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IDENTIFICACION ¥ AISLAMIENTO DE CLONAS 6ENOMICAS
DEL GEN osa DE RATON

RESUMEN

Los genes homeodticos fueron originalmente identificados en D.
melanogaster. Se sabe que estos genes, también llamados HOM o HOX,
especifican la identidad de segmentos corporales durante el desarrolio
embrionario (De Robertis et al.,, 1990). Debido a que su papel en la
embriogénesis es esencial, ha habido gran interés en entender como se
regula su expresion. En Drosophila se ha demostrado que los genes
HOM estdn regulados por complejos protéicos que participan en el
reordenamiento de cromatina. Uno de estos complejos, esta formado
por genes del grupo trithorax (Orlando et al., 1998). Dentro del grupo
trithorax, se identificé el gen Osa como un componente importante de
un complejo remodelador de la cromatina conocido como complejo
Brahma (Kennison and Tamkun, 1988). Mutantes de Drosophila para el
gen osa, presentan alteraciones en la expresién de los genes HOM y
afecciones severas en el desarrollo temprano, por ejemplo en la
segmentacién.(Vdzquez et al., 1999)

En mamiferos se han localizado homdlogos de los genes
homedticos y de los factores que los regulan, incluyendo algunos que
pertenecen al complejo trithorax (Schumacher and Magnuson, 1997; van
Lohuizen, 1998). En el laboratorio donde se realizé este trabajo, se
clonaron fragmentos parciales de DNA que contienen secuencias del gen
osa de ratén. Estos fragmentos se obtuvieron por RT-PCR a partir de
cONA de embrién y contienen secuencias correspondientes a regiones
conservadas entre diferentes especies incluyendo, la mosca de la fruta.
Utilizando los fragmentos mencionados como sondas para hibridacién,
en este trabajo, se llevé a cabo el tamizado de un banco genémico de
ratén y se logré el aislamiento de clonas que contienen dominios
funcionales. Posteriormente, estas clonas fueron subclonadas en el
vector llamado pKS y mapeadas con enzimas de restriccién, con la
finalidad de poder construir un vector que en el futuro permita crear la
mutante nula de ratén para el gen osa. De esta manera se podré abordar
el estudio de la funcién de este gen durante el desarrollo de ratén.

v
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INTRODUCCION

> LOS GENES HOMEOTICOS

Durante las décadas pasadas se identificé un grupo de genes que
intervienen en decisiones relativas al establecimiento del esquema
corporal embrionario. Estos genes codifican para factores
transcripcionales y forman parte de una familia conocida como “"genes
homedticos” (con caja homedtica o genes HOM). El descubrimiento de
los genes HOM se debié en gran medida al trabajo de Walter J. Gehring
Y Richard L. McGinnis, quienes ‘identificaron una zona de secuencia
homéloga conservada en ciertos genes. Fragmentos provenientes de
estas regiones se utilizaron como sondas para identificar otros genes
que compartieran la misma homologia. De esta manera, se encontraron
en la mosca de la fruta, 10 genes diferentes pertenecientes a la familia
HOM(De Robertis et al, 1990). La regién homdéloga en los genes
homedTicos se denomina caja homedtica y codifica para un dominio de
60 aminodcidos que se llama homeodominio. El homeodominio reconoce y
se une a secuencias especificas de DNA en los genes que son regulados
por proteinas homedéticas (De Robertis et al., 1991; De Robertis et al.,
1990).

Los genes HOM son también llamados “selectores homedticos"
(Biggin and McGinnis, 1997. Garcia-Bellido, 1975); ya que pueden
producir identidades regionales en el embrién temprano, siendo
expresados en patrones iinicos que generan campos celulares con
potencial para transformarse en tejidos y érganos especificos (De
Robertis et al., 1991; De Robertis et al., 1990).

Otro aspecto interesante y de gran relevancia de los genes
homedticos, es el que se refiere a su organizacién dentro del genoma.
Sabemos que los HOM se agrupan y se localizan dentro de un mismo
cromosoma. Ademds de esto, el orden en el que se localizan dentro del
cromosoma es colineal con el orden en el que se expresan, asi como con
el dominio en el que actian a lo largo del eje antero - posterior(Biggin
and McGinnis, 1997; De Robertis et al., 1991: De Robertis et al., 1990).

Los selectores homedticos en D. melanogaster se encuentran
divididos en dos complejos: bithorax y Antennapedia (Antp). El complejo
bithorax controla las diferencias de los segmentos abdominales y
tordcicos del cuerpo, mientras que el complejo Antennapedia controla
las identidades de los segmentos del térax y cabeza (De Robertis et al.,
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1990). En otros insectos los genes de los complejos bithorax y Antp
pertenecen a un solo complejo llamado complejo HOM (Alberts et al.,
1994). Por su parte, en mamiferos se han caracterizado cuatro
complejos tipo HOM, que pudieron haberse producido por la duplicacién
doble del complejo ancestral HOM también presente en invertebrados.
Los complejos descritos en mamiferos (particularmente estudiados en
ratén), se conocen como los grupos HoxA, HoxB, HoxC y HoxD (De
Robertis et al., 1991; De Robertis et al., 1990; Gould, 1997).

La relacién evolutiva entre los complejos HOX y el complejo HOM
ancestral se manifiesta por la similitud de secuencia entre genes que se
encuentran en regiones equivalentes dentro del complejo. Con base en
este tipo de observaciones, los genes HOX se han clasificado en trece
grupos de paralogia' (De Robertis et al., 1990).

> REGULACION DELOS GENES HOMEOTICOS

Dada la importancia de los genes homedéticos en determinar identidades
morfolégicas y definir el plan corporal, conocer los mecanismos que
establecen y mantienen sus patrones de expresién son esenciales para
entender la embriogénesis. La regulacién de los genes homeéticos a nivel
transcripcional involucra grandes regiones regulatorias en ¢7s, asi como
la participacién de complejos protéicos especificos tales como los
denominados Polycomb y trithorax (revisado en (Brock and van Lohuizen,
2001; Gebuhr et al., 2000; Jacobs and van Lohuizen, 1999; Jacobs and
van Lohuizen, 2002; Pirrotta, 1998).

El modelo que mds se ha utilizado para estudiar la regulacién de la
expresion de los genes HOM es el de la mosca de la fruta. En ésta se ha
encontrado que el establecimiento del patrén de expresién y la
posterior heredabilidad de éste en distintos tipos celulares, ocurre a
través de dos procesos independientes. El primero depende de la
expresion de los genes de segmentacion, cuyas proteinas son factores
transcripcionales que se unen directamente a secuencias regulatorias
presentes en los genes homedticos, estableciendo de esta manera, los
dominios de expresién de los genes HOM (Jacobs and van Lohuizen,
1999: Simon and Tamkun, 2002). En el segundo proceso, intervienen los
complejos Polycomb y trithorax para hacer posible el mantenimiento de
los patrones establecidos de la forma antes descrita. Tanto los genes

! Se entiende por paralogia cuando un gen sc duplica en el genoma y una de esas copias puede
biar mas répid porque la otra copia del gen puede llevar a cabo la funcién del mismo.
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del grupo trithorax (1rxG) como los genes del gruypo Polycomb (PcG)
tienen la propiedad de rearreglar la cromatina para determinar la
accesibilidad o inaccesibilidad del DNA a los factores de transcripcion
(revisado en (Simon and Tamkun, 2002).

> Grupo de genes Polycomb (Pc6)

Los genes Polycomb son por definicién aquéllos que intervienen en
mantener el silenciamiento de genes homedticos a través de divisiones
celulares y en generaciones sucesivas. Algunos de estos genes participan
formando grandes complejos multiprotéicos, que actian estableciendo
una configuracién en la cromatina, resultando inaccesible para la
maquinaria basal de la transcripcién (Fig. 1). Algunas de las proteinas Pc
son necesarias en el establecimiento del estado epigenético y su
expresion continua es requerida para el silenciamiento (Beuchle et al.,
2001; Brock and van Lohuizen, 2001; Jacobs and wvan Lohuizen, 1999;
Jacobs and van Lohuizen, 2002; Paro et al., 1998; Pirrotta, 1998).

@: (b} e ®
o\ f
PPy 7Y 3 el
PRE PRE
Sitos de ligamiento ‘
© de proteinas PcG \1/",.__\&-/
PRE

PRE

PRE

Fig. 1. Modelos de la formacién del complejo PcG. (a) Este modelo es conocido como de
“Ensamble cooperativo™ (b) Se muestra el modelo conocido como “Modelo de reclutamiento”(Jacobs
and van Lohuizen, 1999)
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> Grupo de genes trithorax (1rx6)

Una vez que se establecen los dominios de expresién de los genes
homedticos, algunas proteinas trithorax se encargan de mantener el
estado activo de la transcripcién (revisado en (Paro et al., 1998;
Pirrotta, 1998; Poux et al.,, 2002; Schumacher and Magnuson, 1997).
Sugiriendo que la funcién de algunos trxG es antagénica a la de los genes
Polycomb, debido a que pueden determinar una configuracién en la
estructura de la cromatina que es permisiva para la transcripcién (Paro
et al., 1998; Pirrotta, 1998; Poux et al., 2002; van Lohuizen, 1999). La
accion remodeladora de algunas proteinas trxG depende de la actividad
de una ATPasa que usualmente constituye el corazén de los complejos
remodeladores (Simon and Tamkun, 2002). Se han descrito distintos
complejos remodeladores de la cromatina (CRC), en donde algunas de las
subunidades que la forman son proteinas trx6. El CRC mds estudiado de
ellos es el complejo SWI/SNF de levadura, cuyo homélogo en Drosophila
es el denominado complejo Brahma (Elfring et al.,, 1998: Gebuhr et al.,
2000; Kal et al., 2000; Papoulas et al., 1998). A éste nos referiremos
mas adelante.

PREs

Una pregunta de gran interés es cémo los complejos PcG y trxG actian
reconociendo genes especificos y cémo son reclutados a regiones
regulatorias. Si bien se conoce muy poco de este tema, se sabe que
existen regiones presentes en el DNA denominadas PRE's (Polycomb
Responsive Elements) que son sitios de reconocimiento que contribuyen
a nuclear la unién cooperativa de los complejos remodeladores. Los PRE's
no tienen secuencias muy especificas por lo que se ignora como
funcionan para atraer a los complejos remodeladores (Beuchle et al.,
2001; Gebuhr et al., 2000; Jacobs and van Lohuizen, 2002; Narlikar et
al., 2002: Paro et al., 1998; Simon and Tamkun, 2002; van Lohuizen,
1999).

> Los genes PcG y trxé también se encuentran en distintos organismos

En los ditimos afios se ha incrementado el nimero de genes
identificados en vertebrados con homologia y estructura similar a los
miembros de PcG y trxG de Drosophila (Gould, 1997: Schumacher and
Magnuson, 1997: van Lohuizen, 1998: van Lohuizen, 1999). Algunos de
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estos genes han sido mutados en ratén, con lo cual se ha demostrado
que también participan en la regulacién de genes homedéticos(Gould,
1997; Schumacher and Magnuson, 1997). Ejemplos de mutaciones para
genes PcG en ratén son: Las mutaciones en Bmil( homélogo en mosca
Psc) y M33 (homédlogo en D. melanogaster Pc), que muestran
transformaciones homedticas en el esqueleto axial. En experimentos
donde ambos genes estdn deletados en un mismo ratén, se observan
dafios mds severos, asi como cambio en la expresion de genes Hox en el
mesodermo somitico (Bel et al., 1998)

Cuando la mutacién de M33 es homdciga nula, ocasiona que la
mayor parte de los embriones se mueran antes del destete y que los
sobrevivientes muestren reversién sexual (Katoh-Fukui et al., 1998).

También se han descrito fenotipos para mutantes de genes trx
como la mutacién en el gen snf5/ini1 (Snrl de mosca), que cuando es
homdéciga nula resulta letal en el estadio de preimplantacién. En
individuos heterécigos, se despliegan caracteristicas de tumores
rhabdoides®, asi como tumores en el sistema nervioso central
(Klochendler-Yeivin et al., 2002). La mutante del gen BRG1 (brm de
mosca), cuando es homéciga nula es letal y las heterdcigas muestran
diferentes tumores epiteliales (Bultman et al., 2000).

Otro homélogo de brm en ratén es el gen brm, el mutante de este
gen muestra fenotipo normal en ratones recién nacidos, pero en el
adulto hay un incremento en la proliferacién celular en algunos érganos
como higado, corazén, bazo, sugiriendo que este gen interviene en la
regulacién del ciclo celular (Reyes et al., 1998). La mutacién para el gen
MLL (77x en mosca) muestra una alteracién en la expresién de genes
Hox y la identidad de segmentos es anormal. En ratones heterécigos se
observan anormalidades en el esqueleto; los embriones homécigos son
letales. La doble mutacién MLL (gen trxG) y Bmi 1 (gen PcG), presenta un
fenotipo "normalizado”, sugiriendo un efecto antagdnico de genes en la
determinacién de la identidad de los segmentos (Hanson et al., 1999).

En la tabla 1 se presenta una lista de los genes de PcG y trxG que se han
identificado en mamiferos.

2 N . .
= Tumores ocasionados por los virus llamados rhabdovirus.
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Tabla 1. Genes PcG y trxG en Drosophila y en mamifero.

Motivo de Proteina

Homélogo en mamifero

PcG
Polycomb (Pc) Cromodominio M33, MPc2
Posterior sex combs (psc) RING finger Bmif, Mel 18
Polyhomedtic (ph) Dominio AHH , dedo de zinc Mph1 / rac28
Hph2, Hph1
Enhancer de zeste (E (z)) Conjunto de dominios Enx1/EZH2,
Enx2 /EZH1
Polycomb - like (Pcl) Dedo de PHD MI6
Extra sex combs (esc) Repeticiones WD40 Edd
Sex combs on midleg (Sem) Dominio AHH
Dedos de zinc
TrxG
trithorax (trx) Conjunto de dominio Mil, ALL
Dedo de PDH
Brahma (BRM) Bromodominio HBRM /! mBRM

Absent, small or homeotic disc 1 (ash 1)

Dominio de ATPasa
Conjunto de dominios. dedo de

BRG 1/mBrg 1

PHD, anclajes AT

Motivo Tramtrack, dedo de zinc

Motivo Tramtrack

Fs (1) h

Bromodominio RING3

trithorax - like (Tri)
E{var)3-93D

> EL COMPLETO BRAHMA

Utilizando un esquema de seleccion genética consistente en
identificar la supresion de mutantes de perdida de funcién de genes Pc,
el grupo del Dr. Kennison identificé una variedad de genes que forman
parte de grupo trx y algunos de ellos forman parte del complejo Brm en
D. melanogaster (Kennison and Tamkun, 1988). El primer gen del
complejo, que se aislé de fenotipos Polycomb, se llamé brahma (brm) y
como se mencioné anteriormente, codifica para una ATPasa con un
bromodominio que representa la subunidad catalitica del complejo. brm
se expresa en todos los estadios del desarrollo de D. melanogaster”,
aunque con mayor intensidad en el periodo embrionario y larvario
(Elfring et al., 1998).

Otros genes identificados por Kennison y Tamkun que interactdan
con brm son moira (mor) y osa, se sabe ahora que estos genes codifican
para subunidades del complejo (Collins et al., 1999; Crosby et al., 1999).
Los aspectos relacionados con el gen osa son de particular importancia
en este contexto, dado que es este gen es el objeto de estudio del
presente trabajo de tesis. Por ello, nos referiremos a este gen con
detalle.

3 Hecho corroborado con ensayos de Western blot
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En mamifero, se han identificado genes que forman parte del
complejo brahma de humano llamado hSWI/SNF, dentro de estos genes
se encuentran BRG1 y BRM (que forman las subunidades
cataliticas)(Simon and Tamkun, 2002), BAF 57, BAF250*. Se ha
demostrado que los productos de algunos de estos genes, pueden
inferaccionar con receptores nucleares de hormonas. Por ejemplo se ha
visto que BAF 57°, puede interaccionar con el receptor de estrégeno
para poder activar la transcripcién, ademds de que es estimulada por el
propio estrégeno(Belandia et al., 2002), otro ejemplo es el de BAF250,
que estimula la activacién transcripcional del receptor de
glucocorticoides, donde la regién correspondiente al extremo C-terminal
puede interaccionar directamente con el receptor in vitro(Nie et al.,
2000).

> Caracteristicas del gen osa.

El gen osa en D. melanogaster, es codificado en una proteina que
cuenta con un marco abierto de lectura (ORF), de 2713 residuos de
aminodcidos. La comparacién de su secuencia proteica entre humano y
Drosophila mostré tres dominios funcionales (Treisman et al., 1997).
Entre estos dominios, el que mejor se ha descrito es el llamado dominio
ARID (también es conocido como dominio DEAD - RINGER). Este
dominio incluye una secuencia de aproximadamente 80 aminodcidos que
se caracteriza por su alto contenido de residuos de prolina. Para el caso
de osa la riqueza de prolinas presentes en el dominio ARID representa
el 17% de los residuos de aminodcidos totales en la proteina(Treisman
et al.,, 1997). ARID se ha identificado en una gran diversidad de
proteinas que se caracterizan por unirse a DNA in vitro (Iwahara and
Clubb, 1999; Iwahara et al.,, 2002). Los otros dos dominios funcionales,
se conocen como OHD1 y OHD2 para el ¢cDNA de ratén(Kozmik et al.,
2001) 6 EHD1 (equivalente a OHD1) y EHD2 (equivalente a OHD2) para
el cDNA de la proteina homéloga de humano, en esta Gitimo, se reporto
que dichos dominios pueden interaccionar entre si ademds de que el
dominio EHD2 puede interaccionar con la subunidad catalitica del
complejo en humano, la subunidad BRGI (Hurlstone et al., 2002). OSA
también muestra dominios LXXLL (Nie et al., 2000), estos dominios

* Parece ser ¢l homologo de osa en h >, ver mas
* Subunidad presente solo en SWI/SNF de mamiferos.
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estdn implicados en la interaccién con receptores nucleares
(Heery et al., 1997).

Se ha sugerido que las proteinas que contienen un dominio ARID,
dependen de este para la unién a DNA (Kortschak et al., 2000), se ha
propuesto un modelo que describe las interacciones existentes entre el
DNA y el dominio ARID, que se ilustra en la Figura 2 (Iwahara and
Clubb, 1999; Iwahara et al., 2002). La presencia de ARID en la proteina
OSA sugiere que dentro del complejo Brahma, esta podria funcionar
uniendo al complejo Brm con el DNA(Collins et al., 1999; Dallas et al.,
1998: Dallas et al., 2000:; Huristone et al., 2002)

/.
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Fig. 2 . En la parte izquierda se presenta el modelo de la estructura para el dominio ARID, donde la
protelna OSA parece tener mucha similitud con otras proteinas. En la parte derecha se presenta el
modelo hipotético de interaccion del dominio ARID con el DNA(lwahara and Clubb, 1999).

Por otra parte es interesante que ademds de ser parte del
complejo remodelador, osa fue inicialmente identificado como la
mutante eyelid (eld), que se caracterizé como un antagonista de la
sefializacion de la cascada tansduccional en la que participa wingless (wg)
durante el desarrollo de Drosophila (Collins and Treisman, 2000;
Treisman et al,, 1997). La mutante e/d/osa estdn afectadas en el patrén
del disco imaga!l del ojo. No se asegura que e/d/osa tenga efecto
pleiotrépico o si solo es parte del complejo Brahma.

En humano se han descrito genes que muestran homologia con osa.
Tal es el caso del gen que codifica para la subunidad BAF250 de los
complejos humanos hSWI/SNF - A o BAF. Este gen muestra similitud
con osa en tres dominios, uno corresponde al dominio ARID y los otros a
dos dominios ubicados cerca del extremo carboxilo terminal (Nie et al.,
2000). Se ha sugerido que esta proteina esta implicada en la activacién
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transcripcional del receptor de glucocorticoides. También se sugiere
que BAF250 confiere especificidad al complejo hSWI/SNF - A, puesto
que puede reclutar al complejo a través de interaccién proteina - DNA
y proteina - proteina (Nie et al., 2000); el gen de BAF250, inicialmente
fue identificado como p270, y recientemente se ha encontrado que es
homélogo de osa (Dallas et al., 1998; Dallas et al., 2000). Recientemente
se reporto otro cDNA homélogo a e/d/osa, este fue reportado para
humano y muestra los dominios ARID, OHD1 y OHDZ2 y que tiene
alrededor de 5461 pb, al cual llamaron hELD/OSALl. En este reporte
también se demuestra que hay una interaccién entre los dominio OHD1 y
OHD2 y también ven la interaccién del dominio OHD2 con el gen BRG1
(el cual es una de las dos subunidades cataliticas del complejo en
humano) (Hurlstone et al., 2002).

ANTECEDENTES

> Se ha identificado e/ cONA de osa en raton

De acuerdo a la secuencia genémica de osa reportada para
humano, Kozmik y col. clonaron y aislaron el ¢cONA de osa en ratén
(cDNA - osal)(Kozmik et al., 2001). El producto de este cuenta con un
alto contenido de prolina®, glutamina y serina que representan el 33%
del contenido total. La regidn codificante comprende 1902 residuos de
aminodcidos. Al comparar el cDNA de humano con el encontrado por
Kozmik y col. se infiere que el gen sufre un proceso de maduracién del
RNA conocido como “splicing alternativo”, puesto que hay una diferencia
de 217 residuos dentro de la secuencia de ratén (del 2967nt al 3618nt).
Ambas isoformas contienen una alta homologia a la proteina OSA de D.
melanogaster. Los pesos moleculares predichos para las isoformas tanto
pequefia y grande son 182 y 206 KDa respectivamente. Cuentan con tres
dominios conservados: el dominio ARID cerca del N-terminal (entre los
aminodcidos 627 y 721) , y dos dominios de homologia a OSA (OHDI se
encuentra enfre 1261 y 1348 residuos: y OHDZ2 1585 y 1899 residuos)
cerca del extremo C-terminal (Fig. 3). La localizacién cromosomal de osa
fue obtenida por medio de un hibrido radiado de hadmster / ratén. Se
asigné que Osal se encuentra en la regién central de cromosoma 4 de
ratén(Kozmik et al., 2001).

¢ Al igual que 1a proteina OSA de mosca.

11



Identificacion y aislamiento de clonas genémicas del gen Osa de raton

Fig. 3. Esquema de la protelna Osa1, ademés se muestra la estructura secundaria del
dominio OHD2 con varias a-hélices 3-plegadas.(Kozmik et al., 2001)

En la Fig. 4 se muestran hibridaciones /n sitv hechas por Kozmik y
col. en distintos estadios del desarrollo de ratén. Se observa que a los
9.5 y 10.5 dias de desarrollo su expresién es muy ubicua (Figs. 4b y 4c),
pero la expresién se eleva en la zona lateral del mesodermo de las
yemas de las extremidades, vesiculas épticas, tubo neural y cerebro
(Figs. 4§, 4e y 4f). Después a los 11.5 y 12.5 DPC (después del coito), la
expresion de osal es mds restringida, encontrdndose solo en los
interdigitos de las extremidades, mesodermo dorsal/ metencéfalo,
neocortex y el tubo neural (Figs. 4d y 4g). Ademds se encontrd
expresion de Osal en el cristalino del ojo a los 10.5 dias, pero esta
expresién es transitoria y es claramente visible solo a los 11.5 (Fig. 4h y
4i).

ANTECEDENTES DEL LABORATORIO.

En el grupo de la Dra. Lomeli existe interés por generar y estudiar
la mutante nula de ratén del gen osa. Para obtener clonas genémicas de
osa, inicialmente se aislaron fragmentos parciales del gen. Para ello se
disefiaron y sintetizaron oligonucleétidos para ser utilizados como
‘primers o primeros” en experimentos de RT-PCR. Los oligonucleétidos
se disefiaron con base en la secuencia reportada para el cDNA de ratén.
Se hicieron dos pares de oligonucleétidos. Con un par de ellos se
amplificé la regién correspondiente al dominio ARID; el otro se dirigié a
la regién de homologia OHD1 (ver Fig. 3 para ubicar los dominios). Los
fragmentos de RT-PCR se clonaron en el pldsmido pKS y sirvieron como
sondas para realizar la bisqueda de clonas genémicas que se reporta en
este trabajo.
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Fig. 4. Expresion de osal durante el desarrolio embrionario de ratén. Las imagenes son
hibridaciones in situ, utilizando el fragmento sentido como control negativo (ver Fig. 7) (A) o el
fragmento antisentido (ver Fig. 7)(B a J). Vistas laterales de £9.5 (B), E10.5 (C), E11.5(D), y E12.6
(E) de embriones de ratén. (F) vista dorsal de embrion de 12.5 dias que muestra la expresién de
Osal en el mesencéfalo. Vista dorsal de E11.5 donde se detecta Osal en el tubo neural, {(H.l)
expresién en el cristalino a los 11.5 dlas y fa declinacion de esta a los 12.5 dias de desarroilo
respectivamente (J) extremidad que muestra la expresion de osa en interdigitos con 12.5 dias de
desarrollo. (Kozmik et al 2001)
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OBJETIVOS
#* Aislar clonas gendmicas de ratén con homologia al cDNA de osade D.
melanogaster.

* Mapear y secuenciar fragmentos de dichas clonas, para disefiar y
construir un vector que permita llevar a cabo recombinacién
homéloga en células totipotenciales de ratén.

JUSTIFICACION

Como se mencioné anteriormente se conocen homélogos de PcG y
de trxG en ratén y se ha demostrado que ejercen funciones similares a
las de Drosophila, tales como la regulacién de genes homeéticos. En el
ratén, algunas de las mutantes de genes del trxG, presentan ademds
fenotipos muy interesantes en el desarrollo temprano, asi como en el
control de la proliferacién y la sobrevivencia de algunas lineas celulares
(por ejemplo, las células hematopoyéticas), ademds de cambiar los
patrones de expresién de genes HOM(Gould, 1997 Klochendler-Yeivin
et al., 2002: Schumacher and Magnuson, 1997; van Lohuizen, 1999). Se
predice entonces que el estudio de la funcién de los trx6 en ratén,
aportardn mds al conocimiento de la biologia del desarrollo de este
organismo.

En el laboratorio se tiene una colaboracién con la Dra. Martha
Vdzquez, quien ha aislado varios genes de Drosophila que interaccionan
genéticamente con brahma. Entre ellas identificé y describié por
primera vez a la mutante osa de Drosophila. Parte de esta colaboracién
consiste en crear la mutante nula de osa en ratén. Para la que se
necesita la clona genémica. Por tanto la clonacién y el mapeo del gen osa
(a partir de una biblioteca genémica), resulta indispensable para abordar
el estudio de este gen en mamiferos. El conocimiento de la estructura
genémica del gen osa permitird disefiar un vector para hacer
recombinacién homéloga en células embrionarias totipotenciales y
eventualmente generar el ratén mutante, que permitiré analizar las el
papel del gen osa tanto en el desarrollo embrionario, como en la
regulacién génica.
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MATERIAL Y METODOS

El banco utilizado en este proyecto es un banco de DNA gendmico
comercial llamado A FIX IT (Stratagene); este banco. asi como la cepa
bacteriana E. co/i XL1 Blue MRA, fueron donados por el Lab. del Dr. Collin
Stewart.

Medios de cultivo y condiciones de crecimiento de /a cepa hospedera
del/ bacteriéfago

La cepa hospedera del fago A - FIX IT es E coli XLI - Blue MRA,
que es una cepa modificada de uso exclusivo para este banco, y que no
tiene resistencia a ninglin tipo de antibiético. Por tanto es necesario
garantizar condiciones de esterilidad para asegurar que los cultivos con
esta cepa no se contaminen.

Un dia antes de la titulacién o para el despliegue de la libreria, se
deben crecer las bacterias hospederas en medio de cultivo liquido LB
(Apéndice 3), adicionando con maltosa 0.2% y sulfato de magnesio
(MgSO0a) 10mM?. Después de 6 horas de incubacién a 37°C, se mide la
densidad bacteriana en el espectrofotémetro a una longitud de onda de
600 nm, deteniendo su crecimiento cuando la densidad sea de 1%(en esta
medicidn, la solucién que se utiliza como blanco es medio LB estéril); una
vez que las bacterias tengan dicha densidad, se centrifugan a 2000 rpm.
por 15 minutos y se resuspenden con agitacién suave en 30 ml de MgSO4
10mM. Estas bacterias pueden guardarse a 4°C y utilizarse por 5 dias
mdximo.

El medio de cultivo que sirve como sustrato inferior de la
infeccion es el NZCYM (Apéndice 3). Este medio es vaciado a cajas
Petri® de 24 a 48 hrs. previo al sembrado del cesped® y 20 min. antes de
realizar la infeccién fago - bacteria hay que procurar que las cajas a que
pierdan el exceso de agua.

El medio en el que se mezcla la infeccién fago - bacteria es el
conocido como agar suave NZCYM (Apéndice 3), que se menciona mds
adelante.

! Se adicionan estos compuestos al medio, pues favorecen la infeccién, porque el bacteriéfago se une
al receptor de maliosa, y el MgSO,, ayuda en la adsorcion del fago al interior de la bacteria.

* Debido a que las bacterias crecen de forma exp ial y en esa densidad estan en un crecimiento
optimo.

* La medida recomendada par a las cajas utilizadas en la primera vuelta es de 150 mm. x 15 mm.

* Asi se le llama a las bacterias infectadas con los fagos y el medio agar suave que los sostiene.
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Titulacion del banco genomico A FIX IT

La titulacién de cualquier libreria de bacteriéfagos (gendmicos o de
cDNA), consiste en saber cudntas placas de infeccién es capaz de generar
la libreria por unidad de volumen (generaimente se expresa en pfu®/ml).
Para poder desplegar correctamente el nimero requerido de placas liticas
durante la blisqueda, se utilizan cajas Petri de 100 x 15 mm., con medio de
cultivo NZCYM como sustrato inferior.

Como titulo de partida se toma el que es indicado por el proveedor
de la libreria (STRATAGEN), para este banco fue de 1 x 10° pfu/ul. A
partir de este cdlculo se hicieron las diluciones con buffer SM, estas
fueron secuenciales a partir del almacén inicial, 102, 1073, 10 y 10°%; de
las tres \(ltimas diluciones, se tomaron 2 ! para generar
aproximadamente 2000, 200 y 20 respectivamente placas liticas, puesto
que es nimero de placas que pueden ser contabilizadas facilmente.

En el siguiente paso se realiza la infeccién de 200ul de la cepa
hospedera con la cantidad de fagos que se indica arriba, y poner en esta
misma mezcla fago - bacteria en 200 pl de buffer SM (Apéndice 3), para
diluir un poco las bacterias y que la eficiencia de la infeccién aumente. Se
incubaron en 15 minutos a 37°C.

Una vez que se incubé esta infeccidn, se le agregé medio agar suave
NZCYM (a una temperatura de 55°C), se agité y se vacié a la caja Petri
extendiendo este césped por toda la superficie. Se incubé a 37°C por 12
horas, contdndose las placas de infeccidén. El cédlculo para saber el titulo
real de la libreria es la siguiente:

# de placas contabilizadas_ x factor de dilucién = Titulo Real
: def Banco.
Primera vuelta de biusqueda del gen osa

Para poder realizar la primer vuelta de blsqueda de un gen, se
necesita saber el nimero de placas liticas que se deben tener para
encontrar por lo menos una clona positiva. Tomando en cuenta que es un
banco gendémico, se tienen que hacer los siguientes cdlculos:

N = In (1-P) = 806,000 N = Ndmero de placas liticas que se necesitan
in (1-F) para encontrar una secuencia de DNA.
f = promedio de inserto(16 Kb) P = Probabilidad deseada.
cG f = Proporcién fraccional del genoma en una

recombinante.
€6 = Nimero de bases del genoma de ratén
(3.3 x 10%).

% Unidades formadoras de placas
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De acuerdo a estos cdlculos, determinamos que habia que
desplegar 806,000 placas liticas para encontrar al menos una clona con
secuencias homélogas a la sonda del gen osa El despliegue de esta
primer vuelta con 35,000 placas de infeccién por caja a partir del titulo
calculado (2.4 x 10°%), se realizé utilizando diluciones a partir de la
alicuota de la libreria. Se hicieron las diluciones 1072 y 1072, obteniendo
un orden de magnitud de 1,000 pfu/ul para la segunda dilucién.

La infeccién para la primera vuelta, se realiza de acuerdo a las
recomendaciones del protocolo del banco, y se llevo a cabo con:

- 250 pl de bacterias crecidas con las condiciones en que se
crecieron para calcular el titulo

- 350 pl de buffer SM

- 1458 pl de la dilucién 1073(arriba mencionada)

Esta mezcla se mantuvo entre 15 - 20 minutos a 37°C con agitacidn,
para que los bacteriéfagos infectaran a las bacterias hospederas.
Transcurrido el tiempo se lleva la mezcla hasta 6 ml de Agar Suave
NZCYM, (Temp. de 55°C aprox.) agitdéndose y vaciando a la caja Petri,
extendiendo la mezcla por toda la superficie.

La incubacién de los fagos se realizé a 42°C, induciendo a los
mismos a entrar en su fase litica. El tiempo de crecimiento de las placas
liticas es de aproximadamente de 9 hrs., por lo que hubo que checar las
cajas después de este tiempo.

Una vez que las placas liticas tengan un tamafio de entre 2-3 mm de
didmetro, se sacan de la incubadora y se conservan a 4°C por lo menos 2
horas, para poder transferir el DNA a filtro de nylon.

Transferencia del DNA a filtros de nylon

Este proceso necesita soluciones que deben ser hechas y
esterilizadas previamente. Se utilizaron tres soluciones: Sol.
desnaturalizante, Sol. neutralizante y SSC 2x .

Es importante mencionar que solo durante la primera vuelta, para
cada caja Petri se transfieren dos filtros, debido a que de esta manera se
puede tener un mejor control en la seleccién de clonas que muestren sefial
positiva (después de la hibridacién y exposicién de los filtros), pues
aquéllas placas liticas que reporten sefal positiva, y que ademds puedan
sobrelaparse en los dos filtros hechos para cada caja, se aislan para hacer
las siguientes fases de la bisqueda.
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El primer paso de la transferencia, es poner sobre el agar suave
que contiene las placas liticas un filtro de nylon por aproximadamente 2
minutos, para permitir que el DNA de las placas de infeccién se pegue al
filtro. Una vez pasado el tiempo de transferencia se retiran los filtros de
la caja y se someten a cuatro tratamientos de 5 minutos cada uno. En el
primero se utiliza una solucién alcalina (Apéndice 3) que actia como
desnaturalizante, con la finalidad de separar la doble hélice del DNA que
se pegé al filtro de nylon y que corresponde en su mayoria al DNA del
bacteriéfago; en los dos siguientes tratamientos se tiene que neutralizar
el efecto de la solucién anterior, por lo que se utiliza la solucién
neutralizante (Apéndice 3), y el dltimo proceso sirve para quitar el posible
agar suave que se haya pegado al filtro. Los tres primeros tratamientos
se realizan en papel filtro humedecido con la respectiva solucién, en el
ditimo se embeben los filtros en SSC 2x (Apéndice 3) para poder quitar
manualmente el exceso de agar suave.

Obtencion y purificacion de la sonda

Las sondas fueron hechas en el laboratorio de la Dra. Hilda Lomeli:
la forma en que se obtuvieron fue utilizando oligonucleétidos que van de
28 a 30 nucleétidos (nt) flanqueados por sitos Eco R1, llamados "primeros
o primers* dirigidos hacia los dominios OHD1° y ARID’. Ambos primersse
utilizaron en experimentos de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR
por sus siglas en inglés), utilizando como molde a cDNA de embrién de
ratén de 14 Dias de desarrollo (obtenido por medio de Transcriptasa
reversa). Las condiciones para la reaccién de PCR fueron 96°C, 30 sec:
58°C, 1 min.; 72°C, 5 min. Estos experimentos generaron dos tipos de
sondas, una correspondiente al dominio OHD1 de aproximadamente 407
pares de bases (pb) “sonda OHDI' y otra correspondiente al dominio
ARID de 371 pb “Sonda ARID" los fragmentos fueron secuenciados® y se
compararon con el cDNA - osal de ratén reportado por Kozriik y col.®
para Osa. Los dos casos las secuencias mostraban una similitud de 99%
con respecto a esta secuencia (ver alineamientos en apéndice A).

© Estos primers fueron a partir de la secuencia de DNA reportada para el gen homélogo en humano,
?uesw que todavia no se rcportaba la secuencia de cDNA — osa/

Estos primers fueron diseiiados a partir de la secuencia dec cDNA reportada por Kozmik y col. para
osa en ratén
® Este procedimiento fue hecho por la unida de secuenciacién del IBT
? En este proyecto el cDNA reportado por Kozmik y col., se le refiere como cDNA — osa/.
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Los fragmentos de cDNA del gen Osa, se encuentran dentro de un
vector de clonacién conocido como pKS, y se nombraron pKS-OHD1 y pKS-
ARID de acuerdo al fragmento contenido en ellos. Estos insertos son
liberados al poner las construcciones en presencia de la enzima de
restricciéon EcoRI, para separar el cDNA del vector y por medio del
protocolo de purificacién de bandas en gel de agarosa se libera el inserto
que se usa como sonda (sistema de purificacién comercial QUIAGEN).

Marcaje Radiactivo de la sonda, hibridacion en filtro y revelado de /a
pelicula expuesta

El isétopo utilizado para marcar la sonda es 32P-adCTP, en donde el
nucleétido marcado es una citosina y la radiactividad se encuentra en el
fosfato que estd unido a la desoxirribosa, es decir el fosfato o. El
marcaje radiactivo de la sonda se llevé a cabo por medio de un sistema de
marcaje comercial basado en pegado al azar (random primer) conocido
como REDIPRIME IT (Biotech), por tanto el protocolo utilizado para tal
propésito fué el de este sistema. Adicionaimente se utiliza en este
procedimiento, un buffer de hibridacion (Apéndice 3), que se preparé
horas antes para prehibridar los filtros de nylon en el horno de
hibridacién a una temperatura de 65°C (generalmente se dejan
prehibridando 2 horas); una vez que se prehibridaron los filtros, se
agrega la sonda marcada y desnaturalizada al tubo donde estdn los filtros
con buffer de hibridacidn y se deja hibridando de 8 a 12 horas, la
temperatura de hibridacién es la misma que la utilizada en la
prehibridacién.

El siguiente paso fué el lavado de los filtros, y tuvo como propésito
quitar la radioactividad que no hibridé con el DNA blanco de manera
especifica. Para tal fin se utiliza una solucién de lavado basada en
fosfatos (Apéndice 3), haciendo tres lavados de 20 min. cada uno a 65°C
con agitacién vigorosa para desplazar a la radioactividad no integrada. Ya
lavados los filtros se verifica la cantidad de radiactividad contenida en
ellos por medio de un contador Geiger y exponiéndose de cuatro a cinco
dias. Después de estos dias de exposicion se revelaron las peliculas para
revisar que rastros pueden ser placas dobles positivas. Las sefiales que se
repitan deben corresponder a una placa litica que presuntamente contiene
parte o todo el gen osa. Esta placa se aisla con ayuda de pipetas Pasteur
estériles, utilizando la parte ancha para picar la zona donde se estd la
placa, esta se deposita en buffer SM con cloroformo al 2%. Una vez
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depositada es necesario agitarla para poder liberar los fagos del agar
" suave. Esta preparacién se utiliza para la infeccién de la segunda vuelta.

Segunda y tercera vuelta de bisgqueda del gen Osa

Para la segunda y tercera vuelta de seleccién, se utilizaron los
bacteriéfagos colectados como se indicé en la primera vuelta (ver arriba).
Se infectan cajas con aproximadamente 100 y 1000 placas liticas. Para
ello se utilizé una dilucién 1:1000 de la placa original (en el caso de la
tercer vuelta se hizo la dilucién de la placa colectada en la segunda
vuelta). Para efectuar el despliegue se tomaron dos diferentes volimenes,
que fueron 1 y 10pl. Para realizar la infeccién se siguié el protocolo del
banco, y se utilizé:

- 150 pl de Buffer SM

- 150 pl de bacterias crecidas a ODeoo = 1.0 (cepa E. Coli XL1 - Blue
MRA)

- 1y 10ul de la clona aislada en la primer o segunda vuelta segiin sea el
caso.

A diferencia de la primera vuelta de la bisqueda, en la segunda y
tercera vuelta las placas liticas no son confluentes, y pueden colectarse
aisladas, para tal motivo se utilizé la parte delgada de pipetas Pasteur
estériles. Los bacteriofagos contenidos en las placas fueron
resuspendidos en buffer SM con cloroformo 2%.

Purificacion del ODNA contenido en el fago

Para purificar el DNA del fago se utilizaron bacterias de la cepa de
E coli XL1 ~ Blue MRA crecidas en medio LB enriquecido con MgCl> 10mM
y glucosa 0.2 %. Al igual que en la blisqueda del gen se dejaron crecer solo
hasta ODesoo = 1, se centrifugaron y resuspendieron en 30 ml de MgCl>
10mM.

1. De la placa cislada en la tercera vuelta se toman 250 pl y se
incuban con 200 ul de las bacterias tratadas. Ambas se ponen a
37°C para permitir la infeccién de los fagos a las bacterias. Una
vez pasado este tiempo se le agregan 6 mi de medio LB liquido (con
MgClz 10 mM y glucosa 0.2%) y se ponen a crecer por 12 h a 37°C
con agitacién.

Una vez que pasaron las 12 h se ponen 100 pl de cloroformo por
infeccién y se regresan a 37°C por 15 minutos mas.
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Cada infeccién se centrifuga a 3000 rpm por 15 minutos. Se puede
guardar 1lml del sobrenadante a 4°C para futuras infecciones.

Se toma el sobrenadante en un tubo limpio y se ponen 20 nl de
DNAsa - RNAsa a 10 pg/ml a cada tubo. La concentracién final
debe ser de 4 pg/ml. Este tratamiento se incuba por 60 minutos a
37°C.

Se adicionan 1.6 ml de 40% PEGeoco + 167% NaCl 2.74 M, se mezclay
se coloca en hielo en el cuarto frio minimo por una hora.

Se centrifuga a 8000 rpm por 10 minutos.

Se decanta el sobrenadante evitando perder el precipitado.

Se disuelve el precipitado en 400 ul de EPB (buffer de la proteasa
K), y se transfiere a tubos Eppendorf. Se ponen 4 ul de SDS 20% y
10 pl de proteasa K a 10 pg/ml. Se incuba a 37°C por lo menos una
hora.

. Se hacen tres extracciones:

1 fenol : cloroformo

2%y 3° cloroformo.
En el siguiente paso se ponen 40ul de acetato de potasio 2M y se
afora a 1 ml con etanol absoluto frio. Se coloca a -70°C por lo
menos 15 minutos, para precipitar el DNA.
Después de este proceso de precipitacién, el DNA se puede lavar
con etanol 70% o en su defecto se toma el DNA directamente del
tubo donde se precipité con etanol absoluto, se pasa a un tubo
limpio. Se deja secar a temperatura ambiente.
Una vez que el DNA perdid el exceso de alcohol se resuspende en
50 ul de buffer TE.
Una vez que se hizo el anterior protocolo ya se puede liberar el

DNA genémico del vector.

Subclonacion del gen osa

En este proyecto se utilizé el vector pKS en la subclonacién (ver

mapa en el Apéndice 4). Para subclonar los insertos genémicos presentes
en el fago lambda, se hicieron digestiones con las enzimas de restriccién
Not I, Hind III y Eco RI!,

Una vez hechas la digestiones de las clonas se corrieron en un gel

de Agarosa al 1 %, para determinar su tamafio; hecho lo anterior se ligé el

" Las condiciones en que se hicieron las digestiones con cstas enzimas son las mismas que se utilizan
para ¢l mapeo de la subclona en las digestiones sencillas (Ver miés adelante)
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vector!! con los fragmentos. El requerimiento para este experimento, es
tener al menos 100 ng de DNA que se quiere ligar, por cada 15 ng de
vector; para el ligamiento se utilizé un sistema de ligado comercial
conocido como “Rapid DNA Ligation Kit" (Boehringer), por tanto el
protocolo que se siguié es el recomendado en el sistema.

Estas ligaciones fueron introducidas en células competentes
(bacterias tratadas para poder introducir DNA ligado dentro de ellas) por
medio de electroporacién, procediendo a sembrar el césped en placas de
LB en presencia de carbenicilina 50 mg/m! (para hacer una primera
seleccién de bacterias, es decir, en este medio crecen las bacterias que
incorporaron el vector, pues les confiere resistencia al antibiético); la
siguiente seleccién es diferenciar las colonias que contengan dentro del
vector un fragmento de la clona, de las que solo incorporaron el vector.
Esta seleccién se llevé a cabo por el método de seleccién X-Gal / IPTG: la
ultima seleccién es diferenciar a las subclonas que contengan el dominio
ARID de las que no lo tienen. La forma en que se hizo fue por medio de
una hibridacién en colonia usando a la sonda ARID, cuyo protocolo es el
mismo que el de la transferencia e hibridacién hecha para las placas de
infeccién.

Mapeo de /a subclona

El tratamiento de DNA con endonucleasas de restriccién'? produce
una serie de fragmentos que pueden ser separados de acuerdo a su
tamafio (nimero de pares de bases) usando electroforesis en geles de
agarosa. Al conocer los sitios corte sitios de corte de diferentes enzimas
de restriccién en un fragmento de DNA, pueden formar diagramas
conocidos como un “Mapas de restriccion’. Un mapa puede ser generado
basédndose en dos o mds enzimas, puesto que se hacen cortes con una sola
enzima (digestién sencilla) y se compara con patrones de restriccién de
digestiones con dos enzimas, una de las enzimas en esta doble digestién,
es la enzima utilizada en la digestién sencilla (Alberts B, et al 2000).

En este trabajo se utilizaron las enzimas Eco RI, Hind I1I, Bam HI,
Pst I,y Xho L.

" previamente linearizado con las mismas enzimas utilizadas para cortar el DNA de las clonas y
t un frag > para subcl .

2 Enzimas que catalizan reacciones de corte en sitios internos de moléculas de DNA por medio del

reconocimi de ias especificas (Lewin B. 2000)
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Las condiciones de las digestiones fueron las siguientes:

Concentracidn final

Cantidad en pl

Muestra de DNA 0.5 -1 pg/pl 10pl
Buffer de enzima 10x 1x 2l
Enzima 50~-100 U / pl 0.5-1ul
RNAsa 500 ug 1pl
BSA (100x)'? 1x 0.2 ul
Agua — 7.8 - 6.8 ul
Total de reaccidn S 20 pl -

'3 No es nccesario para todas las cnzimas
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RESULTADOS

Biisqueda de clona del gen osa en el banco gendmico A - FIX IT

El primer experimento en este proyecto fue calcular el titulo del
banco genémico. Este ensayo se realizé de acuerdo a la manera descrita
en la seccién de "Material y Métodos” y se obtuvo un titulo de 2.4 x 10°
pfu/ul.

Posteriormente se procedié a sembrar placas liticas para realizar
la blisqueda. De acuerdo a la complejidad del genoma de ratén (3.3 x 10°
nt) y al tamafo promedio de los insertos en el banco (16 Kb), se calculd
que se requerian aprox. 806,000 placas liticas en el despliegue en la
primera vuelta del despliegue para obtener al menos una clona positiva.

Se necesitaron varios intentos para poder contar con cajas Petri
que tuvieran placas de infeccién con tamafio adecuado, cantidad
necesaria. Una vez que se obtuvieron las placas adecuadas, se realizé la
transferencia del DNA del banco a filtros de nylon, obteniendo filtros
duplicados por cada caja Petri con placas de infeccién.

El siguiente experimento fué hacer la hibridacién del DNA
contenido en los filtros con la Sonda ARID (ver ubicacién de la sonda en
el cDNA en la Fig. 3). Se utilizé6 esta sonda porque de las que
disponiamos en el laboratorio (OHD1 y ARID ver ubicacién de las sondas
en el esquema del cDNA de la Fig. 3), la sonda ARID era la mds cercana
a la region 5° del gene, puesto que el tamafio promedio de los insertos
en el banco genémico A FIX IT es de 16 Kb y de que el tamaio esperado
para el gen osa en funcién del gen que se reporté para humanos es mayor
(alrededor de 150 Kb), no se esperaba que las clonas aisladas pudieran
contener todo el gen. Por lo tanto, lo mds deseable era aislar
fragmentos que en lo posible contuvieran regiones regulatorias o
cercanas al inicio de la parte codificante. La razén de ello es que el
objetivo principal de aislar estas clonas, como ya se mencioné, era poder
obtener el material genético para la construccién de un vector que por
recombinacién homdéloga, permitiera inactivar el gen osa. Debido a esto,
era importante poder acceder al inicio del gen, ya que de otra manera se
correria el riesgo de crear mutaciones que no fueran totalmente nulas.
Por otra parte se ha visto que el dominio ARID funge como ligando de la
proteina OSA hacia el DNA (Collins et al., 1999), entonces si se inactiva
el gen a partir de este dominio, es altamente probable que se obtenga
una proteina no funcional.
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Cabe sefialar que el dominio ARID no es exclusivo de proteina
OSA, sin embargo el dominio ARID de las distintas proteinas solo
conservan algunos residuos de aminodcidos clave, por lo tanto la
secuencia nucleotidica no siempre es igual', entonces es poco probable
que alglin otra proteina que cuente con dicho dominio, tenga
exactamente la misma secuencia nucleotidica que osa y
consecuentemente que esas otras secuencias hibriden con nuestra
sonda: ademds la sonda ARID se comparé con el cDNA - osal y mostré
un 99% de similitud, teniendo la seguridad de que las clonas aisladas
fueran realmente clonas de osa, ya que la sonda cuenta con
aproximadamente 300 pb mads aparte del dominio ARID y que
corresponden a las regiones contiguas al dominio.

Los resultados de la hibridacién de los filtros con la sonda ARID
rindieron 13 sefRales positivas en los filtros duplicados (Fig. 5, Pag. 40),
mismas que fueron colectadas para realizar la segunda vuelta de la
busqueda. Los resultados de la segunda vuelta se muestran en la Fig. 6a
(Pag. 40), en donde sélo 4 de las 13 clonas encontradas en la primera
vuelta mostraron de nuevo sefial positiva. Estas fueron recuperadas
nuevamente para desplegar la tercera vuelta de seleccién.

La tercera vuelta tenia la finalidad de lograr el aislamiento de las
clonas positivas. Para ello se tomaron las cuatro clonas que fueron
aisladas en la segunda vuelta: se hizo el despliegue y se seleccionaron
placas segin la seRal reportada por la hibridacién en filtro que se
muestra en la Fig. 6b (Pag. 40), confirmando que las cuatro clonas
recuperadas de la segunda vuelta muestran sefia! positiva para la sonda
ARID.

Obtencidn del DNA de las clonas aisladas del gen osa

Con el fin de iniciar la caracterizacién de las clonas genémicas
identificadas, se purificé el DNA del fago contenido en las placas
aisladas siguiendo el protocolo que se presenta en "Material y Método".
El DNA obtenido se muestra en la Figura 7.

Posteriormente se hicieron digestiones con las enzimas de
restriccién Nor I, Eco RI y Hind III de cada una de las clonas, para
compararlas a través de sus patrones de restriccién y, de esta manera
determinar si se trataba de clonas generadas independientemente o si
era la misma clona. El patrén obtenido se puede ver en la Figura 8. Las

! Debido a Ia tasa de mutacioncs silenciosas, estas no alteran el producto proleico, aunque no et
mRNA no sea ¢l mismo
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digestiones con Eco RI y Hind III sugieren que se obtuvieron tres
clonas diferentes, es decir las clonas 21 y 7A son idénticas, pero son
diferentes a las clonas 6\ y 1A, estas dltimas tampoco se parecen entre
ellas.

Fig. 7. Gel de agarosa 0.8 %, donde se muestra el DNA aislado de las cuatro clonas para
Osa gendmico; basandose en este gel y a la medicion en el espectrofotometro se
determind que la concentracion de estas muestras es de 100 ng / pl.

€l gel que muestra las digestiones (Fig. 8), fue transferido a una
membrana de nylon por medio de transferencia alcalina. Posteriormente
se sometié a hibridacion con la sonda ARID (Fig. 8 derecha). Esto se
realizé para saber que tamafio y nimero de fragmentos contienen al
dominio ARID en cada digestién. Se pudo determinar que el fragmento
positivo de No7 I era de entre 16 y 19 Kb, mientras que en los patrones
obtenidos con las otras dos enzimas, dos fragmentos eran positivos para
la sonda ARID en cada caso, lo cual sugeria la presencia de un intrén
dentro del dominio ARID (ver adelante).

Fig. 8. Digestiones hechas con las Enzimas de Restriccion Eco RI, Hind il y Not |
de las clonas obtenidas de la bisqueda en el banco genémico A FIX 1l, la imagen de la
derecha es la hibridacion de estas digestiones con la Sonda ARID.

De acuerdo al disefio de la construccién del banco usado, Nor T
debia liberar el inserto completo, si bien no se excluia la posibilidad de
que hubiera un sitio intferno de No? I dentro del mismo y por lo tanto se
liberara mas de un fragmento. Para el caso de las clonas que se
obtuvieron en este trabajo no parece haber un sitio interno de No7 I,
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puesto que la suma de los fragmentos de Eco RI y Hind III,
corresponde aproximadamente al tamario del fragmento de Nor I.

Subclonacion de insertos positivos en pkS.

Dado que esta hibridacién identificé bandas positivas de igual
tamafio para todas las clonas, se decidié utilizar la clona 2A, en una
ligacién con pKS. Para lograr esto, el vector fué digerido con Eco RI,
Hind IIT y Not I por separado, en la ligacién se utilizé la digestién
correspondiente de la clona referida. De las colonias obtenidas después
de la transformacién, se seleccionaron por hibridacién, colonias
positivas para la sonda ARID, puesto que este dominio es la referencia
para poder acercase al extremo 5 del gen. Obteniéndose subclonas de
las tres enzimas utilizadas: el inserto de la subclona que presentaba
mayor tamafio es el que corresponde a la ligacién con Nor I, su tamafo
oscila entre 15 - 18 Kb? (una vez caracterizado el inserto se determino
que su tamafio es de 15 Kb), esta subclona fue llamada NArid. En la
figura 9 se muestra el fragmento aislado, asi como la banda del vector.
Se opté por mapear a NArid, puesto que contiene la totalidad del
inserto.

Fig. 9. Gel que muestra el DNA del fragmento subclonado, para las clonas hechas tanto
en Eco RI, Hind IIl, y Not {, en la imagen de la derecha se muestra la hibridacién donde se
comprueba que las subclonas contienen la sonda que corresponde al Dominio ARID.

Mapeo del gen Osa
a. Secuenciaciéon

En la actualidad, el primer paso para obtener el mapa de un gen es
consultar la informacién disponible en las bases de datos, ya que varios
genomas han sido secuenciados en su totalidad. El DNA gendmico de

2 Este parametro es amplio debido a que ¢l marcador de peso molecular no es preciso en el lugar en
que s¢ encucntra ¢l inserto.
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ratén estd casi completamente secuenciado. Sin embargo, la informacion
se ha ido liberando gradualmente. Por ello, se procedié a revisar las
secuencias genémicas presentes en las bases de datos (sitio
www.ensembl.org/Mus_musculus) con relacién al gen osa. Al momento en
que realizamos la primera busqueda, no estaba disponible la secuencia
gendmica de osa de ratén, sin embargo se pudo acceder a la secuencia
gendmica de humano de este mismo gen. Esta secuencia como se verd
fué de utilidad para avanzar en nuestro mapeo.

Se decidié entonces realizar un mapeo experimental de la clona
gendmica aislada. Lo primero que se planteé fue mandar a secuenciar? el
inserto en forma parcial (en la Fig. 10 se muestra los lugares en que se
secuencia a NArid). Esto se hizo a partir de los extremos del inserto,
para lo cual se utilizaron los primeros T3 y SK contenidos en el
polylinker del pKS. Asi mismo, se utilizaron primeros disefiados en los
extremos del dominio ARID (mArid 1 y mArid 2) basdndose en el cDNA-
osal. La intencion de este andlisis era localizar secuencias
correspondientes a este cDNA dentro del inserto genémico y de esta
forma, determinar qué partes del cDNA reportado por Kozmik y col.,
estaban contenidas en la subclona NArid y de qué manera se
encontraban orientadas. Las secuencias resultantes del andlisis
mostraron que los extremos del inserto no presentaban homologia
alguna con el cDNA - osadl, por lo tanto debian ser secuencias intrénicas,
(al menos los =~ 500 nt secuenciados). Esta misma conclusién se obtuvo
cuando se analizé la secuencias del primero mArid 1; a diferencia de la
secuencia obtenida para mArid 2, que mostré similitud del 98 % en 70
nt con el ¢cDNA - osal cuando se hizo el andlisis correspondiente,
confirmdndose que teniamos una subclona de Osa con el Dominio ARID.
En el siguiente diagrama se muestran los sitios de donde se secuencié
NArid, asi como las incégnitas inmediatas:

3 Unidad de sintesis y secuenciacion del IBT
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Secuencla Secuencla
intrénica Intrénica
T7 * Inserto gendémico de aprox. *SK
-» 15 Kh <+
KS 7 ’ o o KS
p mArd 1 mArid 2 s
. o>
‘_;_KTi Secuencia_w i‘ ‘\4— Secuencia intrénica
P
Intrgnica § !! Ragién de homologln con el cDNA
° !J 188‘ lz: 163 I 4761 569 >
1
783, 5706
“— A OHDI OHDZ
cDNA - Osal
Fig . 10. En este se repr ias das (en naranja) a partir de la secuenciacién con los

oligonucledtidos (T7. SK, mArid 1 y maArid 2), en azul se representa la zona de la secuencia de mArid 2 que empaima

con ia secuencia del cONA. Aun no sabemos en que parte del inserto esta ubicado el dominio ARID, por lo tanto no se

representa en un lugar especxﬁco del inserto (rojo), en negro se representa el vector pKS. Las flechas representan la
ion de los

2= 130 wnt
9416 wt
gz ut
2322 nt
2027 wt
&03 nt

P
Rl (E). Hlnd 1] (H) Bam HI (B), Pst | (P), Xho | {X), en la imagen de la derecha se muestra
la hibridacion de este patrén con la sonda ARID.

b. Digestiones con enzimas de restriccion.

Debido a que la secuenciacién no aporté la informacién deseada,
se recurrié a un mapeo del inserto NArid con enzimas de restriccién, en
donde con digestiones dobles se ubicarian sitios para diferentes
enzimas. Ademds, combinando digestiones dobles con hibridaciones, se
podria determinar la ubicacién de ARID dentro de los insertos. De
inicio, se digirié con las enzimas de restriccion Eco RI, Hind III, Pst I,
Bam HI y Xho I (Fig. 11). Estas endonucleasas fueron elegidas porgue
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son algunas de las que estdn presentes en el polylinker de pKS como
sitios tinicos. El uso de estas enzimas tenia ademds el propédsito de ver si
eran Gnicas dentro del inserto genémico y se ubicaban en posiciones
adecuadas para que pudieran utilizarse en etapas posteriores, en la
construccién del vector para la recombinacién homéloga.

Las digestiones sencillas con estas enzimas generaron el nimero
de fragmentos que se pueden ver en la figura 11 e indican el nimero de
sitios de corte dentro del inserto genémico, los cuales se sefialan en la
tabla inferior. Estas digestiones también sirvieron para hacer una
mejor estimacién del tamario total del inserto, ya que por ser mayor de
12 Kb es muy dificil estimar su tamaiio directamente en un gel al 1% de
agarosa. Por ello es mds recomendable, sumar los tamarios de las bandas
obtenidas con cada una de las enzimas. El tamafio del inserté resulté ser
15 Kb. La enzima Xho I no se siguié utilizando ya que no contenia sitios
dentro del inserto.

Enzima EcoRI | HindIll | BamHl | Pst!
Longitud de las 6 6.5 14 7
distintas bandas 5.9 5 2.5 4
(en Kb) 4 3 1.5 3
12 2.2 2
0.8 1.1

0.6

Sitios de corte 4 5 2 4

El patrén de digestiones sencillas se transfirié a nylon, e hibridé
con la sonda ARID (Fig. 11 derecha). este ensayo mostré que para tres
de las cinco enzimas utilizadas, la sonda empalmaba en dos bandas. La
sonda correspondiente al dominio ARID tiene 371 nt, y no se corta con
ninguna de las enzimas utilizadas en el andlisis. Por lo tanto, que la sonda
hibride con mas de un fragmento, se interpreta como que el dominio
ARID esta separado por un fragmento de DNA que no aparece en el
cDNA (mRNA), pero que si esta contenido en la secuencia genémica de
osa. Estas secuencias que no aparecen en el mRNA son no codificantes y
se llaman intrones. Consecuentemente se puede decir que el dominio
ARID esta codificado por dos exones, puesto que hibrida con dos
bandas, y por lo tanto se le denomina exarb’ y exar3’, dependiendo de
alguno de estos se ubica hacia el extremo 50 3' del gen.
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Paolylinker
XHEPBN E £ E N
LLILL L 1 ] 1
- X 1 X B3 h. T —
pKS

Fig. 12. Modelo donde se representa a un inserto de DNA dentro del vector pKS, los sitios de corte
estan representados con lineas negras, la letra representa la enzima con la que es digerido el
fragmento, Eco RI (E), Not | (N), Bam HI (B), Pst | (P), Hind Il (H) y Xho ! (X). Las tijeras
representan todos los cortes de Eco Rl y las flechas representan los cortes de Not | en la subclona.
Se puede ver que cuando se digiere con las dos enzimas se genera un fragmento mas que cuando
se digiere solo con Eco RI.

Ip.:s tamafios det vector, inserto y polylinker no son proporcionales, pKS 2.9 Kb, Inserto 15 Kb, polytinker = 230

En la siguiente etapa, se utilizé un razonamiento de manera
general para ubicar uno de los fragmentos que se producen con cada una
de las enzimas utilizadas que se explica a continuacion: Las enzimas que
se utilizaron para las digestiones simples (Eco RI, Hind III, Pst Iy Bam
HTI) tienen un sitio de reconocimiento dentro del polylinker de la manera
en que se indica en la figura 12. Como se observa, el sitio de No7 I que
se utilizé para introducir el inserto genémico, se ubica posterior a los de
estas enzimas. Esta organizacién tiene la implicacién de que al cortar
con una sola de las enzimas de las que preceden al sitio de No7 I, el
DNA del vector, quedard unido a una parte del inserto genémico, tal
como se indica en el ejemplo (en rojo). Esta situacién se modificard al
realizarse digestiones dobles del tipo Eco RI/Not I, Hind III/ Not I,
Pst I/Not Xy Bam HI/Not I, ya que en estos casos si se separard el
vector del inserto gendmico en sus dos extremos. De esta manera la
comparacién de las digestiones sencillas con las digestiones dobles (Fig.
13), hara posible deducir a que distancia del sitio de No? I (en rojo) se
encuentra uno de los sitios de cada una de las enzimas, como en este
ejemplo seria el de Eco RI.

El gel que se muestra en la figura 13 fué transferido a nylon para
hacer una hibridacién con la sonda ARID (Fig. 13 derecha). Con este
experimento pudimos determinar que parte del dominio ARID se
encontraba presente en los fragmentos que se ubicaron adyacentes al
sitio Not I (lejano al polylinker, en este proyecto se le llamara sitio
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NofIa*), ya que en todos los casos, este fragmento era positivo a la
sonda ARID. Basandonos en estos resultados y en el ejemplo de la Fig.
12 se logro tener una primera aproximacién del mapeo para la subclona
NArid, que se muestra en el Mapa 1.

e laia s e

'te-nm.:u.-'u s

Fig. 13. La imagen de la izquierda muestra los patrones de corte para dobles
digestiones (E — N[Eco Rl — Not 1], B — N [Bam HI — Not 1], P - N [Pst | — Not {], N -H [Not |
— Hind I} y H =N [Hind Il - Eco RI]) y también muestra los patrones de corte para
digestiones sencillas con las enzimas Eco Rl (Ey), Bam HI (By), Pst 1 (Pn) y Hind 111 (Hy).
En la imagen de la derecha se muestra la hibridacién con la sonda ARID de los patrones
de corte de la imagen contigua, el asterisco amarillo muestra a la banda que es de mayor
peso molecular en digestiones sencillas y que desaparece cuando se digiere con Not | y
alguna otra enzima, con asterisco marron se muestra a la pmMaegﬁ%e resultado de
la doble digestion. se representa a uno

polylinker de los exones (exar5’
XH EPBN o exar3’)
y s~ R,
e _._E P '|E H o Nia  pKS
o e
4_"_2 Kb Hind (1t
«4—="=—— Eco Rl
- 3 Kb
-+ Pst i
4.1 Kb

- Bam HI
4 rs Y 3 3 n 11 Kb

t t t ¥ $ t t t t ¥ t 1
OKb 1Kb 2Kb 3Kb 4Kb 5Kb 6Kb 7Kb EKb 9Kb 1DKb 11Kb 12Kb 13Kb 14Kb 15Kb 16Kb 17Kb 18Kb

Mapa 1. En rojo se representa el inserto genémico de osa, en negro se representa el
vector en el que se subclond (vector pKS), la linea verde representan la zona en que debe
hibridar la sonda ARID con alguno de los dos exones, a la izquierda de la figura se
representa la zona del polylinker del vector y cada letra representa los primeros sitios de
corte de las enzimas de restriccion, es decir Not | (N), Hind 1ll (H), Eco RI (E), Pst{ (P) y
Bam HI (B). El fragmento producido por el corte con las enzimas indicadas, esta indicado
con flechas negras para cada enzima.

* También se pucdcn ver que NArid contiene otro sitio de Nol 1, es decir el sitio en donde se
e maliiple de cl i6n, este sitio esta incluido siempre se i al polylinker
en ¢l proyecto, n dlfchncu\ de Not la.
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Con la informacién derivada del andlisis anterior se pudo disefiar
una estrategia légica para ubicar otros de los sitios de las enzimas
utilizadas. Para este ejercicio se consideré como referencia, el sitio de
Bam HI sefialado en el mapa 1. Se eligié Bam HI debido a que solo hay
dos sitios en el inserto genémico y el que hibrida con la sonda ARID es
grande (=11 Kb) y por lo tanto contiene a otros sitios de Eco RI, Hind
IIT y Pst I. Se procedié entonces a realizar digestiones dobles con Bam
HI y cada una de las otras enzimas (es decir, Eco RI/Bam HI; Pst
I/BamHI y Hind IIT/Bar HI), las cuales se muestran en la figura 14.

A partir de un andlisis en el que se compararon los patrones de
las digestiones sencillas (p. Ej. Eco RI y Bam HI) y la doble
correspondiente (Eco RL/Barmn HI), se definié cuales fragmentos de la
doble digestién se conservaban de cada una de las digestiones sencillas,
Y cuales nuevos se generaban, tomdndose en cuenta los tamafios
producidos por las digestiones dobles en relacién con las sencillas. De
esta forma, se pudo definir, todos los sitios de Eco RI, Bam HI y un
fragmento mds de Pst I. Sin embargo solo se pudieron localizar
inequivocamente, algunos de los sitios de H/ind III.

También se ubicaron las otras bandas que hibridan con la sonda
ARID, estas fueron colocadas contiguas a otra banda que muestra sefial
positiva para la sonda, en el mapa 2 se puede ver la ubicacién de las
bandas ubicadas.

Fig. 14. Gel que muestra dobles digestiones con Bam H! y otra enzima, también
aparecen los patrones de corte de digestiones sencillas para las enzimas utilizadas en el
mapeo. Las letras representan un patron de corte especifico, para Pst | (P), para Pst | —
Bam HI (P — B), B (Bam HI), Eco Rl — Bam H! (E — B), E(Eco RI), H (Hind Ill) y H — B (Hind
it - Bam HI)
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Sonda ARID correspondientes
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Mapa 2. En rojo se representa el inserto genomico de osa, en negro al vector pKS, en lineas
verdes se representa la zona en que debe hibridar la sonda ARID para ios dos exones, del lado
izq. se representa al polylinker, cada letra representa los sitios de corte de las enzimas, es decir
Not | (N), Hind lli (H), Eco RI (E), Psti (P) y Bam HI (B).

3°
3 e % oo mint e my g B SH SIS R
5 cDNA -osat ! 3’
da ratoén i <«
=r
Exén 775 — 1020 nt Exones del Exo?;ws del Exon del FréAn AR — 7040 nt
dominio ARID inlo OHD 1 OHD 2

Fig. 15. Este esquema representa la comparacion del cDNA (gris) con la secuencia genémica reportada
para osa en humano (morado), en un recuadro rojo se denota el lugar y nimero de exones del dominio
ARID, en un recuadro café los exones del dominio OHD1 y el un recuadro verde el exdn de! dominio OHD
2. Los espacios entre cada fragmento gris (es decir de cDNA), representan los intrones.

¢. Reacciones en cadena con la Polimerasa Tag.

Las reacciones de polimerasa en cadena (PCR) también son ampliamente
utilizadas para obtener informacién relacionada con la organizacién de una
clona genémica. En este trabajo, el PCR ayuddé a definir la orientacién del
inserto gendmico dentro de pKS y el contenido de cDNA correspondiente. Para
tal fin se disefiaron primers dirigidos a zonas del cDNA - osal ubicados hacia
el extremo 5. Ya se tenian indicios de que la orientacién de la subclona era
hacia el extremo 5 del cDNA, debido a que se hizo una hibridacién de la
subclona con la sonda OHDL1 y el resultado fue negative. Como se menciona en
la introduccién OHD1 es un dominio ubicado hacia el extremo 3' del ¢cDNA, at
dar negativo para la subclona es muy probable que la subclona contuviera su
orientacion al extremo 5'.
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Para definir tanto la orientacién como el nimero de exones
contenidos en la subclona genémica, se diseraron primers dirigidos a
zonas del ¢cDNA ubicados hacia el extremo 5'. Los primers se disefiaron
basdndose en la comparacién del gen osa de humano de la base de datos
y del cDNA de ratén (Fig. 15), puesto que desconociamos la organizacion
de exones e intrones y el tamaiio de los intrones contenidos en el gen de
ratén. El gen de humano pudo utilizarse como referencia, ya que se sabe
que generalmente se conservan las posiciones exén - intrén entre
mamiferos, por tanto también se conserva el tamafio de los exones. El
andlisis de la estructura del gen de humano nos permitié ubicar el
fragmento de ¢DNA - osal comprendido entre los nucleétidos 775 y
1020 como un exdn tnico. Este exdn es la primer secuencia identificable
del cDNA de ratén en el gen de humano. Aparentemente anterior a esta
posicién en el gen de humano se encuentra un intrén muy grande(al
menos de 20 Kb%), por lo tanto la secuencia reportada de humano, no
alcanza a abarcar al inicio del gen si este es igual que el inicio de osa en
ratén. Con base en lo anterior se disefiaron primers para el exén
identificable mds cercano al extremo 5' (del nucleétido 775 al 1020°).
Estos primers se llamaron ex775 y ex1020. El objetivo de disefiar estos
primers es confirmar la direccién que muestra la subclona.

Aunque no se tenian rastros acerca de los primeros exones de
osa, es decir, los correspondientes al inicio de la transcripcién y de la
traduccién, se disefié un oligonucleétido a partir del cDNA reportado
por Kozmik y col., dirigido al inicio de la regién codificante (primer inil).
También se disefio otro oligonucleétido ubicado a 300 pb hacia abajo
(ini300), este dltimo fue dirigido a una posicién cercana al inicio de la
regién codificante, minimizando la probabilidad de que un intrén quedara
dentro de estas posiciones y se dificultara la obtencién de un producto
de PCR. El objetivo de utilizar estos primers es para saber si la subciona
contenia el inicio de laALrl')aduccién.

mAridl — mArid2

1 300 775 1020 3784 4045
5 \ { | 1880, 12163 | OHDI | OHD2 -
»> < | e
inil —ini300 ©x775—ex1020 ARIDI —ARID2 OHDI1 -OHD2

cDNA de Osa de ratén

Fig. 16. Representacion de la ubicacién los primer's disefiados a partir del cDNA reportado por

Kozmik y col.

3 Se sugiere este numero porque antes del exén 775 — 1020, hay 20, 000 pb que no muestran
homologia con ¢l cDNA

¢ L.os exones fucron nombrados a partir de la ubicacion de los en que se diseilaron los nucleétidos en
cl cDNA
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En la Fig. 16 se representan lugares del cDNA en que fueron
disefiados todos los primers utilizados en el proyecto.

Se hicieron PCR's con cada uno de estos pares de primers
utilizando como templados a la subclona NArid y las clonas aisladas de
la biblioteca (1A, 2A, 61 y 71). El resultado de este andlisis indicé que
dnicamente los primers del exén 775 - 1020 podian generar un producto
tanto en NArid como en las clonas genémicas, como se observa en la
figura 17. De estos experimentos se concluyé que la subclona genémica
incluia al menos de la posicién 775, en que se ubica el primer ex775 y va
a la posicién 2163 donde esta ubicado el primer ARID2. Esta conclusion
también implica que la regién correspondiente a la posicién 775 debe
estar mds cercana a donde estdn los sitios del polylinker, y ARID como
ya se demostré anteriormente, estd ubicada del lado contrario, o sea
cercano al sitio de No#Ia, esta conclusién surgié ya que revisando el
Mapa 2, nos dimos cuenta que la distancia que hay entre ARID y el
extremo del vector (en el sitio NorIa) es a lo mds de 2 Kb. En esta
distancia no podria ubicarse el exén 775 - 1020, puesto que la
comparacion del cDNA con el gen Osa de humano muestra una mayor
distancia (de al menos 6 Kb) entre estos dos exones.

El resultado negativo del PCR con inil e ini300 (Datos no
mostrados) sugiere al menos dos posibilidades. Primera, que los primers
no puedan generar un fragmento porque exista un intrén grande entre
ellos que dificulte la formacidén de un producto de PCR; la segunda opcién
es que la subclona no contenga el inicio de la regién codificante y que
por eso la amplificacién por PCR sea negativa. En ensayos del mismo tipo,
que se mencionan en la discusién, se comprueba que los primers inil e
ini300, son capaces de generar bandas de PCR en clonas de osa
contenidas en vectores de clonacién conocidos como BAC's”. Por lo que
se concluye que NArid no abarca hasta el inicio de la regién codificante,
a diferencia de los BAC's donde se sugiere que si contienen dicha regién.

Se realizaron otros PCR's que sirvieron para definir la distancia
entre ARID y el sitio de No7 I (que queda aislado del polylinker), donde
se utilizaron los primers mArid 2 y SK: asi como la distancia que habria
del exén 775 - 1020 al polylinker para el cual se utilizaron los primers
ex1020 y T3, tomando como premisa que este exén es muy cercano al
extremo del inserto. Para estos ensayos se tomé como templado al DNA
de la subclona. Los resultados de estos ensayos se muestran en la figura

7 Cromosomas Artificiales de Bacteria.
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18, donde se muestra que la distancia entre el extremo del dominio
ARID y el extremo del vector es de aproximadamente 500 nt, y la
distancia del exén 775 al otro extremo del inserto es de 1000 nt. Esta
distancia sugiere que ya no existen otros exones antes de 775 - 1020 o
después de ARID. Lo anterior es confirmado en la comparacién del
cDNA con el DNA humano, ya que los intrones que se reportan en este
cotejo, son mayores a la distancia obtenida de estos experimentos.
Estos datos ayudan a la delimitacién de NArid, y se concluye que la
subclona contiene del nucleétido 775 al 2163 del ¢cDNA - osal de ratén,
representando el 20% del mismo.

Fig. 17. Este gel muestra el PCR que se realizo utilizando los oligonucledtidos ex775 y
ex1020; MP (Peso Molecular), 1 (clona genémica 1), 2 {(clona gendmica 2), 6 (clona
gendmica 6), 7{clona gendmica 7), SC (subclona NArid).

AN i)

Fig. 18. Gel que muestra ensayos de PCR para saber las distancias que hay entre
el vector y el exén del dominio ARID de la subclona (A-V), también se muestra el PCR
para saber la distancia del exén 775 — 1020 y el vector (241 — V), [controles negativos (-))

Otro ensayo de PCR que se realizé fue para saber la distancia
entre los exones del dominio ARID(como primer’s se utilizaron ARID1 y
ARID2), el resultado se muestra en la figura 19, donde se muestra un
producto de PCR cercano a los 3.5 Kb, atribuyendo esta longitud al
intrén ahi presente.
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Fig. 19. Esta imagen muestra {a distancia que hay entre los exones del dominio

ARID, es importante destacar que esta distancia es de cerca de 3.8Kb, pero dentro del
fragmento generado se esta tomando en cuenta al dominio ARID que es de 200 pb que

deben ser quitados para definir el tamafio del intrén.
En la ditima etapa del proyecto se visité de nueva cuenta el sitio

www.ensembl.org/Mus__musculus, con el objetivo de revisar si se habia
liberado la secuencia de Osa, tomando nuevamente al cDNA reportado
por Kozmik y col. (Kozmik et al, 2001). Esta biisqueda mostré que una
secuencia es muy similar al cDNA - osal, y se localiza en el cromosoma 4
del organismo (tomando como premisa que Osa se encontraba en el
localizado en el cromosoma 4(Kozmik , et al 2001))[en el Apéndice 2 se
muestra el resumen de exones e intrones de la blisqueda].

Esta comparacién arrojé una serie de observaciones que

confirman datos obtenidos en los experimentaimente en el proyecto:

1.

Confirma la cantidad de ¢cDNA contenida en NArid, puesto que al
lado del exén de ARID direccién 3' hay un intrén de 1.5 Kb y del
exén 775 - 1020 hacia el extremo 5 hay un intrén de 20 Kb, y
como ninguno de los extremos puede cubrir esta distancia, la
subclona queda delimitada como se propuso anteriormente.

El exén llamado 775 - 1020, muestra una longitud similar, al de la
comparacién con DNA humano, en todo caso los oligonucleétidos
disefiados para localizarlo se wubican dentro del exén
correspondiente, generando productos con el tamafio de Ila
secuencia esperada.

En esta comparacién, el intrén que separa al dominio ARID
muestra una longitud de 3.6 Kb, que es un tamafio similar al
obtenido por ensayos de PCR (3.5 Kb).

Basdndose en la comparacién (Ver Apéndice 2), se sugiere que la
subclona NArid contiene aproximadamente el 207% del cDNA,
como también se habia propuesto.

El modelo final del mapeo parcial y la caracterizacién de la

subclona NArid se muestra en el mapa 3.
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Mapa 3. En rojo se representa el inserto gendmico de Osa, en negro al vector pKS, en lineas verdes se representa la 2ona en que debe hibridar la
sonda ARID, del laco izquierdo de la figura se representa la zona del polylinker del vector y cada letra representa los sitios de corte de las
enzimas de restriccién en ambos extremos, es decir Not { {N), Hind Ill (H), Eco RI (E), Pst | (P} y Bam HI (B). Al lado derecho se muestra la
ubicacién sugerida por el PCR para el exén 775-1020.
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Fig. 5. Peliculas que muestan tres de las trece sefales positivas encontradas en la primer vuelta
de seleccidn, en la imagen se muestra un aumento de (a sefal resaltado por lineas blancas.

Fig. 6. Esta imagen muestra la segunda (a) y tercera (b) vuelta de la busqueda en la libreria
gendmica, se muestran dcs densidades de placas liticas distintas, las imagenes de la izquierda
tienen menor densidad que en las de la derecha, facilitando el aisiamiento de |a placa de infeccion.
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DISCUSION

En el presente trabajo, se realizé una blsqueda en una biblioteca
gendmica de ratén, donde se identificaron clonas del gen osa. Se utilizaron
sondas correspondientes a secuencias de dominios homédlogos al gen,
identificadas tanto en humano como en D. melanogaster (Dallas, et al. 1998;
Iwahara and Clubb 1999; Dallas, et al. 2000). Una sonda corresponde a un
dominio cercano al extremo 5' del gen (ARID) y la otra sonda corresponde a un
dominio que se encuentra hacia el extremo 3' (OHDI) (Dallas, et al. 1998;
Iwahara and Clubb 1999: Dallas, Pacchione et al. 2000; Kozmik, et al. 2001)

En este proyecto se lograron aislar, tres distintas clonas genémicas de
Osa de ratén, de estas se subcloné en el vector pKS en sitios No7 I y se mapeéd
un inserto de 15 Kb, que corresponde al inserto total de una de las clonas
gendémicas. El mapeo parcial con las endonucleasas de restriccién Eco RI, Hind
III, Bam HI y Pst I de estas subclonas, permitié saber que ninguna de las
enzimas mencionadas contiene un sitio dentro del inserto que facilite la
construcciéon de un vector para la recombinacién homéloga (VRH), necesario
para la creacién de una mutacién nula en ratén.

A fravés de experimentos de recombinacién homéloga en células
embrionarias totipotenciales, idealmente se logra deletar la regidén codificante
de un gen de interés impediendo la produccién de la proteina. Incluso en
ocasiones se logran disefios que permiten deletar regiones regulatorias y con
ello se evita la transcripcién. Sin embargo, en varios esquemas se consigue
nulificar la funcién del gen deletando partes importantes de la proteina (p. Ej.
dominios funcionales o dominios de la proteina que sirven la unién a DNA) o
alterando la fase de la traduccién a partir de una regién cercana al inicio de la
regién codificante. En este sentido las clonas que se aislaron en este trabajo,
si bien no contienen el inicio de la traduccién, serdn de utilidad para el disefo
de un VRH que interrumpa la traduccién de osa aproximadamente a partir del
nucleétido 775 al 2259 correspondientes al cDNA, debido a que en esta regién
esta contenido el dominio ARID que es de unidén al DNA.

La construccién de un VRH necesita de ciertas caracteristicas. Entre
ellas se encuentra la de tener regiones homélogas al gen para que pueda haber
recombinacién con el DNA genémico. Dichas regiones deben tener una longitud
de al menos 3.5 Kb (Fig. 20), que formardn los brazos del vector. Se debe
contar con un fragmento grande del gen. En este caso el fragmento es de
alrededor de 15 Kb, en donde las orillas del fragmento serdn los brazos del
vector, dejando una longitud considerable entre ellos (Fig. 20).
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Para la construccién también es conveniente tener sitios dnicos para
enzimas de restriccién dentro del inserto, al que se desea incluir como
fragmento homélogo (ver Fig 20). En la subclona NArid, hasta el momento no se
han identificado sitios en el fragmento genémico para llevar a cabo la
estrategia mds simple en el disefio de recombinacién homéloga, por lo que se
determinard la presencia de otros sitios de enzimas, que no se encuentren en el
polilinker, ni en el vector y que su sitio de reconocimiento sea de al menos seis
nucleétidos, por ejemplo Nae I, PvuI, Bgl I, NcoI.

Sin embargo, a partir de la informacién que se tiene hasta el momento,
se puede proponer un esquema para la construccién de un vector que involucra
varios pasos; utilizando sitios de Pst I, que estdn ubicados a 4 Kb de ambos
extremos del inserto (Mapa 3). Aunque para el caso de Pst I nos falté ubicar
un sitio, sabemos que éste sitio se debe encontrar hacia la parte central del
inserto y no nos afecta en el disefio que se propone para la construccién del
VRH.

Primero se propone digerir a la subclona con Pst I; las bandas que
interesan para esta propuesta sélo son dos, la banda que queda unida al vector
y la banda de 4 Kb que es separada del vector en el polilinker (ver Mapa 3 y
Fig. 21): posteriormente se procederia a aislar estos fragmentos para ligarlos
nuevamente entre si, solo que al hacer esta ligacién, se incluiria también un
oligonucledtido adaptador, que se disefiaria con el objetivo de destruir los
sitios de Pst I y producir alguno nuevo, finalmente se tendrian varios eventos
de ligacion posibles, donde el inserto podria quedar orientado en dos
direcciones y el adaptador podria insertarse en ambas posiciones, en una o en
ninguna. Para obtener la construccién deseada se tendria que seleccionar de
entre las que se generaron. Esta propuesta, igualmente implicaria una bisqueda
de una enzima que tenga sitios de reconocimiento en NArid, por lo tanto esta
opcién se contempla sélo en el caso de no encontrar alguna otra enzima que
presente un patrén tnico de corte.
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Fig. 20. Representacién de la construcclén de un VRH, donde ia linea roja representa al inserto del gen, la linea negra
representa al vector de tas letras rep ios sitios de corte, donde P es Pst |. Las flechas negras

representan las bandas que servirdn como brazos en la recombinacion homobloga.
Los tamafos tanto del insefto (15 Kb), como del vector (2.9 Kb) y del polilinker (x230pb) no son proporcionales

Una vez que se produce el vector con los brazos en los extremos, estos
son unidos a un fragmento de DNA que contiene genes titiles para el proceso
posterior. Estos son genes de resistencia, tales como Neo, para seleccionar los
eventos de insercién en el genoma y un gen reportero (p. ej. /ac Z) que permite
el seguimiento de la expresion del gen en el embrién (esquema 5, siguiente
pagina).

La ubicacién del inserto en el gen es cercana al extremo 5 del mismo,
pero no contiene regiones regulatorias 6 el inicio de la traduccién. La bisqueda
de gen en el sitio www.ensembl.org/Mus_musculus, basdndose en el cDNA,
indicé la presencia de un intrén de alrededor 20 Kb cerca del inicio del gen
(entre los nt 774 y 775 del ¢cDNA). Por esta razén era improbable obtener el
inicio de la traduccidén en una clona aislada con la sonda ARID, ya que el tamafio
limite del inserto es de entre 15y 20 Kb y ARID se encuentra identificado a 8
Kb del intrén de 20 Kb. Sin embargo, como el inserto contiene un dominio de
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pegado al DNA (ARID), que es importante para la funcién de la proteina /n vivo
(Collins, et al. 1999). Se espera que al deletar este dominio del gen, se elimine
la funcidén del gen, generando el ratén “nulo” para osa.

1 inserto de DNA 15 Kb 1
Brazo = 3.5 Kb @ 2 9Brazo = 3.5 Kb
N——— Dy e .
Sitio unico de Digestién con enzima Sitio unico de
restriccion que genera sitios restriccion
3 Gnicos de restriccidn

DNA que va ha ser sustituido por el marcador

——————
Brazo ~ 3.5 Kb A

(el

VECTOR DE RECOMBINACION HOMOLOGA

Fig. 21. Representacion de la cons?mccibn de un vector de recombinacion
homologa a partir de un fragmento de DNA. La linea negra representa el DNA
de que se van a tomar los brazos del vector, los rombos negros representan los
sitios Unicos de corte de alguna enzima, y la linea verde representa el
marcador del! vector. Cabe mencionar que el marcador casi nunca es del
tamario mismo que el fragmento de DNA que habia entre los brazos.

Gracias a una colaboracién de con el lab. del Dr. Collin Stewart, se
cuentan con clonas de BAC's (Cromosomas Artificiales de Bacterias), que
contienen secuencias del dominio ARID y del dominio OHD1. Los BAC's son
vectores de clonacién que pueden contener de 100 a 150 Kb de DNA exogeno.
Por tal razén habia una gran probabilidad de que alguna de estas clonas
contuviera todo el gen. Consecuentemente se podrian aislar fragmentos que
contuvieran tanfo regiones regulatorias como a la regién codificante del
extremo amino terminal de la proteina, por lo que se daria paso a la
caracterizacién del inicio del gen, asi como a la construccién de otros vectores
de recombinacién homéloga, ayudando en la delecién total de la funcién de la
proteina OSA en ratén. En relacién con estas clonas hemos hecho
experimentos de PCR, utilizando los primers inil e ini300 y pudimos amplificar
productos de PCR. Gracias a este ensayo pudimos confirmar que tenemos
clonas que contienen la regién codificante del extremo amino terminal de la
proteina, a diferencia de la subclona NArid que no contiene el dicha regién
puesto que no pudimos obtener productos de PCR con estos mismos primers.
Adicionalmente en este ensayo se demostré que entre inil e ini300 existe un
intrén del al menos 1.5 Kb.
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CONCLUSIONES

- Se aislaron tres distintas clonas del gen Osa de ratén, que contenian al
dominio ARID (1A, 6),y 2A-7A).

- La subclonacién y mapeo del inserto de la clona 2A aportaron que el
fragmento del gen contiene al 20% del cDNA de ratén.

- La subclona NArid no contiene el incluyendo a la regién codificante del

dominio ARID pero esta ubicado hacia el extremo 5’ del gen y es de utilidad
en la construccién del vector de recombinacién homéloga.

- Se logré mapear el inserto denominado NArid con las enzimas Eco RI,
Bamn HI, Pst I, Hind III, con estas y otras que se caracterizardn en un
futuro cercano se podrd realizar la construccién de un vector para la
recombinacién homéloga.
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APENDICE 1

Alineamiento de la sonda ARID con el cDNA de Osa de ratén, este

. alineamiento muestra un 99% de similitud. La figura esquematiza e lugar
fisico donde son homélogas estas secuencias, es decir el dominio ARID. En
negrita se representa al primero mArid 1, en itdlicas mArid 2 la dnica
diferencia en la comparacién esta subrayada y en negritas.

-~ e sonda ARID
_— c¢DNA de ratén

sec cDNA : 2183 tccacgctcgatcttg cactcaaaggcatagagacattggatatactgcetttttcagtga 2124
secARID :58 tccacgctcgatcttg cactcaaaggcatagagacattggatatactgcetttttcagtga 117

secARID : 118 gctggcagcactgcttgatgtacccacattgaggttggttgeaagtteccgecatttitt 177
sec cDNA : 2123 gctggcagcactgcttgatgtacccacattgaggttggttgcaagtteccgecatttttt 2064

secARID : 178 gttcttgttgacctgagtcaacccaccaatctocttcacagacacatagaggegatagag 237
sec cDNA : 2063 gttcttgttgacctgagtcaacccaccaatcetccttcacagacacatagaggegatagag 2004

secARID 238 gtccagaggcttcctccccacagcaggeagatttgtcatgeccatggecttetoctetgt 297
sec cDNA: 2003 gtccagaggcttectecccacagcaggcagatttgtcatgeccatggecttctectetgt 1944

SecARID : 298 gaaggccaggtaccggtccacccacatcttectctcgggcetcaccacccaactcatacaa 357
sec cDNA : 1943 gaaggccaggtaccggtecacoccacatcttectctcgggctcaccacccaactcatacaa 1884

SecARID : 358 tt t ggtgatcttctcattggtggtggtagaagaactggatttcttagatttggattctgt 417
sec cDNA : 1883 tt g ggtgatcttctcattggtggtggtagaagaactggatttcttagatttggattctgt 1824

SecARID : 418 cttgggtgteee gggacacccasgaca 422
sec cDNA : 1823 cttgggtgtcce gggacacccaagaca 1807
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Comparacién del cDNA - osal de ratén con el gen reportado para
humano (derecha), también se muestra los exones generados en la
comparacién del cDNA con secuencia genémica de ratén correspondiente
al cromosoma 4 del este organismo.

Tamaiio del Ex6n a partir | Exén en DNA Ex6n en DNA Tamaiio del
exon en del cDNA genémico de ratén genomico de humano | exén en
Ratén en basc al cDNA de Humano
ratén
208 nt 1—-209 2066840 — 2067048
453 nt 205 - 658 | 2068882 — 2069335
178 nt 603 — 783 | 2070179 —2070357
252 nt 769 — 1020 | 2093396 — 2093648 775 — 1016 241 nt
98nt 1012— 1110 | 2093894 — 2093992 1013 —1107 94 nt
181 nt 1103 — 1284 | 2094726 — 2094907 1104 — 1274 170 nt
321 nt 1265 — 1586 | 2095480 — 2095801 1272 — 1587 315 nt
148 nt 1584 — 1732 | 2096406 — 2096554 1585 — 1733 148 nt
204 nt 1694 — 1997 | 2096615 — 2096909 1730 — 1842 112 nt
Dominio| 225 nt 1840 — 2064 | 2098277 — 2098502 1841 — 2054 213 nt
ARID 221 nt 2036 — 2259 | 2100282 — 2100503 2050 — 2260 210 nt
524 nt 2220 — 2738 | 2101847 —2102371 2391 — 2660 131 nt
209 nt 2377 — 2588 | 2102165 —2102374 2393 — 2566 173 nt
114 nt 2713 — 2827 | 2102997 — 2103111 2565 - 2718 153 nt
159 nt 2869 —3031 | 2103231 —2103390 2716 — 2828 112 nt
Dominios 896 nt 2965 — 3861 | 2103188 — 2104684 2870 — 2967 97 nt
OHD1y 125 nt 3858 — 3983 | 2104989 —2105114 2966 — 3056 90 nt
OHD2 1247 nt 3981 — 5229 | 2107524 —2108771 3114 — 3860 764 nt
] 3859 — 3990 131 nt
950 nt 5606 — 6553 | 2109110 — 2110060 3989 — 4136 147 nt
827 nt 6124 — 6955 | 2109630 —2110457 4201 — 5731 1710 nt
302 nt 6737 — 7039 | 2109266 — 2110381 5760 — 5852 92 nt
5890 — 6023 133 nt
6032 — 6089 57 nt
6136 — 6760 624 nt
6834 — 7040 206 nt
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APENDICE 3
Medios de Cultivo.

Medio LB .

10 g de Nacl l
10 g Triptona .
5 g de extracto de Ievaduraj

Para medio liquido

Aforar a 1L de agua.
Ajustar a pH 7 con NaOH
5N

Autoclaverar y vaciar a
cajas Petri

Medio NZY
5 g de Nacl

2 g de MgS04 7H20 1
10 g de NZ amina (caseina
hidrolizada) J
Para medio liquido:
Aforarall

Ajustar elpHa 75
Autoclavear

Bacto - agar 15 g / L (Medio sélido)
Bacto - agar 7 g / L (Agar suave)
Bacto - agarosa 15 g /L (Medio sélido)
Bacto - agarosa 7 g /L (Agar suave)

Después de agregar agar o agarosa:

Aforar a 1L de agua.
Ajustar a pH 7 con NaOH 5N
Autoclaverar y vaciar a cajas Petri

NZY sélido 15 g de agar o agarosa
NZY suave 7 g de agarosa

Una vez agregado agar o agarosa:
Aforarall

Ajustar el pHa 7.5

Autoclavear

Para hacer los medios de seleccion por resistencia a antibiotico:

Antibiético Concentraciénde  Temperatura de Concentracion
almacenamiento almacenamiento de trabajo
Ampicilina 50 mg/ml en H20 - 20°C 100pg/ml
(1/500)
Cloramfenicol 34 mg/ml en etanol - 20°C 170ug/ml
(1/200)
Tetraciclina 5mg/ml en etanol -20°C 50ug/ml (1/100)
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Buffer’s y Soluciones

Burffer SM (Phage Buffer)
5.8 g de NaCl
2 g de MgS0Q4 7H20

50 ml de Tris HCl 1M (pH 7.5)

5 ml de gelatina 2% (w/v)
Aforar a 1L de agua
Autoclavear

Solucion Desnaturalizante
1.5 M de Nacl
0.5 M de NaOH

Solucion Neutralizante

1.5 M de NacCl

0.5 M de Tris HCI (pH 7.2)
0.001 M EDTA

Buffer de hibridacion

0.5 M de NaHzPO4 (pH 7.2)
7 % SDS

1 mM EDTA (pH 8.0)

Buffer TE
10 mM Tris HCI (pH 7.5)
1 mM EDTA

Buffer SSC 20 x

175.3 g de Nacl

88.2 g de Citrato de Sodio

800 ml de Agua

Ajustar apH 7 con NaOH 10 N

EDTA (0.5M)

186.1 g de Na:EDTA 2H20
disolver en 700ml de agua

Ajustar el pH a 8.0 con NaOH 10 N
y aforarall.

SDS 10%(Dodecil Sulfato de Sodio)
100 g de SDS
Se disuelve en 1 L de agua

Solucion de lavado
40 mM NaH2PO4
1% SDS
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APENDICE 4

Mapa del vector utilizado en la subclonacién. Se muestran los sitios
de restriccién, con flechas punteadas se marcan los sitios de las enzimas
utilizadas en el mapeo de restriccién. Con una flecha negra se muestra el
sitio en que se inserté el fragmento mapeddo.

BssH )

T7+
Sacl

83X

Sacil

Eap)

Nojf
Xbat

Spel

BamH| «----
Smal

Pstl «----

pBC KS +/- EcoRl <----
i EcoRV
phagemld Hirdll] ----
Bsp1061(Clal)
SalifBioc11/Acel
Xhol ----
EcoD1091(Drall)
Apal
Kpnl
T3¢
BssH il
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