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Resumen

La foliculogénesis es un proceso crucial en la vida reproductiva de la hembra el
cual, esta controlado por multiples factores de transcripcion que determinan la
supervivencia y viabilidad de los foliculos en las diferentes etapas que la
comprenden. En un estudio previo, se llevo a cabo un ensayo de microarreglos, el
cual permitié identificar un nuevo gen (Fbxw15) que presenta un patrén de
expresion bifasico durante el desarrollo ovarico feto-neonatal de murinos, lo que
coincide con el inicio del ensamble y el crecimiento folicular temprano,
independiente del estimulo gonadotropico. Cuyo transcrito codifica a una proteina
con caja F en su porcion amino-terminal. El objetivo de este estudio fue identificar
mediante un analisis in silico la region del promotor de Fbxw15, amplificar por PCR
dicha region, clonarla en un vector que contiene un gen reportero y comprobar su
actividad promotora en un sistema heterélogo mediante ensayos de luciferasa. El
promotor de Fbxw15 probd tener actividad promotora en un 5.53% en
comparacién con el control endégeno (100%), sin embargo la secuencia del
promotor en antisentido, mostrd una actividad del 61.33% en en comparacién con
la actividad del control enddégeno, lo cual sugiere que el promotor Fbxw15,
constituye un promotor bidireccional que podria estar implicado en la regulacion en

cis o trans de genes vecinos.



Abstract

Folliculogenesis is a crucial process in the female reproductive life, which is
controlled by multiple transcription factors that determine the survival and viability
of follicles in different stages that comprise it. In a previous study, we conducted a
microarray assay, which identified a new gene (Fbxw15) having a biphasic pattern
of expression during fetal-neonatal murine ovarian development, which coincides
with the start of assembly and early follicular growth independent of gonadotropic
stimulus. This transcript encodes a protein with F box at its amino-terminal portion.
The objective of this study was identified by an in silico analysis of the promoter
region Fbxw15, PCR amplify this region, clone into a vector containing a reporter
gene and checking promoter activity in a heterologous system by luciferase
assays. Promoter Fbxw15 proved to have promoter activity in a 5.53% compared
to the endogenous control (100%), but the promoter sequence in antisense
showed an activity of 61.33% in compared with the activity of the endogenous
control, which Fbxw15 suggests that the promoter is a bidirectional promoter that

may be involved in regulating cis or trans to neighboring genes.
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1. Introduccion.

En mamiferos el desarrollo gonadal inicia con la formacién de las crestas
gonadales, a partir de la proliferacion del epitelio celémico, la condensacion del
mesénquima en ambos lados de la linea media entre el mesonefros y el
mesenterio dorsal y la migracién de las células germinales primordiales (CGP),
localizadas en el endodermo posterior del saco vitelino, hacia el primordio gonadal
a través del mesenterio (1, 2). En ausencia de SRY el gen determinante del
testiculo, el primordio gonadal se desarrolla como ovario en donde las CGP se
diferencian en ovogonias, que en conjuncién con las células epiteliales (células de
la pregranulosa), formaran los cordones ovigeros, delimitados por una delgada

membrana basal rodeada en la parte externa por células del mesénquima (3).

Durante la etapa prenatal y de forma progresiva ocurre el rompimiento de los
cordones ovigeros, lo que da lugar a la formacion de los foliculos primordiales
conformados por ovocitos individuales detenidos en la fase de diploteno de la
primera profase meidtica y rodeados por una capa de células aplanadas de la
granulosa a su vez que esta delimitada por la membrana basal (4,5). A este
proceso de ensamble de ovocitos y células de la granulosa (CG) se le denomina
foliculogénesis, que en murinos ocurre durante los primeros dias después del

nacimiento (6).

El desarrollo folicular requiere de la expresion de una variedad de genes

durante las diferentes etapas de la foliculogénesis. Tanto en la mujer como en el



ratdn hembra, se han identificado diversos genes involucrados en el proceso de
foliculogénesis, como genes que codifican para factores de transcripcion, factores
de crecimiento, proteinas de la zona pelucida y proteinas especificas de la meiosis
(7). En diversos estudios se ha propuesto el papel fundamental que tienen los
ovocitos en la histogénesis folicular. Debido a que se requiere una estrecha
comunicacion entre los ovocitos y las CG, por un lado los ovocitos regulan la
proliferacion de las CG y posteriormente su diferenciacion, mientras que las CG,
son indispensables para el crecimiento del ovocito, la meiosis del mismo, la
maduracion citoplasmatica y el control de la actividad transcripcional (8). La
individualizacion folicular y el crecimiento temprano de los foliculos, que en el
ovario murino ocurren durante los primeros dias de vida posnatal, son eventos
independientes del estimulo gonadotrépico. Lo anterior se ha mostrado en cultivos
de ovocitos de ratdn donde aun en la ausencia de hormonas gonadotropicas, los
ovocitos de raton son completamente viables (9).

Experimentos llevados a cabo con ratones nulos para factores de crecimiento o
de transcripcién, sugieren la participacion de estos, tanto en la proliferacién de los
ovocitos como en la formacién de los foliculos y su posterior desarrollo. De esta
forma, diversos reportes indican a al factor en linea germinal alfa (Figa) como un
factor de transcripcion basico hélice-bucle-hélice, requerido en la formacion del
foliculo, este factor de transcripcidn ovocito especifico, se caracterizo inicialmente
como activador de genes que codifican proteinas de la zona pelucida, sin embargo
el ARN mensajero de Figa se identifica antes del comienzo de la expresion de
estos genes y su transcripcion se conserva hasta la edad adulta. Diversos autores

sugieren que Figa regula tanto la sobrevivencia de las células germinales como la

2



formacion de los foliculos primordiales. En ratones hembras nulos para Figa, las
etapas previas a la foliculogénesis son aparentemente normales hasta el dia
embrionario 13; sin embargo, durante la etapa perinatal no hay formacion de
foliculos primordiales y los ovocitos se degeneran, lo que conlleva al desarrollo de
estrias gonadales, que son estructuras en forma de corddn constituidas por
células somaticas. Estos datos sugieren que Figa tiene un papel importante tanto
en el desarrollo de las células germinales y en el folicular (10). Un fenotipo similar
se describe en ratones hembras que carecen del gen Wht4, cuyos ovarios pierden
gran parte de la reserva de ovocitos dias antes del nacimiento. Asi mismo WNT4
se requiere para prevenir la migracion de células esteroidogénicas de los
mesonefros a la gonada femenina (11-13).

El factor de transcripcidn con caja homedtica (NOBOX) participa en la transicion
del foliculo primordial al foliculo primario y su expresion continua durante toda la
foliculogénesis (14). En los ratones con deficiencia de NOBOX y en mujeres con
sindrome de falla ovarica prematura, se observa una pérdida posnatal tanto de
ovocitos como de foliculos, los cuales son remplazados por tejido fibroso (15).
NOBOX regula la actividad transcripcional de genes ovocito especificos ligados a
infertilidad en hembras, como Bmp15, Gdf9, Oct4, Oosp, Zar, Pad6, H100, Pou5f1,
c-Mos, Oog1, Oas1d, Oas1e, Oas1h, Dnmti1o, Fgf8 y Rfp14 (16-18). Los genes
Gdf9 y Bmp15 pertenecen a la superfamilia TGFB (siglas en inglés para
Transforming growth factor ) juegan papeles muy importantes en la maduracién
del ovocito y en el desarrollo folicular. Ambas proteinas se expresan en los
ovocitos de los foliculos crecientes de ovarios de raton. Este patron es altamente

conservado en ratas y humanos (19-21).



En estudios in vitro utilizando foliculos de ratdn en los que se adiciona al medio el
factor de crecimiento y diferenciacion 9 (GDF9) recombinante, se ha determinado
el papel biolégico y la importancia de Gdf9 tanto en el desarrollo de la
foliculogénesis durante todas sus etapas, como en el crecimiento del foliculo.
Ratones nulos para Gdf9 o inmunizados para GDF9 presentan una reduccién en el
numero de foliculos primarios, ademas de un bloqueo en el crecimiento del foliculo
en la etapa primaria. La exposicion in vitro de tejido ovarico de roedor o humano a
GDF9, promueve la progresion a foliculo primario. Se ha reportado que GDF9
actua como regulador de la mitosis en las células de la granulosa, por dos vias de

sefalizacion; dependiente e independiente de Smad (22).

La proteina morfogenética de hueso (BMP15), miembro de la superfamilia TGF[,
tiene una estrecha homologia con GDF9. En contraste con los defectos ovaricos e
infertilidad que se observa en ratones nulos para el gen Gdf9, los ratones nulos
para el gen Bmp15 son subfértiles. No obstante, en ovejas, este fenotipo no se
observa, ya que mutaciones en Bmp15 ocasionan un bloqueo en la progresion del
crecimiento del foliculo primario, similar al que se encuentra en los ratones nulos
para Gdf9. A pesar del hecho de que en roedores BMP15 no es esencial para la
maduracion del foliculo temprano. BMP15 estimula la proliferacion de las células
de la granulosa primarias. Este efecto en la proliferacion es potenciado en
concomitancia con GDF9, indicando una sinergia entre estos ligandos. El efecto
sinérgico en la proliferacion no se observa en ovinos, indicando que existen
diferencias entre especies en la respuesta a estos dos factores de crecimiento

(23).



Otros miembros de la familia de los BMP importantes para el desarrollo folicular
son BMP4 y BMP7, estas proteinas se producen en el estroma ovarico y en las
células de la teca, lo cual se ha mostrado en estudios in vitro con cultivos de
ovarios de rata, muestran que BMP4 promueve el desarrollo del foliculo primario,
mientras que el tratamiento de ovarios con un anticuerpo para este factor de
crecimiento, ocasiona una pérdida progresiva de los ovocitos de los foliculos
primarios. In vivo, la inmunizacion pasiva contra la BMP4 en ratones, resulta en la
escasa formacion de foliculos primarios, aunque también se presenta un
incremento en los foliculos primordiales, lo cual no se asocia con apoptosis. En
ratas adultas, la inyeccion intraovarica del factor BMP7 incrementa el porcentaje

de foliculos primarios y disminuye a los foliculos primordiales (24).

Ademas de los antes mencionados, existen factores adicionales de los cuales
poco se sabe del papel que juegan dentro del ensamble folicular y el crecimiento
del mismo. Este es el caso del gen Fbxw15 perteneciente a la familia de proteinas
con caja F (F-BOX), el cual es ovocito especifico. El transcrito de Fbxw15 se
identifico mediante un analisis por microarreglos, donde se observd una expresion
maxima de ARNm a los 18 dias poscoito y al dia 19 decrece a niveles minimos,
hasta las primeras horas del nacimiento cuando sus niveles de expresion
aumentan de nuevo en forma significativa. Coincidiendo lo anterior con el inicio del
ensamble folicular y el crecimiento folicular temprano, independiente del estimulo
gonadotrépico (25). Las proteinas con caja F, han sido caracterizadas como
componentes del complejo ligasa de ubiquitina SCF, llamado asi por las siglas en

inglés de sus principales componentes (Skp1, Cullin, y una proteina con caja F) y



que facilita la interaccion del substrato con el conjugado enzimatico ubiquitina. Las
proteinas con caja F son subunidades del complejo SCF, que se unen a un
substrato especifico y a su vez se ligan al complejo SCF por union con Skp1 a

través de la misma caja F (26).

2. Justificacion.

El desarrollo folicular sucede gracias a un complicado proceso, cuyo mecanismo
de accion se basa en una serie de interacciones moleculares que en sincronia,
logran la comunicacion entre las células somaticas y germinales para dar lugar a
la formacion de los foliculos ovaricos. El conocimiento que se tiene acerca de los
genes especificos que participan en el proceso de la foliculogénesis, asi como en
el subsecuente desarrollo folicular, independiente del estimulo gonadotropico aun
es incompleto. Por tal motivo, diversos grupos de investigacion se han dedicado a
la identificacion de nuevos genes en el ovario murino, empleando técnicas
moleculares como los microarreglos de ADN y protedmica. En el presente estudio,
se plante6 caracterizar el promotor que regula la actividad transcripcional del gen
Fbxw15 y determinar si el ARN mensajero de la secuencia corriente arriba de
dicho promotor contiene el sitio de inicio de la transcripcion de Fbxw15, el cual se
expresa de manera especifica en el ovocito murino durante la etapa perinatal, lo
que sugiere que la proteina correspondiente participa en la foliculogénesis y en el

desarrollo folicular.



3. Hipdtesis

El promotor del gen Fbxw15, se localiza dentro de la regidn situada 1000 pares de
bases corriente arriba del sitio de inicio de la traduccion y regula el sitio de inicio

de la transcripcion de dicho gen.

4. Objetivos.

4.1. Objetivo general.

Identificar y determinar la regién promotora que regula la transcripcion del gen

Fbxw15 usando métodos bioinformaticos y técnicas de biologia molecular.

4.2. Objetivos especificos.

1.- ldentificar mediante un analisis in silico, la secuencia correspondiente al

promotor del gen Fbxw15.
2.-Clonar la region predicha por el analisis in silico en un vector de expresion.
3.-Evaluar la expresién del promotor Fbxw15 en un sistema heterdlogo.

4.-ldentificar el sitio de inicio de la transcripcion del gen Fbxw15.



5. Metodologia.

5.1. Analisis in silico.

Se llevo a cabo el analisis in silico de la secuencia rio arriba del codén de inicio de
la traduccion y del primer exén del gen Fbxw15. Para dicho analisis se empled el
programa de computacion Matinspector, (Genomatix, Software GMBH, Manchen,
Alemania. Disponible en: www.genomatix.de), que realiza la prediccion de
promotores con base en la identificacidn de sitios de reconocimiento a factores de

transcripcion especificos.

5.2. Extraccion de ADN.

El ADN genomico se obtuvo de los rifiones colectados de un raton hembra adulto
de la cepa C57BL/6J. Para ello el tejido se someti6 a lisis tisular y
desproteinizacion con proteinasa K (20 mg/ml) y dodecil sulfato de sodio (SDS) al
10%, en amortiguador de digestion (NaCl 1M, Tris-HCI 0.01M, pH 8.0, EDTA
0.02M, pH8.0 y SDS al 0.5%). El lisado se centrifugd y el ADN se extrajo del
sobrenadante con fenol/cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y fue precipitado con
isopropanol a 4°C. Posteriormente el ADN se lavé con etanol al 70% y se
resuspendié en 30 yl de ddH20. Finalmente, se determind la concentracion por

espectrofotometria a 260 nm y 280 nm. Para corroborar la integridad del ADN, se



realizo la electroforesis de una alicuota de la muestra correspondiente en un gel

de agarosa al 1%.

5.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Un fragmento de la region rio arriba que contenia el promotor tedrico del gen
Fbxw15, cuya longitud (945 pb) dependié del analisis in silico, se amplificd
mediante PCR. Para ello, se utilizé un par de oligonucleotidos complementarios a
la secuencia de dicho gen, los cuales contenian los sitios de reconocimiento para

las enzimas de restriccion Bgl Il y Hind 1l (Tabla 1).

Tabla 1. Secuencia de los oligonucleétidos utilizados para la amplificacion del fragmento
del promotor de Fbxw15.

Oligonucledtido sentido con sitio de Oligonucleétido antisentido con sitio
reconocimiento para la enzima Bgl |l de reconocimiento para la enzima
Hind III.

5’-AGATCTCTGCTGGGTTCCTTGGGTTA-3’ 5’-CGATCCATTTACCTTGTTTGCCGAAGCTT-3’

La PCR se realizé en un volumen total de 20 pl que contenia: 2 pl del ADN (100
ng/ul) obtenido a partir del tejido somatico, 8.8 ul de agua libre de nucleasas, 0.6
pl de dimetilsulféxido, 20 pmoles de cada uno de los oligonucleétidos especificos,

4 ul del amortiguador 5X Phusion HF, 0.4 ul de los deoxinucledtidos trifosfatados



(10 mM) y 0.2 ul de la enzima Phusion® DNA Polymerase 1U/ul (New England
Biolabs, Ipswich MA, EUA). La reaccion de amplificacion se realizd con una
desnaturalizacion inicial a 98°C por 30 seg, seguidos de 34 ciclos a 98°C por 10
seg, 63°C por 30 seg, 72°C por 50 seg y una extension a 72°C por 10 min.
Posteriormente, se realizo la electroforesis del producto amplificado en un gel de
agarosa al 1%. Asimismo, los productos de la PCR correspondientes al fragmento
de la regién promotora se purificaron utilizando el Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega Corporation, Madison WI EUA). Posteriormente se

determind su concentracion por espectrofotometria a 260 nm y 280 nm.

Fragmento que contiene el
promotor fbxw15 (945 pb.)

( A\

>~ - I e~

Oligonucledtido sentido con sitio de reconocimiento para la enzima Bgl 11.

Oligonucledtido antisentido con sitio de reconocimiento para la enzima Hind 1.

Figura 1. Esquematizacién del fragmento que contiene el promotor de Fbxw15 segun el
resultado del analisis in silico.
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5.4. Clonacién de la regiéon amplificada en un vector de transito.

El fragmento amplificado y purificado, se clon6 en el vector de transito comercial
pJET1.2/blunt (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA EUA). Para esto, se
mezclé 10 yl de amortiguador de reaccién 2X, 5 yl (100ng) del producto de PCR
purificado, 1 pl (50ng) del vector pJET1.2/blunt, 1pl (5U/pl) de la enzima T4 DNA
ligasa y 3 pl de agua libre de nucleasas. La reaccion se incubo por 17 horas a

16°C.

Notl
Eco52|

PspXl
Eco88I Zona de
N Xhol  corte, para
ftlo e blunt-end } posterior
multiple . I S
o PCR product BULEEHEELE
clonacion felddo bbb

A.'

Btal
Eco130l

Ncol
Bsu15l

Figura 2. Esquema del pJet1.2/blunt donde se marca el sitio de multiple clonamiento
donde se ligo el fragmento Fbxw15, asi como las zonas de reconocimiento a Bgl Il, para
su posterior liberacion por digestion enzimatica.
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5.5. Transformacion en bacterias competentes Escherichia coli DH5a.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, 100 pl de bacterias competentes,
se transformaron con 10ul de la mezcla de ligacion, mediante incubacion en hielo
por 15 min., seguido de un choque térmico a 42°C por 2 min., e incubando
nuevamente en hielo por 15 min. Posteriormente, se agregé 1ml de medio rico en
glucosa SOC (Medio super optimo mas glucosa), y se incubd con agitacion a 37°C
por 1 hr. Terminado el tiempo, se hizo el plagueado en medio agar Luria-Bertani

(LB) con ampicilina (100ug/ml), y se dejé incubar toda la noche a 37°C.

5.6. Seleccion de colonias candidatas.

Posterior a la incubacion, se seleccionaron colonias candidatas al azar y se
cultivaron en 5 ml de medio LB con ampicilina (100 ug/ml), con agitacion a 37°C
durante toda la noche. Los plasmidos se purificaron a partir de 3 ml del medio de
cultivo, mediante lisis alcalina. Los plasmidos fueron resuspendidos en 20 ul de
agua libre de nucleasas, de los cuales 2 ul fueron digeridos a 37°C durante toda la
noche, con la enzima de restriccion Bgl Il, la cual libera el inserto del vector
pJET1.2. Los productos de las digestiones enzimatica se analizaron por
electroforesis en un gel de agarosa al 1%, una vez identificados aquellos
plasmidos con el inserto correspondiente, se procedié a inocular con estos 200 ml
de medio LB con ampicilina. Los plasmidos recombinantes se purificaron utilizando
el kit QIAGEN® midiprep, (QIAGEN, Inc. Hilden, Alemania.), siguiendo el protocolo

del mismo. Nuevamente, el inserto se identific6 mediante la digestion con la
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enzima Bgl Il, que libera el fragmento del vector de transito y el producto de la
digestion se analiz6 por electroforesis en un gel de agarosa al 1%. La
concentracion del plasmido se cuantificd por espectrofotometria mediante lecturas

a 260 nmy 280 nm.

5.7. Subclonacién del fragmento con la regiéon promotora en un vector

que contiene un gen reportero.

El fragmento de interés se liberd del vector de transito utilizando las enzimas de
restriccion Bgl Il y Hind Ill. De manera paralela y con las mismas enzimas de
restriccion utilizadas para liberar el inserto, se linealizé el vector pRL-null, el cual
carece de promotor y contiene el gen reportero para la enzima luciferasa de
Renilla reniformis, cuya expresion indica la actividad transcripcional de la regién
clonada. Ambas digestiones se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa
al 1%, las bandas correspondientes al inserto y al vector se escindieron del gel y
se purificaron por columna con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega Corporation). La concentracion del inserto se determiné por medio de
electroforesis en un gel de agarosa al 1%, al comparar la intensidad de la banda

correspondiente al producto purificado contra una escalera de masa.

El fragmento se subclond en el vector pRL-null en orientaciéon hacia el gen de la
luciferasa, mezclando ADN del promotor del gen Fbxw15, y del vector de
expresion para una relacion molecular de 3:1. Posteriormente, se procedi6 a la

transformacién de células competentes, a la purificacion de los plasmidos
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recombinantes provenientes de las colonias seleccionadas mediante cultivo en
placa agar LB con ampicilina (100 ug/ml), y a la identificacion del inserto por medio
de restriccidn enzimatica y electroforesis, tanto para confirmar la identidad del
inserto como su orientacion, en un gel de agarosa al 1%, como se describid
anteriormente. De igual forma, se realizé la secuenciacion automatica de los
plasmidos recombinantes, empleando un secuenciador automatico (Applied

Biosystems DNA Sequencer modelo 377, Foster City, CA, EUA).

GiMmxq-

pRL-null

Nsi |

Sphl

Vector Spel 34 3’

[ 772" \ Nar | 41

( 3 20D Na -
(33200p) Sal | 47

1499 BamH | Miu | 51
EcoR| |58
SV40 late Xma | 65
poly(A) Small 67
Nhe | 299 77

1247 Xba | Rlue _ Csp45 1315

Figura 3. Esquema del vector pRL-null, donde se muestran los sitios de reconocimiento
para las enzimas de restriccion utilizadas para subclonar Fbxw15 asi como su orientacion

hacia el gen reportero.
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5.8. Cultivos celulares y cotransfecciones.

Para determinar la actividad transcripcional de la regidn promotora, la linea celular
HEK 293 (Human Embryonic Kidney 293) se transfectd con la construccion

molecular descrita anteriormente.

Inicialmente, dicha linea celular se mantuvo en cultivo a un 80% de confluencia en
medio esencial minimo DMEM (Dulbecco’s modified Eagle's médium, Sigma-
Aldrich. San Luis MO, EUA.) que contenia suero fetal bovino (SFB, Gibco®
Thermo Fisher Scientific Inc.) a 10%, L-glutamina 2 mM, piruvato de sodio 110
mg/l, estreptomicina 100 mg/l y penincilina 100 U/I, a pH 8.0, ajustado con acido 4-
(2-hidroxietil)-1-piperazinetansulfénico (HEPES) (15mM), en wuna atmodsfera

humeda a 37°C y 5% de CO..

Posteriormente, se realiz6 la cotransfeccion de dicha linea celular con la
construccion pRL/Fbxw15 y el vector pGL3 CMV, el cual se utiliz6 como control
interno, este vector contiene el gen reportero de la luciferasa de la luciérnaga
(Photinus pyralis) y el promotor de CitoMegaloVirus (CMV) que genera un alto
nivel de expresiéon de la luciferasa de Photinus pyralis. Como control negativo se
utilizaron los vectores pRL-null y pGL3 basic que carecen ambos de promotores.
Como controles positivos se utilizaron los vectores pRL CMV y pGL3 CMV, ambos

con el promotor del CitoMegaloVirus.

Para llevar a cabo las cotransfecciones, 150,000 células se sembraron en cada
pozo de una placa de poliestireno con 24 pozos (Falcon, Becton Dickinson,

Franklin lakes, NJ, EUA), en 1 ml de medio DMEM complementado al 10% con
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SFB. La placa se incubé durante 24 horas a 37°C en presencia de 5% COz2. Al dia
siguiente con una confluencia aproximada del 80%, las células se cotransfectaron
con una mezcla de 1 ug de la construccion pRL/Fbxw15 y 50 ng el vector pGL3
con el promotor del CMV. Para el control positivo se mezclaron 50 ng, tanto de
pRL CMV como de pGL3 CMV y respectivamente de la misma forma, se utilizaron
50 ng de PRL null y pGL3 basic, como mezcla para el control negativo. Como
agente de transfeccidn se utilizd el reactivo lipofilico TurboFect® Transfection
Reagent (Thermo Fisher Scientific Inc.), el cual forma complejos de lipidos de
carga positiva junto con el ADN, estos complejos protegen al ADN de la

degradacion y facilita la entrada del plasmido a la célula eucarionte.

Para cada pozo, las mezclas correspondientes se diluyeron en la cantidad de
medio DMEM sin suplementar necesaria para obtener 98ul de volumen, mas 2 ul
del reactivo TurboFect® para tener un volumen total de 100 ul por pozo, la
dilucion final se mezclé por pipeteo durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Una vez transcurrido el tiempo se adiciond el volumen del complejo
correspondiente a cada pozo mas 1 ml de medio DMEM suplementado al 10% con

SFB. Las células se incubaron a 37°C con CO2zal 5% por 48 h.

Una vez transcurridas las 48 h de incubacion, el medio de cada pozo se removio
por succion y se procedio a lisar las células utilizando un amortiguador de lisis
pasiva 5X (PLB), contenido en el kit Dual-Luciferase® Reporter Assay System
(Promega Corporation), agregando a cada pozo 100 ul de PLB diluido a una
concentracion de 1X y dejando la placa con agitacion por 15 min a temperatura

ambiente. El lisado celular se recuperd para los experimentos subsecuentes.
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5.9. Determinacién de la actividad del gen reportero.

El vector pRL contiene el médulo de expresidon de la enzima luciferasa de Renilla
reniformis, cuya actividad se utilizé para monitorear la actividad transcripcional del
promotor de Fbxw15. La determinaciéon de la actividad de la enzima luciferasa de
R. reniformis se llevd a cabo empleando el kit comercial Dual-Luciferase®
Reporter Assay System (Promega Corporation). La actividad de la enzima antes
mencionada se normalizé con la actividad de la enzima luciferasa de Photinus
pyralis, cuyo gen lo expresa el vector pGL3 CMV. Las determinaciones de
luminiscencia se realizaron utilizando un multidetector Victor Ill (Applied
Biosystems, EUA.). Para ello, los reactivos LAR Il y Stop and Glo, se prepararon
de acuerdo al protocolo del kit, después se colocaron 20 pl del lisado celular en
una placa opaca del luminémetro, y se les agrego 20 ul del reactivo LAR Il. Se
procedié a leer la actividad de la luciferasa de P. pyralis, posteriormente para
cuantificar la actividad de la luciferasa R. reniformes, a cada muestra se le

agregaron 20 ul del reactivo Stop and Glo. Cada ensayo se realizé por triplicado.

5.10. Identificacion del sitio de inicio de la transcripcion.

Para confirmar que el sitio de inicio de la transcripcion se encuentra dentro de la
region promotora predicha por el analisis bioinformatico, se empleé la técnica de
amplificacion rapida de extremos de ADN complementario (RACE 5 PCR), para
ello, se aislé el ARN total de 5 pares de ovarios colectados de ratones hembra

C57BL/6J adultas, empleando la técnica de fenol acido. La concentracion del ARN

17



se determind por analisis espectrofotométrico, mediante lecturas a 260 nm. En
todos los casos, se obtuvo una concentracion suficiente (10 ug/ul) para la técnica

de RACE 5’-PCR.

Se consideraron 6ptimas las relaciones 260/280 nm, comprendidas entre 1.7 y
2.0. Asimismo, la integridad del ARN aislado se corroboré mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1%. El analisis electroforético mostré para cada muestra, la
presencia de dos bandas integras, correspondientes a los fragmentos 28S y 18S
del ARN ribosomal. Posteriormente, a 10 ug de ARN se le adicionaron 2 pl de una
enzima fosfatasa alcalina, 2 pl del amortiguador especifico y agua libre de
nucleasas para un volumen final de 20 pl. Esta reaccién se incub6 a 37°C durante

una hora.

Después, la reaccion se purificd al adicionar 15 pl de una solucion de acetato de
amonio, 150 ul de una mezcla de fenol acido-cloroformo y 115 ul de agua libre de
nucleasas. Luego, a 5 ul de la mezcla purificada, se le agregaron 2 ul de una
pirofosfatasa acida, 1 ul del amortiguador y 2 ul de agua libre de nucleasas para
un volumen final de 10 pl. Nuevamente la reaccion se incub6 a 37°C durante una
hora y se procedio a la ligacidén del oligonucledtido adaptador externo, anadiendo 1
pl de éste a 2 pl de la muestra de ARN, 1 ul del amortiguador correspondiente,
mas 2 ul de la enzima T4 ligasa (2.5 U/ pl) y 4 ul de agua libre de nucleasas, para
un volumen final de 10 pl. De igual forma, esta reaccién se incub6 a 37°C durante

una hora.
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Posteriormente, se llevé a cabo la sintesis del ADN complementario, utilizando
como templado 2 pl del ARN ligado al oligonucledtido adaptador externo, 4 ul de la
mezcla de dNTP, 2 ul de los oligodecameros con secuencia al azar, 2 ul de
amortiguador 10X, 1 pl de una enzima inhibidora de ARNasas, 1 yl de la enzima
transcriptasa reversa y agua libre de nucleasas para un volumen final de 20 pl. La
reaccion se incub6 a 42°C durante una h. Después a 1 ul de la reaccion de
transcripcion reversa, se agregaron 5 ul del amortiguador 10X para la PCR, 4 ul de
la mezcla de dNTP, 2 ul de uno de los oligonucledtidos externos especificos (en
antisentido), complementario a la secuencia codificante del gen Fbxw15 en las
posiciones 269 a 250, una concentraciéon de 10 yM, 2 pl del oligonucleétido
externo (en sentido), incluido en el kit y 1.25 unidades de una ADN polimerasa
termoestable, de largo alcance para un volumen final de 50 ul. Se llevé a cabo la
reaccion de amplificacion, siguiendo el protocolo descrito en el manual del kit First
Choice RLM-RACE kit (Ambion, Applied Biosystems). El cual consistié de 3 min de
desnaturalizacion a 94°C, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C
durante 30 seg, alineamiento a 55°C, 30 seg y extension a 72°C 30 seg,

finalizando con un paso de extension a 72°C por 7 min.

Por ultimo, se llevd a cabo una segunda reaccion de PCR (PCR anidada),
empleando el oligonucledtido interno (en sentido) que provee el kit, y el segundo
oligonucleétido externo (en antisentido) complementario a la region 146 a 127 de
la regidon codificante del gen, utilizando las condiciones de amplificacion descritas
previamente. El producto de esta segunda amplificacion por PCR se analiz6

mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1.8%. Una vez purificado, este

19



fragmento se clondé en el vector de transito pJET1.2/Blunt para analizar la
secuencia del mismo, empleando un secuenciador automatico (Applied

Biosystems DNA sequencer modelo 337 EUA.).

6. Resultados.

6.1. Analisis in silico.

Los resultados obtenidos a partir del analisis in silico, mediante el programa de
computacion Matlnspector, (Genomatix, Software GMBH, Manchen, Alemania),
tanto de la secuencia rio arriba del codon de inicio de la traduccion como del
primer exdn del gen Fbxw15, indican que en dicha region se delimita un promotor
de 601 pares de bases, de las cuales 532 se localizan rio arriba del codon ATG y
69 pb corresponden al primer exéon del gen Fbxw15. Se indica un posible sitio de
inicio de la transcripcion en la posicion -32 a partir del codon de inicio de la
traduccion; de igual forma, en los segmentos -49 a -65 y -367 a -383 se localizan
sitios de reconocimiento para la proteina de unién a caja TATA. Cercano a este
ultimo, especificamente en la regién -361 a -371, se encuentra un sitio de

reconocimiento para los elementos iniciadores del promotor minimo (Figura 4).
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LOCUS  GXP_67899(Fbxw15/mouse) 601bp DNA
DEFINITION loc=GXL_56745 | sym=Fbxw15|geneid=382105|acc=GXP_67899 |

taxid=10090| spec=Mus musculus|chr=9|ctg=NC 000075 |str=(-) |

ACCESSION

start=109568162|end=109568762|1len=601|tss=501|
descr=F-box and WD-40 domain protein 15|
comm=GXT 12982617/AK087669/501/gold;
GXT 13129625/NM 199036/501/bronze

BASE COUNT
ORIGIN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

CTACTAGAAA
GGTCCTGCTG
CACCAGTAAT
AGTGTGCTAC
CCAGATCATG
AGTGAAAATC
CCAGTGAGTG
AAAGTCTGAT
GAGCAAGCTG
CCATTTACCT

GXP_ 67899
165 a

GCTGAGTATA
ATCTAACTCA
TTGCAGCAAC
TCAGAATTTT
TGCTTTTGGT
ACTGTGCAGT
GGGGCTTGGA
GAGCTGTGGT
GGGAGGAGAA
TGTTTGCCGA

126 c

151 g

CAGCATATGA
GTTCTCAAGG
CTAACTGGCT
CTAGAAAGTT
CTCCACAGTG
GAGTTAAGGT
GTCAGGCTGA
CGGCAATCCT
AGAAGAGTCA
TGATGAAAAT

159 t

TCTCAGAGGC
TAGACATAAA
TCATAAAAAC
CTGACAAGTA
CCAGGAAGGG
GTGAGCACTC
GCGTCTACAC
GTGAAATCTT
GTGTGGACTT
CCTCTCCTAT

TGTGCAGGCA
CATGGAAACC
AATTGAACCT
CATCATCAAT
GTTGTTGAGC
TCAGCTGAGT
AGCTGCAGCT
TGGCCAAGTC
AGGCCACTGA
CTGGATGCCT

CAGAGAGGTG
AGAGTCCTTA
GTTGAAAATT
CAGGACAGCC
TCATCTACTC
GTTTCTGGTT
TTCTCCAGTC
TTTAAAATCA
AGATGGCGAT
ACAGTTTGCT

601 A

I EEE I CCITGEEIIA T TGTTTTACAGTACAAAGTATCACAGTTACTAAGGATCCAGGACAT
AAGCCCTACCTGTAGATACACATGTGAAGGTAATTTAAGAATGAAAATACATTCTGATTACTAGTT
AGTACTATAATCATCATGAATACAATCAGCATGACTCTTTTACTCTTTTTTGGAAACAAATTCTCA
TTCTTTACCCTAGACTGGCCTGGAATTCATGTGCAGTACATGTAAAAGTATATGCAGGAGTGCCTA
TGCCTGTGTATGTGCAGAGACCAGCAATAAACATCATGTGTCTCTTTAACTGCCACTTTCTACTAG
AAAGCTGAGTATACAGCATATGATCTCAGAGGCTGTGCAGGCACAGAGAGGTGGGTCCTGCTGATC
TAACTCAGTTCTCAAGGTAGACAT GTCCTTAC
CCTAACTGGCTTCATAAAAACAATTGAACCTGTTGAAAATTAGTGTGCTACTCAGAATTTTCTAGA
AAGTTCTGACAAGTACATCATCAATCAGGACAGCCCCAGATCATGTGCTTTTGGTCTCCACAGTGC
CAGGAAGGGGTTGTTGAGCTCATCTACTCAGTGAAAATCACTGTGCAGTGAGTTAAGGTGTGAGCA
CTCTCAGCTGAGTGTTTCTGGTTCCAGTGAGTGEGGGECTTGGAGT CAGGCTGAGCGTCTACACAGC
TGCAGCTTTCTCCAGTCAAAGTCTGATGAGCTGTGGTCGGCAATCCTGTGAAATCTTTGGCCAAEH
SV NYYNNONINES . . GC T GGGGAGGAGAANGAAGAGTCAGTGTGGACTTAGGCCACTGAAGATG
GCGATCCATTTACCTTGTTTGCCGATGATGAAAATCCTCTCCTATCTGGATGCCTACAGTTTGCTA
CAGGCTGCCCAAGTGAACAAGGACTGGAATGAACTTGCCAGCAGT

Tamano del promotor (segmento subrayado) = 601 pb

Tamano del fragmento clonado=945 pb + 3320 pb del vector=4,265 pb

|
[]

Sitio de inicio de la transcripcién
Sitio de inicio de la traduccion

Caja TATA
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Sitio de reconocimiento para el factor de transcripcion OCT-1 .

Sitio de reconocimiento para el factor HOXA3 .

Sitio de reconocimiento para el factor de transcripcion WT 1 |:|

Sitio de reconocimiento para el factor PDX1 (Letras en rojo)

Oligonucledtido sentido con sitio de reconocimiento para la enzima Bgl |l |:|
Oligonucledtido antisentido con sitio de reconocimiento para la enzima Hind IlI |:|

Figura 4: Regioén corriente arriba del sitio de inicio de la traduccion, donde se localiza el
promotor predicho por el analisis bioinformatico. Dicha region, abarca 601 pares de bases
(regién subrayada). Se sefala con color los respectivos sitios de reconocimiento para los
elementos iniciadores del promotor. Asi como los sitios de reconocimiento para la proteina
de unioén a caja TATA.

Asimismo, el analisis bioinformatico identificé sitios de reconocimiento para
diversos factores de transcripcion (Figura 5) como: el factor octamérico de
transcripcion 1 (OCT-1), perteneciente a la familia de factores POU, el cual se
expresa en los ovocitos de foliculos primordiales y foliculos primarios (27), la
importancia molecular de este factor radica en el mantenimiento de la
pluripotencialidad en poblaciones celulares de mamiferos (28). Los factores de
transcripcion HOXAS, cuya expresion se ha identificado en todas las etapas del
crecimiento del ovocito (29) y HOXAS5, que se expresa en las células de la
granulosa (30), y del que se ha demostrado que la pérdida de su funciéon no
impacta en el proceso de foliculogénesis pero si incrementa la incidencia de la
formacion de estrias gonadales (31). WT1, un factor de transcripcion conformado
por cuatro dedos de zinc y cuya expresién en el foliculo esta limitada a las células

de la granulosa (32). Se ha demostrado que WT1 inhibe la apoptosis de las

22




células de la granulosa de los foliculos primordiales y primarios al regular a p53
(33). Por ultimo el promotor duodenal pancreatico Homeobox 1(PDX1), del cual
no se ha descrito expresion en el ovario 0 en ovocitos en condiciones normales,
pero que es ampliamente conocido por su importante papel en la morfogénesis

pancreatica (34).

GXP_B7899 (Fbyw18, Mus musculus)
B A B EE =

100 bp 200 bp 300 bp 400 bp 500 bp

Matrix families:
OFVTEP I VHCEBP VEFKHD B V$HBOX B VEHOMF B VFHOXC

Figura 5. Esquema de los sitios de reconocimiento para diversos factores de
transcripcién, identificados en la region del promotor predicho para Fbxw15.

6.2. Amplificacion y clonacion del fragmento correspondiente al

promotor del gen Fbxw15 en un vector de transito.

Con base en los resultados del analisis in silico, se disefiaron oligonucleotidos
especificos (tabla 1) que permitieron amplificar la regién analizada la cual
comprende un fragmento de 945 pb. Los productos de la PCR se analizaron
mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%. En la figura 6a se observa la
electroforesis de tres reacciones de amplificacion cuyo tamafio corresponde con el

esperado. Cada uno de los tres fragmentos se escindieron del gel y se procedi6 a
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la purificaciéon del ADN, empleando Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega Corporation.)

El fragmento purificado se ligdo dentro del vector de transito pJET1.2, y 100 pl
bacterianas competentes E. coli DH5a se transformaron con estos productos de
ligacidon, posteriormente para liberar el fragmento correspondiente al promotor de
Fbxw15 se digiridé el vector de transito con la enzima Bgl Il. En la figura 6b se
muestra la electroforesis de la digestion enzimatica de 16 colonias recombinantes,
de las cuales la mayoria resultaron ser colonias positivas para el promotor de
Fbxw15; se observan las bandas correspondientes a Fbxw15 (945 pb) y al vector

de transito (3,320pb).

~ TBandas &Offespondie

ENaT

--~’

" Seeire / fn

Bandas correspondientes a fragmento Fbxw15 (945pb)

Figura 6. a) Fragmentos correspondientes a la amplificacion por PCR de la region
promotora de Fbxw15. El peso molecular de los fragmentos corresponden al tamafio
esperado (945 pb). b) Electroforesis de los productos de la digestion enzimatica con Bgl
II, de 16 colonias bacterianas recombinantes analizadas siete de las colonias resultaron
positivas para el inserto de Fbxw15.
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6.3. Subclonaciéon del fragmento correspondiente al promotor de

Fbxw15 en un vector reportero.

Una vez identificadas las colonias positivas, una de ellas se seleccion6 para hacer
un cultivo a gran escala y obtener asi una mayor concentracion de plasmido, el
cual se purificé con el kit QIAGEN® midiprep (QIAGEN, Inc.). El fragmento
correspondiente al promotor Fbxw15 se obtuvo por digestion, con las enzimas Bgl
II'y Hind Ill. De forma paralela el vector de expresién pRL-null se digiri6 con las

mismas enzimas y se fosforilo.

Siguiendo los pasos anteriormente descritos, el promotor de Fbxw15 se liberd del
vector de transito posteriormente se subclonoé en el vector de expresién pRL-null,
ambos, fragmento y vector fueron mezclados en una relacion molecular de 3:1.
Células bacterianas E. coli DH5a se transformaron con la mezcla anterior. Las
colonias positivas se identificaron digiriendo el plasmido pRL/Fbxw15 con la
enzima Bgl Il la cual solo linealiza el plasmido. En la figura 7a se muestra la
electroforesis de las digestiones enzimaticas de 16 colonias; se observa que la
mayoria de colonias solo contenian el vector de expresién (banda de 3,320 pb),
unicamente una de las 16 colonias contenia el plasmido recombinante. Se
observa la banda correspondiente al peso molecular de la construccién de
pRL/Fbxw15 (426 5pb). Posteriormente, para liberar el fragmento correspondiente
al promotor de Fbxw15. En la Figura 7b se muestra la digestién con Hind Il del
plasmido linealizado, la cual liberé el fragmento del vector de expresion, se

pueden observar dos bandas, una correspondiente al vector pRL (3,320 pb) y otra
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correspondiente al fragmento del promotor de Fbxw15 (945 pb). Después de
corroborar al inserto mediante digestion enzimatica, se procedié a realizar el
cultivo a gran escala del plasmido pRL/Fbxw15, para utilizarlo en las

cotransfecciones de la linea celular Hek 293.

S o Rbxw15+pRL-null b

a) B b (4,265 pb)

pRL-null (3320 pb).
pRL-null (3320 pb)

4mil pb — l
[y 3mil pb. ———> W \

) gy e ) e G e e ) G T

Plasmido sin
digerir.
Mil pb ——>

3mil pb 3mil pb \

" ‘ fragmento
3 4 Fbxw15 (945 pb)
1 L

Figura 7. a) Identificacion de colonias positivas. Se muestra la electroforesis de
plasmidos digeridos con la enzima Bgl Il, donde solo una colonia resulté positiva,
correspondiendo al peso molecular de pRL/Fbxw15 (4265pb.), la demas colonias solo
contenian el vector pRL-null religado. b) Digestion del plasmido con Bgl Il y Hind 1lI, se
observan 2 bandas, que corresponden a los pesos moleculares de pRL null (3,320 pb) y a
Fbxw15 (945 pb), respectivamente.

El plasmido recombinante aislado de la clona positiva, se purifico y
posteriormente se utilizé como templado para realizar una reaccion de secuencia.
Los resultados de la secuenciacién automatica se compararon contra la secuencia
tedrica corriente arriba del sitio de inicio de la traduccion del gen Fbxw15
contenida en la base de datos del National Center for Biotechnology Information,

U.S. National Library of Medicine, disponible en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. En

la figura 8 se muestra la comparacion de la secuencia de la construccion
PRL/Fbxw15 en sentido contra la secuencia tedrica y en la figura 9 se muestra la

comparacion de la construccion pRL/Fbxw15AS contra la secuencia tedrica.
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PRL/Fbxwl5
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PRL/Fbxwl5
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PRL/Fbxwl5
Fbxwl5b

PRL/Fbxwl5
Fbxwl5b

PRL/Fbxwl5
Fbxwl5b

PRL/Fbxwl5
Fbxwl5b

PRL/Fbxwl5
Fbxwl5b

PRL/Fbxwl5
Fbxwl5b

PRL/Fbxwl5
Fbxwl5b

PRL/Fbxwl5
Fbxwl5b

PRL/Fbxwl5
Fbxwl5b

PRL/Fbxwl5

CTCCTGCAGCGGCTTGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCAGAAAAAAAAAAAAAAAAATAAG
-——-CTGC--TGG---GTTCCTTGGGTTATTGTTTTACAGTACAAA-——————————————

* Kk kK * K * K Kk * K Kk kk kkkk kkk Kk kkk

GGTGTTTAGTAAAGTTACAGTTACTATTGATCCAGGACATAAGCCCTACCTGTAGATACA
———————— GTA---TCACAGTTACTAAGGATCCAGGACATAAGCCCTACCTGTAGATACA

* Kk Kk * kkkkkkkkkk R R i e b I b b I b b b I 2 e S b I b e I b b b i b

CATGTGAAGGAAATTTAAGAATGAAAATACATTCTGATTACTAGATAGTACTATAATCAT
CATGTGAAGGTAATTTAAGAATGAAAATACATTCTGATTACTAGTTAGTACTATAATCAT

KAKAAAKAAKNK KAAXAKAAKRAAAIAAA AN A KA RN A XA AN A A A A A A A, K, Ak Ak Ak hA ki Ak Ak h k%

CATGAATACAATCAGCATGACTCTTTTACTCTTTTTTGGAAACAAATTCTCATTCTTTAC
CATGAATACAATCAGCATGACTCTTTTACTCTTTTTTGGAAACAAATTCTCATTCTTTAC

KA AR KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A I A A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A A A Ak kA kA k%

CCTAGACTGGCCTGGAATTCATGTGCAGTACATGTAAAAGTATATGCAGGAGTGCCTATG
CCTAGACTGGCCTGGAATTCATGTGCAGTACATGTAAAAGTATATGCAGGAGTGCCTATG

KA A A A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR I A A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A A A Ak kX k%

CCTGTGTATGTGCAGAGACCAGCAATAAACATCATGTGTCTCTTTAACTGCCACTTTCTA
CCTGTGTATGTGCAGAGACCAGCAATAAACATCATGTGTCTCTTTAACTGCCACTTTCTA

KA A KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A I A A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A Ak Ak kA kA k%

CTAGAAAGCTGAGTATACAGCATATGATCTCAGAGGCTGTGCAGGCACAGAGAGGTGGGT
CTAGAAAGCTGAGTATACAGCATATGATCTCAGAGGCTGTGCAGGCACAGAGAGGTGGGT

Ak kA hkkhkhhkhkhk kA hhkrhhkhhhkrhkhkhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkhhkrhkkhkrhkkhkhkhhkrkrhkkxkhkkxk*x

CCTGCTGATCTAACTCAGTTCTCAAGGTAGACATAAACATGGAAACCAGAGTCCTTACAC
CCTGCTGATCTAACTCAGTTCTCAAGGTAGACATAAACATGGAAACCAGAGTCCTTACAC

kA hkkhkhkhkhkhhkhkhhhkhkhkrhkhkhhhkrhkhkhhhhkhkrhkhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkrhkxkkxk*x

CAGTAATTTGCAGCAACCTAACTGGCTTCATAAAAACAATTGAACCTGTTGAAAATTAGT
CAGTAATTTGCAGCAACCTAACTGGCTTCATAAAAACAATTGAACCTGTTGAAAATTAGT
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Figura 8. Comparacion con ClustalW?2 de la construccion pRL/Fbxw15 en sentido contra
la secuencia tedrica.
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PRL/Fbxwl5 CCCCAGATCATGTGCTTTTGGTCTCCACAGTGCCAGGAAGGGGTTGTTGAGCTCATCTAC 720
Fbxwl5b CCCCAGATCATGTGCTTTTGGTCTCCACAGTGCCAGGAAGGGGTTGTTGAGCTCATCTAC 621
Ak hkhkhkhhhkhkhkhkhhkhhkrhkhkkhkhkhkhhkhhkhrhkhhkhkhrhhkkhhkhrhhkhkhkhrrhkkhhkrhkhhkkhkhhhkhkkxkhxkxk*x
PRL/Fbxwl5 TCAGTGAAAATCACTGTGCAGTGAGTTAAGGTGTGAGCACTCTCAGCTGAGTGTTTCTGG 780
Fbxwl5b TCAGTGAAAATCACTGTGCAGTGAGTTAAGGTGTGAGCACTCTCAGCTGAGTGTTTCTGG 681
B i e b b b b b b i b b I I b b b b b b b I b b I I b b S I b b b I b b I I b b b b b b I b b b ab b b b b b b b4
PRL/Fbxwl5 TTCCAGTGAGTGGGGGCTTGGAGTCAGGCTGAGCGTCTACACAGCTGCAGCTTTCTCCAG 840
Fbxwl5b TTCCAGTGAGTGGGGGCTTGGAGTCAGGCTGAGCGTCTACACAGCTGCAGCTTTCTCCAG 741
R i i e b b b I b b e b b I b b b b b b b b b b I I b b S I b b b b b b I b b b b b b b b b b b a2 b b b b b b 4
PRL/Fbxwl5 TCAAAGTCTGATGAGCTGTGGTCGGCAATCCTGTGAAATCTTTGACCAAGTCTTTAAAAT 900
Fbxwl5b TCAAAGTCTGATGAGCTGTGGTCGGCAATCCTGTGAAATCTTTGGCCAAGTCTTTAAAAT 801
R i i e b b b i b b I b b I I b b b b b b I b b I b b b S I b b b I b b b b b b I b b b b b b ab b b b b 2 b b 4
PRL/Fbxwl5 CAGAGCAAGCTGGGGAGGAGAAAGAAGAGTCAGTGTGGACTTAGGCCAACTGAA-————~ 954
Fbxw15b CAGAGCAAGCTGGGGAGGAGAAAGAAGAGTCAGTGTGGACTTAGGCCA-CTGAAGATGGC 860
R I I I I e i I b b b i b b b b I b b b I b b b b b b I I b b I b b b b b b b4 * )k k k x
PRL/Fbxwl5 =  ———————
Fbxwl5b GATCCATTTACCTTGTTTGCCGATGATGAAAATCCTCTCCTATCTGGATGCCTACAGTTT 920
PRL/Fbxwl5 =>==ACEEENTEmrmroomroesooe oo oo s oo s o= 962
Fbxwl5b GCTACAGGCTGCCCAAGTGAACAAGGACTGGAATGAACTTGCCAGCAGT 969

* Kk kk k%

Figura 9. Comparacion con ClustalW2 de la construccion pRL/Fbxw15AS contra la
secuencia teorica.

6.4. Evaluacion de la expresion de Fbxw15 mediante el ensayo de
luciferasa.

La actividad transcripcional del promotor Fbxw15 se evalu6 de forma indirecta, al
cuantificar el nivel de expresién del gen que codifica para la luciferasa de Renilla
reniformis, contenido en el vector pRL-null. Para ello, células HEK-293 se co-
transfectaron con el vector pRL/Fbxw15 en sentido o antisentido, y el vector pGL3
CMV como control enddégeno, que contiene el gen que codifica para la enzima
luciferasa de la luciérnaga Photinus pyralis y el promotor del CitoMegaloVirus
(CMV) que genera un alto nivel de expresion. Como control positivo se utilizé el

vector pRL CMV. Lo anterior se describe en la tabla 2.
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Tabla 2. Construcciones colocadas por pozo para el ensayo de luciferas.

PRL/Fbxw15

+

pGL3 CMV

PRL/Fbxw15AS

+

pGL3 CMV

pRL null

+

pGL3 basic

pRL CMV

+

pGL3 CMV

Las lecturas de la luminiscencia mostraron que el fragmento correspondiente a la
zona promotora de Fbxw15 en sentido tiene una actividad 11 veces menor que la
que presenta el vector pRL/Fbxw15AS. En la Figura 10 se muestra la grafica del
porcentaje de la luminiscencia proveniente de las luciferasas de Renilla reniformis
del vector pGL3 CMV y Photinus pyralis generada por la actividad transcripcional
del promotor Fbxw15 en sentido y antisentido y de los vectores pRL CMV y pRL
null. Observamos en la Figura 10a el porcentaje de la actividad promotora del
fragmento correspondiente a Fbxw15 en su secuencia sentido (5.53 %), contra su
control endégeno pGL3 CMV (100%). en la Figura 10b el porcentaje de la
actividad promotora de Fbxw15AS (61.33%), contra su control endégeno pGL3
CMV (100%). En la Figura 10c el porcentaje de la actividad promotora de pRL
CMV (154.43%), contra su control endégeno pGL3 CMV (100%). Por ultimo en la
Figura 10d el porcentaje de la actividad de pRL null (0.379%), contra su control

endogeno pGL3 CMV (100%). Cada ensayo se realiz6 por triplicado.
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Figura 10. Representacion grafica de la cuantificacion de la luminiscencia proveniente de
las luciferasas de Renilla reniformis generada por la actividad transcripcional del promotor
Fbxw15 en sentido y antisentido y de Photinus pyralis generada por la actividad
transcripcional del promotor del CMV contenido en el vector pGL3CMV, asi como la
actividad de los controles positivo pRL CMV y negativo pRL null.

6.5. Sitio de inicio de la transcripcion.

Para confirmar que el sitio de inicio de la transcripcién se encuentra dentro de la
region promotora predicha por el analisis bioinformatico, se empled la técnica de
amplificacion rapida de extremos de ADN complementario (RACE 5 PCR). Se
llevaron a cabo las reacciones de amplificacion, siguiendo el protocolo descrito en
el manual del kit First Choice RLM-RACE kit (Ambion, Applied Biosystems). El
producto de la segunda amplificacion se analizé por electroforesis en un gel de
agarosa al 1.8%. En la figura 11, se observa una banda de aproximadamente 200
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pares de bases, cuyo tamafo coincide con el numero de bases que abarca el
fragmento comprendido entre el oligonucledtido especifico en antisentido en las
posiciones 146 a 127 y el adaptador externo ligado al sitio de inicio de la
transcripcion identificado por el analisis bioinformatico. Una vez purificado, este
fragmento se clondé en el vector de transito pJET1.2/Blunt para analizar la

secuencia del mismo, empleando un secuenciador automatico.

El analisis del electrograma mostréo que el sitio de inicio de la transcripcién se
localiza 33 nucledtidos corriente arriba del sitio de inicio de la traduccion. Lo

anterior coincide con el sitio tedrico indicado por el programa Matinspector.

Region 146 a 127 de la
region codificante del
gen Fbxw15 (200pb.)

Figura 11. Electroforesis del producto de la segunda RACE-PCR, se observa una banda
del tamafo esperado (200 pb aproximadamente). Reaccién por triplicado.
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7. Discusion.

En el presente estudio se determind la region que conforme al analisis in silico,
comprende el promotor del gen Fbxw15, cuyo ARNm se identifico a partir de un
ensayo de microarreglos de ADN complementario, que se llevd a cabo para
identificar en el ovario murino, genes con expresion diferencial durante el
ensamble y crecimiento folicular independiente del estimulo gonadotrépico.
Fbxw15 es un gen ovocito especifico que presenta una expresion bifasica. Esto
es, el ARNm se expresa en niveles elevados durante el décimo octavo dia
gestacional, disminuyendo drasticamente al dia siguiente, hasta incrementarse de
nuevo a partir de los primeros dos dias de vida, momento en que la expresion de
Fbxw15 aumenta de nuevo, coincidiendo con el ensamble y el crecimiento folicular
temprano (25). El transcrito codifica para una proteina con caja F. Las proteinas
con caja F participan en procesos proteoliticos mediante ubiquitinacion. Estos se
llevan a cabo gracias a un conjunto de proteinas que conforman el proteosoma
26s, el cual reconoce un substrato previamente unido al complejo ubiquitina-ligasa
E3, conformado por cuatro proteinas: SKP1, Cul1, Rbx1/Roc1 y una proteina con
caja F; esta ultima reconoce especificamente a la proteina destinada a
degradacion (35). A su vez, este complejo se une a otras dos enzimas, la primera
denominada E1, la cual activa de manera ATP dependiente a la ubiquitina al
unirse con esta ultima por medio de un enlace tio-éster entre el extremo carboxilo
terminal de la ubiquitina y una cisteina presente en el sitio activo de la enzima.

Posteriormente, la ubiquitina se enlaza con la enzima que la conjuga (E2). Este
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enlace ocasiona la transferencia de la ubiquitina hacia el complejo E3 en donde se
une al substrato por medio de un enlace isopeptidico entre el extremo carboxilo
terminal de la ubiquitina y residuos de lisina presentes en la proteina que sufrira
protedlisis (36). Usualmente, el proceso proteolitico involucra el enlace de

cincuenta 6 mas moléculas de ubiquitina con el substrato (37).

En diversos estudios se mostrado que la participacion del complejo SCF en la
regulacion por protedlisis tanto del ciclo celular, como de la transduccién de
senales (39). Mas aun, Zou y colaboradores (2013), demostré6 que Fbxw15,
participa en la degradacion de la proteina HBO1, la cual permite la replicacion del
ADN vy la proliferacion celular; por lo tanto, es probable que la actividad
transcripcional del promotor Fbxw15, ocurra durante las etapas perinatales en que

se requiere dicha replicacion del ADN (40).

El fragmento de 945 pb que comprende el promotor tedrico se subclond en un
vector reportero. Contrario a lo que se esperaba, la actividad transcripcional que
mostro el vector que contenia la secuencia del promotor en sentido, fue baja (5.53
%) en comparacién a la que presenté el control endégeno pGL3/CMV (100%). Sin
embargo, hay que tomar en cuenta que para analizar la actividad transcripcional
de Fbxw15, se utilizaron células de una estirpe diferente a la que naturalmente
expresa el gen correspondiente (HEK 293). Por lo tanto, podemos especular que
la baja actividad transcripcional del promotor Fbxw15, se debe a que la maquinaria
transcripcional presente en las células de rindn de embrién humano (HEK 293), no

es la adecuada para activar el promotor de un gen ovocito-especifico identificado
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en murinos. Para dilucidar lo anterior, se requiere utilizar una linea celular derivada

de ovario murino, preferentemente, lo cual se llevara a cabo en un futuro préximo.

Por otra parte sorprendentemente la construccion pRL/Fbxw15 que contenia la
secuencia de Fbxw15 en antisentido y que se utilizd como un control negativo,
mostro una actividad promotora superior (61.33%) a la construccion que contiene
la region del promotor en sentido, lo cual sugiere que el promotor de Fbxw15 actua
como un promotor bidireccional, el cual podria regular a un transcrito natural
antisentido (NAT), localizado en antisentido adyacente al gen Fbxw15. Al respecto,
los NAT son transcritos de la cadena de ADN en antisentido involucrados en el
control de la expresion de genes en eucariontes. Los NATs generalmente son
ARNSs no codificantes (41). Estos ARNs no codificantes podrian estar implicados
en la regulacion transcripcional en cis 0 en frans de genes vecinos o de /oci

diferentes (42).

Por otro lado, inicialmente y por azar se subclon6é en el vector reportero, la
secuencia correspondiente al gen Fbxw24 el cual comparte una homologia del
87% con el gen Fbxw15. La construccion de pRL/Fbxw24 mostré mayor actividad
promotora que Fbxw15 pero menor que Fbxw15AS. El gen Fbxw24 al igual que el
Fbxw15 esta localizado en el cromosoma 9 F2 (Figura 12), este gen se expresa
especificamente en tejido ovarico humano y su proteina correspondiente en

ovocitos (43).

Estudios metagendmicos en los que se analizd el perfil de expresiéon del ADNc

tanto de cigotos como de embriones murinos en etapas previas a la implantacién,
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demostraron la existencia de cohortes de genes con patrones de expresion
similares, lo que sugiere que estos genes presentan una funcion coordinada en
etapas especificas del desarrollo (44). La sincronia en la regulacion hacia arriba
de varios genes especificos de las células germinales de ovarios procedentes de
ratones neonatales, confirma lo anterior (45) y conlleva a la hipotesis de que la
localizacion del gen Fbxw15, en un locus conformado por varias secuencias con
un alto grado de homologia entre ellas, constituye un aspecto relevante para el
desarrollo folicular temprano en el ovario murino. Mas aun, estudios por
hibridacién in situ demostraron que dos de los genes (Fbxo12B y Fbxo12D),
presentes en el locus del cromosoma 9 F2, se expresan selectivamente en los

ovocitos de los foliculos primordiales (46).

Se ha hipotetizado que la agrupacion en un locus especifico de genes con un alto
grado de homologia, es consecuencia de la duplicacién de un gen ancestral (47),
por lo que es posible que la actividad transcripcional de los genes que conforman
dicho locus, ocurra gracias a los mismos elementos reguladores en cis. El locus 9
F2 se localiza en la regién subtelomérica del cromosoma, regiones genémicas que
se caracterizan por contener secuencias con un alto indice evolutivo (48). Como
tal, cada uno de los genes presentes en el locus 9 F2 podria desempefiar una
funcién especifica, pero a la vez complementaria y redundante dentro del ovario

murino, propiciando asi el correcto desarrollo del mismo.

Es importante mencionar el hecho de que en el analisis in silico se identificaron

regiones de reconocimiento a factores de transcripcion tales como: OCT-1,
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HOXA3, WT1, que son esenciales en el desarrollo y mantenimiento del foliculo y

nos permite sugerir que podrian regular al gen Fbxw15.

Chromosome 9 - NC_000075.6
[109516395 p [109702700 p

Fbmw23 Flw24 dfm—Fbos2S
Gn348588 Fbwwld
Fbxwls

Figura 12. Localizacién de los genes Fbxw15 y Fbxw24 en el cromosoma 9. Mapa
disponible en linea en: http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/382106.

8. Conclusiones.

- Se identifico la region promotora del gen Fbxw15 y del gen homodlogo

Fbxw24.

- Se clono satisfactoriamente la regidén predicha en el analisis in silico en un

vector de expresion

- La secuencia en antisentido de la region promotora del gen Fbxw15 poseé
una mayor actividad transcripcional que la correspondiente a la secuencia

del gen en sentido.
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9. Perspectivas.

De los resultados obtenidos en este estudio surgen varias interrogantes, algunas

de las cuales se plantean a continuacion.

¢, Cual es la funcién de la secuencia en antisentido de la region promotora del gen

Fbxw15 en el proceso de la foliculogénesis?

¢, Como son las interacciones que se establecen entre la region en sentido de la
region promotora del gen Fbxw15 con diferentes factores de transcripciéon que

participan en el desarrollo folicular ovarico?
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