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« esgaste, sus células se.

enuevan continuamente.

i La-  diferenciacién celular en el ' epitelio estratificado
queratinizado es un proceso en el cual algunas proteinas como
! éitoqueratina 14 (proteina del estrato basal), filagrina (proteina
del estrato espinoso) e involucrina juegan un papel muy importante.

En particular, la involucrina se presenta de manera diferencial
en las capas epiteliales, siendo mas abundante en el estrato
cérneo.

El mecanismo de regulacién para la expresion del gen de la
involucrina que participa en el proceso de diferenciacién se
desconoce.

En este trabajo se estudié la regién reguladora (RR) del gen gue
codifica para la protefna involucrina ‘humana (HI} la cual es
estudiada como modelo de expresién genética asociado. a
diferenciacién celular.

Dentro de la regién 5/ no codificadora del gen de HI, se
encontraron diversas secuencias consenso que pueden ser reconocidas
por factores reguladores de la transcripcién como AP1, NF1, K y
OCTA. Se realizaron construcciones a partir del plédsmido pA3H6B
(tiene insertado el gen de HI) con variables de los diferentes
factores de transcripcién para estudios posteriores como son
andlisis in vitro para conocer los factores primordiales para que

se lleve a cabo la transcripcién.



'.genes Y 1a organizacién general de los genomas

(areathnach R. 1931).
Actualmente se: define al gen como una secuencia de ADN que se

‘cranscribe como una unidad sencilla y que codifica par
ribonucléico ribosomal (ARNr), ARN de transferencia- (ARNt)'
mensajero (ARNm) y cadenas polipeptidicas (Alberts, B 1"989)'." :

GENES, PORTADORES DE INFORMACION

Cuando el interés se centré en el estudio individualizado de los
genes, apareci6é la Ingenieria Genética, empeilo gue no prospe:"é por
un tiempo ya que el contenido de ADN de una bacteria es muy grande
y mucho mayor lo es el de una célula de mamifero, la que encierra
unos 2500 millones de pares de bases (pb) de informacién organizada
a lo largo del ADN cromosémico (Shaphiro, A. 1983). Las secuencias

de bases se disponen en segmentos de informacién discretos llamados



,génes, cada uno presumiblemente responsab1§ de eéﬁécificarfléif
estructura de un producto génico como son las proteinas, ARNr'y
ARNt. Dos técnicas revolucionaron el andlisis de la estructura del

ADN: La primera de ellas procede del descubrimiento de las enzimas

llamadas epdonucleasas da mmﬁm extraidas de bacterias; estas

enzimas cortan las moléculas de ADN 8610 en secuencias especificas

localizadas en distintos puntos de la doble hélice. Una enzima de

restriccién permite establecer puntos de identificacién en el ADN

y reducir esta molécula -excesivamente grande- a un conjunto de

fragmentos discretos. Dichos fragmentos pueden separarse unos de

otros, en razén de su tamafno, mediante electroforesis en gel y

someterse a un andlisis posterior (Maniatis, T. 1982 y Lewin, B,

1990).

La otra técnica es la secuenciacidén del ADN. Se idearon varios
procedimientos por los que se podia determinar el orden y el tipo
de la secuencia de bases de un segmento obtenido mediante enzimas
de restriccién. Gracias a dichas técnicas se establecid, en 1978,
la secuencia entera de nucleétidos del genoma del virus de simio
SV40 (shaphiro, A. 1983). Dado que ya se conocia entonces el cédigo
genético, gue permite traducir una secuencia de bases en el ADN a
una secuencia de aminodcidos, ciertas regiones del genoma pudieron
traducirse en proteinas. Se dedujo asi la estructura de las
proteinas de SV40 a partir de la estructura de su ADN. De esta
forma se comenzé a estudiar un gen aislado.

como se ha visto el ADN puede cortarse, modificarse, volverse a

ensamblar y multiplicarse (amplificarse) en miles de copias.



organismos (én pérticular el hombre)
e algﬁnos gue ponen en evidencia’

arterioesclerosis, céncer .y hemof/iliaA,entr

puede ‘identificar a los genes impliéadoéj n

dicias, _gnfe}:iﬁe‘déde’é ¢
con lo que se amplia la perspectiva de un ‘diqgﬁégticd'cléyo bésac}d
en la disposicién genética en los aduitos'_e. '.incluso en él_emﬁrién
(Garland, E. 1983). ’
Histéricamente tres lineas de pensamiento han tenido que ver con
la formacién de la biologia molecular tal y como se conoce hoy: la
estructural, relacionada con la arquitectura de las moléculas
biolégicas, la hioguimica, relacionada con la manera cémo las
moléculas biolégicas interactuan en el metabolismo celular y en la
herencia, y la informacional, relacicnada con la forma en que se
transfiere el mensaje de una generacién de organismos a otra,
traduciéndose en moléculas biolégicas unicas (Lewin, B. 1990).
Ahora no s6lo se conocen los componentes de la célula, sino
también se conoce el funcionamiento molecular para la produccién de
la informacién genética, el ADN es la molécula que la transmite de

una generacién a otra. Para la preservacién y transmision de

informacién genética son rios los pr de DUPLICACION,




_(copia. del ADN ‘en forma

"TRANSCRIPCION, (proceso por el-cua

transcrito en forma de ARN‘:mengajérd
ribosomas); y TRADUCCION, (el men

los ribosomas para la sintesis:

expresados para llevar a chbo,ﬁn ambio morfolégico'y funcional..

El epitelio estratificadd'es erlos ejemplos de. més ulta
complejidad en diferenciacién calular (Kenneth J. 1966).

Durante el desarrollo, la expresién de los genes se regula tanto
en espacio como en tiempo. El espacio, es el medio en que estén
envueltos los genes, células, tejidos, érganos y organismos. En

~tiempo, . el reloj bioldédgico de cada organismo determina 1la
activacién e inactivacién de proteinas, moléculas que instrumentan
la diferenciacién celular. Lo anterior se lleva a cabo a niveles
altamente coordinados. Esta coordinacién depende de la existencia
de jerarquias, es decir, de genes que controlen la expresién de
otros genes.

&Qué factores determinan gue un gen se active primero que otro?.

Uno de los procesos més importantes que regulan la expresién de

proteinas es la TRANSCRIPCION, en ella participan entre otros

5



’par icular que sera transcrito.

“En eucariotes, los genes se dividen en tres clases deflnidas pork
‘f'e;_tipo de promotor y la clase de enzima ARN Pol. La ARN Pol I se’
16caliza en el nucléolo, sintetiza pre~ARN ribosomal (45S); la ARN
Pol IX, localizada en el nucleoplasma, sintetiza ARN heterogéned
nuclear (precursor del ARN mensajero- (ARNm) y -la ARN Pol ‘III, e "—i
encuentra también en el nucleoplasma y sintetiza ARN de bajq peso
molecular (ARN de. transferencia 5S). (Lewin, B. 1990).

El reconccimiento de un gen especifico por parte de’ cada enzima

'ARN Pol’” depende ‘de proteinas auxiliares’ llamadas fa

transcripcién (Fst) que también tienen una funcidén reguladora en:

cuanto a la expresién del gen. Los pioneros que reconocieron

Fst fueron Roeder Yy colaboradores en el aﬁo de’ 1980, ellos

estudiaron el promotor tardio de adenovirus y con una fraccién de
proteinas pudieron identificar cuatro componentes' TFIIA, TFIIB,
TFIIC Y TFIID, los cuales demostraron ser necesarios para.que-se

llevara a cabo un correcto. inicio de transcripcion, cpnjuntamente

6



con* 105 promotores (winqender, E. . 1990)
Actualmente se sabe -que TFIIA es necesario para la transcripcib

,rbasal TFIIB reconoce estructuras de ADN alterado e induce la unién’

f.al promotor; TFIIC es un supresor de eventos no especifico y‘TFII

- complejo de proteinas que se unen a un sitio consenso de AD

en adeninn y timina conocido como cAJA TATA y se localiza en las

cercanias del sitio de inicio de la transcripcién. TFIIA y TFIIB

son ahora llamados factores de iniciacidén general y se sabe que se
unen a proteinas de unién a la caja TATA llamadas 'TBPs ("TATA
binding protein") (Greenblatt, J. 1992 ykyikolov, D. 1992).
Existen otros componentes que estdn presentes en algunos'qenes
celulares como son los potenciadores, los cuales se pueden
identificar como secuencias especificas presentes en un tipo
celular (Lewin B. 1990) (Tabla 1). Estos potenciadores permiten
aumentar la actividad del promotor. Todos los elementos antes
mencionados son importantes para que se lleve a cabo la
transeripcién y funcionan como reguladores para la expresién de un

gran nimero de genes en distintos tipos celulares.




SP1 (CAJA GC)'
- ocraIr
NF1 (CAAT)




proteger. las supe . facle N. 1§i8) &

Las capas .ep. telia as son el mejor ejemplo de las- 1imitaciones ¥

a_ la; difusién de moléculas a través de la membrana. Poseen dos

superficies: ._la sup‘e;ficie apical que estd en contacto con el haz
de luz y la basolateral que estd en contacto con tejidos que
nutren a las células epiteliales (Sengel, P, 1976).

“La‘comunicacién de las células puede ser a través de desmosomas,
los cuales estdn conectados por tonofilamentos que permiten la
difusién de moléculas y presentan también placas adhesivas,
permitiendo el contacto estrecho entre las células (Sengel, P.
1976).

La comunicacién también se puede llevar a partir de uniones

comunicantes, estos constan de dos agrupaciones de estructuras

radiales situadas a continuacién una de la otra, con un poro. de



" filamentos intermedios estén presentes

“para ‘tipos particulares de células. pa T

su,bioquimica variable, la disposicién de 1os 

bipquimiéos demostraron gue los genes para las proteinas de los
filamentos .h%ltermedios, se expresaban de acuerdo con la via que

seguia el tejido durante la embriogénesis. La diversidad de viés da
.lugar a cinco tipos: a) filamentos de la glia de 80 A de diametro,
encontrados en el citoplasma de astrocitos: b) filamentos de
vimentina de 100 A de didmetro, presentes en fibroblastos,

sugiriendo que funcionan como soporte en el ci.t:oplasma:' c)

10
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se caracteriza .por. la produccién v el arregl espaci’al de: ciettov

} n\imero e componentes macromoleculares estruct rales Ase: a en dos

- 'fases. La primera es una fase de Bintesis de proteinns‘ eépecificas
de cada tipo celular. La segunda es el rearreglo de las células que
termina en la pérdida del nucleo y de organelos citoplasméticos que
son reemplazados por una matriz amorfa de queratina (Prunéiras, M.
1981)...

El epitelio estratificado se forma de varias capas celulares
que actuian en forma dinamica. Iniciando estédn 1las células
germinativas del egstrato basal, la caracteristica principal de
las células germinativas es gue tienen una alta capacidad mitética.

La sequnda capa celular llamada gstrato espinoso estd formada por

11



,dohvierte'ah querdtina, las

“,células queratlnlzadas con apar

~ terminal de ﬂxferenciacién (Sengel P.

1976), (Figura 1)

compleja Jjunto con el medio: que -las rodea,’ 1ograndob asi

homeostasis.

iz



INVOLUCRINA

QUERATOHIALINA

FILAGRINA .

ESTRATO: RSPINOSO

' ESTRATO BASAL CITOQUERATINA 14

Fig. 1. Diferenciacién de queratinocitos humanos en epitelio
estratificado escamoso. El epitelio estratificado se constituye de
varios estratos, en cada uno de los cuales predomina una proteina

caracteristica.

13




ente e ha despertado un gran inter

én de esta proteina, dada 1la “existencia de una

el p_api;omu, los cuales son huéspedes especificos del

I 1telio

stratificado escamosc una vez diferenciado (Leask, - A.
990) A, pesnr de la importancia de los queratinocitos en biolegia

vcelul‘qr y medicina, poco se conoce acerca de 1los mecanismos

“.moleculares de expresion de sus genes. Leask y colaboradores, en

19905 reportaron con detalle la caracterizacién de la secuencia y

-’%i'éé"'tactores que controlan un gen humano {gen K14), expresado
especificamente en queratinocitos durante la actividad mitética, en
células basales de epidermis de ratones transgénicbs. Estos
investigadores demostraron la existencia de los elementos distal y
proximal localizados en el extremo 5’ del sitio de inicio de 1la
transcripcién del gen K14 los cuales, cuando son combinados con
elementos de la caja TATA, paracen actuar en la expresidén

especifica de los queratinocitos. Se examiné la regién proximal con

14



GCC TGCAGGE v
CC ~ CCAGGC =92 e R L L

7 =322 GGC TGCAGGC ~-113
=329 GCT GGAGGC =321

* secuencia ‘consenso (con).

uhavsegunda proteina presente en a2l proceso de diferenciacién

del epitelio estratificado es la INVOLUCRINA, que al igual que la

15



31‘0 en este CESO COBIO marcador:‘ N

volucrina esta presente en"

genétiga

ligada

i‘LA INVOLUCRTNA HUHANA, UNA. PROTEINA IHTORTANTB N BL PROCESO.. DE’
‘“DIFERENCIACION TERHINAL DE EPITBLIO ESTRATIPICADO ESCAHOSO

Para‘la formacién del. estrnto term nal enéiaéion’del :
,epitelio escamoso estratificado, lus células miqran ala superficie
y ‘empiezan a ser permeables a iones, principalmente al " calcio
(Pillai, S., 19%20). El: flujo de calcio es responsable de. la
activacién de 1la enzima transglutaminasa, especifica de
.queratinocitos y que cataliza la formacién del estrato cérneo (Rice
Yy Howard, G., 1979). .
El precursor o substrato para la cubierta de queratinocitos es
la proteina de 68 kilodaltones (kd), conocida como INVOLUCRINA, que
se encuentra en el citosol y que junto con otras proteinas forman
enlaces entrecruzados, estos enlaces son activados por 1la
transglutaminasa y el calcio (Simon, M., 1984). Existen ocho
proteinas que participan en la formacién del estrato terminal,

todas estdn localizadas en la membrana excepto la involucrina. Seis

16




k(watt Fo 1981). Este estudio. abr

17



.~ calcio. El enlace:peptidico:se. llev

%A) Mecanismo de;formécién*d nlace ept{ edjados poﬁ~i§
enzima:transglutaminasa.: La:transglutaminasaii(TG}: no’;sombreada es
inactiva: yla sombreada esla:forma’activaen presencia del:ion

amino:de -las .proteina

Dy de:la: membran
-involucrina. o

B) Un modelo de formacién de la cubjerta cornificada, La
yuxtaposicién de la involucrina con las diferentes protefnas de la
membrana sugiere 1la posibilidad de 1la estructuracién de un
homopolimero que permite formar una red firme de enlaces
entrecruzados (Eckert and Green 198S).

18



BamH:L (B)] el cual esta organizado por dos exones q

contiene los sitios ‘de restriccién Rsa 1 (R)-y Pst:

and Green 1986).

KL INTRON COMO REGULADOR DE LA EXPRESION DEL GEN DE mvondcn:_mk

Un intron es una secuencia presente en el ADN de células
eucariotas y en arquecbacterias que puede ir desde 80 a 10,000
nuclestidos. Durante la transcripeidn, el intron sigue presente en
el transcrito primario y se remueve durante la formacién del ARNm
maduro, de tal forma que no codifica para ninguna regién de la

proteina producida.
19




imianto protéicos K.,71983) que no sélok;

 1nterac uan en la reglon no codificadora. Se ha observado que el
-1ntron 1 de c-myc forma parte de la regulacion postranscripcional

vel terminal (Bentley, D., 1988), )
g_iggw parece influir el encendido y apagado de la proliferacidn

éelular y diferenciacién en una variedad de tipos celulares. La
~fequlacién de este gen comprende mecanismos transcripcionales como
postranscripcionales (Collart, A., 1991). La transcripcién se
regula grandemente a nivel de la iniciacién y la postranscripcién
en el proceso de alargamiento (Blanchard, J., 1988).
Carroll y Taichman en 1992 encontraron que en la expresién del

gen de involucrina, el intron actua bajo ciertas condiciones como

20



uccién, degradacion del ARN y control activacional de»

-la proteina. si lo manejamos como .un sistema, existen innumerab]es
variables para la expresién de un gen, pero la expresién de muchos
qer_:_es se -controla predominantemente a  nivel - transcripcional.
'- ‘Exi‘s‘t'en factores especificos para cada tipo celular que permiten la
"‘x"iegulacién de sus genes, conocer los factores que intervienen en la
,transcripcién de la involucrina, nos permitird profundizar en su
estudio, como un modelo de - un * gen-. regulado durante la
diferenciacién de epitelios: siendo‘que el ebitelio constituye uno

de los mejores ejemplos de diferenciacién celular.

21




“A"LA*DIFERENCIACION:CELULAI

A) CLONAR LA RR.DEL GEN DE'LA H

B) FRACCIONAR ¥ SUBCLONAR LA RR DEL’GEN:DE LA HI.

C) LOCALIZAR SITIOS POSIBLES ,Dﬁ INTERACCION Coﬁ FACTORES. DE

TRANSCRIPCION EN LA RR DEL GEN DE LA HI..

22



3H6B. .se realizé l:

: amplificaciéh) [':;ai' y

PLASMIDOS

Los plédsmidos s;:ri elementos de ADN extracromosomales,
encontrados en . una amplia variedad de especies, principalmente
bacterias. Son circulares de doble cadena y tienen un tamafo entre
1 a 200 kb aproximadamente. Las caracteristicas que definen a un
pliasmido son: que codifica para una resistencia a antibidticos
u‘cili.z.ada como marcador de seleccién, origenes de duplicacién que
permiten un gran numero de copias, sitios unicos de restriccién que
facilitan el proceso de la clonacién (Maniatis, T. 1982).

Se describen a continuacién los pldsmidos usados en este
trabajo.

a) pA3HeB

Es el pldsmido que contiene el gen de andlisis, del cual se to'mo”

23



gién no codificadora .

transcripcién de' la regién no codificadora

sitio_debinicfo d
nvolucrina (Richard. L, 1986) (Figura 3).

del 'gen:de ia;

cbn5§1§h§o 1 sia’ del fragmento de 827 pb lo ampliticarch

‘médianté»ldvfeaécidh cadenn de la polimerasa (PCR) creando un'

sitio Xba 1°

1tic al: pnra su _clonacién rrente al gen CAT del

vector -pCAT~-basi

c) pucle

Vector de 2686 b, utilizado ‘para

"tragmento de ADN que contiene un’ gen de r
con-un sitio de clonacién multiple (SCH) de 58:p
1985). P o
d) pCAT-promoter

transferasa), el cual se expresa d



ragmentos

1i d de obtener la: . regién reguladora

"ncodificadora completa del pldsmido pA3H6EB se realizé una cinética"

"de dxgestiénl a rtir de restricciones parciales.
La eticiencia ‘de ‘cada enzima depende del tiempo de restriccidm,
N as,i.como de la concentracién de la enzima. La cinética de digestidn
N ‘s‘e r’erealb__izén‘en 1os ensayos con la enzima Apa 1 en diferentes tiempos
(60, :\o, 20, 15, 10y 5 minutos) y diferentes concentraciones. de

enzima (20,°10.y 5 unidades).



N aqarosa en un volumen de 20 ml de amortiguader TBE 1x, (mH)

80, . dcido -bérico 80 Yy EDTA 2, calentando 1la solucién hasta'

ebullicién para disolver la agarosa. La solucién se virtié en na
cémara para” geles colocando el peine formador -de- pozps;en u
extremo; una vez que la temperatura bajé aproximadamente a 59'0 Ve
agregd ' Bromuro de . Etidio (0.05 pg/ml) para tedir 105 ,a¢i§o
nucléicos. G

“'una “vez’ solldificada la ‘agarosa, el béiﬁé"Ee'

1ntrodujc a una cdmara de electroforesis horlzontal




dependid dgi tamario. de

Los frdq'inéntoé “de  ADN: {

visualizaron exponiendo el ge

(320 ).

: Se ‘armé un par de vic

. 'con',:sep'araaares' de- 1. v i
silicona pai;a evitar fugas. Se srocedié a preparar la so ulckl_n dé_

hc;ilémida- en . .un. tubo 66n166' de -‘polipropileno ' de ‘50'35'1-:»1’1'

- agkegaron 10 ml de sol_ucioﬁ de acrilamida-bis-acrilamida ‘(':‘l‘yéut).,zs %
ml de TBE 10X y se ‘llevd ‘a 50 ml con agua 'bidestif.l.ada."f‘
Posteriormente, se agregaron 50 ’ul’de TEMED, que es un catalizndbr -
de la polimerizacién y 150 sl de persulfato de amonio al 10%, el
cual al homogenizarlo con 1los demds componentes, inicia 1la
reaccién. Esta solucién se vertié a la cémara de vidrios evitando
burbujas y se le introdujo un peine formador de pozos. Una vez
polimerizada la acrilamida, se retird el peine y se montd en. una
cémara de electroforesis vertical con TBE 1X, se lavaron 1os pozos
con el mismo amortiguador guedando listo el gel para la aplicacién
de las muestras.

Las muestras se prepararon con colorante indicador de corrida y

‘ se colocaron cada una de ellas en los pozos del gel. La migracién

electx‘obforética se llevé con voltaje constante a 250 V.

27



..;algodén,. se colocé el fragmento de agarosa {que - contiene

L kbise obtuviefon por electroeluciédn.
~;a)fPur ficacién de fragmentos de ADN con nitrégeno liquido.

;Se  preparé una punta amarilla para micropipeta tapada conv
i

fragmento de ADN) dentro de la punta y se congelé durante 5 minutos-
en nitrégeno liquido. Se corté un tubo de microcentrifuga de 500 ul
en la base y sin tapadera y se colocé la punta dentro del tubo.
Este a su vez se colocé dentro de un tubo de microcentrifuga de 1.5
ml sin tapadera. Se centrifuqgé en una microcentrifuga a 15,000 rpm
durante 15 minutos y se tomé el liquido del tubo de 1.5 ml; a este
liquido se le anadié medio volumen de fenol saturado y se agité

con vértex, después se agregd medio volumen de cloroformo-alcohol
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eleétroéiﬁci&n. et

El trozo de agarosa se introdﬁjo bn:unh'bolsa‘défdiéliéis‘cbn:
porosidad excluyente para moléculas de 12-14000- daltones. Yy se
acomodé en uno de los extremos de la bolsa, se intfodujo TE 1X

hasta que cubrié complatamente el gel. Posteriormente se puso en

una cdmara de electroforesis horizontal ‘con TBE IX y se aplicé un
voltaje de 100 V, de tal manera que el ADN saliera del gel de
agarosa y quedara en el amortiguador TE 1X, una vez hecho, se
rescaté el ADN de la bolsa y se precipité con acetgto de amonio-

etanol absoluto.
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orte’‘con’endonucleasas de -

eriemos un sitio Hind

io BamHl, esto dirigié la.

o con:respecto.a’los extremos del. vector. .

El ‘vectqr4 linearizado por una. sola enzima t;eﬁe extremos
flanqueados por el mismo sitio de restriceién, ya sea cohési?os [
romos. El hecho de que tengan un mismo sitio de reconocimiento le
permite al vector recircularizafse, impidiendo de esta forma 1la
entrada de cualquier inserto; es por ello que fue necesario llevar
a cabo la desfosforilacién del extremo 5/ del ADN (Figura 5). Para
3 pqg del vector se utilizé 1 ul de fosfatasa alcalina y se incubd
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: IGIENGIA DE
A Y ORMACION

Figura 4. ‘,Di.a_gra'ma de la’ clpha_cibﬁ' dirigida.
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BAJA EFICIENCIA DE
TRANBFORMACIO

}

ALIA EFICIENCIA DE
. TRANSFORMACION

Figura 5. _'I_Jeérosjf‘ori‘iacbién del AaDN.
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imi a;dn las . =

ad:Lc.mno dGTP ,dTTP,

am tlguador (m}l). Tris-ﬂcl 10,




“cn medlo SOB (q). Bactotriptona 20, Nac

a '37> é'—con agicacién con

,horas, 500 ul de este precultivo se inocularcn e

SOB complementado .eon 10 mM de Hgso., .se" inc\lbé con




‘é duplicacién, se copie muchas veces el

’ prlé‘sr‘niiy'l‘o. e ;

A una alicuota de 200 #1 de suspensién de bacterias competentes
DH5a se agregaron 50 ng de ADN y se incubé por 20/ en hielo.. . _

La mezcla se incubé en bafio marfa a 42°C por 90 segundos y =
nuevamente en hielo por 2 minutos; se afadieron 800 pul de medio SoC
(medio SOB + 16 ul de glucosa al 20% + 8 pl de MgSo, 1M), y se. .
incubé en agitacién a 200 rpm durante 45’ a. 37°C. )

Se vertieron y espatularon 100 gl de este cultivo en cajas de
medio agar-Luria-ampicilina (50ug/ml) mas 40 ul de IPTG (isoprcpil"'
B-D-tiogalactopiranosida) (100 mM) 'y ' Xgal (5 Bx‘o




spendié en 200

% y.‘s'e‘ le agregd




8 procbedié a realizar 1a ampliticac 6n plésmido (1nctemeﬁto
‘del ‘n\lmero de - copias por celula} detenlendo la sintesis de
proteinas bacte;;ianas con-170 ug/ml.de cloranfenicol Y se incubé en
agitacién.a 200 rpm a 37°C dufani:e 14 horas.
'El cultivo se transfirié a botellas de polipropileno de 500 ml
y se centrifugé durante 10 min a 5000 rpm en un rotor Beckman JA-10
a4’c. o ;

El sobrenadante 'se eliminé y la pastilla de bacterias se
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"BURTFICACION DE PLASMIDOS POR GRADIENTE ISOPICNICO DE:CSCL."
Para tener el pldsmido libre de ARN e 1mpurezas»se‘rea;izé'1a
purificacién del plasmido por gradiente isopicnico, que consiste en

separar los componcntes seguin su densidad. El1 ADN plasmidxco puede

presentar tres tipos de confaormacién: relajado, 11neal y
superenrrollado; ésta conformacién hace la diferencia de densidad
¥ por lo tanto su distribucién en un gradiente varia. E1 ARN es mds
denso que cualquier conformacién del ADN, quedando empastillado en
el fondo del gradiente.

Para la purificacién del plasmido se obtuvo el ADN total y se le
afadié 1 g/ml de CsCl el cual se disolvié por inversién. Por cada
5 ml de la mezcla (CsCl, TE 1X y &dcidos nucléicos), se antadieron

400 pl de bromuro de etidio (10 mg/ml), alcanzando una densidad de
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blialémaro -

,(‘DN superenrrollado) Para colectar el ADN, se :omp Sel vécib de1f

ringa de 5 ml y ‘una’ aguja de 18:

‘qtubo y se axtrajo el ADN con una

Para qultar al bromuro de atidio se h101eron varios lavados con
isopropanol saturado con Nacl formando dos fases, la fase organicn
(1scpropanol) y “la’fas acuosa en donde estuvo presente el ADN.

" El plasmido en: solucién se 1ntrodujo a bolsas de didlisis y se

dializé contra TE'1X haciando‘tres cambios de TE 1X durante tres -
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'.ANALISIS COMPUTACIONAL DE SECUENCIAS DE ADN CONOCIDAS -

3 El ‘reconocimiento de secuencias de ADN se hizo a partir de un
analisis computacional empleando el programa SEQ.4 (Alvarez-Salas,
L. 1990), el cual es aplicable esencialmente para buscar sitios
piobables de interaccién de proteinas reguladoras de 1la

transcripcién en una secuencia discreta de ADN.

Los sitios consenso de factores de transcripcién buscados

fueron:
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1a figura 6




codificadora del pA3H6B. Los nuclest

las secuencias: consenso que Son :recol

caja TATA. La numeracioén que s

indica el niimero correspondiente'ide

no codificadora del pXSHG'B.
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AAAGTAGT T TGGT T TGTCAT TATAAAAAGEAATACT TAT TTT TATAT TGTGTAGATTCAA T
NF1

CTTGTTTCCTTGCCTAGAGTGGGCCGRGCT]T TGGAGK TCT TATGAGCATGGCAT TCCTGAG -

OCTA NF1 :
AACTTCTCTAACTGCAGCCTCGGGCATAGAGGCTGGGCAGCAAQTGGCAGCAGCAGAGGAC

NF?

TCCTAGAAGCCT TCTACT TGACTCTAGT TGGCQTARAGTCAAAL TCCCTCCACCAAAGAC A

NF1 X
GAGTTTATT TCCACATAGGATGGAGT TAAAAAATATAT TCTGAGAGAGGAAGGGCTTGTG G
CCCAAGAGAACACCCCAGAAATACCACCCCTTCATGGGAAGTGACTCTATCT TCAAACAT A

TAACCCAGCCTGGACATCCCCGAAAGACACATAACT T TCCAT[T TCATGCCCT TGAAAGTGA

0CTA

ATCT AATAATGAGAACAAACTCAT TTTGAAAGTGGAAAAAT TGAGAT TCAGAG

WF1
CAGAAGT T TGACTAAGGT TCACAAAACAGTAGGATGCCTCACTCAGCTCCCTGTGCCTAGT
CAGAAAAGCATCACAGGAATAGT TGAGCTACCAGGATCCTCTGGCCAGGCAGGAGCTGTGT

GTCCCTGGGAAATGGGGCCGTAAAGGGTTTGCTGCT TAAGATGCCTGTGRTGAGTCAGGAA

AP1

GGGGTTAGAGGAAGT TGACGAACTAGAGTGGTGAAACCTGTCCATCACCTTCAACCTGGAG

GGAGGCCAGGCTGCAGAATGATATAAAGAGTGCCCTGACTCCTGCTCAGCTCAGCACTCC A

CCAAAGCCTCTGCCTCAGCCT TACTGTGAGTCTG




fragmento fue clonad

las enzimas que flan

la transcripcié

plasmidoﬁresultante fua pINGlO.

obteniendo el fragmento clonado
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Figura..7.. c1 cid dirigida d os:fragmentos de 79 y 138 pb

- obtenidos a partir de p827c. I.faé lineas -de - mayor. grosor
'cotresponden a los fragmem:os de 79 y 138 pPb. El fragmento de 79 pb
esta flanqueado por Pst 1% (P) y Xba 1 (X), el de 138 pb por Hind
TIT-(H) 'y -Pst.1...
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CONSTRUCCION DE LOS PLASMIDOS PIN79 Y PIN138

- X
@ p

p827c.b.

2674 pb © - 79pb.




'fFigura
'.construcc

e marcadu corresponde ul vector en

‘a, tiene presentes los sitios de restriccién [Hi' (H), Pst 1

(P) y Xba 1 (X)) por los cuales se obtuvo 1a subclonacién ilustrada
en a’. Se muestran los sitios de interaccién con los’ factores de
transcripcién [NF1 (@), OCTA (v), AP1 (O) y K (v)), la caja TATA
representada como una barra negra, as{ como la posicién que ocupan
los fragmentos en la regién 5/ no codificadora del pA3H6B. En la
parte superior del extremo derecho, se encuentra el gel de
acrilamida donde estan presentes los fragmentocs producidos al
digerir cada uno de los plasmidos con las enzimas que permitieron
obtener el fragmento deseado y en la parte inferior se muestra el
vector puCl9 con los sitios de clonacién multiple en el cual se

clonaron los fragmentos.
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: SITIOS DE SECUENCIAS DE RECONOCIHIENTO A;-

‘FACTORES DE. TRANSCRIPCION

S

)

GTGAGTCA
AAGTCAAA
TGGCA
TTGGCC
TTTGGCCT
TTGGCC
CTTTCCAT

GGCA -
~ TGCTTTGGAG
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El fragmento de 610 pb se cloné
desfosforilado y se obtuvo el plésmido p610c

pCAT-promoter. La estrategia que se sigu16 fue reparaf‘el.éx
Hind III del fragmento de 138 pb y‘qi extreno BamH1 dg;,
para que fuesen compatibles en el extremo 5"péru’én,;iq&ci¢n

ambos se llevé a cabo una segunda digestién; ésfa véz con'Pstvl en .

el extremo 3’ para especif{cur la orientacio_bdel fr gmento con‘
respecto a la caja TATA. Esta- construccién fue llamada p138c p-

(figura 9).
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Figura 9. Esquema ‘del fragmento de 138 pb 'en el vector pCAT=

promoter. El p827c.b. se digirié con Hind III (H) y el vector
pCAT~promoter con BamHl (B). Los sitios para BamHl del vector y
Hind III del inserto se perdieron, ya que son modificados por la
integracién de desoxirribonucleétidos necesarios para la ligacién

del inserto-vector por 1la enzima Klenow. Una vez reparado el

extremo H del fragmento y B del vector se pr de a la
restriccién con Pst 1 (P) tanto del inserto (138 pb) como del

vector (4481 pb).
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CONSTRUCCION DEL PLASMIDO p138cy

4 Bam H1
PCAT-promotor

DIGESTION CON . -
‘ . BamH1 ..

CORTE COMESIVO B~

asr
+  ecrr

-
3
s

EXTREMOS ROMO o __, .

DIGESTION CON -
. Pst1 :

P-




i Para mostrar 1os ragmentos integrados de los plésmidos construidos
La enzima Eco Rl fue el

Vse restringio conﬂﬂind III-Eco R1,

Apa 1 al sar unida con el sitic Xma 1 (Figuras 10 y 11).

Apa-l, ya ‘que se perdié el sitio de reconocimiento dem_




: 1onacién diriqida'

iobt:enidos a partir de’” p827c - Los fragmentos de 197 pb (Apa 1
k(A)/XDa 1 (X)) 'y el de 630 pb (Hind III(H)/Apa 1(1\)) “'Se’ ¢clonaron
*direccionalmente en pUC19 digerido c¢on  X-Xma 1 (Xm) y H-Xm,

respectivamente, perdiendo el sitio A del inserto y Xm del vector.
En la figura se muestra el sitio Apn 1 y al sitio Xma 1 los cuules

'“son compatlbles para unirse.
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' CONSTRUCCION DE LOS PLASMIDO

|

simio apa s+ 8 GGCC|C " ginigy
¢[cecga GSITIO'XmaJ

+




| SECUENCIA DE RECONOCIMIENTO A’FACTORES DE
| TRANSCRIPCION

" 'GPGAGTCA

TATAAA 100%
AAGTCAAA 100%
CAATA 80%
TTGGAG 85.7%
TGGCA 100%
TTGGC . 100%
TTGGCCT 85.7
TTTGGCCT 85.7%
CTTTCCAT 87.5%
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: Fiéqra 11. Mapa de los pldsmidos pIN197 'y PIN630." Construcciones

Vreﬁllzadas a partir del plésmido p827c.b: el nom&re enmafchO'
corresponde al vector por el cual se cloné el fragmento. En a estdn
representados los sitios de restriccién [Hind IIT (H), Apa 1 (A) y
Xba 1 (X)] mediante los cuales se obtuvo la subclonacién descrita
en a’, se sehalan los sitios en donde posiblemente interactian los
factores de transcripcién [NF1 (@), OCTA (v), APl (O) y K (v)]1, la
caja TATA estd representada por una barra negra, asi como los
nucledétidos que abarca el fragmento. El numero de los nucledtidos
se relaciona con la posicién gue ocupa este fragmento en la regién
8§/ no codificadora del pA3H6B. Los circulos que tienen indicado
"nt" son los nucleétidos que se adicionaron para la clonacidén del
fragmento de 630 pb. En el extremo izquierdo superior se encuentra
el gel de acrilamida donde estan presentes los fragmentos de cada
uno de los plasmidos digeridos con las enzimas que permitieron

obtener las clonaciocnes.
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pINIST/H-E
pB27c.b/A-X
PIN63O/H-E
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CLONACION DE: ch;FIéADoRA' COMPLETA DEL
cpmp}eta;del plasmido PAJH6B consta
. de 2597 2 A
BLL gen HI: clonado en. p):!HGB astd flanqueado en el extremo 5’ por
‘Hind III (Figura 3 pcr lo que se restringié este plédsmido con Hind
SITX “1inearizandolos Posteriormente, se realizé una segunda
restx’:\',icciénfcbn Apa I por ser la enzima que tiene un unico sitio de
‘cdrt‘:g en el pléasmido p827c.b. (plésmido que se utilizé como vector
- para"la clonacién de la mayor parte de la RR del p?\BHGB).
: ‘f EI’ pA3H6B digerido con Apa 1 dio lugar a tres fragmentos de 900,
1500 (de la regién no codificadora) y 6600 pb (de la regién
codificadora y vector) (Figura 12).

Se realizé una subclonacién del fragmento de 1.5 kb (Hind
III/Apa 1) en el vector pUCl9 (Figura 13).

Se procedié a realizar una cinética de restriccién del pA
3H6B/Hind III de 5, 10 y 15 minutos con la enzima Apa 1 para
obtener fragmento de 2.4 kb (Hind III/Apa 1) que contiene 1a mayor
parte de la regién requladora (Figura 13).

Paralelamente, se realizé una doble digestién del pldsnido
p827c.b. con 1la enzimas Hind III y Apa I obteniendo dos fragmentos,
uno de 630 pb (Hind III/Apa I} regidén no codificadora y otro de
4561 pb (Apa I/Hind III) que comprende 197 pb de la regién no
codificadora mds 4364 pb del vector pCAT-basic.

Una vez obtenidos los fragmentos deseados se ligé el fragmento
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“{Apa I/Mind: 1I1) de p8276.

reéuiadbta ‘completa‘del ge
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Figura'-12.  Diagrama de ‘la es atégie‘bérafbbteper el. pldsmido

S pé.sc.b. =
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ESTRATEGIA PARA LA OBTENCION DEL PLASMIDO 2.6c.b. 5

Ho-

H H H Ho
| J | et
p827c.b. (6191 pb) ‘ BA3HEB (9.0 Kb}~
plg. - DIG.PAR.
Apa 1 Apa 1
H AA H H AAA L H
L 1 ] | Ll |
630 pb 4561 pb 2400 pb 6600 pb |

LIGACION



,,Eig‘uta 13. Hapa de ié‘st'pla.s'mbidos' p26cb y pINyl'r.‘rs :obt-:e‘nid'os del
éictféﬁéirg’, é;lr'wélésrmido' piﬁHéB. a) Los diagramaé muestran la
'obtebnbcyié‘rr-u delllos fragmentos de 2.4 y 1.5 kb a partir p) 3H6B con
‘en‘z'im'as de restriccion como es Apa 1 (A). Los circulos "nt" indican
los nucleétidos que se adicionaron para la clonacién del fragmento
de 1.5 kb (reparacién). En la parte izquierda se muestra la
fotografia del gel de agarosa donde se aprecian las restricciones
parciales que se realizaron con Apa 1 para obtener el extremo 5’ de
la regién no codificadora del pPA3H6B, as! como la obtencién del
fragmento de 1.5 kb.
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;5’ NO' CODIFICADORA DEL PLASMIDO pA3H6B CON PATRONBS DE DIGESTION

Se desconoce la secuencia completa de la regidn 5’ del pldsmido
pA3H6B por lo que se procedié a obtener un mapa de restriccién
utilizando diferentes tipos de enzimas que cortan en la regidn
reguladora.

El mapa de restriccién se realizo tomando como base el extremo
5/ que tiene el sitio de reconocimiento a la enzima Hind XIII de la
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regién no codlficadora del:p
: digestiones por~ separado
- pl&smido pz 6c.b.:: con Hind
‘enzimas que corten .dentra
dobles- digestiones. Hind’
fragmento de 2.6 kb.

.age 1

La digestién del” pz 6c.b. . con la'enzifna Acc 1 lineariza al
plésmido (6964 pb). Comc eJ. vector no, tiene sitio de reconocimiento
para la enzima Acc 1 (cornelia, ‘M., '1982), este sitio se 1ocaliza>
dentro del fragmento. 4\1' reiarl:lz‘ar' la sequnda digestioﬁ con Hind
IIXI, se generan dos fragmentos de 12‘50 y 5714 pb. (Hind IIX/Acc 1)
(Pigura 14).

Apa_l

La enzima Apa 1 genera dos bandas de 900 y 6064 pb al digerir el
plasmido p2.6¢c.b., esta enzima tampoco corta en el vector. La doble
digestidén con Hind III despliega tres bandas de 900, 1500 y 4864
pb, entonces los fragmentos de 900 y 1500 corresponden al fragmento
clonado, el fragmento de 1500 no se presenta cuando se realiza la
digestidén tipo 2, esto quiere decir que l1la banda de 1500 pb estd
flangqueada por el extremo 5’con Hind IIXI y en el 3’con Apa 1; la

banda de 900 pb que se presenta en las restricciones tipo 2 y 3

59



“El p2.6c.b. genera dos bandas de 1100 y 5664 al rgét‘:zjinqi;l ) con
kBgl 1, el fragmento de 1100 pb corresponde a una pérﬁ de 1aregién :
reguladora, el de 5864 se encuentra la otra parte ‘de ‘1ar regioén

reguladora y el vector (Figura 14).

Bst 1

La digestioén de p2.6¢c.b. con Pst 1, genera tres bandas: de 610,
1200 y 5164 pb. El vector estd contenido dentro del fragmento de
5164 pb por lo que los fragmentos de 610 y 1200 pb pueden
registrarse dentro de la regidén reguladora y no dentro del vector.
Ccuando se restringe con Hind III se generan las mismas dos bandas
que con Pst 1 (610 y 1200) y una banda mds de 700 pb, lo que quiere
decir gque dentro del fragmento de 5164 pb se encuentra parte de la
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v Rsa 1 genera cuatro bandas de 600, 700, 1000 ¥ 3054 pb del

e pz 6c' b. Sin embargo, el vector también contiene sitios para Rsa 1.

g Las bandas de 600 y 700 pb corresponden al vector (Cornelia, M.,
1982),_ el fraqmenco de ‘1000 corresponde a la regién reguladora

flanqueada por Pst 1y el fragmento de 3054 pb contiene parte de la

“regién fré‘g'ula_édra:: al ‘restringirlo con Hind III se generan dos
bandaév'iﬁés',: una d_a 1900 pb (parte del vector) y otra de 1200 pb
Hind III/Rsa I (Figura 14).

Ken 1

Kpn 1 lineariza el p2.6c.b., el sitio corresponde a la regién
reguladora y no del vector pues éste no tiene sitio de
reconocimiento para Kpn 1. Cuando se realiza la doble digestién con
Hind III despliegan dos bandas de 1500 y 5464 pb, donde el
fragmento de 1500 pb estd flanqueado por Hind IIT y Kpn 1 y por lo
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Ser realizaron dobles digestiones pero ahora con Xba 1 y Kpn-l con

la finalidad de ubicar la posicién de estos sitios de restriccion

_...en el fragmento de 2.6 kb. Al utilizar estas enzimas en el p2.6c.b.

se generarocn dos bandas de 500 y 400 pb, la de 500 pb esta
flanqueada por Xba 1, misma que se presenta cuando se restringe con
Xba 1 y otra banda que sélo se presenta con la digestién Kpn 1-Xba
1 de 400 pb, con ello confirmamos los sitios de restriccién de la

regién reguladora (Figura 14)
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Figura 14. Caracterizacién del  -plésmido pz.sé‘.b
endonucleasas de restriccién. En la parte’ superior se muestra el
vector pCAT-basic que tiene un gen reportero CAT el cual  puede

reportar la actividad reguladora del fragmento clonado y sitios de:. ' -

restriccion unicos en el que se clond el fragmento de 2.6 kb‘._‘ Enl L

parte media se muestran las digestiones que se llevra'rrdnA :a:i:»u‘bé'/;qon: ;

las enzimas Acc 1 (Ac), Ava 1 (Av), Bgl ‘1 (B); C.
(P), Rsa 1 (R), Kpn 1 (K) y Xba 1 (X). Las bandas g
as{ como el marcador (m) -permitieron "‘éiébdrail
s‘qﬁ‘e}ﬁarﬁiz‘a _eh" la parte

restriccién del plasmido p2.6c.b. gﬁ‘e, se

inferior..
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expresion :selectivaide algunos genes (Kenneth g 1966)

estructura.

© Primordialmente nuestro interés en elaborar todas estas
construcciones plasmidicas fue obtener 1la materia prima
indispensable para profundizar en el mecanismo de regulacién
transcripcional de este gen, mediante otras herramientas
moleculares. Este proyecto contempla en su totalidad dilucidar qué
tipo de interacciones ADN-Proteina se dan a lo largo de la RR del

gen HI.

Las construcciones realizadas a partir del plasmido pez?c.b.';: i
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pINsso. “Prene una - ‘poza™

transcripcién: NF1, OCTA y K,_ ;_ : i F : :
Elvplasmido pPIN197 ademds de'dontener la caja TATA présenta
siti i

La. presencia de siﬁiéé"v(sééﬁénéias de AbN) pbsibiémente

APl

reconocidas por factores de transcripcién no significa que se
active la transcripcién a través de todos y cada uno de ellos, ya
que la presencia de otras proteinas nucleares, la cooperatividad
entre factores, la distancia que existe entre un factor y las
proteinas que reconocen el promotor (CAJA TATA) también tiene una
importancia critica; por lo gque encontrar sitios posibles de
interaccién sobre el ADN con factores nucleares sélo nos permite

conocer la regulacién del gen de manera hipotética.
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epidermis, 1lamado inicialmente KER 1 el cual ha si.do identificado ‘

.posteriomente como el factor AP2 (Luscher, P. 1989, Leask, A,

1991).

. Otro::factor  es. fog que ‘‘junto_ con. jun integran’ el factor .

transcripcional aAP-1, el cual estd asociado tanto con.
*diferenciacién especifica como con el crecimiento de células
normales (Treisman, R. 1985). c~fos responde frecuentemente a
sefiales externas que conservan muchos tipos celulares
(Greenber, M. 1984). Se piensa que estas sehales son eventos‘
asociados a la activacién de superficies celulares, como es flujo
iénico y fosforilacién protéica (Morgan, J. 1986). :
De acuerdo con la informacién que se tiene de cada uno de los

factores de transcripcién es importante conocer algunos'ot;ros'
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.con-el ADN (Rauacher. 1988)

OCTA, en el virus SV40 qne representa ‘el prototipo para'
estimular la transcripcién por par:e de la ARN. Pol II, es ‘una de
las secuencias que se unen a la ARN Pol II en la mayoria de las

 req1ones reguladoras de los genes (Sergeant, A. 1984).

K, secuencia altamente conservada en las regiones promotoras de

los genes de citoqueratinas, involucrina y en regiones reguladoras

JTde' papilomavirus - genitales.. .Todos . estos. genes son expresados
unicamente en epitelios (Alvarez-Salas, L. 1990 y Garcia-Carranca
et al., 1990).

NFl, corresponde a una familia de factores que activan 1la
transcripcién y duplicacién de diferentes modelos genéticos
celulares y virales (Wingender,E. 1990).

Los potenciadores o activadores de la transcripcién que pueden
encontrarse hacia arriba o abajo del sitio de inicio de 1la

transcripcién funcionan independientemente de su orientacién.
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fecciones tran51to as con 1os .

fragmentos clonados frent aligen cttero CAT, sabremos cuéles ‘de

los fragmentos en que s

di, ai _la RR de HI afectan la expresién
de la proteina. . '

'Actualmente,'selﬁleneh'dlgunos ensayos de huella.sobre.el ADN
("footprint DNasa“I") de una porcién de la RR de HI empleando
proteinas de extractos nﬁclearas de células HeLa (linea celular
epitelial, derivada de un adenocarcinoma) incubados con un
fragmento de ADN que contiene los sitios de unién al factor K y NF1
(contenido en los pldsmidos pIN630 y PpIN610) lo que permitis
observar la unién de una proteina a esta secuencia. Posteriormente,
se realizaron ensayos de competencia con oligonucleétidos que
contienen los sitios consenso de factores nucleares conocidos, de
tal forma que se encontrd que los factores que protegen 1la

secuencia K corresponden a una de las proteinas de la familia de
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1§os ‘a diferenciarse, en

Taichmén en:1992, stularon que la regulacién de.‘

'éxprésién"del gen de HI: puede estar también g nivelt’

v postranscripcional donde el Lntron actda a nivel de silenciador

tivador del gen de la: involucrina.:'

Queda por determinar si el intron-o parte de el actua comoun

silenciador o un activador de la transcripcion.

Con este modelo llegamos a la conclusién de que existe ‘una
cascada de estimulos que van a actuar directamente sobre el;qen y :

la respuesta de éste se proyectard en el organismo.

BEn: conclusién, el estudio de cémo se regulan 1los genes que-:
funcionan durante los proceso de diferenciacién celular apenas
comienza para células como los queratinocitos.

El aporte de las herramientas bdsicas para el estudio del gen de
la involucrina humana es la principal contribucién del presente
trabajo. Ahondar en cémo se regula su expresién y cudles son las

piezas claves de su regulacién son los pasos hacia el futuro en

‘esta linea de investigacién. ESTA TES!S g\m DEBE
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