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RESUMEN

La expresion del gen del canal de sodio tipo 11 es restringida a neuronas por una secuencia
en el DNA llamada RE1, activa en células no neuronales, nosotros demostramos que la
expresion de un cDNA que codifica para un factor de transcripcion silenciador de REI
(REST) es suficiente para unirse a este elemento silenciador y reprimir la expresion de
genes reporteros en los que esta presente ¢l promotor del gen del canal de sodio tipo IL
REST contiene dos dominios represores, ¢l pnmer dominio représor mapea €n la region N-
terminal abarcando 83 aminoacidos, ¢l segundo dominio represor se localiza en el extremo
carboxilo terminal de REST y este incluye el daltimo dedo de minc. Hay estudios que
sugieren que otras proteinas que se unen a REST estin involucradas en el mecanismo de
represion, la identificacion de factores de transcripcion u ofras proteinas accesorias que
interaccionen con REST es importante para conocer el mecanismo implicado en la
represion llevada a cabo por este factor de transcripcion. Para encontrar los blancos
celulares de interaccion con REST, usamos el dominio represor N-terminal como anzuelo
en un “screening” de una libreria de cDNA de células HelLa utilizando el sistema del doble
hibrido, encontrando cuatro clonas, la clona 1P2 tiene un 98% de homologia a nivel de
nucleotidos con RACK 1 un receptor para proteina cinasa C activada y un homologo para la
subunidad B de la proteina G, la interaccion de REST con RACK] podna funcionar como
un punto de encuentro con PKC la cual entonces fosfonlara a REST, estos resultados
sugieren un posible modelo de regulacion para este represor newronal, en el cual la
fosforilacion puede ser importante para su actividad.



INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Interaccidn entre proteinas

En la gran mayoria de procesos biologicos es esencial la interaccion entre proteinas, dichos
procesos incluyen eventos extracelulares asi como intracelulares, como ejemplo de los
primeros estdn las interacciones receptor-ligando, adhesion celular, reconocimiento de
antigenos y reconocimiento virus-huésped, mientras que en los segundos tenemos la
formacion de complejos multi-proteina, el ensamble de elementos del citoesqueleto, la
transduccion de sefales, procesos enzimdticos, transporte nuclear v 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 interaccion entre proteinas sea el resultado de todo un
proceso evolutivo en el que se ha generado una gran vanedad de dominios conservados que
seguramente todavia no son conocidos y caractenzados en su totalidad, sin embargo entre
los que se han identificado se sabe gue estin presentes en proteinas involucradas en la
reparacion de DNA (Aravind y cols, 1999), en toxinas, en las que éstos dominios se
encucntran flanqueados por residuos de prolina (Kini, 1998), en proteinas que participan en
la transduccion de sefiales (Della y cols., 1995) en las que su interaccion con otras proteinas
mediada por dominios como SH2 y SH3 es necesaria para la transmision de sefiales
proliferativas (4), dominios WW han sido detectados en proteinas no relacionadas, éstos se
unen a secuencias ricas en prolina y recientes estudios sugieren que en proteinas especificas
pueden jugar un papel en enfermedades como hipertension o distrofia muscular (Staub v
Rotin, 1996), un ejemplo de una proteina con un dominio WW es Fe36, la cual ademis
posee dos dominios PID/PTB estos tres dominios le permiten interaccionar con varias
proteinas, una de estas es conocida como APP, dicha proteina esta implicada en el fenotipo
de la enfermedad de Alzheimer (Russo y cols., 1998), otros dominios también encontrados
en proteinas no relacionadas son los conocidos como "RING" y "B-box", sin embargo se
sabe que varias proteinas que contienen el dominio RING son oncoproteinas y datos
recienies indican que a través de este dominio pueden ser mediadas actividades
proapoptoticas (Borden, 1998); el dominio LIM es un dominio rico en cisteina compuesto



de dos dedos de zinc especiales, las proteinas LIM incluyen factores de transcripcion v
profeinas de citoesqueleto entre otras, algunas de estas proleinas estdn involucradas en el
control de la determinacidn del linaje celular, v regulacion de la diferenciacion asi como en
el control de proliferacion celular (Dawid y cols.; 1993, Sanchez-Garcia y Rabbiits, 1994)
mientras que en la regulacion de la localizacion, agrupamiento y funcidn de varios canales
1onicos y transportadores se ha demostrado que los dominios PDZ, el homdlogo 3 de Src v
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 nitrico sintetasa,
enzima importante en procesos de neurotransmision y relajacion muscular, dicho dominio
es responsable de la localizacién correcta en las membranas sindpticas de una de las
isoformas de nNOS (Brenman y cols., 1997).

No obstante el amplio nimero de publicaciones que tratan de interaccion entre proteinas, en
la mayoria 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 ¢l
caso de la translocacion de citoplasma a micleo del receptor glucocorticoide el cual para
lograr dicho transporte se asocia con la mmunofilina hsp36 (Prant y cols., 1993), asi mismo
la proteina FMREP cuya falta de expresion es causa del fenotipo del sindrome del X frigil,
se une a otras proteinas y lleva a cabo su translocacion nuclear (Hoogeveen v Oostra,
1997); otro caso de mucho interés es el de proteinas virales capaces de transactivar genes
celulares y virales, como es el caso de la proteina X del virus de la hepatitis B, se sugiere
gue esta transactivacion es resultado de la asociacidn entre proteinas (Koike vy Takads,
1995). Uno de los ejemplos mas recurridos en el tema que nos ocupa ¢s el de proteinas que
participan en procesos de seflalizacion v dentro de estas, las proteinas G, que son
componentes vitales de un gran nimero de vias de seflalizacion, para que estas proteinas
lleven a cabo su funcidn es indispensable la interaccion con los receptores y efectores
apropiados, pero como pnmer paso se requicre la asociacion entre sus subunidades
(Higgins y Casey, 1996); otro ejemplo de proteinas que participan en la transduccién de
sefiales son las pertenecientes a la familia de las STATs las cuales también participan en el
control de genes, puesto que son activadores transcripcionales v por lo tanto presentan
dominios para la interaccion con cinasas, fosfatasas, receptores, otros factores de



transcripcion v la misma maquinaria de transcripcion (Damell, 1997); los reguladores
transcripcionales es de esperar que ejerzan su conirol en parie por su interaccion con otras
proteinas (Hawkins y Lamb, 1995) como es el caso de las proteinas Egr, miembros de una
subclase de factores de transcripcion 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 adxina (Guilfoyle vy cols, 1998) y otros factores de
transcripcion de plantas (Takatsuji, 1998) esta manera de regulacién no solo se da en el
inicio de la transcripeidn sino también en el procesamiento del mRNA al asociarse la RNA
polimerasa 11 eon factores de corte y poliadenilacion (Zhao y cols., 1999) v a nivel de
cromatina interaccionando esta con diferentes proteinas regulatornias a través del amino
terminal del "core” de histonas (Hansen y cols., 1998).

El proceso de transcripcion

El control de la expresion genética es un proceso fundamental en el desammollo ¥
organizacion de los orgamsmos multicelulares, va que la adecuada expresion de los genes a
través del tiempo y el espacio permite una oportuna diferenciacidn y especializacién de la
célula v el tejido, una de las etapas principales de regulacién es a nivel de transcripeion, la
transcripcion es ¢l proceso por €l cual se sintetiza una molécula de RNA a partir de un
molde de DNA, este molde es la pante codificante de un gen. la transeripeidn es llevada a
cabo por la enzima RNA polimerasa, en el caso de organismos eucariontes existen tres
tipos de RNA polimerasa las cuales difieren por su localizacion en el nicleo, su patron
cromatrografico, por su sensibilidad a c-amanitina (compuesto toxico producido por el
hongo Amanita fhalloides) y por la funcion de cada una de ellas.

La RNA polimerasa | s¢ encuentra en el nucléolo v transcnbe a genes precursores de RNA
ribosomal (rRNA), la RNA polimerasa 111 se localiza en el nucleoplasma y transcnbe a los
tRNAs, al tTRNA 55 y algunos RNAs pequefios, y la RNA polimerasa Il que se encuentra
en el nucleoplasma se encarga de sintetizar algunos BNAs pequefios v a los RNA
mensajeros (mRNA) los cuales posteriormente son traducidos a proteinas,



La region promotora de los genes pol 11 dependientes se encuentra adelante del punto de
micio de la transcripeion, y cada promotor contiene secuencias especificas que le permiten
ser reconocido por la RNApol Il v por factores de transcripcion, estas secuencias son
conocidas como el promotor minimo y por lo regular se encuentran ubicadas en las
primeras 100 pares de bases (pb), un componente importanie que se encuentra en la
mayoria de los genes es la caja TATA, localizada aproximadamente a 30 pb del sitio de
inicio de la transcripcidn, esta €s una secuencia altamente conservada vy su funcidn es
permutir €l inicio de la transcripeion en un punto especifico, existen otras cajas como es la
GC v la CCAAT que son comunes en muchos genes transcritos por la RNApol 11 y que
también forman parte del promotor minimo.

Sobre este promotor minimo es donde actia la maquinaria de transcripcion basal, esta
consta de la RNApol Il y de los factores de transcripcion generales (GTFs) llamados asi
porgue intervienen & nivel de todos los genes transcritos, el ensamble de esta maquinaria da
inicio con la umidn de TBP o TFIID a la caja TATA, enseguida se une TFIIA, y
posteriormente TFIIB, a esta umion le sigue la de la enzima RNApol 11 asociada con TFIIF,
y por dltimo TFIIE y TFITH.

TBP (proteina de union a la caja TATA) es un solo polipépuido de 38 kDa en el cual esta
presente una region llamada “core™ que consta de una estructura simétrica compuesta por
180 aminoacidos muy conservados en organismos eucanontes, localizada en la porcidn
carboxilo terminal, en cuanto a la regidn amino terminal esta tiene secuencias
caracteristicas como son una region de glutaminas de mds de 30 residuos v un dominio
SPT; esta es la Gnica proteina de estos factores que interacciona directamente con el DNA,
esta interaccion se lleva a cabo entre el surco menor y €l "core” de TBP, lo que provoca una
deformacion en ¢l DNA que permite que se unan los siguientes factores que forman el
complejo de premmiciacion (Oakoma, 1997; Tamura v cols., 1996).

TFID es un complejo formado por TBP y factores asociados a TBP para la RNApol 11
(TAFIls), aunque TBP es suficiente para la transcripcién basal de promotores gque
contienen caja TATA, para que se de un aumento en la transcripcidn en respuesta a



activadores son necesarios los TAFIls, por lo que se infiere que a estos, ademds de
asociarse factores de transcripcion generales se asocian también factores especificos, asi
como co-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 TFIID
tenga una estructura similar al octamero de histonas que le permita remodelar la estructura
de la cromatina con la ayuda de alguna maquinana dependiente de ATP o en respuesta a la
accion de factores de transcripeidn (Oakoma, 1997).

TFIIA esta formado por tres subunidades de 35, 19 ¥ 12 kDa, este factor estabiliza la
interaccion de TBP o TFIID con el DNA v puede eliminar a represores transeripcionales
que actlan sobre estos factores, y mediar el efecto de activadores transcripcionales; por
estudios de cnstalografia de rayos X se encontro que TFIIA reconoce la regién amino
terminal del core de TBP, sin embargo no es esencial para la transcnipeion basal
unicamente con esta proteina, a diferencia de cuando se encuentra todo el complejo TFIID,
en especial cuando el promotor sobre el que actua es débil; algunos autores consideran a
TFIIA no como un GTF sino como un co-activador capaz de unirse al complejo de
preiniciacion (Oakoma, 1997),

TFIIB es un polipéptido de 35 Kda, su region amino terminal contiene una estructura de
"cinta de zinc" similar a la encontrada en los TF11Ss (factores generales de elongacion de la
transcripcion) que se une al DNA de cadena sencilla o doble, el carboxilo terminal consiste
de dos repetidos que interaccionan con TBP, esta interaccion puede ser imporiante para
determinar la direccionalidad de la transcripcion, ademas se ha demostrado que este factor
es el que define el sihio de 1micio de la transenipeion y promueve la union de la RNApol Il y
TFIIF al complejo de preiniciacion (Oakoma, 1997),

TFIIF consta de dos sububidades de 74 v 30 Kda las cuales forman un heterotetrimero, este
factor se encuentra pre-ensamblado con la RNApol 11, impidiendo la union inespecifica de
esta al DNA, v al interaccionar con TFIIB también esta involucrado en la definicion del
sitio +1; este factor participa ademds en la elongacion, permaneciendo unido a la RNApol
1T supnmiendo las pausas de esta, lo que ocasiona un incremento en la velocidad de



elongacion, aunque no s¢ sabe el mecanismo por el cual lleva a cabo este proceso, analisis
de estructura v funcion demuestran que los dominios necesarios para la elongacion son

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

TFIIE esta formado por dos subunidades de 57 y de 34 Kda, que al igual que TFIIF forman
un heterotetramero, la subunidad a de TFIIE se une a TBP, TFIH, TFIIF v a la RNApol I,
los motifs de esta subunidad estin bien conservados, lo que es indicativo de su importancia
funcional, estos se encuentran en la mitad de su region amino terminal, la cual es
mdispensable para la transcripcion basal, y deleciones en un motif de un dedo de zinc hacen
de la molécula una forma dominante negativa, sin embargo esta mitad no es suficiente para
que s¢ lleve a cabo la transcnipeion yva que una region acidica cercana al carboxilo terminal
que s¢ une a TFIIH és también necesaria, esteé ultimo factor tene actividad de cinasa la cual
¢s estimulada por TFIIE; la otra subumidad, la & también tiene una secuencia de
aminodcidos bien conservada, se une a la RNApol 11, TFIIB, TFIIF y a TFIIH; al parecer,
las dos subunidades de TFIIE se complementan para hacer postble la unidn de TFIIH asi
como para estabilizar y activar al complejo de preiniciacion {Oakoma, 1997).

TFIIH esta formado por nueve subunidades que van de 32 a 89 Kda, este es el ultimo factor
de transcripcion general que se une al complejo de preiniciacion, entre las actividades
cataliticas dependientes de ATP estan su actividad de cinasa-CTD, ATPasa dependiente de
DNA, ¥y DNA helicasa, estas actividades son reguladas por TFIIE; algunas subunidades de
TFITH estin relacionadas con el sistema de reparacidn por excision de nucledtidos v
regulacion del ciclo eelular, ya que este factor por $i mismo casi no tiene actividad de unidn
a la RMNApol II, TFIIE es el gque lo posiciona en el complejo de preiniciacion, y ya umdo
fosforila a la RNApol 11 (Oakoma, 1997).

La transcnpcion basal puede ser modulada por otra serie de elementos regulatonos que se
encuentran en el DNA y que se peeden localizar antes o después de la umdad de
transcripcion, a unas cuantas ¢ a cientos de pares de bases distantes del sitio de inicio ¢
incluso dentro de la secuencia codificable del gen, estos elementos pueden ser activadores o
silenciadores de la transcripcion, y pueden funcionar independientemente de su posicion y



orientacion (Tamura y cols., 1996), a estas secuencias son a las que se asocian los factores
de transcripcion especificos, estos son proteinas gue se unen al DNA de forma especifica,
en secuencias especificas y por lo tanto a un grupo especifico de genes, y se caracterizan
por tener un dominio de union al DNA, un dominio de activacion y un dominio que conecta
a los dos anteriores; la clasificacion de los factores de transcripcion se puede basar en su
dominio de union o en el de activacion, aunque es mas comin encontrarlos agrupados por
su dominio de unidn, ya que es la region mejor caracterizada de estas proteinas, de este
domimmo se han descnto los de tipo helix-loop-helix, los homeodominios, los zipper de
leucina y los dedos de zine (Mitchell ¥ Tpan, 1989).

El motif helix-loop-helix consta de dos hélices anfipdticas que presentan una cara de
residuos hidrofobicos y otra cara de residuos cargados, la longitud del “loop" va de 12 a 28
aminodcidos; el homeodominio comprende aproximadamente 60 aminoacidos con residuos
basicos e hidrofobicos que son los mas conservados entre esta familia de proteinas de la
cual se deriva una subclase que contiene un dominio conservado que consisie de un
homeodominio y una caja POU, el zipper de leucina consiste de una regidn de aminodcidos
(aa) que contiene cuatro residuos de leucina posicionados a intervalos de siete aa; en cuanto
a los dedos de zine, este tipo de motif esta formado por unos treinta aa con dos residuos de
cisteina v dos de histidina que estabilizan el dominio al interaccionar con un ion Zn?+ una
segunda clase de motif con dedos de zinc es el que tiene un par de cisteinas en vez del par
de histidinas; muchos de estos factores pueden formar proteinas diméricas con otros
miembros de su misma clase, esto incrementa la vaniedad de los factores v la especificidad
de unidn, asi como los tipos de domimo de activacion o represion que pueden estar
presentes en un factor de transcripeion (Mitchell y Tjian, 1989),

Estos factores de transcripcion son sintetizados o activados en un tempo y espacio
especifico del tejido en respuesta a estimulos extracelulares tales como hormonas, factores
de crecimiento, metales y otros agentes fisico-quimicos, activando o reprimiendo la
transcripcion de genes que tienen un elemento responsivo en su region regulatonia para un
factor de transcripcion en particular; la expresion diferencial de un gen especifico en una
célula determinada es controlada por la capacidad de interaccion del factor con la secuencia



regulatoria del gen, la cual a su vez depende de la presencia v los niveles del factor

regulatorio, bloqueando o favoreciendo la expresion del gen en funcion de las necesidades

de la célula.

En resumen los factores de transcripcion son proteinas capaces de fijarse en secuencias
especificas del DNA, activando o reprimiendo la expresion de los genes que contienen esta
secuencia especifica, modulando el funcionamiento de la RNApol Il que por si sola no
discriminaria a los genes a transcrnibir y por Gltimo, pueden responder a sefiales procedentes
del exterior o del interior de la célula; debido a estas propiedades la expresion de los
diferentes genes puede controlarse en funcion de la situacion fisiologica de las células.

En la regulacibon de la expresion genética también son importantes las modificaciones
postraduccionales que los factores de transenpaion puedan adquinr como son la acetilacion
la metilacién v Ia fosforilacion ya que estas pueden de alguna manera regular su actividad,
otras proteinas importantes implicadas en este proceso son los co-activadores y co-
represores los cuales se asocian a los factores de transeripeion actuando conjuntamente con
éstos, la presencia de estas proteinas probablemente aumente el nimero de genes sobre los
que actie un factor de transcripeion determinado y tal vez sea el que determine su accion
coma activador o bien como represor, ya que es posible que un factor de transcripeion se

asocie con mas de un co-factor.

El gen del canal de sodio tipo Il como modelo de regulaciin

Existen secuencias y factores de franscripcion que son comunes para una gran canfidad de
genes y son usados constitutivamente, sin embargo los hay que son especificos para cierta
clase de genes y por lo tanto son importantes para su regulacion, estos genes estan
relacionados frecuentemente con la diferenciacion celular, v la expresion o falta de
expresion de estos le confiere caracteristicas particulares a la célula, un ejemplo de este tipo
de genes es el del canal de sodio.



La familia del gen del canal de sodio esta integrada por cuatro subunidades que se
encuentran codificadas en 4 RNAs mensajeros distintos, estas subunidades son llamadas [,

11, lla y Il y son altamente conservadas (Maue y cols., 1990).

Aunque la distnbucién anatdmica precisa de los RNAm es desconocida, los estudios de
inmunoquimica sugieren que su distribucion es diferente en el sistema nervioso, también se
sabe que los miembros de la familia del gen del canal de sodio son regulados
diferencialmente; en cerebro de adulto ¢l gene tipo IT es ¢l que se expresa en mayor
cantidad, seguiéndole el tipo | el cual estd presente en aproximadamente 5 a 10% con
respecto al primero, sin embargo en espina dorsal es el mas abundante, y el tpo Il se
expresa en niveles moderados en cerebro de embridn v es apenas detectable en adulto; en
resumen la expresion exclusiva en neuronas del sistema nervioso central (SNC) del gen del
canal de sodio tpo Il ha permitido usar a este como un modelo apropiado para estudiar la
expresion diferencial de genes tipo-celular especificos asi como los genes involucrados en

diferenciacion celular (Maue y cols., 1990).

Inicialmente el objetivo fue determinar si la secuencia 5° flanqueante del gene tipo II era
suficiente para la expresion en células especificas, para responder 4 esto fusionaron esta
region al gen de la enzima cloranfenicel acetiltransferasa (CAT) y esta fusion la
introdujeron a las lineas celulares PC12 (células de feocromocitoma de rata), AfT-20
(células pituitarias de raton) 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) v a los tipos celulares no neuronales 3T3 (fibroblastos de raton), H4IIE
{células de hepatoma de rata), y C6 (células de glioma de rata), observandose que la
actividad del gen reportero CAT era mucho mas elevada en las lineas neuronales con
respecto & las no neuronales; ademas se probaion dos lineas celulares de misculo
esquelético que son de mioblastos de raton (C2) v de mioblastos de rata (L6EY) las cuales
no expresaron al gen reportero (Maue y cols,, 1990).

Para deterninar si la baja actividad de transcripcion de este gen en células no neuronales se
debia a la presencia de represores o ausencia de activadores, se hicieron una serie de



deleciones en la region 5° del gene tipo [, introduciéndolas en células PCI2 o en L6
encontrando que la actividad del gene reporiero iba en aumento en las células L6 a medida
que las deleciones eran mas extensas, observandose que el cambio mas notorio (un
incremento de 9 veces) se daba cuando la region de -1051 a -607 era eliminada, en cambio
en las células PCI12 la actividad de CAT no se alteraba de manera significativa a traves de
las distintas deleciones; estos resultados hicieron pensar que la expresion del gen tipo 11
estaba siendo regulada por la presencia de elementos que actuaban negativamente en
células que no son de tipo neurcnal (Kraner y cols., 1992).

Para comprobar si estos elementos podian actuar sobre un promotor heterologo, fusionaron
la region de -1051 a -257 al promotor de la timidina cinasa (TK) v al gene reportero CAT,
mtroduciendo esta fusion a células PCI2 y L6, observando que en las celulas L6 la
actividad de CAT disminuia a la mitad con respecto al promotor TK solo, confirmando asi
que la regidn de -1051 a -257 podia actuar sobre el promotor heterdlogo (Kraner y cols,,
1992,

Lo siguiente fue definir con precisién al elemento responsable de la represion de la
expresion del gene tipo Il en celulas no neuronales; como ya sabian que la region
importante se encontraba entre las pb -1031 v <650, hicieron deleciones empezando por esta
region, introduciéndolas en un vector reportero vy transfectando en células PCI2 y L6,
encontrando que hay dos sitios de unidn para represores que estan entre los nucledtidos -
1051 y -983 y entre -650 v -134, los estudios posteriores estdn enfocados al primer
elemento, al que llamaron REI] (elemento represor 1), va que es el que presentd una
actividad mas fuerte; RE| es suficiente para reprimir la expresion del gene tipo 11, ya que al
fusionario con un promotor minimo se observd que en células L6 la expresion del gen

reportero al que dinge es practicamente inexistente (Kraner y cols., 1992).
En ensavos de retardamiento para probar si RE] tiene actividad de unidn, usando como

sonda al fragmento de -1051 a -937, incubdndola con extractos nucleares de células PC12 o
L6 se observa que con los extractos de las células L6 hay formacion de complejos, no asi
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con los de PC12, lo que indica que en células que no son de tupo neuronal hay una proteina

represora (Kraner y cols,, 1992).

El sitio de unién de esta proteina se localizé por medio de un “footprinting” con DNasa |
gon la sonda de -1051 a -937, usando extractos nucleares de células L6 o 3T3,
determinando que el sitio de unién es de 28 pb y abarca de -1023 a -996 pb. Para probar la
actividad funcional de este elemento, un oligonucledtido sintético similar fue clonado
vanando onentacion ¥ posicion, con el promotor minimo del gene tipo 11 fusionado al gene
CAT, estas construcciones se introdujeron en células PC12, L6 o B50 (estas altimas son
celulas neuronales que no expresan al gene tipo II), el resultado obtemido fue que «l
elemento RE1 actuo repnmiendo al gen reportero en células que no expresan al gen tipo 11,
independientemente de la orientacion y sentido en el que se encuentre, lo que lo define

como un silenciador (Kraner v cols., 1992}

En un experimento para demostrar la relacion entre la actividad de union de RE] y la
actividad funcional, sintetizaron un oligo mutante de RE1 vy lo usaron como competidor de
REl silvestre en un ensayo de retardamiento con extractos nucleares de células L6,
observiandose que ¢l oligo mutanie no compite con REI, este mismo oligo mutante fue
clonado en un vector reportero CAT y transfectado a células L6, en donde no mostrd
actividad de represion (Kraner y cols., 1992),

En un ensayo de retardamiento én ¢l que usaron como sonda a RE] v también al promotor
minimo del gen tipo II, con la sonda RE] hubo un retardamiento similar cuando usaron
extractos nucleares de células L6, B50 v 3T3 que no expresan al gene tipo II, con extractos
de PCI2 no hubo retardamiento, cuando usaron como sonda al promotor minimo se
formaron complejos con los extractos de las cuatro lineas celulares lo cual resulta de la
union de la maguinaria de transcnipcion basal, al usar vanas lineas celulares este
experimento permite afirmar que la regulacion en las células que no expresan al gen tipo 11,
esta mediada por una o varias proleinas represoras que son activas incluso en células
neuronales que no expresan al gen tipo Il como son las B30 (Kraner y cols., 1992).



Del factor que se une a REI se logré aislar el cDNA que codifica para la secuencia de la
proteina, esta contieng un dominio de 8 dedos de zine en la region amino terminal, que por
la metodologia usada ("screening” en levadura usando el sistema de un hibrido) se puede
definir como ¢l sitio de unidn a DNA, una region rica en aminoacidos basicos, una region
enriquecida en residuos de prolina v un dedo de zinc extra, que se encuentra justo antes del
coddon de paro de traduccion (figura 1) (Chong y cols.,, 1995), éste junto con una regién en
la parte amino terminal abarcando del aa 1 al 83 son los sitios importantes para la represion,
ya que cuando se hicieron construcciones con estas regiones fusionadas al dominio de
unidén de Gald, v las clonaron en un vector de expresion, transfectindolo junto con un
plasmido reportero conteniendo el sitio de union para Gald, se observd una fuerte represion
transcripeional, la cual se pierde si el dedo de zinc esta mutado (figura 2) { Tapia-Ramirez y
cols., 1997); este factor de transcripcion es llamado REST o NRSF (Chong v cols., 1995;
Schoenherr v Anderson, 1995),

Por analisis de Western blot se probd que el cDNA clonado de REST codifica para una
proteina del mismo tamafio que la proteina REST endbgena de células no neuronales, y con
anilisis de Northern blot de mRNAs de células L6, DRG, v PC12 se comprobd que los
tipos no neuronales expresan altos niveles de REST y no expresan al gene tipo 11, al
contrario de lo que sucede con las PC12; en ensayos de super-retardamiento con extractos
nucleares de células Hela, L6 y cultivos pnmanos de misculo esquelético, se observa que
hay un super-retardamiento en los tres casos cuando se agrega anticuerpo dingido contra
REST, en un experimento para ver 51 la proteina recombinante tenia actividad represora,
co-transfectaron plasmidos de expresidn de esta o de la region de los B dedos de zine, que
es ¢l dommio de unidn a DNA, junto con el plasmudo reportero contemendo a REI, en
células PC12 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 confirma que este es el dominio de union, ya que al
interaccionar con REI impide que se una el REST endogeno (figura 3), para probar como
es la expresion in vivo de REST se realizd un experimento de hibridacidn in situ en
embriones de raton detectandose el mRNA de este factor en progenitores de neuronas
indiferenciadas pero no en neuronas diferenciadas (Chong v cols., 1995).
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FIGURA |, Estructura primaria de REST. Los nueve dedos de zinc se muestran con
letras delineadas, en negnitas los dominios represores TRD1 vy TRD2 que vandelaa | a
83 v del 1009 al 1097 respectivamente, subrayado con una linea doble el dominio de
union a DNA (aa 159-412), los 6 repetidos ricos en prolina estdn subrayados con una
linea sencilla (aa 654-800),

13



GAL4 [sV40 [GALA]

G bl A

caLecs
CALACIMI

GAL4N1 [sva0[GAL4
GAL4$T3 el
B ziac finger

o
Repocter: [SX UAs [Typell]  CaAT | A proline-nich mout
X mutated zinc finger

Reporter
+GAL4

+GAL4-REEX1

+GAL4AC3

+ GALA-C3M1

+GAL4ANI

+GAL4pT3

& 00000

FIGURA 2. Dominios de represiéon de REST. Para la identificacion de los sitios
importantes para la represion en REST se utilizo una serie de ¢cDNAs quiméricos
compuestos del dominio de unién a DNA de GAL4 y diferentes porciones de REST,
asi como el gen reportero CAT con el sitio de unioén 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 expresion 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 accion represora de

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

celulares PC12 y L6 fueron cotransfectadas con genes reporteros CAT -que estan bajo
el control del promotor tipo Il y en los casos donde es sefialado el elemento RE1-y con
vectores de expresion de REST o de su dominio de unién a DNA indicado como “Zn
Fingers”; como se aprecia en el panel superior, en células PC12 la expresion de REST
reprime la del gen reportero a través del elemento RE1 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 represion del gen reportero, presumiblemente al
bloquear la unién de REST endogeno al elemento RE1. (Tomado de Chong y cols.
1995).
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Por medio de una busqueda en el banco de datos, usando una secuencia consenso de
WRSEREI, con el objetive de encontrar genes que posiblemente fueran regulados por
NRSF/REST los investigadores encuentran 31 genes mas que conlienen una Secuencia
similar a este elemento silenciador, 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 proteina NRSF recombinante, obtienen que 15 de las provenientes
de genes neuronales y 5 de genes no neurcnales presentan actividad de union, y al clonar
estas secuencias en plasmidos reporteros y transfectar estos en células CH310T1/2 que
expresan a NRSF/REST, obtienen que de 13 probadas, 10 muestran actividad represora, 8
de genes neuronales ¥ 2 de genes no neuronales. Otro dato interesante es que ¢n 8 de los
genes que contienen a RE] para los que existe en el banco de datos la secuencia de

diferentes especies, esta es bastante conservada (Schoenherr v cols., 1996).

Ya con anterioridad se tenian evidencias de que REST regula la expresion de otros genes
ademas del canal de sodio tipo 1l va que trabajando con el gene SCG10 que al igual que el
gene tipo 1l se expresa dnicamente en tejido nervioso y que ademas es considerado un
marcador temprano de diferenciacion neuronal, al realizar expenmentos similares a los
hechos con el gene tipo 11 se obtuvieron practicamente los mismos resultados, llamandole al
elemento similar a RE1, NRSE (elemento silenciador restrictivo de neuronas), que fue
detectado al secuenciar la region de aproximadamente -2K.b del gene SCG10 (Mo v cols.,
1992, Schoenherr vy Anderson, 1995).

Al hacer una comparacidn con la secuencia del gen de la sinapsina, que es otro gen que se
expresa exclusivamente en tejido nervioso se encontrd que tiene un elemento con mucha
homologia al de los genes tipo 11 y SCG10 (Schoch y cols., 1996).

Evidencias postenores a lo encontrado en el banco de datos pero mas detalladas refuerzan
la idea ya concebida de que REST es un factor de transcripeion encargado de la regulacion
de una gran cantdad de genes, estas s¢ refieren a dos genes que contienen un elemento
similar a RE1, uno de estos es el del receptor muscirinico mé de rata (Wood y cols., 1996)
y €l otro es el de la colin-acenltransferasa, en el caso del segundo se ha demostrado que su
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expresion unicamente en células de tipo neuronal se debe a REST/NRSF, pero esta
expresion se restringe a eélulas neuronales de tipo colinergico, aungue esta especificidad se
da gracias a la presencia de activadores en la region promotora de este gen (Lonnerberg y
cols,, 1996).

En cuanto a la molécula de adhesion celular L1, la expresion 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 expresion a través del desarrollo embrionano,
demostrando asi que REST es importante para controlar la expresion de este gen en el

estado embrionario.

También es interesante mencionar al gen DPA el cual forma parte del grupo de genes del
MHC clase 11, la funcidn de estas proteinas es muy importante en la respuesta inmune
debido a la presentacion de péptidos a células T, la desregulacion de estos genes esia
asociada a ciertas enfermedades, recientemente se encontré un represor del gene DPA, al
que le llamaron XBR, esta proteina se une a la caja X2 de la region reguladora de este gen,
al secuenciar y caracterizar ¢l cDNA de XBR encontraron que se trataba de REST (Scholl y
cols., 1994), esto sugiere que algunos de los genes del MHC 1 pudieran ser controlados por
REST dada la similitud de las cajas X2 de los genes DPA, DO v DR.

Por otra parte s¢ ha demostrado que la expresion de REST esta ausente no solo en células
de tipo neuronal, ya que por anilisis de Northern blot se ha observado que REST tampoco
se expresa en la linea celular INS-1 gue son células beta, mi en otras lineas celulares
productoras de insulina, aunque estos resultados son bastante logicos, ya que se ha
detectado por RT-PCR del mRNA producido por INS-1, que hay expresion de por lo menos
6 de los genes neuronales que contienen una sécuencia de unidn para REST, en base a estos
resultados se sugiere que la regulacion mediada por este factor de transcripcion se da de
manera similar en células neuronales y en células beta, ya que ademas existen reportes
previos de la expresion de marcadores neuronales en este tipo celular (Atouf y cols., 1997),
de hecho entre el sistema inmune vy 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 ¢l desarrollo del epitelio del tmo (Kuratani y Bockman. 1990), también se ha
encontrado la presencia de marcadores de diferenciacién compartidos, principalmente en
las proteinas de superficie del sistema nervioso central y el timo (Fields K. 1979 ¥
Yoshihara v cols. 1991). Ademas, la mayor parte de las moléculas de adhesion neuronal
perienecen a la superfamilia de los genes Igs, los cuales también codifican para las
moléculas efectoras del sistema inmune, CD56, un antigeno de diferenciacion de levcociios
se encuenira en todas las células NK y algunas células T y sirve como molécula de
adhesion neurcnal (Lanier ¥ cols. 1989), El factor de transcripcion Oct-2 se presenta en
diferentes isoformas en células B y células neuronales (Dent y cols. 1991), estas isoformas
codifican para proteinas que difieren en su especificidad de union a DNA y efecto sobre la
transcripeion (Lillycrop y Latchman. 1992

A REST se le ha catalogado principalmente como un factor de transcripcion con actividad
represora, pero algunos autores dicen que este factor tiene capacidad de activar la expresion
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 plismidos
reporteros con la secuencia de NRSE en diferentes posiciones, observaron que en células
SK-N-Be (de neuroblastoma) hay represion si la secuencia de unidn se encuentra a mas de
100 pb del promotor minimo, pero si esti a 50 o menos ¢ incluso después de este, la
expresion del gen reportero es activada, y cuando co-transfectaron a uno de los plasmidos
reporieros que es activado, con un plasmido 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 cierios tipos neuronales son regulados tal vez sin la necesidad de otros
elementos que actien como activadores para su expresion,

Por todos los antecedentes encontrados de que REIl se encuentra en muchos genes
neuronales asi como en otros no neuronales, ¥ de que REST es capaz de reprimir a genes
que no contienen a la secuencia RE|, es de suponer que la regulacion mediada por este
factor de transcripcion se da por un mecanismo muy complejo, en el cual ademas de REST
infervienen otras proteinas para formar el complejo de represion, dependiendo del gen del
que se trate y de en que momento dicho gen debe dejar de expresarse,



Las interacciones de REST con los componentes de la maquinaria de transcripeidn

El mecanismo molecular de REST en la inhibicion de la transcripeion se desconoce, v una
parte importante en la determinacion del mecanismo lo constituye el estudiar las
interacciones que tiene este represor transcripcional con los componentes de la maquinaria
de sintesis de RNA, y otros factores de regulacion especificos de célula. Al mapear los
dominios de represion de REST, hemos identificado también las posibles secuencias blanco
de interaccion. Nuestro esquema de trabajo consistira basicamente en identificar el o los
genes que interaccionan de manera especifica con REST. En la medida en que conozcamos
los componentes del sistema de represion mediado por REST conoceremos mejor algunos
de los mecanismos de regulacién negativa tales como: la naturaleza dual de algunos
represores, la identificacion de factores implicados en la diferenciacion y mantenimiento de
esta, v la interrelacion entre diferentes sistemas como el inmune y el neuronal La
identificacién de las interacciones de REST con otras moléculas reguladoras sin duda
ayudard a entender mejor los mecanismos que determinan el control genético en ambos
sistemas. Obviamente si REST es un regulador maestro negativo su cormecta expresion y
regulacion juegan un papel importante en la homeostasis de los organismos. La alteracion
de REST en las células sin duda traerd como consecuencia pérdida en la capacidad de
regulacion de la célula. Cabe mencionar que se han encontrado un gran nimero de
alteraciones en el sistema inmunoldgico v neuronal cuya causa principal aun se desconoce,
algunos de estos ejemplos incluyen alteraciones en la funcion de canales idnicos y
excitabilidad aberrante en casos de parilisis penddica y miotonias, perdide en la funcion
del canal de sodio disparado por voltaje, enfermedades de autoinmunidad como la diabetes,
inmunodeficiencia tipo 11, alteraciones en la funcién de los leucocitos, esclerosis maltiple e
inactivacion de cormentes de sodio neuronal, etc., solo por mencionar algunos ejemplos.



ORJETIVOS

Objetivo general

Analizar las interacciones del factor de transcripcion REST con otras proteinas.

Objetivo particular

Aislar e identificar al gen que codifica para una de las proteinas que se asocian con la
regidn amino terminal del factor de transcnipcion REST.



METODOLOGIA

Deteccion de proteinas que interaccionan con el factor de transcripeiin REST por el
sistema del doble hibrido de levadura

Para identificar que proteinas interaccionan con REST empleamos el sistema del doble
hibndo el cual esta basado en las propedades de la proteina GAL4 de levadura, esta
profeina s un activador transcripcional requerido para la expresion de genes que codifican
para enzimas implicadas en la utilizacidn de galactosa; la proteina contiene dos dominios
funcionales separables, un dominio N-terminal el cual se une a una secuencia especifica en
el DNA (UASG); y un dominio C-terminal el cual es necesario para activar la transcripcion.
El principio del sistera es generar dos plasmidos que codifiquen para proteinas hibridas
conteniendo partes de GAL4: el dominio de union a DNA de GAL4 fusionado a la proteina
"X" ¥ la region de activacion de GALA4 fusionada a la proteina "Y™, de tal forma que 51 X y
Y interaccionan v reconstituyen los domimios de GAL4, se dard la transenipeion del gen
regulado por UASG (figura 4), este debe ser un gen reportero contenido en una cepa de
levadura que es transformada con los plasmidos ya mencionados; obviamente la expresion
por s sola de cada una de las proteinas hibridas es incapaz de activar la transcripcion del

gen reportero,

De esta manera se generaron dos proteinas hibridas, una contiene un dominio de union a
DNA junto con la secuencia TRD1 que constituye la parie amino terminal represora de
REST, la otra contiene una proteina proveniente de una biblioteca de cDNA de células

Hel a fusionada a un dominio de activacion.
Se usd el plismido pBTMI 16-Ade2 el cual contiene el dominio de unién a DNA del

represor bacteriano lexA, bajo el control del promotor de levadura ADHI y se fusiond a
TRI en el sitio Sma |. Para obtener la region TRD1 se uso el plasmido GAL4-TRDI.

Se digind el plismido GAL-4-TRDI con Sma I, el vector pBTMI1 16-Ade2 se cond con
Sma I, se punificd el fragmento GAL4-TRDI ya digendo, en agarosa de bajo punto de
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FIGURA 4. Sistema del doble hibrido. En este sistema tnicamente las proteinas
provenientes de la biblioteca y unidas al dominio de activacion de GAL4 (DA) que
son capaces de interaccionar con la proteina blanco, que a su vez esta fusionada al
dominio de union de GAL4 (DU), son las que hacen posible la expresion del gen
reportero (GEN LAC Z).
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fusidn, se desfosforild el vector con fosfatasa alcalina bacteriana, se ligd el fragmento a este
y con el plismido resultante se transformaron bacterias DHS5a, se realizo el andlisis de
candidatos y la obtencion de DNA el cual se secuencid por reaccién con la “sequenase”
(Amersham, Int. plc) para checar que la secuencia correspondiente a TRDI estuviera en el
marco de léctura correcto con respecio a lexA.

La biblioteca de cDNA proveniente de células Hela se encuentra en el plasmido pGAD-
GH el cual contiene ¢l dominio de activacion de GAL4, se utilizd la cepa L40 (MATa, trpl,
leu, his3, LYS2::lexA-lacZ) de levadura para transformar con los plasmidos hibridos. Para
transformar las levaduras se uso el método de células tratadas con acetato de litio para lo
cual se inocularon 50 ml de medio YEPD con levaduras (cepa L40) v s¢ incubd a 30 °C
toda la noche, se diluyeron las células en 300 ml de YEPD a una DO\jgoon de 0.2, se incubd
a 30°C por 3-4 hrs, se empastillaron las células por centrifugacion a 4000xg por 5 min., s¢
resuspendid la pastilla en 10 ml de buffer 1X TE/ LiDAc volviendo a empastillar las eélulas
por centrifugacidn, y se resuspendieron en 2 ml de buffer 1X TE/LiOAc, a 200 pl de
células competentes se les adicionardn: 5 ug de DNA blanco (dominio de unidn a DNA con
TRDI), 5 pg de biblioteca de cDNA (cDNA fusionado al dominio de activacion) y 50 ug
de DNA de esperma de salmon sonicado, se adicionaron 1.2 ml de solucion PEG y se
incubaron | hr. a 30°C con agitacion, se adicionaron 100 ul de DMSO, dando un choque
térmico a 42 °C por 15 min., se centrifugaron de 20 a 30" y se removio el sobrenadante,
resuspendiendo en 2 ml de YEPD con ampicilina (50 pg/ml) v se incubaron a 30°C por 1
hr. con agitacion, se centrifugaron v se resuspendieron en 1 ml de YEPD, se plaguearon
100 pl de una dilucion 1/1000 en cajas -leu, -trp para titular y medir la eficiencia de
transformacion y 200 ul de cada mezcla de transformacidn en cajas de medio selectivo -len,
-trp y -his para el tamizaje o “screening”, permitiendo que las colonias crecieran de 4 a 5
dias y se checaron aquellas que crecieron con el segundo gen reportero, que es LacZ, las
colonias arul-verdosas son las clonas positivas, es decir las que contienen la region de
cDNA que codifica para una proteina que interacciona con TRDI1, de estas colonias se
obtuvieron los plismidos y con ellos se transformo a la cepa bactenana DH5a, se obtuvo el
DNA para realizar el anilisis de los candidatos por secuenciacion.



Secuenciacidn 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 {lul) con buffer de reaccion 1X y HzO a un
volumen total de 10wl incubando en un bafio 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 5.5ul de la mezcla de reaccion 1X (5ol DTTR
1ul, labeling mux (1:10) 2ul, ( S“}dﬁLTP 0.5ul y enzima sequenasa (1:7) 2ul se incuban de
2 2 5 min, a temperatura ambiente, mientras tanto se preparan 4 tubos con 2.5ul de cada
dNTP v su ddNTP correspondiente én una proporcion de 10 a | v se colocan en un bafio de
37°C, a esta misma temperatura se les agrega a cada uno 3.5ul del DNA alineado con la
mezcla de reaccidn, despuéds de Tmin. se adicionan 4ul de la solucidn “stop™ se mezclan y
se calientan a 75-80°C por 5 min., ¥ se colocan en hielo; Jas muestras se corren en un gel de
acrilamida/bisacrilamida 19:1 y urea 1%. a 55°C a 55W_, terminada la corrida el gel se seca
sobre papel Wattman y se expone a una placa de autoradiografia por 24hrs. para finalmente

leer la secuencia del cDMNAL

Las secuencias obtenidas fueron comparadas contra el banco de genes Genbank y se eligio
uno de los candidatos para proseguir con el trabajo; ya que en el sistema del doble hibrido
es poco probable encontrar el gen completo, para obtenerlo se realizdé un tamizaje en una
biblioteca de cDNA.

Tamizaje de una biblioteca de cDNA

El tamizaje s¢ llevo a cabo en una biblioteca de ¢cDNA de células HelLa construida en el
vector lambda ZAP (Stratagene, USA), utilizando como sonda la secuencia encontrada en
el tamizaje del sistema del doble hibrido; la ventaja de este tipo de biblioteca es que una
vez gue se ha seleccionado la clona positiva es posible [levar a cabo una excisidn de la
region de interés, la cual queda incluida dentro del plasmido bluescript 11,

Se uso la bactena XL 1-Blue MRF' como hospedera la cual se estnd en placas de agar LB
con tetraciclina (12.5pg/ml) v se incubaron a 37°C por una noche, de estas se fomd una
colonia v se inoculé en medio LB suplementado con MgS0, 10mM y maltosa al 0.2%, se
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crecid a 37°C por uma noche, se recuperaron las células por centrifugacion,

resuspendiendolas en MgS0, 10mM a una DO)\gaoeey de 0.5,

Se titulo ¢l fago Lambda ZAP 11 (en el cual se encuentra la biblioteca de cDNA proveniente
de células Hela) proveniente de un stock haciendo diluciones en buffer SM, se agregaron
10ul de cada dilucién a 200u] de bacteria, se incubaron a 37°C en agitacién por 13 min,
posteriormente se adicionaron 3ml de top agar para espatular en placas de medio NZY
incubando a 37°C por una noche, se realizd el conteo de placas.

Una vez obtenido el titulo de la libreria, se plaqued en 20 cajas con medio NZY para lo cual
se usaron 200ul de bacteria XL 1-Blue MRF" mas la cantidad del fago necesana para que
resultara en una concentracion 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 transfineron por duplicado a membranas de
nitrocelulosa por 2 ¥ 4 minutos, estas se desnaturalizaron en una solucion de NaCl 1.5 M y
NaOH 0.5 M por 2min, inmediatamente s¢ pasaron a una solucion de NaCl 1.5 M Y Tns-
HC1 0.5 M pH 8 por Smin. para neutralizarlos, finalmente se colocaron por 30 seg en una
solucion de Tris-HC1 0.2 M y buffer SSC 2X para terminar de neutralizar, enseguida se fijo
¢l DNA a las membranas usando un crosslinker stratagene de UV dando 2 ciclos de 120u)
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 generd por restriccion con las enzimas EcoR [ y Xho |
a partir de la secuencia de DNA obtenida en el ensayo del doble hibrido y es de un tamafio
de 213 bases, esta sonda se marco por la técnica de “Random pnmer” (Gibco. BRL) con
{u—ajP}chTP de la siguiente manera, se comio en un gel de agarosa al 1% 10 ul de una
reaccion de restriccion del candidato 1P con las enzimas EcoR | y Xho | para obtener la
secuencia para utilizar como sonda, la banda correspondiente fue corada y comda
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nuévamente pero esta vez en agarosa de bajo punto de fusion, recuperando v fundiendo la
agarosa a 70°C por 10 min., a esta se el agregd agua para evitar su solidificacion, en este
paso fue desnaturalizado el DNA colocandole inmediatamente en hielo, por otra parte se¢
prepard la siguiente mezcla en hielo: 2 pl de solucién de dATP, dGTP v ATTP, 15 ul de
buffer de mezcla de "random primers" y 5 pl de (a-""P)dCTP (aproximadamente 50 uCi),
agregando ¢l equivalente a 25 ng de DNA correspondiente a la sonda y llevando con agua a
un volumen final de 49 ul, adicionando 1 ul de fragmento klenow y mezclando
suavemente, esta reaccion fue incubada a temperatura ambiente por 90 min., una vez
transcurnido este tiempo la reaccion fue hervida por 3 min.

Hibridacién con la sonda

Los filtros se colocaron en una solucién de prehubndizacion con DNA de esperma de
salmon para bloguear los sitios que no tienen DNA a una temperatura de 42°C por un
minmo de 2 hrs

Una vez marcada |2 sonda, se agrego a la solucion para hibndar v se colocaron los filtros en
esta, incubandolos a una temperatura de 42°C en agitacion por una noche, se lavaron los
filtros con una solucidn de SSC 2X y SDS al 0.1% vy después con una solucién de SSC
0.1X y SDS al 0.1% v se expusieron a una placa de autoradiografia de 24 a 72 hrs. a -20°C;
una vez revelada la radiografia, las placas que dieron seflal positiva se aislaron de las cajas
y se colocaron en un ml de buffer SM con 20pl de cloroformo, agitando con un vortex

Tamizaje secundario

Los fagos positivos se usaron para el “screening”™ secundario el cual se realizd de la misma
manera que el primero, plagueando una caja por cada placa positiva. Nuevamente, las
placas que dieron marca positiva se usaron para un tercer screening, esto s¢ hizo con la
finalidad de obtener placas puras (clonas). Con estas clonas se infectd a la bactena XL1-
Blue MRF' para de esta manera enriquecerlas y luego de esto se realizd la excision del
plaismido Bluescript.



Excision del pldsmido

La excision in vive del fagemido pBlueseript del vector Uni-ZAFP XR depende de algunas
secuencias introducidas eén el genoma del fago lambda asi como de la presencia de vanas
proteinas derivadas del bacteriofago f1, las cuales reconocen una region de DNA que
normalmente sirve como el "origen de replicacién” para la sintesis de la cadena positiva del
bacteriofago f1, este ongen de replicacion puede dividirse en dos partes que son el sitio de
inicio ¥ el de terminacion para la sintesis de DNA, estas dos regiones han sido subclonadas
separadamente dentro del vector Uni-ZAP XR. El fago lambda es accesible a proteinas
dernivadas de f1 por la infeccion simultanea de una cepa de E. coli con el vector lambda y el
bacteriofago f1; el fago auxiliar ExAssist y la cepa SOLR de £. celi son utilizados en este
sisterna, en ¢l caso del fago, este contiene una mutacion ambar que impide la replicacion de
SU genoma en una cepa no supresora tal como SOLR, esto permite que solo el fagemido
liberado se replique en ¢l huésped eliminando la posibilidad de co-infeccion con el fago
auxiliar, las células SOLR resisten también la infeccion del fago lambda excluvende la
contaminacion por este después de la excisidn (figura 5)

Para realizar la excision las placas obtenidas se transfinieron a 500ul de buffer SM y 20ul
de cloroformo, se agitaron y se incubaron de 1 a 2hrs a temperatura ambiente. Se crecid un
cultivo de bactenas de la cepa XL 1-Blue MREF" y otro de la cepa SOLR en medio LB, se
hicieron diluciones 1/100 y se crecieron estos cultivos a 37°C hasta que alcanzaron la fase
logantmica, luego el cultivo de XL1-Blue MRF® se cenirifugd y se resuspendieron las
células a una DOgy de 1.0 en MgS50, 10mM, de estas se tomaron 200ul y se les agregaron
250ul del stock del fago (conteniendo > 1X10 particulas de fago) y 1pl del fago auxiliar
ExAssist (> 1X10 ufp/ul) esta mezcla se incubé a 37°C por 15min, se agregaron 3ml de
medio LB y se volvio a incubar a igual temperatura de 2 a 2.5hrs. en agitacion, enseguida
s¢ calento a 70°C por 15min. y se cenimifugo a 400xg por 15min, decantindose el
sobrenadante, este stock contiene el fagemido pBluescript empaquetado como particulas de
fago filamentoso, de este se tomaron 100 y 10l y se les agrego a cada uno 200ul de células

SOLE a DOgoo =1.0 se incubaron a 37°C por 15min. y se plaquearon de 10 a 50pl de cada
tubo en cajas de agar LB con ampicilina ($0ug/ml) incubéndolas por una noche a 37°C. Las
colonias asi obtenidas contienen el fagemido de doble cadena pBluescnipt con el mnserio de
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FIGURA 5. Excision in vivo del fagemido Bluescript del vector Uni ZAP XR. La cepa
de E. coli XL1 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
plasmido Bluescript que a su vez contiene en su secuencia el origen de replicacion f1, el
fago auxiliar proporciona las proteinas necesarias para la replicacion del plasmido, asi
como para el empaquetamiento de DNA dentro de cubiertas de fago y la exportacion 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
mutacién ambar que impide su replicacion en cepas no supresoras como SOLR la cual
ademas es resistente a la infeccion de Lambda, obteniendo exclusivamente colonias que

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

Subclonacién y secuenciacion del gen

Una vez obtenido el plasmido Bluescript con el cDNA que nos interesa se procedio a la
expansion de este para lo cual se transformaron bacterias de la cepa DH5a con el plasmido
Bluescript conteniendo el inserto, el cual fue extraido de la cepa bacteriana SOLR por
minipreparacion; una vez realizado esto los candidatos obtenidos fueron analizados por
restriccion con las enzimas Kpn [y Sac I para seleccionar aquellos que tuvieran un inserto
del tamatfio esperado de acuerdo a lo reportado en el banco de genes, uno de los candidatos
positivos para este analisis fue secuenciado, para lo cual se us6 el método de Sanger, ya
descrito con anterioridad.

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

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 interaccién de REST con otras proteinas se llevd a cabo por el sistema del
doble hibrido, para lo cual se fusiond el dominio de represion TRD1 que se localiza en el
extremo amino terminal de REST con el dominio de unién a DNA del represor bacteniano
lexA, y por otra parte se utilizd una biblioteca de cDNA proveniente de células Hela
conteniendo el dominio de activacion de GAL4, ambas construcciones se encuentran en
plasmidos con los cuales se transformd una cepa de levadura en la que el gen reportero lacZ
v el gen marcador de auxotrofia his tienen el sitio de union para lexA, de tal manera que
unicamente cuando se expresan proteinas hibndas 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, asi como por la expresion del gen reportero lacZ
la que da como consecuencia que en presencia de X-Gal las colonias crezean con un color

azul verdoso,

Por medio de este sistema logramos aislar cuatro clonas denominadas 1P, 13, 17 v 20
(figura 6), la secuencia de estas se determind por el método de Sanger v al realizar la
comparacion en el banco de genes Genebank se encontraron las siguientes similitudes; para
la clona 1P un 98% de homologia con un gen relacionado a la proteina de unidn de
nucledtido guanina, para la 13 homologia con una proteina cinasa, para la 17 homologia
con la proteina “heat shock™ 86 y pama la clona 20 no se encontrd homologia con ningin
gen reportado en el Genebank.

Decidimos proseguir este proyecto con la clona |P por vanas razomes, en 1994 fue
reportada por Imai v cols. la clonacion de un gen asociado a diferenciacién neuronal, esta
clonacion se logro gracias a un “screening” de una libreria de cDNA obtenida de células
P19 tratadas con acido retinoico (RA), estas células son de carcinoma embrionario de raton
v pueden ser diferenciadas a neuronas y c€lulas ghales al ser tratadas con RA, en este
trabajo se observd que el mRNA de esta clona llamada p203, es expresado en altos niveles
en ¢l cerebro de raton embrionano v disminuye a medida que ¢l desarrollo avanza, por lo
cual se piensa que la proteina para la que codifica tiene un papel importante én el desarrollo
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FIGURA & Deteccion de proteinas que interaccionan con el dominio
represor TRD1 de REST (aa 1-83). Las clonas obtenidas mediante el sistema
del doble hibrido fueron estnadas y transfenidas a papel Watman 1M v
reveladas con una solucion de X-(Gial para probar la expresion del gen reportero

lacZ, las clonas positivas dan un color azul verdoso.
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del cerebro asi como en la diferenciacion neuronal (Imai y cols. 1994), REST presenta un
patrén de expresion similar al de esta clona ya que en células indiferenciadas su expresion
es elevada pero cuando las células se diferencian a neuronas su expresién va decayendo
mientras que en células no neuronales se mantiene; la clona p205 es idéntica al gen
relacionado a la proteina de union a nucledtido guanina previamente identificado y la
conservacion total de su secuencia de aminoacidos entre las diferentes especies reportadas
hace suponer que su funcidn es muy importante; la similitud de la clona 1P encontrada, con
esie pen es también muy elevada la cual es otra razdn por la que se eligié para continuar el
proyecto.

La clona 1P contiene un inserto de alrededor de 800 pares de bases por lo que se realizd un
tamizaje de una biblioteca de cDNA de células Hel.a unlizando como sonda un fragmento
de 200 pb proveniente de la clona 1P para obtener el gen completo, va que el tamafio
reportado para este es de 1093 pb; de este tamizaje obtuvimos 8 clonas (figura 7) de las
cuales fueron analizadas por restriccion la 1, 2 v 3 con la finalidad de detectar aquellas que
contuviéran un inseérto de alrededor de 1093 pb, las clonas |1 y 2 dieron el tamafio esperado
(figura 8), se procedid a la secuenciacion completa de la clona 1P2.1 de manera manual
empleando los oligonucleotidos T7, 242, 407, 544, 622 y KS mismos que hibridan con la
cadena sentido y los oligonucleotidos T3, 260, 398, 561, 678, 1047 v SK que hibridan con
la cadena antisentido (figura®), una vez obtenida la secuencia completa se hizo la
comparacion de esta en el Genebank y se encontrd una similitud del 99%% con la secuencia
del gen relacionado a la proteina de union al nucledtido guanina observandose unicamente
dos diferencias, una de estas es la presencia de una adenina extra en la region 5' no
traducida y la otra commesponde a un cambio de una timidina por una citesina (figura 10),
sin embargo esta diferencia a nivel de nucleotidos no cambia la secuencia de la proteina
codificada; este pen codifica para una proteina llamada RACK] (receptor of activated
protein kinase C) (figura 11).
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FIGURA 8. Patrén de restriccibn de candidatos del tamizaje de la clona 1P.
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FIGURA 9. Secuenciacion de la clona 1P2.1. La
secuenciacion fue realizada por el método de Sanger, en
el gel fueron analizadas dos reacciones con diferentes
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121 ggecaggocatgttatgggatctcaacgaaggoaaacacctttacacgotagatggtggg 78O
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7315 ggecaggecatgttatgggatctcaacgaaggoaaacacctttacacgotagatggggg 794

781 gacatcatcaacgococtgtgottocagoootaaccgotactggotgtgtgotgocacagge B40

785 gacatcatcaacgoocotgtgottcagoootaaccgotactggotgigtgotgocacagge B54

841 ccragratcaagatctgggatttagagggaaagatcattgtagatgaactgaagoaagaa 500

LECECEREEEEE R e e e e e e e e e e e e e e e e e
8§55 cocagratcaagatctgggatttagagggasagatcattgtagatgaactgaagcaagaa 914

801 gttatcagtaccagoagoaaggoagasccaccocagtgoacotocotggoctggtotgot 960

915 gttatcagtaccagoagoaajgcagaaccaccocagtgoacttocctggoctggtctgot 974

98] gatggocagactotgtttgotggctacacggacaacctggtgogagtgtggoaggegace 1020
FECPREEECEEEEEE T Er e e e e e e e e et e e e et e e e e e e
8975 gatggocagactotgtttgotggotacacggacaacctggtgogagtgtggoaggtgace 1034

1021 attggoacacgo aagtttatggoagagotttacaaat 1060
FERREECREET e et e e e e e

1335 attggeoacacge aagtttatggcagagotttacaaat 1074

FIGURA 10 Comparacion de la secuencia de nucleotidos del candidato 1P2.1
(secuencia superior) contra el banco de genes Genebank. En esta comparacion se
obtiene una similitud de un 99% con el gen que codifica para la proteina RACKI
(secuencia inferior), la secuencia de 1P2.1 presenta una adenina adicional en la region no
codificante 5 v la base 942 es una citosina en vez de timidina, ambas diferencias son
mostradas en color azul, ¢l codon de inicio de traduccion se muestra con letras verdes v el
codon de paro con letras rojas.



MTEQMTLRGTLEGHNGWVTQIATTPOFPDMILSASRDEKTIIMWELTRDET
NYGIPOQRALRGHSHFVEDVVISSDGOFALSGSWDGTLELWDLTTIGTTTRR
FVGHTKDVLSVAFSSDNRQIVSGSRDETIKLWNTLGVCEKYTVQDESHSEW
VSCVRFSPNSSNPIIVSCGWDKLVEVWNLANCKLETNHIGHTGYLNTVTV
SPDGSLCASGGEDGOQAMLWDLNEGEHL Y TLDGGDIINALCFSPNEYWLCA
ATGPSIKIWDLEGKIIVDELKQEVISTSSKAEPPOCTSLAWSADGOQTLFA
GYTDNLVRVWQVTIGTR

FIGURA 11. Secuencia primaria de la proteina RACKI. La secuencia de la clona
1P2.1 es idéntica a mivel de aminoacidos con la proteina RACK | reportada, esta es una
proteina de 317 ammoacidos con un peso molecular de 36 kKD
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MSCUSION

Las interacciones proleina—proleina juegan un papel critico en muchos procesos biologicos
v existen multiples reportes en los que se pone de manifiesto el papel de dichas
interacciones; la identificacion de interacciones entre oncoproteinas virales y proteinas
supresoras de tumor, entre represores ¥ co-represores; proteinas del ciclo celular etc.
Tradicionalmente estas interacciones habian sido detectadas usando métodos bioquimicos
como la co-inmunoprecipitacion en la cual un anticuerpo dirigido contra una proteina
conocida es usado para precipitar las proteinas asociadas a esta. Sin embargo tales métodos
bioquimicos resultan tinicamente en la identificacion de la aparente masa molecular de las
proteinas asociadas; ul::lll:_ncr y clonar los genes para estas proteinas es frecuentemente mas
dificil.

Una alternativa para detectar las interacciones proteina-proteina lo constituye el sistema del
doble hibrido. El sistema es un ensayo genético basado en levadura que nos permite
detectar las interacciones proteina—proteina “in vive™ (Fields y Song 1989, Chien y cols
1991). Este puede ser usado para establecer interacciones entre proteinas conocidas o para
investigar interacciones de proteinas codificadas por bibliotecas de cDNA con una protzina
blanco. De tal forma que el gen codificante de la proteina que interacciona con una proteina
blanco esta inmediatamente disponible como un plasmido de levadura.

Para identificar las inleracciones entre nuestro represor transcripcional REST con algun
componente de la maquinaria celular utilizamos precisamente el sistema del doble hibndo
en levadura, por las caracteristicas mencionadas anteriormente.

En un primer tamizaje utilizando el dominio TRD| como secuencia blanco o anzuelo
encontramos después de dos selecciones con histidina y X-gal, cuatro clonas positivas a las
que denominamos 1P, 13, 17 y 20 (figura 6). Una de ellas, la clona 1P, fue seleccionada
para continuar con el tamizaje sobre una biblioteca de expresién construida en el vector
lambda ZAP. La seleccion de la clona 1P fue decidida en base a que mostraba una similitud
muy elevada con un gen implicado en diferenciacion neuronal, De los tamizajes realizados
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en lambda ZAP se obtuvieron vanas clonas que contenian ¢l inserto completo del gen. A

partir de la clona 1P2.1 {figuras 7-9) fue posible secuenciar v obtener la estructura primaria

\Z1.

Los resultados de la comparacion en el banco de genes (GENE-BANK) nos mostraron que

el gen que encontramos corresponde al gen RACK (Receptor of Activated C Kinase), el
cual muestra un 99 % de similitud a nivel de nucleotidos y 100 % de similitud a nivel de
aminoacidos (figura 10y 11}

completa del gen (figura 10)

Las RACKs son proteinas que se encuentran en la fraccion particulada de la célula v se
unen a la proteina cinasa C (PK.C) dnicamente en su forma activa, esta union es saturable y
es especifica para esta cinasa, la PKC no se une a las RACKs por su sitio catalitico y la
actividad de esta enzima no es inhibida por dicha unién, més aun , hay un incremento en la
fosfonlacion del substrato en la presencia de concentraciones limitantes de activadores de
PEC como diacilglicerol, fosfatdilsenna y calcio; Mochly-Rosen y su grupo sugieren que
la unidn de PKC a las RACKS es necesaria para que la enzima se translogue v lleve a cabo
sus funciones celulares (Mochly-Rosen y cols. 1991, 1995) (figura 12).

PK.C es una familia de enzimas que fosfonlan en serina-treonina, por estudios bioquimicos,
inmunolégicos y citoquimicos se ha encontrado que la expresion de algunas 1soformas de
PKC se da de manera especifica de tejido, y también que la distribucidn intracelular de
PKC es distinta dependiendo de la isoforma (Tanaka y Nishizuka 1994), situacién que hace
fcil suponer que esta enzima esta implicada en una gran cantidad v diversidad de procesos
celulares.

La proteina RACK1 como ya se menciond en los resultados al referimos a la clona p205,
esta implicada en procesos de desarrollo y diferenciacion neuronal, hecho que apoya la idea
de que tiene algo que ver con REST, que es un factor de transcnipcion implicado en los
mismos procesos, RACK] es una proteina de 36 kD que pertenece a una superfamilia de
proteinas que contienen de 5 a 8 elementos repetidos internamente que han sido llamados el
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FIGURA 12. Interaccién de RACK con PKC. a) Cuando PKC se encuentra en forma inactiva su conformacion dada por interacciones
intramoleculares le impide asociarse con RACK, b) pero en presencia de activadores como calcio (Ca'), fosfatidilserina (Ps) y
diacilglicerol (DG su conformacion cambia dejando expuesta la region de interaccion con RACK, la cual a su vez se ancla a la fraccion

particulada de la célula como es la membrana plasmatica v nuclear asi como citocsquelcto.



“motif WD40", en RACK estan presentes 7 repetidos WD40 (Ron D. v cols. 1994), se ha
observado que este motif esia involucrado en interacciones proteina-proteina de manera que
no es de extrafiar el hecho de que pueda interaccionar con REST, y que esta interaccion se
de a la par con PKC, la consecuencia de esta interaccion simultanea como es logico seria la
fosforilacion de REST por PKC (figura 13), en este punto es importante sefialar que REST
cuenta con varios sitios consenso de fosforilacion por PKC segin el andlisis hecho por

computadora.

La fosforilacion de un factor de transeripcidn no ¢s algo poco frecuente, de hecho hay un
sin fin de ejemplos de este tipo de evento; en general la fosforilacion es la modificacion
postraduccional mas prominente en la regulacién de muchos procesos como son la salida de
quiescencia de las células, actividades enzimaticas, replicacion de DNA, arrangue de
mitosis y también en la expresion de genes especificos al regular a factores de
transcripcion, tanto positiva como negativamente o bien a través de su importe nuclear;
como ejemplos de factores de transcripeion que son regulados por fosfonlacion tenemos la
proteina dorsal, para el importe nuclear de esta se requiere del gen pelle, el producto de este
fosforila a dorsal llevando a su importe nuclear y a una cascada de activacion de genes que
determina la polaridad dorsoventral del embnon en [rosephila, de igual manera la
regulacion de NF-xB depende de su importe nuclear, en células donde este factor de
transcripcion esta inactivo el inhibidor IkB se une a este en el citoplasma, después de la
activacién por una variedad de citocinas y mitdgenos el complejo NF-xB/ kB se rompe y
NF-xB se transloca al nicleo, esta liberacion parece ser mediada por la fosforilacion de
IkB; Oct-1 es un factor de transcripcion que regula la expresion de genes housekecping
esenciales, la hiperfosforilacion de Oct-1 por p34°** o PKA ocurre cuando la célula entra
en mitosis causando una reduccitn en la actividad de union al DNA, correlacionando esto
con una mhibicion general de la transcnipeion durante la mitosis; un gjemplo de regulacion
posttiva es CREB, este es activado al ser fosforilado por PKA dando como resultado la
expresion de c-Fos al unirse a su promotor, por otra parte la fosfonlacion de CREB también
incrementa su capacidad para estimular la transcnipcion del gen de la somatostanina, en este
caso la fosfonlacion de CREB mmduce su dimenzacion (Boulikas, T. 1995)
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FIGURA 13. Posible funcidn de la interaccidn de REST con RACKI. A)
PKC se encuentra en su forma inactiva (PKCI), pero en presencia de sus
activadores interacciona con RACKI, B) v se transioca a la fraccion
particulada de la célula; al interaccionar con RACK| esta cinasa se encuentra
en forma activa (PKC A), 51 esta intéraccion se da de manera simultanea con

REST el posible resultado es la fosforilacion de este factor de transcripcion.
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Como se menciond anteriormente, REST presenta sitios consenso de fosforilacion para
PEC, varios de estos 511105 consenso caen en la misma zona eén la que se localizan los dedos
de zinc que conforman el dominio de unidn a DNA, asi como en ¢l dominio represor de la
parte carboxilo terminal de REST en la regidn proxima al dedo de zinc presente en este y
olro grupo de estos siios consenso se encuentra flanqueando la sefal de localizacion

nuclear.

El resultado de la fosforilacion de REST por consiguiente presenta varias alternativas,
puede ser que afecte a su union al DNA de manera positiva o negativa, que este relacionada
con eventos de dimenzacion o interaccion con otros factores involucrados en su actividad
represora o que le permita su enfrada al nicleo, ya que aunque REST presenta una seflal de
localizacion nuclear (NLS) se sabe que la fosfonlacion es un mecanismo para
desenmascarar estas sefiales o para incrementar su potencia.

Para cualquiera que sea el punto en donde intervenga la fosforilacion de REST
evidentemente debe ser una parte muy importante en su regulacién y por consiguiente su
interaccion con RACK] ya que esta se presenta como una pieza relevante ¢n la ruta para

gue llegue a cumplir su funcidn.



APENDICES

Apendice 1
Medios y soluciones

Buffer TCM
1.0 ml de Tris IM (pH7.4)
1.0 ml de CaCl; 1M
1.0 ml de MgCl; 1M
Aforar a 100 ml,

Buffer de corrida TBE 10X
108.0 g de Trizma-base
55.0 g de Acido borico.
9.3 g de EDTA
Aforar a 1L, estenlizar por autoclave.

Buffer SM
5.8 g de NaCl
2.0 g de MgS0y H;0
50.0 ml de Tris-HCI 1M (pH 7.5)
5.0 ml de gelatina al 29
Aforaral L.

Buffer S5C 20X
175.3 g de NaCl
88.2 g de citrato de sodio
800.0 ml de agua
Ajustar el pH a 7.0 con NaOH 10.0 N.
Aforarall.



Medio YEPD
10 g de extracto de levadura
20 g de peptona
20 g de dextrosa
Disolver en agua y aforar a 1L, estenlizar por autoclave.

Medio LB
10.0 g de NaCl
10.0 g de tnptona
5.0 g de extracto de levadura
Aforar a |1L y esterilizar por autoclave.

Medio NZY
5.0 g de NaCl
2.0 g de MgS0y TH:0
5.0 g de extracto de levadura
10.0 g de hidrolizado de caseina
Aforar a 1L y esterilizar por autoclave.

Solucidn de acetato de litio 10X
Acetato de litio 1M, pH 7.5
Ajustar pH con dcido acético diluido.

Solucion PEG al 50%
25 g de PEG 4000
Disolverlo en HyO y aforar a 50 ml
Esterilizar por autoclave.



Solucion TE 10X
Tns-HCI 0.1M, pH 7.5
EDTA0.0IM,pH 7.5
Estenilizar por autoclave.

Solucion 1 X TELiOAc
1.0 ml de TE 10X
1.0 ml de LiAc 10X
8.0 ml de HyO estéril

Solucion stock de ampicilina
Disolver la ampicilina en agua a una concentracion final de Smg/ml.
Esterilizar por filtracion, almacenar a -20°C protegida de la Juz.

Solucion stock de tetracichina
Disolver la tetraciclina en una mezcla de agua'ethanol (1:1) a una concentracion final de
12.5 mg/ml.

Agar NZY
5.0 g de NaCl
2.0 g de MgSO, TH:0
5.0 g de extracto de levadura
10,0 g de lidrolizado de caseina

15.0 g de agar
Aforar a 1L y estenlizar por autoclave, vaciar a cajas pein.



Agar LB
10.0 g de NaCl
10.0 g de mptona
5.0 g de extracto de levadura
20.0 g de agar
Aforar a 1L y estenlizar por autoclave, vaciar a cajas petri.

Top agar NZY
5.0 g de NaCl

2.0 g de MgS0,y TH20
5.0 g de extracto de levadura
10.0 g de hidrolizado de caseina

0.7 % de agarosa
Aforar a 1L y esterilizar por autoclave



Apendice 11
Cepas de bacteria y levadura

DHS5a supE44 hsdR17 recAl endAl gyrAS6 thi-1 relAl

SOLR el4 (merA) A(merCB-hsdSMR-mrr)171 sbee recB rec) umuC::TnS(Kan') uvrC lac
gyrA96 relAl thi-1 endA] A" [F' proAB lacl*ZAMI15) Su™

XL1-Blue MRF  A{mcrA)183 A{mcrCB-hsdSMRE-mm)173 endAl supE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl lac [F' proAB lacl"ZAMI15 Tnl0 (Tet')]

L40 MATa, trpl, leu2, his3, LYS2:lexA-lacZ



Apendice 111

Tecnicas adicionales

Extraccion de DNA plasmidico por minipreparacion

Se inocula la bacteria en 10 ml de medio LB con ampicilina (100 pg/ml) v se deja crecer en
agitacion a 37°C hasta que alcance una DOgognm de 0.5 ¥ entonces se empastillan las
bacterias en 2 tubos eppendorf de 1.5 ml centrifugindolas a 12000 rpm/30 seg, enseguida
se lavan con 350 pl de STET y se resuspenden en 350 ul (no vortex) agregindose 25 ul de
lisozima (10 mg/ml) v 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 v luego se esto se
centrifugan a 12 rpm/10 min, la pastilla se desecha con un palillo y se adiciona 1 pl de
RNAsa A (2 mg/ml) dejando las muestras a temperatura ambiente por 15 min, luego de este
lapso se agregan 73 ul de NaOAc 3M pH 5 y 250 ul de isopropanol v se dejan 5 min a
lemperatura ambiente, ensegwida se centrifugan a 12000/10 min desechando el
sobrenadante y lavando la pastilla con 200 ul de etanol al 70% frio y se dejan secar, la
pastilla se eresuspende en 100-150 ul de buffer TE o agua por cada tubo.

Restriccion de DNA
Se prepara la siguiente reaccidon:
10 ul DNA (1 pg/pl)
1 ul Enzima (10 wl)
1 ul Buffer (10X)
__Hi0
20 pl volumen final
La reaccidn 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 | pg de DNA en | hora a la

temperatura adecuada.



Preparacion de bacterias competentes
Se pica una coloma de una placa fresca y se transfiere a8 500 ml de medio LB en un frasco

de 1 |, s¢ incuba a 37°C con agitacion vigorosa hasta que alcance una DOygooem de 0.375-
0.400, se transfiere el cultivo a tubos de polipropileno de 50 ml esténles y frios, se enfria el
cultivo a 0° Cmanteniendo los tubos en hielo por 10 min, se recuperan las células
centrifugando a 4000 rpm/10 min a 4°C, se decanta el medio de las pastillas y se deja
escurriendo por | min posteriormente se resuspende cada pastilla en CaCl; 0.1 M enfriada
previamente y se almacena en hielo por 10 min, se recuperan las células por centrifugacién
a 4000 rpm/10 min a 4°C, nuevamente se decanta el fluido de las pastillas v se dejan
escurriendo por 1 min, enseguida se resuspende cada pastilla en 2 ml de una solucidn de
CaCl; 0.1 M y glicerol al 15 % fria por cada 50 ml de cultivo original, esta suspension se
distribuye en tubos eppendorf en alicuotas de 200 ul v se almacenan a -70°C. Todos los
pasos deben ser realizados en condiciones de esterilidad.

Transformacion de bacterias con DNA plasmidico
Bactenas competentes son descongeladas en hielo, se mezclan 50 pl de bacterias con | pul

de DNA (son suficientes 25 ng de DNA) se deja la mezcla 5 min en hielo y luego se pone
en bafio maria a 42°C por 30 seg y enseguida se pasa a hielo dejandola por 2 min, se le
agrega | ml de medio LB dejando por 5 min a temperatura ambiente, se toman de 100 a
150 pl v se espatulan en una caja con el antibidtico de seleccion,

Preparacion y cornda del gel de secuenciacion
Los vidnios se limpian con liquido limpia vidnos, con cloroformo y por Gltimo con etanol,

los separadores se limpian con etanol, una de las placas de vidno se debe de siliconizar para
que el gel quede adhendo unicamente a la otro placa, s¢ arma la camara y se prepara una
mezcla de 40 g de urea, 9 ml de acrilamida/bisacrilamida 19:1 (acrilamida al 40 %), 6 ml de
buffer TBE 10X y 26 ml de H10, la mezcla se disuelve calentdndola en agitacion, s¢ espera
& que se enfrie un poco para que no gelifigue muy rdpide v de tiempo de vaciarla,



finalmente se agregan a la mezcla 350 pl de persulfato de amonio al 10 % y 60 ul de
TEMED y de inmediato se vacia en la camara con una jennga de 50 ml sin aguja a la que se
le adapta una punta de micropipeta recortada en la proporcion adecuada y se coloca el
peine, es imporiante que no se formen burbujas en el gel.

El buffer de cormrida es TBE 0.5 X, con este se llena ¢l contenedor de la camara, la parte
donde se van a cargar las muestras s¢ lava con el mismo buffer v luego s¢ coloca ¢l peine,
se hace una precomida a 55 W por aproximadamente | 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 v se le coloca plistico "megapack” por el lade contrario al cubierto con el
papel, en esta forma es secado en el secador de geles a 80°C por 1 h El gel va 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

GALA4 REST-N1

(BD)
ORI
PE
PL ori
GAL4-N1
~3 kb
amp

FIGURA 14. Mapa del pldsmido GAL4-N1. Este plasmido es un derivado del
plasmido PECE en el cual se encuentran la secuencia del promotor temprano de
SV40 (PE), un origen de replicacion para la propagacion en bacteria (ori) y el gen
de la B-lactamasa (amp) que lo hace resistente a ampicilina, en este plasmido se
cloné la region correspondiente al dominio de union a DNA del gen GAL4 de
levadura (GAL4 BD) (plasmido pSG424) y posteriormente se clono la region de
REST correspondiente al dominio represor TRD1 (REST-N1) que abarca del aa 1 al
83. De este plasmido se obtuvo el fragmento del dominio represor TRD1 para

clonarlo en el plasmido pBTM 116.
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LEX a-REST N1

FIGURA 15. Mapa del plasmido LEX A-REST N1. Para obtener este plasmido se
cloné en pBTM 116 la secuencia de REST correspondiente al dominio represor
TRD1 (REST-N1) inmediatamente después de LEX A; este plasmido cuenta con el
promotor del gen de la alcohol deshidrogenasa (ADHI1) para la expresion en
levadura, el dominio de unién a DNA del represor bacteriano LEX A (LEX A), el
marcador de auxotrofia triptofano (TRP1) para la seleccion en levadura y el de

resistencia a ampicilina (amp) para la seleccion en bacteria, también cuanta con un

origen de replicacion para bacteria (ori) y otro para su replicacion en levadura (2 u).

53



N\ LEU2

ori

amp o

FIGURA 16. Mapa del plasmido pGAD.GH. Este plasmido contiene el dominio de
activacion del gen GAL 4 (GAL4da) dirigido por el promotor de la alcohol deshidrogenasa
(ADH1) para su expresion en levadura, el gen de resistencia a ampicilina (amp) y el del
marcador de auxotrofia (LEU2) para su seleccion en bacteria y en levadura respectivamente,
asi como un origen de replicacion funcional en bacteria (ori) y otro en levadura (2 p); en este
plasmido fue clonada una biblioteca de cDNA de células HeLa enseguida del dominio de

activacion de GAL4 (). Esta construccion 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 fagemido Bluescript el cual esta flanqueado por
los dominios iniciador v terminador que hacen posible la excision del plasmido,
A—J indica v cos ; en b se muestra el mismo vector con el inserto clonado en el
sitio de clonacidn multiple de Bluescript (MCS) en este caso el fragmento proviene
de una biblioteca de cDNA de celulas Hel.a; en el panel ¢ se muesira ¢l mapa de
bluescript que contiene el gen de resitencia a ampicilina, el origen de replicacion f1
necesano para la excisidn y un ongen de replicacion del plasmido funcional en
bacteria (ColE1), el sitio de clonacion multiple flanqueado por las secuencias para
los primers T3 y T7, este MCS se encuentra dentro del marco de lectura del gen
lacZ el cual es interrumpido con la insercion de algun fragmento, este plasmido
tiene un tamafio de 2.96 kb.
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