0 g de extracto de levadura 

10.0 g de hidrolizado de caseina 

Aforar a IL y esteri lizar por autoclave. 

Solución de acetato de litio lOX 

Acetato de litio 1M, pH 7.5 

Ajustar pH con ácido acético diluido. 

Solución PEG al 50% 

25 g de PEG 4000 

Disolverlo en H20 y aforar a 50 mI. 

Esteri lizar por autoclave. 
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Solución TE 10X 

Tris-HCI 0.1 M, pH 7.5 

EDTA O.OIM, pH 7.5 

Esterilizar por autoclave. 

Solución 1 X TElLiOAc 

1.0 mi de TE 10X 

1.0 mi de LiAc 10X 

8.0 mi de H,O estéri l 

Solución stock de ampici lina 

Disolver la ampicilina en agua a una concentración final de 5mglml. 

Esterilizar por filtración, almacenar a -20°C protegida de la luz. 

Solución stock de tetraciclina 

Disolver la tetraciclina en una mezcla de agualethanol (1: 1) a una concentración final de 

12.5 mg/ml. 

AgarNZY 

5.0 g de NaCI 

2.0 g de MgSO .. 7H,O 

5.0 g de extracto de levadura 

10.0 g de hidrolizado de caseína 

15.0 g de agar 

Aforar a lL y esterilizar por autoclave, vaciar a cajas petri . 
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Ag.r LB 

10.0 g de NaCI 

JO.O g de triplona 

5.0 g de extracto de levadura 

20.0 g de agar 

Aforar a lL y esterilizar por autoclave, vaciar a cajas pern. 

TopagarNZY 

5.0 g de NaCI 

2.0 g de MgSO, 7H,O 

5.0 g de extracto de levadura 

10.0 g de hidrolizado de caseina 

0.7 % de agarosa 

Aforar a I L Y esterilizar por autoclave. 
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Apendice n 

Cepas de bacteria y levadura 

DH5a supE44 hsdRl7 reeA 1 endA I gyrA96 thi-I relA 1 

SOLR eI4-(merA) 6(merCS-hsdSMR-mrr)171 sbee reeS rec! umuC::Tn5(Kan') uvrC lae 

gyrA96 relA 1 thi-I endA lA' [F' proAS lacl'Z6Ml 5] Su-

XLI-Blue MRF' 6(merA)183 6(rnerCS-hsdSMR-mrr)173 endA I supE44 thi-I reeAI 

gyrA96 relAllae [F' proAS lac1 'Z6M15 TnlO (Td)] 

L40 MATa, trpl , leul , his3, LYS2 :: lexA-laeZ 
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Apendice III 

Tecnlcas adicionales 

Extracción de DNA plasmidico por minipreparación 
Se inocula la bacteria en 10 mi de medio LB con ampicilina (100 lAg/mi ) y se deja crecer en 

agitación a 37°C hasta que alcance una DO(6OQrun) de 0.5 y entonces se empastillan las 

bacterias en 2 tubos eppendorf de 1.5 mi centrifugándolas a 12000 rpm/30 seg, enseguida 

se lavan con 350 ~I de STET y se resuspenden en 350 [ti (no vortex) agregándose 25 ~I de 

Ii sozima ( 10 mg/ml) y se ponen al vortex por 3 seg, se dejan incubando 4 min a temperatura 

ambiente, transcurrido este tiempo se hierven las muestras por 50 seg y luego se esto se 

centrifugan a 12 rpm/IO min, la pastilla se desecha con un palillo y se adiciona 1 ~I de 

RNAsa A (2 mglml) dejando las muestras a temperatura ambiente por 15 min, luego de este 

lapso se agregan 75 ~I de NaOAe 3M pH 5 Y 250 ~I de isopropanol y se dejan 5 min a 

temperatura ambiente, enseguida se centrifugan a 12000110 min desechando el 

sobrenadante y lavando la pastilla con 200 ~I de etanol al 70% frio y se dejan secar. la 

pastilla se eresuspende en I 00-150 ~I de buffer TE o agua por cada tubo. 

Restricción de DNA 
Se prepara la siguiente reacción: 

10 ~I DNA (1 f'gI~l) 

I ~I Enzima (10 u/f'l) 

I f'1 Buffer (IOX) 

H¡O 

20 ",1 volumen final 

La reacción se incuba a 37°C por una hora a menos que la enzima corte a una temperatura 

distinta. Una unidad de enzima es suficiente para cortar 1 lAg de DNA en 1 hora a la 

temperatura adecuada. 
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Preparación de bacterias competentes 
Se pica una colonia de una placa fresca y se transfiere a 500 mi de medio LB en un frasco 

de 1 1, se incuba a 37°C con agitación vigorosa hasta que alcance una DO(6OOcc) de 0.375-

0.400, se transfiere el cultivo a tubos de polipropileno de 50 mi estériles y frios, se enfría el 

cultivo a 0° Cmanteniendo los tubos en hielo por 10 min , se recuperan las células 

centrifugando a 4000 rpmllO min a 4°C, se decanta el medio de las pastillas y se deja 

escurriendo por 1 min posteriormente se resuspende cada pastilla en CaCh 0.1 M enfriada 

previamente y se almacena en hielo por 10 min, se recuperan las células por centrifugación 

a 4000 rpmllO min a 4°C, nuevamente se decanta el fluido de las pastillas y se dejan 

escurriendo por I min, enseguida se resuspende cada pastilla en 2 mi de una solución de 

CaCh 0.1 M Y glicerol al 15 % fría por cada 50 mi de cultivo original, esta suspensión se 

distribuye en tubos eppendorf en alícuotas de 200 ~l y se almacenan a -70°C. Todos los 

pasos deben ser real izados en condiciones de esterilidad. 

Transformación de bacterias con DNA plasmidico 
Bacterias competentes son descongeladas en hielo, se mezclan 50 ~I de bacterias con I ElI 

de DNA (son suficientes 25 ng de DNA) se deja la mezcla 5 min en hielo y luego se pone 

en baño maría a 42°C por 50 seg y enseguida se pasa a hielo dejándola por 2 min, se le 

agrega 1 mi de medio LB dejando por 5 min a temperatura ambiente, se toman de 100 a 

150 ElI Y se espatulan en una caja con el antibiótico de selección. 

Preparación y corrida del gel de secuenciación 
Los vidrios se limpian con liquido limpia vidrios, con cloroformo y por último con etanol, 

los separadores se limpian con etanol, una de las placas de vidrio se debe de siliconizar para 

que el gel quede adherido únicamente a la otro placa, se anna la cámara y se prepara una 

mezcla de 40 g de urea, 9 mi de acrilamidalbisacrilamida 19: I (acrilamida al40 %), 6 mi de 

buffer TBE 10X y 26 mI de H20, la mezcla se disuelve calentándola en agitación, se espera 

a que se enfríe un poco para que no gelifique muy rápido y de tiempo de vaciarla, 
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finalmente se agregan a la mezcla 350 ~I de persulfato de amonio al 10 % Y 60 111 de 

TEMED y de inmediato se vacía en la cámara con una jeringa de 50 mi sin aguja a la que se 

le adapta una punta de micropipeta recortada en la proporción adecuada y se coloca el 

peine, es importante que no se formen burbujas en el gel. 

El buffer de corrida es TBE 0.5 X, con este se llena el contenedor de la cámara, la parte 

donde se van a cargar las muestras se lava con el mismo buffer y luego se coloca el peine, 

se hace una precorrida a 55 W por aproximadamente 1 h, hasta que la temperatura del gel 

alcance los 55°C, enseguida se cargan las muestras y se corren a 55 W, la temperatura no 

debe de pasar de 55°C; una vez concluida la corrida se separan las placas de vidrio y se 

cubre el gel con papel Wattman previamente humedecido con agua, y de esta manera se 

levanta el gel y se le coloca plástico "megapack" por el lado contrario al cubierto con el 

papel, en esta forma es secado en el secador de geles a 80°C por 1 h. El gel ya seco se 

expone a una placa de radiografia por el tiempo adecuado, se revela la placa y finalmente se 

lee la secuencia. 
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Apendice IV 

Mapas de vectores 

PL 

REST-Nl 

GAL4-Nl 
-3 kb 
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FIGURA 14. Mapa del plásmido GAL4-Nl. Este plásmido es un derivado del 

plásmido PECE en el cual se encuentran la secuencia del promotor temprano de 

SV40 (PE), un origen de replicación para la propagación en bacteria ( ori) y el gen 

de Ja ~-Jactamasa (amp) que lo hace resistente a ampicilina, en este plásmido se 

clonó la región correspondiente al dominio de unión a DNA del gen GAL4 de 

levadura (GAL4 BD) (plásmido pSG424) y posteriormente se clonó Ja región de 

REST correspondiente al dominio represor TRDl (REST-Nl) que abarca del aa 1 al 

83. De este plásmido se obtuvo el fragmento del dominio represor TRDl para 

clonarlo en el plásmido pBTM 116. 
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FIGURA 15. Mapa del plásmido LEX A-REST Nl. Para obtener este plásmido se 

clonó en pBTM 116 la secuencia de REST correspondiente al dominio represor 

TRDl (REST-Nl) inmediatamente después de LEX A; este plásmido cuenta con el 

promotor del gen de la alcohol deshidrogenasa (ADHl) para la expresión en 

levadura, el dominio de unión a DNA del represor bacteriano LEX A (LEX A), el 

marcador de auxotrofia triptofano (TRPl) para la selección en levadura y el de 

resistencia a ampicilina (amp) para la selección en bacteria, también cuanta con un 

origen de replicación para bacteria (ori) y otro para su replicación en levadura (2 µ). 
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FIGURA 16. Mapa del plásmido pGAD.GH. Este plásmido contiene el dominio de 

activación del gen GAL 4 (GAL4da) dirigido por el promotor de la alcohol deshidrogenasa 

(ADHl) para su expresión en levadura, el gen de resistencia a ampicilina (amp) y el del 

marcador de auxotrofia (LEU2) para su selección en bacteria y en levadura respectivamente, 

. así como un origen de replicación funcional en bacteria (ori) y otro en levadura (2 µ) ; en este 

plásmido fue clonada una biblioteca de cDNA de células HeLa enseguida del dominio de 

activación de GAL4 (* ). Esta construcción fue donada por la doctora Gail Mandel. 
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FIGURA 17_ Vector Lambda-ZAP. En la parte superior (a) se esquematiza el 

vector Lambda-ZAP conteniendo al fagernido Bluescript el cual esta flanqueado por 

los dominios iniciador y tenninador que hacen posible la excisión del plásmido, 

A- J indica y cos ; en b se muestra el mismo vector con el inserto clonado en el 

sitio de clonación multiple de Bluescript (MCS) en este caso el fragmento proviene 

de una biblioteca de cDNA de células HeLa; en el panel c se muestra el mapa de 

bluescript que contiene el gen de resitencia a ampiciJina, el origen de replicación f1 

necesario para la excisión y un origen de replicación del plásmido funcional en 

bacteria (ColE 1). el sitio de clonación multiple flanqueado por las secuencias para 

los primers T3 y T7, este MCS se encuentra dentro del marco de lectura del gen 

JacZ el cual es interrumpido con la inserción de algun fragmento, este plásmido 

tiene un tamaño de 2.96 kb . 
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