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"Who are you?” said the Calerpillar

This was not an encouraging opening for a
conversation. Alice replied, rather shyly, “I-| hardly
know, Sir, just at present — at least | know who | was
when | got up this morning, but | think | must have
been changed several times since then.”

Alice's Adventures in Wonderland
Lewis Carroll

“...pero el examen revel6é que no tenia fiebre, ni
dolor en ninguna parte, y lo Gnico concreto que
sentia era la necesitada urgente de morir. Le
bastd con un interrogatorio insidioso, primero a
él y despues a la madre, para comprobar una
vez mas que los sintomas del amor son los
mismos del colera. Prescribio infusiones de
flores de tilo para entretener los nervios y sugirid
un cambio de aires para buscar consuelo en ia
distancia, pero lo que anhelaba Florentino Ariza
era todo o contrario: gozar de su martirio”

El amor en los tiempos del colera
Gabriel Garcia Marquez

“Solo quedan los puros viejos y tas mujeres solas, o
con un marido que anda donde s6lo Dios sabe
dénde...Vienen de vez en cuando como las tormentas
de que le hablaba; se oye un murmullo en todo el
pueblo cuando regresan y uno como gruiido cuando
se van... Dejan el costal del bastimento para los viejos
y ptantan otro hijo en el vientre de sus mujeres y ya
nadie vuelve a saber de ellos sino al afio siguiente, y a
veces nunca...Es la costumbre. Alli le dicen |a ley pero
es lo mismo. Los hijos se la pasan trabajando para lo
padres como ellos trabajaron para los suyos y como
quién sabe cuantos atras de ellos cumplieron con su
ley...

El lano en ltamas
Juan Rulfo.
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RESUMEN

La célula eucarionte tiene diferentes mecanismos de control de la expfyesién de los
genes que conforman su genoma, ya que cada uno ‘de ellos neces’ita, ser
expresado en un tiempo y lugar especifico. Dentro de los mecanismos que
participan en el control de la expresidon de los genes se encuentran los elementos
de control a distancia como los “enhancers”, los silenciadores y los “insulators” o
delimitadores. En estos elementos se encuentran sitios consenso de unién para
factores transcripcionales que pueden actuar como activadores y como represores
de la transcripcion. Los genes globina son un modelo ideal para el estudio de la
regulacion transcripcional, ya que hay genes globina embrionarios y adultos que
se expresan en distintas etapas del desarrollo. En el dominio a-globina se
localizan el gen embrionario n y los genes adutos u®y uP. En el costado 3' de este
dominio en estudios previos se identificaron regiones con una actividad de
“enhancer” y un silenciador, existiendo un tercer elemento llamado 4° caja de
homologia en la que no se observd ninguna actividad. Del presente trabajo,
empleando como promotor al del gen «” y el gen reportero de la cloranfenicol
acetiltransferasa se concluyo que el elemento silenciador tiene una actividad de
silenciamiento clasica y no se trata de un elemento delimitador. Los resultados
también sugieren que la 4" caja de homologia no forma parte integral del
"enhancer” y parece participar en la regulacion de la actividad de este elemento.
La concentracion de los factores transcripcionales que se estan uniendo a la 42
caja de homologia parece correlacionar con el estado de actividad del "enhacer”.
Cuando los genes globina estan transcripcionalmente activos el factor GATA-1 es
abundante y sus niveles descienden cuando los genes globina estan silenciados.
Lo contrario ocurre con el nivel de concentracion del factor YY1, que es mas
abundante cuando los genes globina estan silenciados y cuya concentracion
desciende cuando los genes globina se estan expresando.



1, INTRQDUCCION

1.1. GENERALIDADES

La complejidad evolutiva del genoma eucarionte requiere de varios niveles
de regulacion de la expresion geneética para permitir el desarrollo de una célula
huevo hasta un organismo completo. Son multiples los mecanismos de regulacion
necesarios para la expresion coordinada de distintos genes permitiendo que una
célula totipotente realice los diversos procesos de diferenciacion qué
desembocaran en la especializacion celular.

Para que un gen sea transcrito primero es necesario atraer y ensambilar el
complejo de iniciacion de la transcripcion (RNA polimerasa |l y los factores
generales de la transcripcion). Esto se lleva a cabo en los promotores de los
genes y representa un primer nivel de regulacion de la expresion de un gen. Por
otra parte en el control fino y especifico de expresion de un gen participan los
elementos de control a distancia, tales como los “enhancers”, silenciadores,
“Locus Control Region" (LCR) e “insulators”, los cuales modulan los niveles, el
tejido y el tiempo en el que debe ocurrir la transcripcion.

Otro punto importante en la regulacion de la expresion de los genes
eucariontes durante el desarrollo y que hasta hace poco tiempo fue considerado,
es la estructuracion del DNA. Ei DNA eucarionte se estructura con un conjunto de
proteinas conocidas como histonas y que forman un octamero de ‘proteinas
denominado nucleosoma. A este conjunto de proteinas y DNA se e denomina
cromatina.

La funcion primaria de la cromatina es la de compactar al DNA para poder
ser contenido en el interior del nucleo. Hoy en dia existen evidencias convincentes
que muestran que la regulacién genética no puede ser entendida sin tomar en
cuenta a la estructura de la cromatina, y que ésta representa uno de los primeros
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niveles de regulacidn. Por lo anterior, resulta. importante investigar la relaciéon entre
la regulacion transcripcional de un-gen, los -elementos de control localizados a
distancia y la estructura de su cromatina.

1.2, ELEMENTOS DE CONTROL

Ademas d e los promotores, |a expresion reguladade un gen requierede
elementos adicionales conocidos como “enhancers”, los cuales fomentan su
activacion. Su contraparte, los silenciadores tienen una actividad negativa sobre la
transcripcion de un gen. Otros elementos de regulacion a distancia como los LCR
(del inglés " Locus Control R egion"). T odos estos elementos de control p ermiten
una expresion genica especifica, pero también facilitan una rapida respuesta a

diferentes necesidades de expresion causada por estimulos celulares externos.

1.2.1. Promotores

Los promotores no habian sido considerados como un elemento de
regulacién fina de la transcripcion hasta hace algunos afios (Blackwood y
Kadonaga, 1998). El elemento central del promotor en la mayoria de los genes se
localiza entre las posiciones -35 y +35 en relacion con el sitio de inicio de la
transcripcion y estd compuesto por secuencias ricas en AT, con el consenso
TATAAA conocido como la caja TATA (Breathnach y Chambon, 1981). En el
tiempo en que la caja TATA fue descrita, todos los elementos centrales del
promotor la presentaban y se concluyd que los promotores de todos los genes
eran iguales o sin diferencias que hicieran pensar que los promotores tuvieran un
papel significativo en la regulacion transcripcional fina de los genes. A lo largo de
los afios se comprobd que los promotores podian o no poseer cajas TATA e
incluso elementos distintos como las secuencias iniciadoras (Inr), demostrando asi
que la estructura de un promotor es mas compleja de lo que se habia supuesto.
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Ademas se fueron descubriendo otros elementos de regulacmn mas complejos
que complementan la especificidad regulatoria del promotor™ == ;

En Drosophila melanogaster, hay ejemplos donde parecé harber' ddstlpos
de elementos centrales del promotor: en el primer tipo se encuentran los que
tienen caja TATA entre las posiciones +25 y +30, con un elemento Inr que
sobrelapa el sitio de inicio. El segundo tipo tiene el elemento I nr junto con otro
elemento llamado "downstream promoter element" (DPE), que se localiza en la
posicion =30 (Burke et al., 1998; Kutach y Kadonaga, 2000). La caja TATA, el inry
el DPE sirven como un sitio de reconocimiento para el factor general de
transcripcion 11D (TFIID) y en particular para la proteina de union a TATA ("TATA-
binding-protein” o TBP) y diversos factores asociados a TBP (“TBP-associated
factors” o TAFs), que son parte fundamental de la magquinaria basal de la
transcripcion (Burke et al., 1998; Smale et al., 1998). Experimentos recientes del
grupo de Kadonaga (Butler y Kadonaga, 2001) han dado solidez a la propuesta de
que hay diferencias entre los elementos centrales de los promotores que influyen
en la manera en que son regulados por los elementos de control a distancia. Los
resultados validan la hipotesis de que el promotor de un gen puede estar
influenciado por varios "enhancers” y que varios promotores pueden estar bajo la
influencia de un solo "enhancer". También se sugiere que los "enhancers" parecen
tener preferencias por ciertas clases de promotores y pueden estimular la
transcripcion de solo un subgrupo de genes que estan bajo su influencia. A
diferencia de Drosophila, en donde parece haber solo los dos tipos de elementos
centrales del promotor antes descritos, en mamiferos se ha propuesto que los

elementos centrales de los promotores son mas diversos.

El estudio de los componentes que forman parte de los elementos centrales
del promotor ha sido dificil pues son pocos los sitios de inicio de la transcripcion
que se han definido y estudiado en detalle en mamiferos. La informacion
disponible para mamiferos permite hacer las siguientes observaciones; 1) sélo un
pequefio porcentaje d e los promotores tiene exclusivamente caja TATA; 2) otra
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pequefia proporcion de promotores tienen cajas TATA asociadas con elementos
Inr; 3) los elementos DPE existen pero es dificil identificarlos; 4) muchos
promotores, incluyendo aquellos que se encuentran en regiones ricas en el
dinucledtido CG (islas CpG), parecen carecer de cualquiera de los tres elementos
antes mencionados (Smale, 2001).

Nuestro laboratorio se interesa en el estudio de la organizacién de la
estructura de la cromatina en organismos eucariotes y tiene como modelo
experimental los genes « y 3 globina de pollo. En particular, los promotores de los
genes globina tienen una variedad de motivos de unidn a factores
transcripcionales en su secuencia de DNA, incluyendo la caja TATA, y las
secuencias CCAAT y CACCC. Estos elementos también contienen una o mas
secuencias de unién al factor eritroide especifico GATA-1. Se sabe que los
elementos CACCC y el factor GATA-1 trabajan conjuntamente en las zonas
regulatorias de los genes eritroide especificos. En experimentos tanto in vitro
como in vivo se ha corroborado que interaccionan y su accidbn conjunta tiene
consecuencias positivas en la activacion de la expresion de un gen (Gregory et al.,
1996; Merika y Orkin, 1995).

Por otra parte, la participacion de las proteinas de la familia "Krappel-like"
en la regulacion de los genes globina depende del contexto del promotor. Sus
miembros incluyen a las proteinas ubicuas Sp1, YY1, EKLF y BKLF/TEF-2
(Crossley et al.,, 1996). Es interesante sefialar que estos sitios de unién estan
presentes a lo largo d el locus y no unicamente en los sitios de regulaciéon, por
ejemplo los sitios de unién para los factores YY1 y GATA-1, estan dispersos a lo
largo del locus [3-globina sugiriendo que sitios lejanos pueden interaccionar
formando complejos entre ellos. Otros elementos de regulacion pueden
encontrarse no sélo en el promotor sino en los costados &' o 3' en relacién con los
genes « y 3 globina. La interaccion de estos sitios con el promotor vuelve a la
regulacion de los genes globina un asunto complejo, sobre todo por la expresion
diferencial de los factores y cofactores transcripcionales a lo largo del desarrollo,
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la estructura de su cromatina, asi como por la gran cantidad de factbres que estan
involucrados, R i

1.2.2, “Enhancers”

Los "enhancers” fueron originalmente descritos como secuencias de DNA
que incrementan la transcripcion de los genes de una manera independiente de su
orientacion o distancia con respecto al sitio de inicio de la transcripcidn (Khoury y
Gruss, 1983). Por definicion la organizacion de un “enhancer” es modular ya que
existen distintos sitios de union a factores nucleares que se asocian en este
elemento y cuya combinacion permite regular la actividad d el “enhancer” enun
tiempo y tejido especifico (Blackwood y Kadonaga, 1998). A pesar de que hay un
gran namero de estudios, aun se desconoce cual o cuales son 1os mecanismos de
accion de estos elementos de regulacion, especialmente in vivo. Los modelos
generales propuestos para la interaccion entre el "enhancer” y el promotor son lo
siguientes:

1) El promotor y su correspondiente "enhancer” interactian a distancia mediante
la formacion de un "loop"” o asa en la cual la estructura de la cromatina
probablemente e sta involucrada, atrayendo vy favoreciendo el c ontacto fisico
entre ambos elementos (Bulger y Groudine, 1999; Dorsett, 1999).

2) Mediante el mecanismo conocido como "tracking” o encarrilamiento, que se
inicia en el "“enhancer”, donde la maquinaria transcripcional se e nsambla y
posteriormente se desliza por el DNA hasta encontrar a su promotor (Bulger y
Groudine, 1999).

3) El mecanismo de "linking o relevo, en el cual los contactos entre las proteinas
que se encuentran en el promotor y las que se unen al “enhancer” se hacen
indirectamente a través de cofactores formando un puente entre ambos
elementos (Bulger y Groudine, 1999; Dorsett, 1999).
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Los posibles factores que podrian estar involucrados en el funcionamiento
de los “enhancers” para incrementar la transcripcién de los genes sobre los que
actuan son las siguientes:

Interacciones proteina-proteina: se piensa que los "enhancers” son funcionales
mediante interacciones proteina-proteina entre factores que se unen al “enhancer”
y factores que forman parte de la maquinaria transcripcional en el promotor, lo que
facilitaria el inicio de la transcripcion (Wang y Giaever, 1988; Blackwood y
Kadonaga, 1998; Bulger y Groudine, 1999).

Modificaciones covalentes de proteinas: los “enhancers" podrian promover
modificaciones postraduccionales de ciertas proteinas, como son la fosforilacidén o
la acetilacion, lo que cambiaria el papel que desempeda ciertos factores sobre la
actividad de transcripcidn (Hebbes et al., 1994; Garcia-Ramirez et al., 1995)
Estruclura de la cromatina: se ha observado que los “enhancers” parecen
funcionar en el DNA asociado con proteinas y no en el DNA desnudo, por lo que ia
organizacion topologica de la cromatina parece promover la interaccién entre los
factores trancripcionales y el DNA. Por ofro lado los “enhancers” parecen
contrarrestar la actividad represora de la cromatina generando sitios de
hipersensibilidad al corte por la enzima DNasa | (SH, del inglés "Site of
Hipersensitivity”). Estos sitios son lugares donde la cromatina esta menos
compacta, mas expuesta al corte por nucleasas y mas accesible para los factores
de transcripcion que se unen al DNA (Laybourn y Kadonaga, 1992; Blackwood y
Kadonaga, 1998).

Remodelaje de nucleosomas: los “"enhancers” podrian reclutar complejos de
remodelaje de la cromatina que participan en el desplazamiento y reorganizacion
de los nucleosomas para relajar la estructura de la cromatina y facilitar la unién de
factores de transcripcion a sus secuencias blanco en el DNA (Hartzog y Winston,
1997).

Tension helicoidal. se ha sugerido que la topologia del DNA, es decir el estado de
superenrrollamiento o relajacion del DNA, puede jugar un papel para transmitir la
actividad del “enhancer”, aunque no seria un requisito indispensable para la
activacion transcripcional (Freeman y Garrard, 1992)
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Localizacién nuclear. recientemente se ha propuesto que los "enhancers” dirigen
la localizacién de un promotor a zonas en el nucleo donde hay una mayor
concentracién de factores transcripcionales y lo separan de regiones de cromatina
transcripcionalmente reprimidas, como la heterocromatina centromérica. Ademas,
la interaccion entre los "enhancers” y algunas estructuras en el nucleo, como la
matriz nuclear, puede inducir una topologia favorable para la activacién regulada
de un gen (Francastel el al., 1999, Recillas-Targa y Razin, 2001).

1.2.3. Silenciadores

Los silenciadores son elementos que tienen un efecto negativo sobre la
transcripcion, independientemente de la posicion y orientacion en que se
encuentren reprimiendo activamente la transcripcion, ya que interfieren con el
ensamblaje de los los factores generales de la transcripcién de un gen homologo o
heterdlogo (Brand et al, 1985; Ogbourne y Antalis, 1998). Ademas de los
silenciadores clasicos se han definido secuencias denominadas elementos
reguladores negativos, cuya actividad represora es dependiente de la posicién en
que se localicen y cuyo mecanismo de silenciamiento no interfiere con el
funcionamiento de la maquinaria basal de transcripcion. El mecanismo de
silenciamiento de los elementos reguladores negativos es reclutar proteinas que
bloquean la union de factores transcripcionales a sus sitios blanco en el DNA o
afectar procesos postranscripcionales importantes para la expresién de un gen,
como la edicion de intrones, poliadenilacién, inicio de la traduccion y la elongacion,
entre otros (Clark y Docherty, 1993).

Los silenciadores y su actividad de represion transcripcional contribuyen de
manera importante a la regulaciéon de los genes de globinas. Se han identificado
silenciadores para los siguientes genes giobina humanos: el § (Berg et al., 1989),
el ¢« (Cao et al, 1989; Raich et al, 1992; Trepicchio et al, 1993; Li y

Stamatoyannopoulos, 1994) y el § (Vitale et al., 1994). El silenciamiento del gen &
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globina humano ha sido el mas estudiado. Este gen se expresa en el embrion
desde los primeros dias hasta que, entre la semana 5-10 de gestacién ocurre un
relevo en la expresion de este gen embrionario por el gen y (Stamatoyannopoulos
y Nienhuis, 1994). El silenciador del gen & fue descrito en la regién entre -392 y —
177 pb en el costado 5’ del mismo gen. Por medio de ensayos con transfecciones
transitorias e sta region fue restringida entre -247 y —290 pb (Caoetal., 1989;
Gutman et al, 1992). En experimentos de interaccion proteina-DNA tipo
“footprinting” realizados para tratar de definir los sitios de union a factores
involucrados en la actividad de silenciamiento, se encontrd una secuencia
parecida al sitio de union del factor ABF-1, que también se traslapaba con un sitio
consenso de union al factor YY1, factor importante para la regulacion de la
expresion del gen & (Peters et al., 1993). En el presente trabajo un mecanismo
similar parece estar involucrado en la regulacion de la actividad del "enhancer” del

extremo 3' del grupo de genes «- globina.

1.2.4. "Locus Contro! Region" (LCR)

El LCR se define con base en la presencia de un conjunto de SHs. Los LCR
son tejido especificos y tienen una influencia positiva sobre la transcripcion de los
genes de los dominios en que se localizan. El LCR del locus f3-globina humano fue
el primero en ser identificado y se describié como una region localizada entre 8 a
22 kb rio arriba a partir de! primer gen del dominio, el gen embrionario &£ (Tuan et
al., 1985; Forrester et al., 1987; Grosveld et al., 1987). El primer indicio de que
este elemento tenia una relacion con la expresion de los genes globina se dio
cuando se encontraron deleciones naturales en esta region en pacientes con
talasemias. Estas deleciones abarcan una gran regiébn genomica en el costado 5'
del locus [3-globina y provocan una seria disminucion en los niveles de expresion
de los genes globina, a pesar de que estos no presentaban mutaciones, lo que
sugiere un efecto debido a la ausencia de una region activadora o reguladora
(Kioussis et al, 1983; Curtin et al, 1985; Driscoll et al, 1989). Otro dato
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importante se d erivé a partir de la produccién d e ratones transgénicos para | os
genes &, y ¥ B humanos. Estos ratones fueron incapaces de alcanzar niveles
normales en la transcripcion de los transgenes lo cual parecia indicar que la regién
5' no codificante de los genes globina, que no fue incluida en la construccion,
participaba de manera critica en la regulacion de la expresion de esos genes. La
zona regulatoria coincidia con una regién donde se agrupaban al menos seis SHs.
Un experimento que corroboré la importancia de esta region fue la generacion de
un transgen que comprendia al gen B-globina acoplado al LCR. Esta construccioén
presentd un nivel de expresion constante, independiente del sitio de integracién,
tejido especifica y relacionada directamente con el nimero de copias integradas,
sugiriendo una actividad dominante del LCR (Grosveld et al., 1987).

Los LCRs estan asociados con una actividad tipo “enhancer”
complementada con un proceso de apertura o remodelaje de |la cromatina en el
ambito de un dominio (Buiger y Groudine, 1999). Recientemente se han propuesto
nuevos mecanismaos para explicar la forma en que actiian los LCRs:

“Looping". Este mecanismo propone que el LCR forma un “loop" o asa, reclutando
a diversos factores incluyendo a la maquinaria de transcripcion, permitiendo una
mayor interaccion a distancia entre el promotor de un gen dado y el LCR (Bulger y
Groudine, 1999)

“Tracking". En este modelo se propone e! reclutamiento de factores de
transcripcion en la zona del LCR, para después desplazarse a través de la
cromatina como si estuvieran “encarrilados”, con la ayuda de complejos de
remodelaje de la cromatina (Bulger y Groudine, 1999). Este es uno de los modelos
con menos evidencias experimentales que lo apoyen.

“Linking". Este modelo surge de estudios de genética del gen Chip en Drosophila y
propone que las interacciones a distancia se dan a través de uniones proteina-
proteina intermedias con factores que no se unen al DNA y que parecen ser una
especie de relevo que favorece la comunicacién a distancia, teniendo como
consecuencia una accion positiva y regulada sobre la activacion transcripcional
(Bulger y Groudine, 1999; Dorsett, 1999)
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Transcritos intergénicos. En el dominio’ p-globina se” ha encontrado "que "se "
transcriben regiones no codificantes, dehorﬁinados transcritos interg’énit:’os',f que
tienen una relacion directa con la apertura de la cromatina y. que se ihici_éh a:bartlr
del LCR. o SO

En resumen son varios los elementos que son necesarios para regular:la
transcripcion de un gen. En primer lugar tenemos al promotor que constituye una
region esencial para este proceso ya que es la encargada de reclutar la
magquinaria basal de transcripcion. Después encontramos a los elementos de
regulacion a distancia, como los "enhancers”, silenciadores y los LCRs, cuya
finalidad es interactuar con el promotor para modular los niveles de transcripcion
en un momento especifico del desarrollo.

1.3. FACTORES TRANSCRIPCIONALES ESPECIFICOS ASOCIADOS A LA
REGULACION ERITROIDE

1.3.1. Factor transcripcional eritroide especifico GATA-1

El factor GATA-1 es el factor transcripcional especifico y clave en la
diferenciacion eritroide. Pertenece a la familia de factores GATA que reconocen la
secuencia consenso (A/T)GATA(A/G) y poseen dominios de union al DNA
altamente conservados del tipo de dedos de zinc: Cys-X;-Cys-Xy7-Cys-X,-Cys
(Evans et al.,1989; Trainor et al., 1990; Omichinski et al., 1993). Los factores de la
familia GATA en vertebrados tienen dos dedos de zinc, en Caenorhabditis elegans
la proteina elt-1 tiene también dos dedos de zinc mientras en hongos so6lo
presentan un solo dedo de zinc. En particular en pollo, el factor GATA-1 constituye
una proteina basica de 38 kDa con dos dedos de zinc (Evans y Felsenfeld, 1989;
Omichinski et al., 1993).
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Dentro de la familia de factores GATA se han determinado seis miembros:
GATA-1, GATA-2 y GATA-3, que son factores transcripcionales esenciales en el
proceso de hematopoyesis, mientras que GATA-4, GATA-5 y GATA-6 son factores
transcripcionales reguladores del desarrollo en corazon, pulmén e intestino (Tang
et al., 2001). GATA-1 fue el primero en ser identificado, inicialmente como una
proteina nuclear eritroide, nombrada Eryf1 y posteriormente GATA-1 (Evans et al.,
1988). GATA-1 se expresa en altos niveles en células eritroides, células cebadas y
megacariocitos, y a bajos niveles en células progenitoras totipotenciales y en las
células de Sertoli en testiculos de raton joven (Weiss y Orkin, 1995b). Se ha
demostrado que GATA-1 es esencial para la maduracion de precursores eritroides
y de megacariocitos, en los primeros la ausencia del factor causa apoptosis
(Pevny et al., 1995; Weiss y Orkin, 1995a), mientras que en los megacariocitos la
falta de GATA-1 tiene que ver con hiperproliferacion (Shivdasani et al., 1997) por
lo tanto, el factor GATA-1 se encuentra relacionado con divisibn o muerte,
dependiendo del contexto celular. El sitio de union al factor GATA-1, ademas de
encontrarse en la mayoria de los promotores de genes eritroides, se ha
encontrado en promotores de megacariocitos, celulas cebadas y células
endoteliales. Estos sitios de union también se localizan en los “enhancers” de
genes globina, en los genes de las cadenas « y & del receptor de células T (que es
regulado por GATA-3) y en diversos LCRs de origen eritroide como el de! dominio
fi-globina humano (Orkin,1992).

Por otra parte el gen GATA-1 en ratdn esta localizado en el cromosoma X y
su expresion se encuentra regulada por dos promotores alternativos, el distal
llamado IT y el proximal denominado |IE. El promotor IT parece que define la
especificidad de la expresion de GATA-1 en células de Sertoli, mientras que el
sitio |E dirige la expresion en células hematopoyeticas (Tsai et al, 1991). Una
region de 900 pb en el costado 5 de IE es suficante para conservar la
especificidad en la expresion. Por otra parte experimentos tanto in vitro como in
vivo han demostrado, contrariamente a lo que se esperaba, que los transcritos a
partir del promotor IT aumentan durante la diferenciacion de células eritroides, lo
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cual también esta asociado al aumento en la expresidn de otros factores eritroides
importantes como EKLF, SCL y NF-E2, evento que precede a una disminucion en
los niveles de GATA-2, EpoR y Myb, genes que no se asocian a diferenciacion
eritroide (Vannucchi et al,, 1999). Otros elementos que también contribuyen a la
actividad del promotor del gen GATA-1 son dos cajas proximales CACCC
separadas por 17 pb y dos sitios de union GATA que unen al factor GATA-1 de
una manera asimétrica (Tsai et al., 1991), lo que significa que la regulacién del
gen GATA-1 involucra al mismo factor GATA-1. Recientemente se ha demostrado
que GATA-1 no es indispensable para la activacion o mantenimiento de la
expresion del gen, en consecuencia a esta region se pueden unir otros factores de
la familia GATA, por lo que debe existir una interconexidon entre GATA-1 vy los
diferentes miembros de esta familia para regular la expresion hematopoyética de
este factor (McDevitt et al., 1997).

1.3.2. Cofactor transcripcional FOG

Por medio del sistema de doble hibrido Tsang y colaboradores (1997)
wtilizaron el dominio de union a DNA de la proteina GATA-1 para tratar de
identificar alguna proteina asociada a este factor. Los resultados demostraron la
interaccion de GATA-1 con una nueva proteina que poseia multiples dedos de
zinc, la cual se nombrdé FOG-1 (del inglés: "Friend of GATA-1"). Este factor es
coexpresado con GATA-1 durante el desarrollo embrionario en megacariocitos y
células eritroides en ratén (Tsang et al., 1997). Su homdlogo en Drosophila es la
proteina “U-shaped” que interacciona con el factor GATA llamado “Pannier”
(Haenlin et al.,, 1997). La proteina FOG-1 tienen nueve dedos de zinc, de los
cuales los dedos 1, 5, 6 y 9 son parecidos a los del factor general de transcripcion
TFIHA (con una estructura Cys-Cys:His-His). Estas estructuras peptidicas son
capaces de interaccionar con GATA-1 a través del dedo de zinc de la regidn amino
terminal de este factor (Fox et al., 1999). La multiple interaccién de FOG-1 con
GATA-1 a través de varios dedos de zinc hace suponer que, a lo largo de la
evolucién, FOG-1 duplico sus dedos de zinc multiplicando su capacidad de
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interaccionar con GATA-1, con lo cual logré controlar mejor su unién a este factor
y de esta manera modular de una mejor forma la actividad de GATA-1. Esto se
confirma con los resultados en los que se demuestra que cada dedo de zinc
contribuye de manera independiente a regular la activacion dependiente de GATA-
1 (Fox et al., 1999). Otra propuesta es que estos dominios de interacciéon
duplicados pudieran servir a FOG para unir al mismo tiempo a diferentes factores
GATA y de esta forma crear un puente de interaccion entre dos sitios de unién a
GATA lejanos (Fox et al, 1999). El modelo anterior es interesante, aunque no
explica por que mutaciones en una linea celular hematopoyética en donde FOG-1
solo puede interactuar con una sola molécula de GATA-1 a la vez, fueron capaces
de completar su maduracion eritroide. Por lo tanto queda por determinar si otras
regiones fuera del sitio de unién a GATA-1 en FOG-1 son importantes en su
actividad, ya que podrian permitir la union de otros cofactores (Cantor y Orkin,
2001).

La interaccién entre GATA-1 y FOG-1 es imprescindible para Ia
diferenciacion terminal de eritrocitos y para la maduracion de megacariocitos en
ratén tanto in vitro como in vivo (Tsang et al., 1997, Crispino et al., 1999). Crispino

-y colaboradores (1999) observaron que, células deficientes en GATA-1 y que
normalmente pueden completar su maduracion eritroide cuando se transfectan
con una construccidon con el gen GATA-1, no maduran cuando GATA-1 tienen una
mutacion en el dominio de interaccion con FOG-1. Por otra parte, la sobrexpresién
del factor FOG que tenia una mutacién compensatoria que le permitia
interaccionar con el factor GATA-1 mutado, rescataba el fenotipo, confirmando que
la interaccion de GATA-1 y FOG-1 es clave para la maduracion eritroide. Una
mutacion similar en GATA-1 fue encontrada en el humano, lo que provoca en el
individuo una severa anemia y trombocitopenia, es decir una disminucién de los
niveles de hemoglobina y del numero de plaquetas en la sangre (Nichols et al.,
2000). La influencia de FOG-1 sobre la actividad de GATA-1 es variable, ya que
en algunos casos va acompafiada de un sinergismo en la activacién
transcripcional de GATA-1, como lo demuestran experimentos con transfeccionei‘_’__‘
TRSTE CON

"7 ORIGEN
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transitorias en células de mamifero en las que hay una trans-activacién en células

hematopoyéticas de raton del promotor de p45 NF-E2, debida a un interaccién .. .

entre FOG-1 y GATA-1 (Tsang et al., 1997). En otros promotores FOG-1 puekde‘
actuar como co-represor como en el caso del promotor de EKLF y el-de la
hormona de crecimiento (Fox et al., 1999). Aunque FOG-1 por si mismo tiené
cierta actividad represora, su actividad como co-represor aumenta cuando se
asocia con la proteina co-represora CtBP (Fox et al., 1999).

Es importante sefalar que la clase de dedos de zinc que se encuentra en
las proteinas EKLF y Sp1, tienen la capacidad de interactuar con los dedos de zinc
de las regiones carboxilo y amino terminales de GATA-1 (Merika y Orkin, 1995).
Estas interacciones son muy importantes en la regulacion especifica de la
expresion de genes eritroides.

1.3.3. Factor transcripcional NF-E2

Este factor fue descubierto analizando al promotor del gen eritroide de la
porfobilinégeno deaminasa y el segundo sitio de hipersensibilidad a la DNasa |
(SH2) del LCR en el locus f} globina humano (Mignotte et al., 1989; Talbot y
Grosveld, 1991). La secuencia a la que se une esle factor es parecida a la del
factor AP-1 [(T/C)TGCTGA(C/G)TCA(T/C)] y se nombré NF-E2 (del inglés
"Nuclear Factor Erythroid 2"). NF-E2 es una proteina formada por dos
subunidades, p45 y p18. Ambas subunidades pertenecen a la familia de proteinas
de! tipo cremalleras de leucina basicas, que se sabe se unen al DNA como
dimeros (Andrews et al.,, 1993a; Andrews et al, 1993b; Ney et al., 1993). La
subunidad p45 es la mas grande, se expresa Unicamente en tejidos
hematopoyéticos y esta relacionada con la proteina cnc (del inglés "cap’n collar”)
en Drosophila, la skn-1 en C. elegans y en mamiferos con las proteinas

Nrf1/LCRF1 (Caterina et al., 1994; Chan et al., 1993) y Nrf2 (Moi et al., 1994). La '

subunidad p18 de menor tamafio, se expresa en numerosos tejidos y esta

23



relacionada por su dominio de union al DNA con las proteinas de la retina NRL y la
oncoproteina de pollo v-Maf (Andrews et al., 1993a; Igarashi et al., 1994). Ratones
con una mutacién tipo “knock out” para p45 se desarrollan casi normalmente, esto
se debe a que otras proteinas del grupo de AP-1 pueden compensar algunas de
las funciones de p45. La mayor anormalidad en estos animales es una severa
trombocitopenia debida a que se detiene la maduracién de los megacariocitos
(Shivdasani et al., 1995). Se sabe que otros miembros de las proteinas Maf se
pueden unir a la subunidad p45, aunque el dimero p18/p45 es el que interacciona
con mayor afinidad con e} sitio NF-E2 en el DNA, siendo ia subunidad p18 la
responsable de una especificidad mayor a la unién del complejo NF-E2 al DNA
(Behringer et al., 1990). Las mutantes para p18 también tienen un desarrollo
normal hasta llegar a la etapa adulta con megacariocitos y células eritroides
normales (Kotkow y Orkin, 1996), lo que sugiere que otro miembro de las
proteinas Mafs podria sustituir a p18. En resumen NF-E2 es un componente clave
en la regulacion eritroide y se encuentra asociado a numerosos elementos de
control en ios loci globina.

Recientemente se ha descubierto en lineas celulares eritroleucémicas de ratdn,
que p18 y p45 estan presentes en el nucleo celular y presentan baja capacidad de
union al DNA, debido a que se localizan en diferentes compartimentos nucleares.
La subunidad p18 se localiza en el compartimentoc de heterocromatina
centromeérico, mientras que p45 ocupa el compartimento de eucromatina.
Coincidiendo con la etapa de diferenciacion, p18 se relocaliza hacia el
compartimento de eucromatina, siendo éste el paso limitante para la formacion del
dimero p18/p45. Esta relocalizacion de p18 del compartimento de heterocromatina
hacia el compartimiento de eucromatina coincide con la activacion del locus f3-

globina y su relocalizacion (Francastel et al., 2001).
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1.3.4. Factor transcripcional EKLF

El factor EKLF (del inglés: “Erythroid Kruppel-like factor’) se une a la
secuencia CACC que se localiza generalmente en promotores eritroides. A este
sitio también puede unirse el factor Sp1 y otros factores relacionados, pero a
diferencia de estas proteinas, la expresion de EKLF esta restringida a células
eritroides y algunos precursores hematopoyéticos (Miller y Bieker, 1993;
Southwood et al, 1996). Este hallazgo fue importante ya que no se habia
encontrado una proteina eritroide especifica que reconociera al sitio CACC y dado
que Sp1 es un factor ubicuo, EKLF era un candidato clave para participar

activamente en la diferenciacion eritroide.

La proteina presenta tres dedos de zinc tipo Cys-Cys:His-His en el
carboxilo terminal, que se parecen a los encontrados en FOG-1 (Miller y Bieker,
1993). Experimentos muestran que EKLF activa la transcripcion del promotor 3-
globina en ensayos de transfecciones transitorias a través de un dominio de trans-
activacion rico en profinas. La activacion de la transcripcion por EKLF aumenta de
una manera dramatica cuando se incluye el sitio SH2 del LCR, sugiriendo que
EKLF puede facilitar 1a interaccion a distancia entre el SH2 del LCR y el promotor
(Donze et al., 1995). EKLF puede ser fosforilada en residuos de serina y treonina,
pero no en los de tirosina. Una mulacion que impide la fosforilaciéon en la treonina
41 disminuye la capacidad de EKLF para activar la transcripcion, lo que sugiere
que la fosforilacion puede ser importante para la interaccion de EKLF con otros
factores (Ouyang et al.,1998). La mutacion tipo "knock out” de EKLF en ratones
conlleva a una profunda talasemia (anemia severa) y es letal a los 15 dias de
gestacion, a pesar de que la expresion de las globinas ¢ y y en el saco vitelino no
se ven afectadas (Nuez et al., 1995; Perkins et al., 1995). Esto demuestra que la
especificidad de EKLF por los sitios de union es variable, ya que todos los genes
globina tienen en su promotor el sitio de unidbn a este factor, pero solo la

transcripcion para el gen [} se ve afectada. También demuestra que Sp1 u otros
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factores relacionados a EKLF no pueden compensar su ausencia. La secuencia de
unién de EKLF per se y las secuencias aledafas al mismo son importantes para
tener una mayor o menor afinidad al factor. Por ejemplo, se ha observado que la
proteina DRED que se une a una secuencia AGGTCA, nombrada directa repetida
(DR) impide que EKLF se una a su secuencia en el promotor &, lo que provoca el
silenciamiento de Ja transcripcidn de este gen globina embrionario (Tanimoto et al.,
2000). Mutaciones puntuales en la caja CACC estan asociadas a un incremento
en los niveles de la hemoglobina fetal lo cual demuestra el papel de EKLF en el
cambio de expresion de las globinas fetales a adultas. Esto esta relacionado con
la incapacidad de! gen [} para competir con el gen y por el LCR para generar una
estructura cromatinica abierta alrededor de los genes f3-globina adultos. Datos
relacionados con la estructura de la cromatina en el raton con la mutacién tipo
“knock out” para EKLF, muestran que el promotor [-globina es mas resistente al
corte por la DNasa | lo que sugiere una estructura mas compacta de la cromatina
(Wijgerde et al., 1996). Un punto importante relacionado con la funcion de EKLF
es su interaccion con otfras proteinas que forman el complejo coactivador
remodelador de la cromatina EKLF (E-RC1, del inglés: "EKLF Coactivator
Remodeling Complex”), un complejo remodelador de la cromatina dependiente de
ATP. La proteina Brg-1 es una ATPsa que forma parte de E-RC1 y la actividad
reguladora de EKLF es dependiente de la accién in vitro de este complejo de
remodelaje en la cromatina (Armstrong et al., 1998).

Se ha demostrado que EKLF también puede asociarse con acetilasas de
histonas (HATs del inglés: “Histone acetil-transferases”) que acetilan a esta
proteina, y desacetilasas de histonas (HDACs del inglés: "Histone deacetilases")
que tienen la funcion contraria. En particular se ha descrito su interaccion con el
complejo de acetilasas de histonas p300/CBP (Ogrizko et al., 1996) que acetila a
EKLF en la lisina que se encuentra en o cerca de su sitio de localizacién nuclear
(Zhang y Bieker, 1998). La interaccion de p300 con EKLF es fuerte, como lo
demuestran resultados de co-inmunoprecipitacion en células eritroides y esta
asociada con un incremento en la aclividad de trans-activacion de EKLF, pero no




se sabe si e ste aumento es el resultado de un incremento e n.la interaccionde. ..
EKLF acetilado con E-RC1 o si la interaccion de EKLF con las HATs"‘;'hac::e ‘que’
estas Ulimas sean reclutadas al promotor, estableciendo un puente pfoiélna.
proteina (Zhang y Bieker, 1998). 2 Fian

1.3.5. Factor transcripcional YY1

El factor YY1, también conocido como factor 5, Nf-E1 y UCRBP, es un
factor de transcripcion ubicuo y multifuncional que puede ser tanto activador como
represor de la transcripcion en diversos genes (Yao et al.,, 2001). YY1 tiene la
capacidad de unirse por medio de cuatro dedos de zinc tipo Cys-Cys:His-His a la
secuencia nucleotidica CGCCATNTT localizada en varios promotores, tanto de
genes virales como celulares, regulando la expresion de proteinas importantes en
diferenciacion celular y crecimiento como son c-Myc, c-Fos., p53, w-actina,
interferon gamma, el P5 de adenovirus y las oncoproteinas E6 y E7 de virus del
papiloma humano (VPH) (Yao et al, 2001). YY1 es un factor altamente
conservado en diferentes especies como humano, raton, Xenopus laevis,
Drosophila melanogaster, entre otras (Seto et al.,1991; Shi et al,, 1991; Brown et
al., 1998). La mutacion tipo "knock out” de YY1 da como resultado una deficiente
implantacién del embrion provocando su muerte, io cual muestra la importancia de

este factor durante las etapas tempranas del desarrollo (Donohoe et al., 1999).

YY1 posee dos dominios de represién, uno rico en lisinas y glicinas entre
los residuos 170 al 200 y el otro que corresponde a un dedo de zinc, localizado en
la region carboxilo- terminal (Yang et al, 1996), ademas tiene un dominio de
activacion independiente en la region amino terminal. Esta organizacion estructural
parece correlacionar con la actividad dual de YY1 como un factor activador y
represor de la transcripcion. Se ha propuesto que para tener alguna de las dos
actividades la concentracion del factor (Bushmeyer et al., 1995), su interaccién con
otros factores transcripcionales (Bauknecht et al., 1996) y las secuencias que
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rodean su sitio de union son factores importantes para establecer que tipo de
actividad va desempefar (Shrivastava et al., 1993). Sin embargo, no se tiene una
idea clara acerca de los componentes o factores claves que regulan la funcion de
este factor transcripcional. YY1 es una proteina que puede ser fosforilada y que
parece estar presente ubicuamente a lo largo del ciclo celular e
independientemente del estado de diferenciacion celular, sugiriendo que su
actividad pudiera ser regulada a nivel postraduccional (Austen et al., 1997).

La interaccion de YY1 con otros factores transcripcionales como un posible
mecanismo d e regulacion, concuerda con el d escubrimiento de su asociacién a
numerosas proteinas, entre las cuales se encuentran factores de la maquinaria
basal de transcripcion, como TBP (Austen et al., 1997), TFIIB (Usheva y Shenk,
1994), activadores como Sp1 (Lee et al, 1993, Seto et al, 1993), c-Myc
(Shrivastava et al., 1993), ATF/CREB (Zhou et al., 1995), C/EBP (Bauknecht et al.,
1996) y con varios cofactores como E1A (Lewis et al., 1995), TAFII55 (Chiang y
Roeder, 1995), las HATs p300 y CBP (Austen et al., 1997, Lee et al., 1995) y las
desacetilasas de histonas HDAC1, HDAC2 y HDACS3. En particular la interaccion
con las HATs y HDACs permite proponer al mecanismo de acetilacion vy
desacetilacion de histonas, como un factor determinante de regulacién de su
actividad. Se ha demostrado que la interaccion de YY1 con p300 esta asociada
funcionalmente con activacion, mientras que su interaccion con HDAC2 con
represion (Yang et al, 1996). La acetilacion de YY1 por p300 y PCAF y su
desacetilacion HDACs ha sido demostrada (Yao et al., 2001). p300 y PCAF
acetilan a YY1 en el dominio de represion que se encuentra entre los residuos 170
a 200. PCAF ademas acetila a YY1 en el dominio de union a DNA que esta en la
region carboxilo-terminal. La acetilacion en el dominio entre los residuos 170 a 200
esta asociada con 1a represion transcripcional y convierte a YY1 en un blanco para
las desacetilasas. Sin embargo, el dominio de la region carboxilo-terminal no se
desacetila y al parecer estabiliza la interacciéon de las HDACs a través de otras
proteinas no identificadas y disminuye su actividad de union al DNA de YY1 (Yao
et al, 2001).

28



Hasta aqui se han descrito brevemente algunas de las principales
caracteristicas de importantes factores involucrados en la regulacién eritroide
como son GATA-1, EKLF, NF-E2, FOG y YY1. Hasta hace algin tiempo todos
estos factores estaban tradicionalmente asociados a una actividad positiva de
trans-activacion, es decir, eran considerados activadores transcripcionales.
Estudios en los Gltimos afios han cambiado la vision que se tenia de éstos
factores, pues dependiendo del contexto en que se encuentre el sitio de unién de
estos factores, su concentracién, el tipo celular y el momento especifico del
desarrollo van a funcionar como activadores, co-activadores, represores 0 CO-
represores. Como ejemplo podemos citar la interaccion del factor GATA-1 con
YY1, donde dicha asociacion da como resultado la represion del gen globina
humano « (Raich et al, 1995). Otro ejemplo seria el factor EKLF que es
considerado generalmente como un activador de la expresién del gen globina
adulto 3. Este factor tiene la capacidad de interaccionar con la proteina mSin3A la
cual recluta a la desacetilasa de histonas HDAC1 lo cual convierte a EKLF en un
represor, a través de la induccion de una estructura de la cromatina altamente
compacta (Chen et al., 2001). Otro punto muy importante son los niveles de
proteina de cada uno de estos factores, ya que la concentracion de los factores
puede variar a lo largo del desarrollo, lo que resulta en diferencias en su papel
regulatorio. Las variaciones en la concentracion de factores y el efecto que tienen

sobre la regulacion eritroide son de los temas que se abordan en este trabajo.

Con lo anterior se puede deducir que las interacciones entre los diferentes
factores y los mecanismos de regulacion especificos para cada uno de ellos
reflejan o complejo que son los mecanismos de regulacion y lo mucho que falta
por investigar para tener un panorama completo de la regulacion de la expresion
de los genes eritroides a lo largo del desarrollo y en el contexto de la estructura de
la cromatina.
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1.4. FAMILIAS MULTIGENICAS o y p GLOBINA DE POLLO.

Las familias multigénicas « y } globina de pollo se encuentran en diferentes
cromosomas, la primera se localiza en el minicromosoma 14 y la segunda en el
cromosoma 1. Cada locus contiene genes globina embrionarios y adultos que se
expresan diferencialmente a lo largo d el d esarrollo (Minie et al, 1992; R ecillas-
Targa et al., 1995; Recillas-Targa, 2000). La ventaja de este sistema modelo es
que a diferencia del sistema humano o de raton, los genes se restringen a
embrionarios y aduitos no existiendo genes fetales, ademas de que las células se

mantienen nucleadas a lo largo de todas las etapas de diferenciacion.

El dominio «-globina de pollo esta compuesto por un gen embrionario n y
dos genes adultos "y ¥, siendo el «” el que se expresa mayoritariamente. «® y
«® también se expresan en la etapa embrionaria, aunque en niveles bajos, siendo
la expresion mayoritaria la del gen embrionario = (Fig. 1). En el dominio p-globina
se encuentran los genes embrionarios p y « y los genes adultos (* y p". Los
heterodimeros que se asocian para formar las hemoglobinas en etapa embrionaria
son a/p vy la a/e las cuales se encuentran presentes hasta el quinto dia de
desarrolio embrionario. A partir del quinto dia ocurre un cambio en la expresion de
los genes globina, en el dominio « se silencia n y aumenta la expresion de «® y o,
mientras que en el dominio [\-globina se silencian p y ©, activandose la expresion

de {* y ', formandose los heterodimeros «™p?, o, «Pipt y «PIpH (Fig. 1).

Locus o B
Células T
primitivas "= Primeros 5 dias
l 7, oty ub p &
Ceélulas A partir del o
definitivas " quinto dia atya pApH

Figura 1. Patron de Vexbreslén de los genes globina en el pollo. Se muesiran los genes
localizados en el dominio « y b, las células y el tiempo en el que estos se expresan,

30




1.3.1. Familia multigénica a-globina de pollo y antecedentes particulares.

El dominio w-globina de pollo se localiza en una regidn de DNA que abarca
25 kb (Fig. 2; Felsenfeld, 1993; Recillas-Targa et al., 1995; Recillas-Targa, 2000).
En el costado 5' del gen embrionario n existe una serie de SHs con una funcién
tipo LCR, es decir, la de fomentar la abertura de la cromatina y favorecer la
expresion especifica de los genes globina a lo largo del desarrollo (Recillas-Targa
et al., 1995; Higgs, 1998). En busca de elementos de regulacién en el costado 3’
del dominio u-globina se realizd una comparacion de esta region entre las
secuencias del pollo y de pato (Recillas-Targa et al., 1993b), con base en la
prediccion que sugiere que elementos importantes para la regulacion de la
expresion de los genes w«-globinas estarian conservados en ambos organismos. El
resultado del alineamiento de estas dos secuencias homologas establecid tres
zonas altamente conservadas que fueron posteriormente caracterizadas
funcionalmente (Recillas-Targa et al.,, 1993). Lo anterior se realiz6é subdividiendo la
region 3' y midiendo el efecto que las diferentes construcciones tenian sobre la
actividad del gen reportero de la enzima cloramfenicol acetiltransferasa (CAT) bajo
el control del promotor SV40. Los experimentos que se realizaron fueron
transfecciones transitorias en células HD3, que corresponden a una linea celular
transformada de pollo y que se encuentra en el estado de eritroblasto, donde los
genes globina son franscripcionalmente activos (Recillas-Targa et al., 1993b). En
la region donde se identificaron tres sitios consenso de unién para el factor GATA-
1, se detectd una clara actividad tipo "enhancer”. La union del factor GATA-1 a
estas secuencias y la actividad de "enhancer” fue confirmada por dos grupos de
investigacion independientes (Fig. 3A; Knezetic y Felsenfeld, 1989; Recillas-Targa
et al., 1993a). Paralelamente, usando como modelo al pato, se identificd una
region conservada de 1.3 kb en el costado 3’ del dominio de genes w«-globina, la
cual también tiene una actividad de tipo “enhancer”, lo que concuerda con la
prediccidon e volutiva y el analisis de las secuencias de esta region entre pato y
pollo (Fig. 2; Recillas-Targa et al.,, 1993b). Los cuatro segmentos de alta

homologia arriba de la region del “enhancer” mostraron una actividad de
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silenciamiento, reduciendo la actividad del gen reportero tanto en promotores
homélogos como heterodlogos de pollo. Los experimentos in vitro de interaccién
proteina-DNA tipo “footprinting” han revelado que dentro de esta region hay por lo
menos tres regiones de interacciéon proteina-DNA, que se denominaron SF1 (del
inglés: "Silencer Factor"), SF2 y SF3 ( Fig. 2; Recillas-Targa et al., 1993b).

0 25 kb
{ - - [ R—— |
m al> aAn
5 _ B . I . = .. 3
GATA-1
“enhancer”
! . ? caja i
o silenciador * 4 ‘ ja de homologia
- Bamit A Bamtil
P ' 'YE ;I [ Rl St I
‘ 120
SF1 SFZSF3
! ' 1036 pb

Figura 2. Esquema del dominio a-globina de pollo y Ia regién 3'. En la parte superior se
muestran los genes globing, siendo a el gen embrionario y « y o los genes adultos que se
expresan a partir de los dias 4-5 del desarrollo. En la parte inferior, el fragmento de DNA de 1 kb
muestra al silenciador con los sitios de unién a los factores SF1 (ver texto), SF2 y SF3 y al
“enhancer” compuesto por tres sitos de union al factor eritroide especifico GATA-1. La denominada
4" caja de homologia conresponde a un fragmento de 120 pb que tiene una alta homologia con las
secuencias de pato, lo que sugiere una region conservada (Recillas-Targa et al. 1993b; 1995).

Los experimentos de “foolprinting” realizados con la region que abarca la 47
caja de homologia permitieron identificar la union de por lo menos tres factores
nucleares, lo que sugirid la formacion de un complejo multipeptidico en esta zona
(Fig. 3; Recillas-Targa et al., 1993a; 1995). En este punto cabe senalar que el
alineamiento de las secuencias de pato y pollo permitid definir a 1a 4* caja de
homologia. Como demostraremos mas adelante en este trabajo, el fragmento de
120 pb es parte integral del elemento "enhancer”.
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Figura 3. A, "Footprint” de la la regién del “enhancer” y la 4* caja de homologia. En los
carniles 1 y 2 se encuentran las reacciones de Maxam & Gilbert de secuencia de A+G y G
respectivamente, en los carriles 3 y 4 la digestion con concentraciones crecientes de DNasa | y en
los carriles 5 y 6 la proteccion a la digestion por los extractos protéicos nucleares de células HD3
que corresponde a los tres sitios GATA-1 del "enhancer” y a la region de la 4* caja de homologia.
B. “Footprint” de 1a region de la 4° caja de homologia, se puede observar como en la figura A los
carriles de la secuencia y de digestion a la DNasa |. En los carriles 5, 6 y 7 se observa la proteccion
a la digestion que define el footprint a los sitios de union de los factores EKLF, NF-E2 y GATA-1.
En los carriles 8 y 9 se compitio con un oligonucledlido no marcado radioactivamente con la
secuenciay consenso para el factor NF-E2 (Recillas-Targa, datos no publicados), lo que hace que
reaparezca la banda de digestion en esta region (flecha). En los carriles 10 y 11, cuando se
compite con un oligonucleotido consenso para el factor GATA-1 (sonda para el factor GATA-1 del
gen f-globina adulto humano) y no reaparece no solo la banda que corresponde al sitio de unién
de este factor sino también para los de los sitios NF-E2 y EKLF (carril 11). Figura lomada de
Recillas-Targa (datos no publicados). En el carril 10 se utilizd una concentracion de oligonucledtido
menor que en 11 que no es suficiente para observar ningun efecto.
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Complementado estos resultados se hicieron geles de retardo en los que se
usé una sonda consenso para el factor GATA-1. Los resultados mostraron que la
abundancia del factor GATA-1 es diferente en la linea celular HD3 (Fig. 4),
correspondiente a la etapa de eritroblasto, donde las células no estan
diferenciadas y los genes globina se preparan para ser expresados, en
comparacion a eritrocitos terminalmente diferenciados, donde los genes globina ya
estan completamente silenciados (Fig. 4. Recillas Targa et al., 1995). Como se
puede apreciar en la Fig. 4A en presencia de extractos nucleares de células HD3
el complejo mayoritario fue el formado por el factor GATA-1 mientras que en
eritrocitos terminalmente diferenciados el complejo GATA-1 es apenas perceptible.
Esto correlaciona con la actividad transcripcional de los genes y con la actividad
positiva de GATA-1 en la transcripcion de genes eritroides, ya que en HD3 los
genes se encuentran transcripcionalmente activos mientras que en eritrocitos
terminalmente diferenciados los genes globina estan silenciados y la
concentracion del factor GATA-1 disminuye notoriamente (Fig. 4A, comparar
carriles 2 y 7). En esta misma figura se puede observar un segundo complejo en la
parte superior, cuya abundancia esta en relacion inversa a la que se observo para
el complejo de retardo formado por GATA-1. En HD3 el complejo es escaso y por
el contrario en eritrocitos el complejo es mas abundante. La proteina que estaria
formando este segundo complejo no se ha identificado y pensamos que pudiera
ser una proteina que compita o module la unién del factor GATA-1 al sitio de unidn
a GATA-1 en este fragmento de DNA que corresponde a la 4° caja de homologia
(Recillas-Targa ef al., 1995).

En la Fig. 4B. se puede observar el gel de retardo para el factor SF1 que se
une a la region del silenciador. Contrariamente a lo que sucede con el complejo
GATA-1 en este caso el complejo mas abundante se encuentra en eritrocitos y en
HD3 la concentracion del complejo es menor, lo cual correlaciona con la actividad
de silenciamiento antagonista a GATA-1 tanto en funcién como en concentracion.
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Figura 4. Geles de retardo para los factores GATA-1 y SF1. A. Gel de retardo en el que se
muestra la concentracion diferenciat del complejo GATA-1 (flecha, carril 2) en eritroblastos (HD3)
en donde es abundante y entrocttos terminalmente diferenciandos donde apenas se observa el
complejo formado por el factor GATA-1(carnl 7). En el resto de los carriles se puede observar la
competlencia y alta afuimdad del factor por parte de la sonda del factor por la sonda fria para GATA-
1. B. Para el factor SF1, que se une al stenciador se ve la relacion contraria en cuanto a la
abundancia para una nusma concentracion de extraclos de células HD3 vy eritrocitos, siendo el
factor muy abundante en este (ltimao tipo celular (Figura tomada de Recillas-Targa et al.,, 1993a).

El analisis méas detallado de la secuencia para la region reguladora del
costado 3' muestra que hay sitios potenciales de union para el factor EKLF, NF-
E2, un cuarto sitio para la union del factor GATA-1 que se encuentra al lado de un
posible sitio de union al factor YY1 (que se estudia en este trabajo). Como se
describird en la siguiente seccion todos estos factores participan de manera
importante en la regulacion de los genes globina y tienen relacion directa con
nuestro trabajo, por lo que se ampliara su analisis.
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1.5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el laboratorio nos interesamos por la relacién entre la estructura de la
cromatina y su efecto modulador en la regulacion de la expresion de los genes
globina a lo largo del desarrollo. Para estudiar estos aspectos se empleo como
modelo experimental los dominios « y [} globina de pollo, los cuales constituyen
una familia multigénica cuyos genes se expresan diferencialmente a lo largo del
desarrolio para producir distintos tipos de hemoglobinas (Minie et al., 1992;
Recillas-Targa et al., 1995; Recillas-Targa, 2000). Para poder abordar el estudio
de la estructura de la cromatina sobre la regulacion de expresion génica, primero
es necesario una caracterizacion funcional fina de los elementos de regulacién
que s e encuentran en estaregion. En el costado 3' del locus «-globina se han
identificado un elemento silenciador al lado de un elemento de regulacion tipo
"enhancer”. Con base en los resuitados previos y a esta organizacién Unica,
estamos interesados en conocer como es que se regula la actividad de estos dos

elementos con actividad antagonica y que estan tan proximos uno del otro.

1.6. OBJETIVOS

1.6.1 Objetivo General

o Caraclerizar la actividad de los elementos silenciador y “enhancer” que se

localizan en el costado 3’ del grupo de genes «-globina de pollo.

1.6.2 Objetivos Particulares

a) Definir la actividad de delimitador o silenciamiento del elemento silenciador.

b) Comparar la actividad transcripcional del “enhancer" en distintas etapas de
diferenciacion eritroide.

c) Determinar la relevancia en la regulacion de la expresidn genética de los
factores de transcripcion que se unen a la 4° caja de homologia

d) Definir los sitios de union, alternativos o nuevos, de {actores protéicos la 4?

caja de homologia.
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2. HIPOTESIS

Si en el costado 3' del locus a-globina de pollo existe un elemento con
actividad de silenciador junto a un elemento con actividad tipo "enhancer" debe de
existir algdn mecanismo que regule la actividad de estos elementos sobre la
expresion de los genes u-globina de pollo en un momento especifico del
desarrollo. La abundancia diferencial de los factores que se unen a esta regién y/o
la actividad represora o activadora de ciertos factores transcripcionales e incluso la
accion de remodeladores de la estructura de la cromatina durante la diferenciacion
eritroide pueden estar determinando la accion de estos elementos sobre la

expresion diferencial d e los genes w«-globina de pollo en etapas e specificas del
desarrollo.
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3. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

a) Defihir Ja a;c‘tivid'ad defimitante o d e silenciamiento del elemento silen ciador.

pCu3'SIL
Construcciones con el silenciador en diferentes gngELLIISEIt
orientaciones con el gen reportero de CAT

Transfecciones Transfecciones
transitorias en RBC transitorias en 6C2

b) Determinar sila4® cajade homologia es parte integral del elemento “enhancer”.

Construcciones con el “enhancer” junto conla 4a caja de homologia, | { pCu3'E4
los tres sitios GATA-1 que constituyen el nicleodel “enhancer” pCu3'E
yla region denominada 4acajade homologia pCud'4,

I

1 N—
Transfecciones Transfecciones
transitorias en RBCJ| transitorias en 6C2
c) Determinar los efectos sobre la actividad del “enhancer” de los factores de
tran scripcién eritroides que tienen sitios en 4° cajade homologia
4 it pCu3'E4
F)nslmccnones con el silenciador en diferentes J pCu3-EKLF

orientaciones con el genreportero de CAT pCu3-NFE2
pCu3-GATA-1

(Transfeccionesj [ Transfecmones
transitorias en RBC estable 6C 2
d} Definir si en una region aled aiia al sitio de union del factor GAT A-1 de la 4a cajade

homologia existe un sitio de unién para el factor YY1

Disefo ysintesis de oligonucleotidos con el sitio GATA-1Y Y1
sinmutar ycon mulaciones en los sitios de union alos factores
proteicos con diferentes combinaciones

Geles de retardo

Extractos Extractos nucieares
nuclear es de RBC de células 6C2
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4. MATERIALES Y METODOS

L.os reactivos que se utilizaron en este proyecto provienen de la companiia
Sigma-Aldrich (a menos que se especifique otro proveedor). Los detalles para la
preparacion de 1 as soluciones y buffers estan enla parte final de la tesis en el
Apéndice.

4.1 EXTRACCION DE DNA GENOMICO DE CELULAS ERITROIDES DE POLLO
(Gallus gallus domesticus)

La extraccion de DNA genomico se realizdé con solventes organicos a partir
de sangre total de embriones de pollo de 10 dias. Los embriones de pollo linea
Bacock ligera fueron adquiridos de la granja “Aves Libres de Patogenos
Especificos” (ALPESA), ubicada en Tehuacan, Puebla. Los huevos fueron
incubados a 37°C y después de 10 dias, el estado de desarrollo del embrion fue
comprobado anatémicamente. Se utilizaron 20 embriones a los que se les extrajo
la sangre de venas ubicadas en la camara de aire de los huevos. La sangre se
mezcld con 25 mi de PBS (sin caicio; ver Apéndice) y se centrifugd a 3000
revoluciones por minuto (rpm) durante 5 min a 4°C para lavar |as células. E ste
paso se repitio dos veces. El pellet de células sanguineas se resuspendio en 15 ml
de buffer ACD (ver Apéndice) y se incubd 1 h a 37°C con el objetivo de lisar a las
células. Se anadieron 75 pul de proteinasa K (20 mg/ml), para tener una
concentracion final de 100 pg/ml. Se incubd 2 h a 50°C agitando cada 20 min.
Para eliminar | as proteinas y restos celulares d el homogeneizado se agregdé un
volumen (vol) igual de fenal:cloroformo:isoamilico (24:24:1 vol/vol, Ultrapure BRL-
Life T echnologies). Se agito durante 20 min en vortex y se transfirid a un tubo
Corex de 30 ml. Se centrifugo a 8000 rpm durante 30 min y la fase acuosa se
pasd a un tubo limpio. La limpieza con feno!:cloroformo:iscamilico se realizd tres
veces. La fase acuosa se precipitd con 1/10 vol/vol de acetato de sodio 3 M pH 5.2
y dos volumenes de etanol 100% frio. Se mezclo por inversion y se incubd toda la
noche a —20°C. Posteriormente se centrifugé a 8000 rpm durante 1 h y el pellet se
lavo con 20 mi de etanol al 70%. El sobrenadante (sn) se decantd y el pellet se
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secd a temperatura ambiente (t.a). El pellet se resuspendio en 500 pl de buffer TE
y se transfirid a un tubo eppendorff, se incubd con 5 ul de RNAsa (40 mg/ml) a
37°C durante 2 h y se realizaron dos lavados con un mismo vol de
fenol:cloroformo:isoamilico, agitando durante 5 min y centrifugando a maxima
velocidad durante 20 min. Posteriormente se agregé 1/10 parte de acetato de
sodio 3 M y 2 volumenes de etanol 100%, se mezcld por inversion y se incubod —
70°C durante toda la noche para precipitar el DNA. Finalmente se centrifugd a
maxima velocidad durante 20 min y se decanto el sn. El pellet se lavd con etanol
70% dos veces y se dejo secar a t.a. El DNA se resuspendio en 400 nl de TE, se

dividié en varias alicuotas y se almaceno a —70°C.

4.2, DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS ESPECIFICOS

Con base en {a secuencia reportada por Recillas y col (1993b) se disefiaron
oligonucledtidos sintéticos para la region de 1036 pb, que comprende al
silenciador-"enhancer® en el costado 3' del locus w-globina. Estos fueron
disefiados para amplificar a la regién entera y también subregiones que
contuvieran por separado a los diferentes elementos de la misma. Todos los
oligonucledtidos tenian el sitio de restriccion para la enzima de restriccion BamH|
en el extremo 5, lo que sirvi6 para la clonacion posterior del producto de

amplificacion. Los oligonucleotidos que se disefiaron se listan en la Tabla 1.

NOMBRE | SECUENCIA 5-3' Tm (°C) 1% GC
A120P3 | CGUGGATCCGACGTGOGCAGCAGATAGECTCG | 68
A120P4 | COCGGATCCGACCOTGUTAACCCCAGGeCG | ‘8“9' T 73
AT CGUGGATCCTUGCAGCAGE T TGAGCAG Tl Ts2 | Tes

AE1 | CGUGGATCCGCGCACGGGTG TGTGCTG 88 70

AE2 | CGCGGATCCGAGGCTATCTGCTGCCCACG 87 68
| ASTL1 CGCGGATCCCATGCACTCCTTACCCCATG | 84 | 62
| AS1L2 | COUGGATCCCAGCACAGCTTCACCCTSCG | 87 | 68

Tabla 1. Secuencia de los oligonucléotidos disenados para amplificar los diferentes
elementos de regulacion de! costado 3' del locus a-globina en pollo. En la primera columna se
encuentra el nombre del oligonucledtido y en la segunda la secuencia en sentido 5-3'. Las
combinaciones utilizadas se esquematizan en la Fig. 5. El sitio BamH| se encuentra en negritas.
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L.os oligonucledtidos fueron sintetizados por la compaiiia Life Technologies.
Las reacciones de PCR (PCR, del inglés: “Polymerase Chain Reaction") fueron
disefiadas empleando los oligonucledtidos necesarios para amplificar las regiones
de interés mostradas en la Fig. 5. Las diferentes regiones amplificadas fueron:
SIL/E4, que contiene el silenciador, el "enhancer” y la 4® caja de homologia; SIL,
que tiene solo el silenciador; E4, con el "enhancer” y la 4° caja de homologla y 4,
con la region de la 4 caja de homologia unicamente (Fig. 5).
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Figura 5. Esquema de los diferentes pares de oligonucieétidos empleados para amplificar
cada una la regiones de interés en el costado 3’ del locus a-globina. En la parte superior de
cada region esta el nombre de cada fragmento y en la parte inferior el tamario en pb del producto
de amplificacion. Cada oligonucledtido tiene un sitio BamH! en sus extremos para facilitar su
clonacién posterior. La flecha representa la posicién de los oligonucledtidos utilizados.
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4.3. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Las diferentes PCRs se realizaron empleando como cebadores a los
oligonucleotidos antes mencionados. El DNA gendmico que se usé para la PCR
se digirib dos horas con las enzimas de restriccion BamH| o EcoR!. Se utilizd 1 pg
de DNA genomico por reaccion, 0.1 uM de cada uno de los oligonucledtidos, 5 nl
de buffer de PCR 10 X (200 mM Tris-HCI pH 8.4, KCI 5060 mM sin MgCl,), MgClz
1.5 mM, 1 U de Taq DNA polimerasa (Gibco BRL) y el agua desionizada estéril
necesaria para un vol final de 60 pl. Se uso el termociclador GenAmp PCR System

2400 (Perkin Elmer) con el siguiente programa:

1) 5 min 95 °C. } 1 ciclo
2) 1min 95°C
1 min 55 °C 25 ciclos
1 min 75 °C
3) 10 min 75°C } 1 ciclo

4) finalizar la reaccion 4 °C.

El namero de ciclos fue de 25 y este programa se uso para:todas las
reacciones de PCR. :

4.4. SUBCLONACION DE PRODUCTOS DE PCR

La reaccion de PCR se corrio en un gel de agarosa 1.5 % (Fig. 9) y los
productos de PCR correspondientes se aislaron y purificaron mediante el método
de Qiaex (Qiagen), que consite en fundir el pedazo de gel de agarosa y mediante
una resina que tiene afinidad por el DNA, éste se purifica de la agarosa y otras
impurezas. Los productos se cuantificaron y se digirieron con BamHl. El vector de
clonacion fue el pGEM-11Z (Promega) con el gen de resistencia a ampicilina, el
cual fue linearizado con BamH! y posteriormente fue desfosforilado para clonar los
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productos de PCR. La ligacién se hizo con un exceso de DNA del fragmento
digerido con respecto al vector en un vol final de 20 ul a 4 °C toda la noche. Al dia
siguiente la reaccién se dejo a t.a. 1 h y se transformo la cepa de E. coli DH5«
competentes preparadas por el método de CaCl, (Sambrook y Russell, 2001).
Para transformar se tomaron 40 ul de células competentes y se mezclaron con 5
nl de la reaccion de ligacion, se incubd esta mezcla por 40 min; posteriormente se
dié un choque térmico a 42 °C por 45 segundos, posteriormente se incubaron en
hielo 2 min, se les agrega 1 ml de medio LB y se pusieron en agitacion por una
hora a 37 °C, finaimente las bacterias se cultivaron en cajas de medio LB con
ampicilina a una concentracion de 200 ng/ml y se incubaron a 37 °C toda la noche.
Cada colonia obtenida se sembré en 3 ml medio LB liquido con ampicilina a una
concentracion de 200 pg/m! y se incubaron toda la noche para hacer una
purificacién de DNA plasmidico con el método de minipreparacion por lisis alcalina
(Sambrook y Russell, 2001). Para confirmar la clonacion del fragmento de interés
en el plasmido se hicieron digestiones con la enzima BamH! de 15 colonias
obtenidas. Las digestiones se corrieron en un gel de agarosa 1.5 %, observando si
habia una banda que pudiera ser resultado de la liberacion del fragmento de
interés y verificando si el peso correspondia al esperado. De cada clona paositiva
se hicieron dobles digestiones para verificar que era el fragmento de interés y para
determinar la orientacion de cada clona. Para cada construccion se escogioé una
clona en donde el fragmento se hubiera clonado en orientacion 5-3' y otra clona
con la orientacion 3'-5', con el objeto de determinar si la orientacion era un
elemento importante en la influencia de cada region reguladora sobre la actividad
del gen reportero. De cada clona en diferente orientacion se hizo una purificacion
a mayor escala del plasmido por medio del método de columnas midiprep
(Qiagen). Una clona de cada construccion fue secuenciada en un secuenciador
automatico en la Unidad de Biologia Molecular, IFC UNAM. Lo anterior permitio
corroborar la ausencia de errores en la secuencia de los fragmentos de DNA
amplificados por PCR.
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Todas las construcciones se sub-clonaron posteriormente en el vector
pCAT Basic Vector (Promega), que tiene el gen reportero para la enzima
cloramfenicol acetiltransferasa (CAT) y que ademas tiene clonado en el sitio Smal
de la region multiple de clonacion el promotor del gen «°, este vector se nombro
pCATu® (donado por el Dr. Sergey Razin, Instituto de Biologla del Gen de la
Academia de Ciencias de Rusia). Para tener las construcciones en este nuevo
vector, las construcciones del vector pGEM-11Z se digirieron con BamHl, se
purificé el fragmento y se ligd en el vector pCAT«P digerido con BamHl y
defosforilado. Estas construcciones se usaron para los experimentos funcionales
por el método de transfeccion transitoria en diversas lineas celulares de pollo. Los
plasmidos fueron transfectados tanto de forma circular como linearizada con la
enzima Xmnl, con el objeto de poder comparar si esta variable tenia alguna
importancia en la actividad de la construccion.

4.5. MUTACIONES DE LOS SITIOS CONSENSO DE UNION A FACTORES
TRANSCRIPCIONALES

Las mutaciones se concentraron en la regibn E4 (ver Fig. 5),
especificamente en la 4® caja de homologia, para los sitios consenso de union
EKLF, NF-E2 y GATA-1 (Fig. 6). Los cambios de secuencia fueron de dos o tres
pares de bases definidas previamente en la literatura por su incapacidad para
seguir uniendo a dichos factores. Las mutaciones se realizaron por el método de
traslapamiento (“overlapping”), el cual consistio en disefiar oligonucledétidos que
tuvieran la secuencia mutada en el centro del oligonucledtido tanto en direccion 5'-
3" como en direccion 3'-5". Los oligonucledtidos mutados estaban flanqueados por
otro par de oligonucledtido localizados externamente, que originalmente fueron
usados para la amplificacion de la region E4. Los oligonucledtidos utilizados en la
mutacion se enlistan en la Tabla 2.
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(Tm °C)

EKLF 5 GCAGATAGCCTCGGGIGCCTAAAACCTGC 3!
MABekl£01 3’ CGTCTATCGGAGCaaAaCCATTTTGGACG 5 77
MABekl1£02 5’ GCAGATAGCCTCGLETEGGTAAANGCTGE 3’ 74
NF-E2 57 CCTGCCAGGTGCTGAGTAACTGCAGTCTG 3

MABnfeoOl 3¢ GGACGGTCCACGAECCATTGACGTCAGAC 57 81
MABnfe02 5 CCTCCCAG({I(‘CIag( I‘l\f\' TGCAGTCTG 37 76
GATA 5 GATCCTGCCAGGTATATTUATGOAGAGATG 30 |1
MABgataOl 3’ CTAGGACGGTCCATECAAGTACGTCTCTAC 57 70
MABgata02 5’ GATCCTGCCAGCTAag T TUATGUAGAGAHTG 3’ 75

Tabla 2. Ollgonuclcolldos utilizados en la mutagenesw de los sitios de unién de factores
transcripcionales de la 4° caja de homologia. Para cada recuadro, en el primer renglén de la
columna 1 se indica el nombre del factor y columna 2 la secuencia de este sitio en la 42 caja de
homologia (sin mutar). En el segundo y cuarlo renglén se encuentran los nombres de los
ofigonucle®tidos utilizados para realizar tas mutaciones y en la columna 2 las secuencias
correspondientes. En el renglon 3 se indican tas temperaturas de alineamiento (Tm) para cada
oligonucledtido. Las bases mutadas se muestran en la secuencia original en un recuadro y las
mutaciones en los oligonucledtidos se muestran con letras mindsculas y negritas.

Se hicieron tres reacciones d e P CRs secuenciales para cada una de las
mutaciones, cada una teniendo un oligonucleétido en tos extremos de la region y
un oligonucledtido interno. Para la mutacién en EKLF la primera PCR se realizo
con el oligonucledtido en direccion 5'-3' AE1 y en direccion 3'-5' MABeklf01, la
segunda con el oligonucleotido 5'-3' MABekl{02 y el oligonucledtido 3'-5' A120P4.
Para el sitio NF-E2 se uso el oligonucleotido 5'-3' AE1 y el 3'-5' MABnfe01, la
segunda fue con el oligonucleodtido 5-3' MAbnfe02 y el oligonucleétido 3'-5
A120P4. Para la mutacidon en el sito GATA-1 la primera PCR se hizo con el
oligonucledtido 5'-3' AE1 y el oligonucledtido 3'-5' MABgata01 y la segunda fue
con el oligonucledtido 5'-3' MABgata02 y el 3'- 5' A120P4. Las combinaciones de

ollgonucleotldos para Ias diferentes PCRs estan resumidas en la Tabla 3.

PCR1 ]
5.3 AET MABgala02
35 MABgata01 | 3-5'A120P4
5-3' AE1 573" MABNle0?
3.5 MABNIO1 | 3.5 AI20P4
5737 AET 53 MABekii02
_____________ 3-5' MABeKIf01 3-5' A120P4

Tabla 3. Combinaciones de ollgonucleolldos usadas en la PCR1 y PCR2 para generar las
mutaciones puntuales para los sitios de union a! DNA de diferentes factores
transcripcionales. Los factores son el EKLF, NF-E2 y GATA-1 como se indica en la primera
columna.
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La técnica de traslapamiento se basd en la posibilidad de los
oligonucledtidos de unirse a la secuencia original y servir de cebadores para DNA
polimerasa amplificar a pesar de que no se aparean las bases mutadas por no ser
complementarias, por esta razon sdlo se pudo introducir la mutacién para tres
pares de bases como maximo. EnlaPCR1y 2 se amplifica el producto con la
mutacion deseada generando un fragmento incompleto, dado que las PCRs se
hicieron con el oligonucledtidos de un extremo y otro interno. Finalmente en la
PCR3 no se utilizaron oligonucleotidos, pues los fragmentos incompletos sirven
como cebadores para la reaccion y se completo la region. Los oligonucleotidos
AE1 y A120P4, son los mismos que se ulilizaron originaimente para la clonacion
del elemento E4 y tienen los sitios de restriccion BamHlI, por lo que se siguid la
misma metodologia de clonacion para fragmentos de PCR descrita antes, para
obtener las mutaciones en el vector pCATu". Se disefid un oligonucleotido para
secuenciar las  mutaciones en el vector pCAT«” que fue 5
GGGGAGGTGTGGGAGGTTTT 3' (Unidad de sintesis de oligonucledtidos, 1BT).

La metodologia para generar las mutaciones se representa en Ia F|g 6.

i cnh:mcer 42 ca]a de homologia
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Figura 6. A. Mutagenésis por translapamiento. Ubicacion de los sitios de union de (actores
EKLF, NF-E2 y GATA, cuyo silio de union se mutd. B. Esquema de generacion de mutaciones
puntuales por el método de traslapamiento. La PCR1 se hace con el par de oligonucleétidos 1y 2,
la PCR dos con el par de oligonucledtidos 3 y 4, finalmente la PCR3 se hace con el combinando la
PCR1 y 2, para tener al final completa la reqgion multada con 10s sitio de restriccion BamHI.




4.6. TRANSFECCIONES

Todas las transfecciones fueron hechas por electroporacion y el DNA
utilizado se purific6 por columnas (Qiagen), lo cual permiti6 transfectar las
cantrucciones obtenidas de manera transitoria. Las condiciones utilizadas fueron
las reportadas en la literatura o ajustadas para cada tipo celular por medio de la
transfeccion transitoria del vector pGEuwD (generado por Héctor Rincédn, miembro
de nuestro laboratorio) y que utiliza el “enhancer” clonado en este trabajo y al gen
reportero de la proteina verde fluorescente (GFP) bajo el promotor «D, ademas de
la resistencia a geneticina. Este vector se transfectd bajo diferentes voltajes (V) y
capacitancias (j1F), posteriormente se midio |a fluorescencia en un citdmetro de
flujo y se evalud que los valores de V y uF fueran optimos para cada transfeccion y
cada tipo celular.

4.6.1. Transfeccion transitoria en eritrocitos de embriones de pollo de 10 dias
(RBC).

Las condiciones empleadas para este tipo celular fueron las reportadas por
Recillas-Targa y colaboradores (1999). Los eritrocitos de embriones de pollo de 10
dias de gestacion fueron cosechados en 30 ml de una solucion PBS 1X, EDTA 5
mM. Las células se centrifugaron a 1000 rpm por 5 minutos a t.a. Se lavaron dos
veces con PBS 1X y se descartd el sn. En una area estéril las células se
resuspendieron en 10 ml de medio L-15 (Gibco BRL) sin complementar a t.a. Para
contar el numero de células se empled un método colorimétrico, se tomaron 5 pnl
de la suspension anterior se mezclaron con 745 pl de buffer de lisis (ver apéndice)
en un tubo de 1.5 mi y se centrifugaron a 12000 rpm por 2 min. El paso anterior se
repitio 3 veces tomando 5 il de ta parte superior, de la mitad y de la parte inferior
de la suspension. Se leyo la densidad optica del sn. a 412 nm y se promediaron
las lecluras. E! promedio de las lecturas de absorbancia se multiplicé por 150, que
fue el factor de dilucion y por 10 que es el vol total. Este valor se multiplico por
8.56 X 10° para obtener el numero de células totales, esta cantidad de células

corresponde al numero de ceélulas por absorbancia a 412 nm y que ha sido
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previamente estandarizado (Hesse et al., 1986). Para cada transfeccion se usaron
1 X 108 células en un vo! de 500 pl de medio L-15, por lo que una vez que se
cuantificaron las células totales se agregd mas medio L-15 para resuspenderlas y
ajustarlas en el vol adecuado. Cada transfeccion se hizo al menos por triplicado.
Las cubetas de electroporacion que se usaron fueron de 0.4 cm (Bio-Rad) para
células eucariontes, se pusieron a enfriar en hielo y se afadio 500 ul de L-15 con
1x 108 células. Se agregd 6 yig del DNA de plasmido con el gen reportero y 6 pg
de plasmido control pTK-igal (Promega) para normalizar las transfecciones. En
cada experimento de transfeccion, ademas de las construcciones, se pusieron tres
cubetas a las que no se les agregd ningun plasmido y que sirvieron de referencia
para las actividades o ruido de fondo. Ei electroporador que se uso fue el Gene
Pulser Il (Bio-Rad), el pulso fue de 450 V y 500 pF y de capacitancia, sin
resistencia. Las células electroporadas se pusieron en hielo y se transfirieron un
tubo de 1.5 ml, se agregd 1 ml de L-15 complementado (ver apéndice). Cada
electroporacion se incubo 37 °C por 48 h. Al termino de la incubacion se
centrifugaron las células y se lavaron 2 veces. Se prepararon extractos totales de
células con 300 ul del buffer de lisis del método de {i-galactosidasa (“reporter lysis
buffer’, Promega). A los extractos se les determiné la actividad de CAT y de p-

galactosidasa.

4.6.2. Transfeccién transitoria en pre-eritroblastos de pollo {linea celular 6C2)

Las células se cultivaron en medio «-MEM complementado (ver apéndice) y
se dividieron un dia antes de la transfeccion poniéndolas en un plato nuevo y
agregando medio nuevo. Las células se cosecharon centrifugando a 900 rpm. La
pastilla de células se lavd 2 veces en 10 ml de PBS a 4 °C (ver apéndice). Al final
se resuspendido en 10 ml de PBS y se tomd 10 ul para contar las células en el
citdbmetro, si era necesario se hacia una dilucidn. Se prepararon cubetas para
cada una de las transfecciones y se colocaron en hielo. Las células se
resuspendieron en el vol adecuado para obtener una densidad celular de 2 x 107
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células/500 pl para cada transfeccion. Se tomaron 500 ul de la suspension de
células y se puso en una cubeta de electroporacidn. Se agregaron 6 ng de DNA y
se mezcld con las células, se incub6é 10 min en hielo. El electroporador se fij6é a
200 V y 950 uF, se les did un pulso y se incubaron 15 min en hielo. Las células se
pasaron a una caja de cultivo de 10 cm con 10 ml de medio «-MEM
complementado y se incubaron por 48 h. Cada transfeccion se cosecho
centrifugando a 2500 rpm y se lavo 1 vez con PBS, centrifugando nuevamente y
desechando el sn. Se prepararon los extractos de la misma forma que en RBC y
se les midio la actividad de CAT y de B-galactosidasa. La capacitancia se fijo en
300 V y 950 uF de voltaje. El protocolo fue el mismo que para 6C2 excepto por los
parametros antes mencionados y se siguio el mismo procedimiento para obtener
los exiractos celulares.

4.6.3. Transfeccion estable en pre-eritroblastos de pollo (linea celular 6C2)

Se usaron 1-2 x 107 células puestas a dividir un dia antes, se transfectaron
5 ng de los plasmidos correspondientes a cada construccion linearizados, ademas
de 3 ng de plasmido linearizado pGE«D con resistencia a geneticina. Los vectores
fueron evaluadas en un gel de agarosa para corroborar su calidad e integridad.
Las células se lavaron dos veces en PBS a 4 °C, centrifugando a 2500 rpm En
este paso se contaron las células y se resuspendieron en el vol adecuado para
tener 2 x 107 células/500 1. Se tomaron 500 ul de la suspension de células y se
pusieron en cada una de la cubetas de electroporacion. Posteriormente se agregd
el DNA incubando 10 min en hielo. Las condiciones de transfeccion fueron 200 V y
950 iF. Después del pulso se incubaron 15 min en hielo para que las células se
recuperaran del pulso eléctrico. Las células se pusieron en una caja de cultivo con
10 ml de medio «-MEM (sin geneticina) y se incubaron por 48 h. Después de este
tiempo se comenzo ia seleccion de las células por medio de la geneticina, para lo

cual las células se lavaron con 10 ml de medio «-MEM dos veces y se
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resuspendieron en 10 ml de «-MEM + geneticina a una concentracién de 1 mg/ml.
Durante dos semanas las células se lavaron cada dos o tres dias centrifugando a
una velocidad de 1000 o 1500 rpm para eliminar la mayor parte de los restos
celulares provenientes de las células muertas por la droga usada para la seleccion
y se resuspendieron nuevamente en 10 ml de «-MEM + geneticina a la
concentracion antes mencionada. Pasado el tiempo de seleccion las células
semiconfluentes se lavaron y se resuspendieron en 3 mi de «-MEM + geneticina.
Se tomo 1 ml de la suspension anterior y se agregd atres cajas mas 9 mlide
medio «-MEM sin geneticina. Las tres cajas para cada transfeccion fueron las
repeticiones para cada construccion. Los cultivos se dejaron crecer a confluencia y
cada uno se cosecho en 3 ml de PBS, de estos 3 ml se tomd 1 ml para hacer
extractos celulares y cuantificar la actividad de CAT, otro mi se congelé para
guardar cada clona y otro mi sirvié para obtener DNA gendmico para realizar una

hibridacion tipo Southern y corroborar la presencia de la construccion transfectada.

4.7. CUANTIFICACION DE L A ACTIVIDAD E NZIMATICA P ARA LOS G ENES
REPORTEROS

4.7.1. Cuantificacion de la la actividad de Cloramfenicol Acetiltransferasa
(CAT)

Se incubaron 100 il de extractos celulares 15 min a 65 °C para inactivar a
las desacetilasas endogenas y se transfirieron a un vial de centelleo, se agregd
100 ! de sustrato de CAT (ver apéndice) a cada transfeccion. Se agregaron 5 ml
de liquido de centelleo para muestras no acuosas y se incubd la mezcla en un
bafio a 37 °C por 24 h. La actividad de CAT se midido en un contador de centelleo
para el isdtopo *H en cuentas por minuto (cpm) v al final se normalizo por medio

de la actividad de [}-galactosidasa de los extractos de cada muestra.
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4,7.2, Cuantificacion de la actividad de -Galactosidasa (B-Gal)

Se tomaron 50 ul de extractos celulares totales y se inactivaron las
proteinas con actividad de galactosidasas eucariontes incubando los extraclos a
55 °C por una hora. Los extractos inactivados se mezclaron con 100 pl de buffer Z
con DTT y 30 il de ONPG (ver Apéndice), toda la mezcla se incubd en un tubo de
1.5 ml tapado para evitar la evaporacion durante toda a noche a 37 °C. (ademas
de las muestras experimentales se hace un blanco con 30 yi de ONPG y 150 ul de
buffer 2). Al final de las 24 horas de incubacion la reaccion se detiene agregando
75 !l de carbonato de sodio 1 M. La absorbancia de las muestras se midio en una
placa de elisa a 420 nm.

4.7.3. Cuantificacion de la actividad de la proteina verde fluorescente (GFP)

La actividad de GFP se midid por medio de un citémetro de flujo, que
permite d etectar tanto [a forma como la fluorescencia que e mite una célula. En
este caso los parametros de fueron ajustados para detectar a la poblacion viable
de eritrocitos en una muestra. Una vez determinada la poblacién células viable
(puntos en el grafico) se ajustaron los parametros del sensor de fluorescencia
verde (FL1-Height). Primero s e cuantifica la a utofluorescencia de la muestrade
células sin transfectar para detectar los niveles basales de fluorescencia (en el eje
FL1-Height, que cuantifica la fluorescencia verde, la poblacién se encuentra en el
rango de 10° y 10'; Fig. 15 A). Posteriormente se mide la fluorescencia de las
células transfectadas con el reportero. El aumento de la fluorescencia de la
poblacién de células se detecta por el corrimiento de los puntos que conforman la
poblacion de ceélulas hacia la derecha (invadiendo la zona gris), que se debe a la

presencia de la GFP en la poblacion de células (Fig. 15B, C y D).
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4.8. GELES DE RETARDO

Para demostrar el efecto de factores nucleares que interaccionan con la
region del “enhancer”, asi como su abundancia, se hicieron geles de retardo con
extractos nucleares de diferentes estados de diferenciacion eritroide. Ei marcaje
de la sonda de interés se realiz6 como se describe a continuacién. El
oligonucledtido 5'-3' y el oligonucledtido 3'-5' de la zona que de interés se
marcaron por separado con v-ATP *P. La mezcla de reaccién se prepar6d con 4 pl
de H,0 desionizada, 2.5 nl del oligonucledtido (de una solucion a 20 ng/pl, para
tener 50 ng finales), 0.5 u! de T4 polinucledtido cinasa (sin diluir), 2 pl del "forward
buffer kinase" 5X, 1 nl de y-ATP 250 1Ci para un vol final de 10 pl. Se incubd 30
min a 37 °C y 30 min a 60 °C para inactivar la cinasa. Posteriormente ambos
oligonucledtidos se incuban para formar una secuencia de doble cadena, para lo
cual se mezclaron 10 nl de cada uno de los dos oligonucledtidos marcados y se
agrego 20 nl de "buffer de apareamiento” (ver apéndice). La mezcla se incubd a
60 °C por 30 min y después a t.a. por 10 min La sonda marcada radioactivamente
con ambos oligonucleotidos alineados se purificd de la marca no incorporada por
medio de un gel de acrilamida 10% (29:1 acrilamida-bisacrilamida) y urea 8%
(para detalles consultar apéndice en la parte de purificacion de la sonda), todo
esto mejoro la calidad de los retardos en los geles. Una vez que se concluyé la
preparacion de la sonda para las diferentes regiones a analizar se procedio a
realizar el gel de retardo. Para cada punto experimental se hizo la siguiente
mezcla de reaccion haciendo los calculos para tener un vol final de 20 1l por cada
muestra: primero se agrego el H,O bidestilada y 10 pl del Buffer GSB 2X 1 ul DTT
1 My 1 ul de poli-dldC a 1 pg/id (Amersham). En cada gel de retardo el primer
carril correspondié a la sonda sin extractos protéicos, para todas las demas
muestras se agregaron 10 ng de proteina a menos que se especifique otra
concentracion. Para las competencias se agregaron diferentes concentraciones de
sonda fria a las muestras con los extractos nucleares, la concentracion de sonda
fria fueron de 50 a 200 ng de oligonucleotidos complementados pero sin marcar,
estas muestras se incubaron 15 min en hielo y 15 min a t.a. Después de esta
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incubacién, para las competencias se agrego la sonda marcada y se incubd con
las muestras 15 min en hielo y 15 min a t.a., para el caso de las muestras que no
se iban a competir se agregé en este momento la sonda marcada, con los
extractos nucleares pero sin sonda fria, con los mismos tiempos de incubacion. El
gel de acrilamida 6 % (ver apéndice) se prepard previamente, se lavaron todos los
pozos antes de comenzar a cargar el gel, después de haber hecho una precorrida
de 45 min a temperatura ambiente. Para una sonda de 30 pb el gel se corrié¢ a
150 V por 1.5 a 2 h. El procedimiento para la realizacién de un gel de retardo se
esquematiza en la Fig. 7.

aA GATA-1 EKLF-1 NF-E2 GATA-1

1 Bam HI

/. —
s AR -i|i_ﬁ|':.,AL_

~

]

*:.': * INTERACCION DE LA SONDA CON
EXTRACTOS PROTEICOS DEL

| HUCLEO

SONBA MARCADA CON 7P

COM SONDA NO MARCADA
SIN PROTEINAS ~ CON PROTEINAS  (COMPETENCIAS)
wtCOMPETE

Figura 7. Procedimiento para realizar un gel de retardo para el sitio GATA-1 de la 4" caja de
homologia. Los oligonucledtidos son marcados radioactivamente con ““P, alineados y puestos a
interaccionar con extractos nucleares protéicos. En un gel de acrilamida se corren diferentes
condiciones que sirven como controles. En el primer carril la sonda no tuvo contacto con
proteinas, lo que permite saber cual es la migracion de la sonda libre en el gel; en el segundo
carril se encuentra la sonda que se incubd con los extractos protéicos, si hay protelnas capaces
de unirse a la region de DNA que se esta estudiando, se forma un complejo entre la sonda y la
proteina que hace que la s onda migre mas lento con respecto a la sonda tibre; por ultimo se
representa una competencia con sonda no marcada (fria) y que permite definir si la unién de la
proteina a la sonda s especifica.
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Las secuencias de los oligonucledtidos empleados corresponden a los sitios
de unién de GATA-1 y el posible sitio de unién a YY1 en la regién de la 47 caja de
homologia. También se empled la sonda YY1 que corresponde al sitio consenso
de union de ese factor transcripcional, utilizado para comprobar la presencia de
éste factor en nuestro sistema. La sonda GATA contiene el sitio de unidn al factor
GATA-1 de la 4° caja de homologia, en la sonda -GATA estan mutadas las bases
importantes para la union al factor GATA-1 (ver Tabla 3). La sonda -YY1 tiene una
mutacién para el sitio hipotético de union para el factor YY1 en la 4° caja de
homologia que dedujo nuestro grupo, pero dejando intacto al sitio GATA-1 (Fig.
20). El disefo de las s ecuencias para todos los oligonucledtidos se baso en lo
descrito en la literatura y por la compafiia Santa Cruz Biotechnology. Un resumen
de los oligonucleotidos empleados para preparar las sondas se encuentra en la
Tabla 4.
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Tabla 4. Oligonucledtidos empleados como sondas para los geles de retardo. Cada sonda fue
preparada con un par de oligonucleodtidos en direccion 5°-3' y 3'-58". Se marcaron radioaclivamente
con *p y después fueron apareadas para formar doble cadena como se menciona en Materiales y
Mélodos y en el apéndice

4.9 EXTRATOS DE PROTEINAS NUCLEARES DE POLLO
4.9.1. Extractos nucleares de eritrocitos (RBC)

La sangre de embriones de pollo de diez dias de desarrollo se colectd en
buffer PBS con 2 mM EDTA (frio) y se centrifugd 10 min 2000 rpm. Posteriormente
se lavo 2 veces en 5 vol de PBS + 2 mM EDTA, se resuspendio en 20 vol de PBS
0.67 X + 2 mM EDTA y se incub6 en hielo 10 min. La suspension de células se
centrifugé 10 min a 2000 rpm y se resuspendid en 5 vols de buffer A y se incubd
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en hielo. Se lisaron las células con 12 a 15 golpes en un homogeneizador
“Dounce” de 40 ml usando el piston B. Se monitoreo que las células se rompieran
observando la integridad y pureza de los nucleos al microscopio. El lisado se
centrifugd 20 min a 14500 rpm vy el pellet se resuspendié en 3 ml de buffer C por
cada 5 x 10° células, lentamente con una pipeta. El pellet resuspendido se
transfirid una vez mas al homogenizador y se dieron 12 golpes, se agitd
lentamente por 30 minutos en hielo en el mismo homogenizador (es importante no
acortar este paso). Se centrifugdé 30 min en un rotor SS-34 a 14500 rpm El
sobrenadante se dializo en 6 litros de buffer D (o contra mas de 50 volumenes), se
le cuantifico la concentracion de proteina por el método de Bradford (Bio-Rad) y se
almaceno en nitrégeno liquido.

4.9.2. Extractos nucleares de pre-eritroblastos (células 6C2)

Se usaron 6 cajas de 15 cm de diametro con células 6C2 confluentes. Las
células se centrifugaron a 800 rpm, se lavaron con 30 ml de PBS 1X y se
contaron, obteniendo 1X10° células totales aproximadamente. Se volvieron a
centrifugar, se resuspendieron y lavaron en 10 ml de buffer RSB (ver apéndice). A
partir de este paso las siguientes manipulaciones se realizaron a 4 °C.
Posteriormente las células se resuspendieron en 30 mlde buffer RSB + 0.3%
Triton X-100 y se lisaron con un homogenizador Dounce de 40 ml, con el piston B
aplicando 25 golpes y verificando al microscopio la lisis celular y la liberacion de
los nucleos. El homogeneizado celular se centrifugd a 1200 rpm durante 10 min en
un rotor SS-34. El botén que contenia los nticleos se resuspendid en 20 mi de
buffer RSB y se aplicaron 4 golpes con el homogeneizador. Se centrifugd 10 min a
1200 rpm en rotor SS-34, el boton se resuspendié en buffer RSB (1 mi por nlcleos
de 2 x 10° células) y se agrego lentamente NaCl 2 M hasta tener una
concentracion final de 0.3 M de NaCl y se agito lentamente 30 min a 4°C. A esta
fuerza ionica las proteinas no histénicas se extraen dejando al complejo histona-
cromatina como un residuo insoluble. Posteriormente se centrifugé a 52000 rpm
por 45 min en un rotor 60 Ti. El sobrenadante se dializé en 2 litros de buffer & +
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100 mM NaCl (ver apéndice) toda la noche. Posteriormente se centrifugd a 52000
rpm por 30 min. Por cada 7.5 mi de sobrenadante se aiadieron 3.4 g de sulfato de
amonio muy lentamente (concentracion final de 0.3 g/ml) y se dejaron las
proteinas nucleares precipitdndose toda la noche a 4°C en agitacion lenta.
Después se centrifugdé a 6500 rpm en el rotor SS-34 por 30 min y el boton se
resuspendié en 2 ml de buffer E + 100 mM NaCl sin glicerol y se dializé toda la
noche en 2 litros de Buffer E + 100 mM NaCl y 20% glicerol. Por ultimo se
centrifugd el dializado por 30 min en tubos de 1.5 cm a méaxima velocidad y al sn
se le cuantificd la cantidad de proteina por el método de Bradford (Bio-Rad), se

alicuoto y se almacend a -70°C.
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-5-RESULTADOS
5.1. DNA GENOMICO DE POLLO

La concentracion determinada por la absorbancia de la una alicuota a 260
nm fue de 0.8 ug/ul. La correlacién de la absorbancia a 260/280 nm fue de 1.92.
Para observar que DNA estuviera integro y la pureza de la preparacion, una
muestra sin digerir y digestiones con las enzimas de restriccién EcoR! y BamH| se
corrieron en un gel de electroforesis de agarosa al 0.8 % (Fig. 8). En el DNA sin
digerir se observo una sola banda sin productos de degradacion y en las
digestiones las enzimas cortaron el DNA eficientemente (Fig. 8).

EcoRI - + - - + - EE -+ -
Bamtl

Figura 8. DNA gendmico de pollo. En los carriles 1, 4, 7 y 10 se presenta una muestra de las
diferentes alicuotas que se obtuvieron del DNA sin digerir (-), en los carriles 2, 5, 8 y 11 el DNA
gendmico digendo con la enzima £coR! y en los carriles 3, 6, 9 y 12 con BamHI. Se puede notar
que en el DNA sin digernr no se ven seflales de degradacion, lo que demuestra que el DNA esta
integro, en los carriles con las muestras incubadas con alguna enzima de restriccion la digestion es
eficiente, lo que demuestra que el DNA esta libre de impurezas Gel de agarosa 0.8% TBE.

5.2. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

Por medio de la técnica de PCR y empleando los oligonucleétidos y
condiciones descritos en la secciéon de Materiales y Métodos y el DNA gendmico
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de pollo digerido con BamH1 y EcoRl como molde se amplificaron las regiones
descritas en la Fig. 5: 1) la regién de 1036 pb que corresponde a los elementos
regulatorios d el costado 3" (SIL/E4); 2 ) laregion de 391 pb que corresponde al
silenciador (SIL); 3) la r egidon de 323 pb que abarca al “enhancer” junto con la 42
caja de homologia (E4); 4) el producto de 178 pb que corresponde a la region del
“enhancer” (E) y 5) el producto de 184 pb que corresponde a la 4* caja de
homologia (4). Todos los productos de PCR que se mencionaron anteriormente se
muestran en la Fig. 9 excepto para el producto E que se obtuvo posteriormente y
cuya imagen no se muestra.

---2322 pb
72027 pb

" 564 pb

125 pb

Figura 9. Productos de PCR correspondientes a los elementos SIL/E4, SIL, E4 y E, cada uno
de ellos esta schalado (flechas blancas). En ¢l primer y tltimo carril se puso el marcador de
tamano 2.-Hindll. las flechas de la derecha seialan las bandas de este marcador y el tamafo
correspondiente a cada una de ellas. Gel de agarosa 1.5 % TBE. Para cada producto hay dos
carriles, en ¢l primero se amplifico de DNA genomico digerido de EcoR! y en el segundo de DNA
genomico digendo con Bamtl|

5.3. CLONACION Y SUBCLONACION DE LOS DIFERENTES ELEMENTOS DE
REGULACION.

Cada reaccion de PCR se corrio en un gel de agarosa al 2% y el peso del
producto de amplificacion correspondio con el esperado. La banda de interés se
purifico y clonod en el vector d e clonacion pGEM-11Z (Promega), generando | os
plasmidos pG3'-SIL/E4, pG3'-SIL, pG3'-E4, pG3'-E y pG3'-4. Cada clona fue
secuenciada para corroborar su identidad y fidelidad en su secuencia (datos no

mostrados). Un resultado que cabe mencionar es que la secuencia obtenida

58




amplificando a este molde de DNA fue casi idéntica, salvo por 3 pares de bases a
la reportada por Recillas et al. (1989).

Una vez que se comprobo la integridad de cada regién de interés se
procedid a subclonar cada fragmento en el vector pCAT«® (los detalles del
procedimiento se dan en Materiales y Métodos). De esta manera de generaron los
siguientes plasmidos: pCu3'SIL/E4, pCu3'SIL, pCu3'E4, pCu3'E y pCu3'4 (Fig.
10). Por medio de digestiones en diferentes sitios se determind la orientacion de
cada una de las clonas, empleando ambas orientaciones en este estudio (Fig. 10).
Lo anterior para la construccion SIL/E4 era importante, ya que permitiria
determinar si el silenciador tenia una actividad de silenciamiento clasica, es decir,
independiente de la posicion donde se encontrara, o si por el contrario tiene
alguna propiedad de bloqueo de “enhancer”, es decir, de interferir con la actividad
transcripcional, solo si se encontrara entre el gen reportero y el “"enhancer”

(delimitador) como se representa en el modelo de la figura 11.
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Figura 10. Esquema de las diferentes construcciones obtenidas en el vector pCATd®, que
contiene el gen reportero que codifica la enzima CAT bajo el promotor «®. Cada una de las
construcciones se clono en la direccion 53"y 3'-5'.
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Figura 11. Representacion de un experimento para definir la actividad de blogueo de
“enhancer” o de silenciamiento clisico. A. Modelo de un elemento delimitador. La primera
constriuccion representa el control con la actividad basal del reportero, en {a segunda construccion
se locahza un "enhancer” que incrementa la transcripcion de! gen, en la tercera un elemento
delimitador se encuentra entre el gen reportero y el “enhancer” y no hay incremento en la actividad
del gen reportero por la interferencia del delimitador, por dltimo cuando el delimitador se encuentra
en un extremo y el “enhancer” se encuentra sin ningun obstaculo para interaccionar con el gen
reportero, 1a actwidad del gen reportero se recupera. B. Modelo de un silenciador. La primera
constriccion representir ¢l control con la actividad basal del reportero, en la segunda construccion
se localizo un “enbancer” que incrementa la transcripcion del gen, en la tercera el silenciador se
encuentra entre el “enhancer” y el reportero, inhibiendo la actividad de este ultimo. En la ultima
construccion el “enhancer” podria interactuar con el reportero, pero el silenciador puede inhibir su
actividad ya que no es importante su posicion con respecto al gen reportero para inhibir su
transcripcion
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5.4. MUTACIONES DE LOS SITIOS CONSENSO DE UNION A FACTORES
TRANSCRIPCIONALES T

l.a metodologia de traslapamiento usada en el presente trabajo permitié
cambiar los sitios consenso de unién de factores transcripcionales EKLF, NF-E2 y
GATA1 de una forma eficiente, ya que solo se cambiaron las bases deseadas,
como lo corrobord la secuenciacidn de estas construcciones (Fig. 12). De esta
manera se generaron otras tres construcciones que fueron: pCu3'-EKLF, pCad'-
NFE2 y pCu3-GATA. Las construcciones con las mutaciones fueron
posteriormente fueron transfectadas para comparar su actividad con respecto a la

secuencia original.

EKLF NF-E2 GATA
Kk K . * % *k
GATAGCLTCGGGETGEEG NGGTGCTGAGTAACTG TGCATGAAGATACCTGGC

GaIAGOE LG 70 AGGTGC T AGLTAAC T () TOCALGAACT MO GGC
L 4] 136 tae

Figura 12. Secuenciacidn de las clonas obtenidas con las mutaciones en los sitios para los
factores EKLF, NF-E2 y GATA. Los asteriscos indican las bases que se cambiaron para mutar el
sitio, arriba la secuencia sin mutar y en el recuadro la secuencia obtenida después de realizar la
mutagénesis, para todos los casos fue en las bases descadas.

5.5. TRANSFECCIONES

5.5.1. Transfecciones transitorias en eritrocitos (RBC)

Los resultados generados de las transfecciones transitorias para cada una
de las construcciones permitieron una mejor caracterizacion de la actividad de los
elementos de tipo silenciador y "enhancer" del extremo 3' del dominio «-globina en
pollo. Primeramente se establecieron las condiciones del ensayo para la aclividad
de CAT, que son las reportadas en la seccion de Materiales y Métodos.
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Posteriormente se hicieron varios ensayos de transfeccion y se obtuvieron como
‘resultado final los datos observados en la Fig. 13. '

Los resultados indicaron que la construccion pCa3'-E, que abarcaba los
tres sitios de GATA-1 y que se habian definido como el elemento central del
“enhancer” posee la mayor parte de la funcidn activadora, comprobandose que se
encuentra el “"enhancer” en esta region. Una pequefia diferencia que no es
importante se observa en la construccion pCu3'-E4 que incluye a la 4® caja de

homologia.

Los resultados sugieren que el elemento silenciador tiene una actividad - de
silenciamiento clasica es decir, no importa el lugar donde se encuentre .con -
respecto al elemento "enhancer”, su efecto es disminuir los niveles de actividad del

reportero (Fig. 13, construcciones 5y 6).
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Figura 13. Actividad de CAT para de cada uno de los elementos de regulacion del costado 3’
del dominio a-globina de pollo. Transfecciones transitorias en eritrocitos de e mbriones de 10
dias en los que se observa la actividad del elemento “enhancer” al incrementar {a actividad del gen
reportero. También se pudo observar que el elemento silenciador tenia una actividad de
silenciamiento clasica, pues no tenia actividad de bloqueo de “enhancer”. Las construcciones de
arriba para abajo son: 1) pCAT«", 2) pCu3'E, 3) pCu3’'E4, 4) pCul'SiL, 5) pCuI'SIL/E4 y 6)
pCu3’E4/SIL. Las transfecciones se realizaron en ceélulas eritroides de embriones de polio de 10
dias, con 6 ng de cada construccion con el gen reporlero de CAT y 6 ug de pTK-figal, este dltimo
sirve para normalizar los datos de actividad con base en la eficiencia de la transfeccion midiendo la
actividad de p-galactosidasa Las dos ultimas construcciones (5 y 6) fueron transfectadas usando
plasmidos Inearizados. n=4
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Posteriormente se hicieron transfecciones con las secuencias mutadas para
los sitios de unién de los factores EKLF, NF-E2 y GATA-1, asociadas al elemento
“enhancer"y a la 4° caja d e homologia para d eterminar el e fecto que pudieran
tener con respecto a la misma region sin mutar (Fig. 6). La construccién que
contenia la mutacion para el factor EKLLF, pCa3'-EKLF, no tuvo efecto significativo
sobre los niveles de actividad de la construccion pCa3'E4 (Fig. 14, construccién
5). La mutacion para el factor NF-E2 en el plasmido p Cu3'-NFE2 disminuye un
20% la actividad transcripcional si se compara con la construccion pCu3'E4 (Fig.
14, construccion 6). De manera interesante el efecto mas importante sobre los
niveles de actividad del reportero se observd para la mutacion del sitio GATA-1 de
la region de la 4° caja de homologia, con la construccion pCu3'-GATA-1 (Fig. 14,
construccion 7), ya que los niveles de CAT disminuyeron practicamente a la mitad.
Esto concuerda con lo esperado ya que, como se describid en la introduccion
GATA-1 es uno de los factores mas i mportantes en ta regulacion eritroide y de
manera muy importantc en la regulaciéon positiva de genes eritroide especificos.
Estos datos mostraron gue el sitio GATA-1 en la 4° caja de homologia tienen una
importancia mayor a la esperada y que su contribucién a la actividad del
“enhancer” es relevante. La forma en que interpretamos este resultado es que
posiblemente la 4° caja de homologia es importante para la modulacion de la
actividad del “enhancer”, en este caso solo se observa el efecto de la mutacién en
el sitio GATA-1, con lo que se corrobora la importancia que tiene este factor en la
activacion de genes eritroides, en particular en esta region donde EKLF y NF-E2
también estan presentes, tal vez interaccionando entre ellos y con GATA-1, por lo

cual seria importante en un futuro disefar combinaciones de dobles y triples
mutaciones.

Con el objetivo de ver cual es la contribucién de 1a 4* caja de homologia
sobre la actividad del reportero se realizaron otra serie de transfecciones con la
construccion pCu3'4, que incluye Unicamente a la 42 caja de homologia sin el

elemento “"enhancer”. El resultado muestra que este elemento tiene una actividad
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neutra como habia sido reportado previamente por Recillas y colaboradores
(1993b) (Fig. 14, construccion 4).
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Figura 14. Actividad de CAT para las mutaciones de los sitios de union de los factores EKLF,
NF-E2 y GATA-1. Las construcciones usadas de arriba para abajo son: 1) pCATuD. 2) pCu3'E4, 3)
pCu3'E. 4) pCu3'4, 5) pCu3-EKLF. 6) pCu3-NFE2 y 7) pCu3-GATA en RBC. Como se puede
observar la inica mutacion con un efecto significativo sobre los niveles de actividad del reportero
fue la mutacton en el siio de unton a GATA-1, 1as demas permanecen casi en el mismo nivel de
actividad. Ld construccion con la 4° caja de homologia presenta los mismos niveles de actividad
que el clontrcfl n=3

Para comprobar que las condiciones usadas en la transfeccion de las
constryccipnes en RBC fueron adecuadas, se hizo una construccion con el
"enhan'cer" y el promotor «:° y empleando como reportero al gen de la proteina
verde jluo[escente (GFP, del inglés: Green Fluorescent Protein), nombrada como
pGEul.J La fluorescencia de las células se midio con un citdmetro de flujo y se
evaluaron distintas condiciones de transfeccion fueron variando los valores de
capacitancia y voltaje, para confirmar que con 450 V y 500 pF, condiciones que se
utilizaron para el gen reportero de CAT, se alcanza la mayor eficiencia de

transfeccion (Fig. 15).
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Figura 15. Determinacion de la cficiencia de transfeccion en diferentes condiciones
cuantificando la fluorescencia de GFP. Ei aumento en la flucrescencia debido a GFP se mide
por el corrimiento hacia la derecha que ticnen los puntos hacia la zona gris. En este experimento
control se observa que la mayor actividad de GFP se obtuvo en las condiciones de transfeccion
utilizadas para el ensayo de CAT. A, Control para determinar los niveles de autofluorescencia de
RBC, no se transfectd ningun plasmido aunque si se did ¢! puiso eléctrico a 450 V y 500 nF, en
este caso no se observa actividad de fluotescencia. B, Transfeccion con 6 pg del plasmido pGEaD,
el porcentaje de transfeccion es 0.32% con 450 V y 500 nF, que son las condiciones usadas para
las transfecciones en esle tipo celular. €, D Transfecciones utilizando 500 V y 500 uF y 350 V' y
950 uF respectivamente

5.5.2. Transfecciones transitorias en pre-eritroblastos (células 6C2).

Las células 6C2 son una linea de pre-eritroblastos de pollo que pertenece a
un estadio de diferenciacion eritroide previo a las RBC. En esta linea los genes
globina no se estan expresando por lo que los factores que controlan la expresion
o activaciéon de los genes globina en esta etapa no se encuentran presentes o si
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estan presentes (como en el caso de GATA-1) no alcanzan los niveles requeridos
para la activacién regulada de los genes. Se procedid a ensayar las mismas
construcciones en este tipo celular con la finalidad de estudiar la actividad de esta
region y de los fragmentos mutados en el estado de diferenciacion eritroide, previo
a la activacion de los genes globina, y medir la actividad de CAT para las células
transfectadas. Los resultados mostraron que el "enhancer” no tiene ningin efecto
sobre los niveles de actividad del reportero en este tipo celular.
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Figura 16. Resultados dc las transfecciones transitorias en pre-eritroblastos de pollo (linea

celular 6C2). Actividad de CAT en pre-critoblastos de pollo, un estado de diferenciacion en el que

el “enhancer” es inactivo. Las construcciones usadas fueron 1) pCATu®, 2) pCu3’E, 3) pCuI'E4, 4)
pCu3'SIL y 5) pCr3'SIL/ES. n=3

Ya que los resultados observados podrian deberse a una pobre eficiencia
de transfeccion en este tipo celular, se evaluo la eficiencia de transfeccién
empleando a la GFP con el plasmido pGEuD y de otro promotor y “enhancer” que
no fueran eritroide especificos. Los resultados mostraron que no se obtiene
ninguna actividad con el "enhancer” E4 y el promotor «D (Fig. 17 B). En las
mismas condiciones de transfeccion pero utilizando el promotor y el “enhancer del
citomegalovirus®, que son activos en una gran variedad de tipos celulares, se

obtuvo un aumento significativo en la fluorescencia (Fig. 17 C).
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Figura 17. Determinacion de las condiciones de transfeccion eficientes por GFP
fluorescencia por el método de citometria de flujo en células 6C2. Los puntos en la parte
sombreada representa la parte de la poblacion celular que se transfeclo y que tiene fluorescencia
emitida por GFP. A, Control para determinar los niveles de autofluorescencia de la células. No se
transfecto ningan plasmido aunque las células recibieron una descarga eléctrica a 200 V y 950 pF.
B. Transfeccion con 5 g del plasmido pGE«D a 200 V y 950 pF, que son las condiciones usadas
para las transfecciones fransitorias. C. Transfecciones utdlizando con el plasmiio pGCMV que
conticoe el promotor y el "enhancer” para el citomegalovirus a 200 V y 950 ufF.

5.5.3. Transfecciones estables en pre-eritroblastos (células 6C2)

Una forma de confirmar los resultados obtenidos en pre-eritroblastos fue
realizar transfecciones estables en este estado de diferenciacion eritroide, ya que
por tratarse de una linea celular y no de un cultivo primario, como las
transfecciones en RBC, se podia hacer este tipo de experimento. Los resultados
muestran que no hay ninguna influencia del "enhancer” sobre la transcripcion del
gen reportero y todas las construcciones tienen niveles de actividad de CAT

parecidas al control (Fig. 18).
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Figura 18. Transfecciones estables en pre-eritroblastos de pollo. En este experimento las
construcciones se integran ol DNA de ta célula de manera estable, confirmando las observaciones

que se hicieron en transfecciones transitorias (Fig. 16), ya que ambas se efectuaron en el mismo
estado de diferenciacion celular 1) p CATu", 2) p Cu3'E4, 3) p Cud'4, 4 ) pCul’-EKLF, 5) p Cud'-
NFE2 y 6) pCu3-GATA en RBC n=3

5.6. INTERACCIONES PROTEINA-DNA.

El siguiente objetivo del trabajo fue caracterizar los factores protéicos que
se unen a la region de control 3’ del grupo de genes globina de pollo. En particular
estudiamos la 4® caja de homologia que, como ya se establecio por los resultados
funcionales puede ser una region reguladora de la actividad del "enhancer”. Como
se sabe, en esta region existen sitios consenso de union para los factores EKLF,
NF-E2 y GATA-1 y pudieran existir otros sitios de union a otros factores no
identificados, que también pudieran tener un papel en la regulacion diferencial de
la expresion de los genes de ese dominio (Fig. 3).

Se realizaron geles de retardo con extractos de células 6C2 (pre-
eritroblastos) y de embriones de pollo de 10 dias de gestacién (RBC) que estan
aclivamente expresando a las globinas, usando la sonda GATA-1 que tiene el sitio
de unién al factor GATA-1 de la region de la 4° caja de homologia. Estos

experimentos mostraron que en células 6C2 existen dos complejos de retardo de
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un peso molecular aito y que parecen estar en relacion inversa a la concentracion
del factor GATA-1 (Fig. 19, carriles 5-7). En RBC el complejo GATA-1 es
abundante y los otros complejos de alto peso molecular casi no se observan. En
células 6C2 el complejo GATA-1 es poco abundante y los otros complejos de alto
peso molecular estan en mayor abundancia (Fig. 19, comparar los carriles 2 con el
5y 8 con el 12). La sonda fria GATA-1 (Fig. 19; carriles 9-11 y 13-15) compite

ambos complejos.
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Figura 19. Gel de retardo para sonda de 4* caja de homologia en la regién de GATA-1. En los
cartes 2 3 y 4 se usoO una concentracion de 1. 3 y 6 ng de proteina de células RBC
respectivamente, en los carrles 5. 6 y 7 se uso 3 5y 14 ug de proteina respectivamente de
celulas 6C2 En los carrles 8-11 y 12-15 se observa la competencia para RBC y 6C2 al agregar
una concentracion creciente de sonda fria GATA-1

El analisis detallado de la secuencia de la sonda GATA (Fig. 20) permitid
identificar un posible sitio de union para el factor YY1, aledano al sitio de
reconocimiento del factor GATA-1. Este sitio es parecido al consenso reportado
para GATA-1 para oligonucledtidos consenso para este factor (Santa Cruz
Biotechnologies) y al sitio GATA-1 reportado por Raich y colaboradores (1995)
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para promotor del gen t humano, en el cual se observaron un sitio GATA—1

seguido de tres nucledtidos conservados de la secuencia consenso para YYA.

GATA-1 YY1

GCCAGETATCT 4% caja de homologia

Consenso YY1

Raich et al.

G/\TI\ 1 Yy

Figura 20. Analisis de secuencia en del sitio GATA-1 en la region de la 4* caja de homologia.
En la primera linea se muestra el sitio YY1 de la 4° caja de homologia, al lado del sitio GATA-1, las
flechas indican la direccion de los sitios En el sequndo renglén se muestra el consenso para el
factor YY1, los sitios importantes para su umon se encuentran subrayados y en negntas,. En el
tercer renglon se muestra el arreglo del sitio YY1 al lado de un sitio GATA-1, en el promotor del gen
r humano Las lineas verticales indican las bases que son iguales entre el sitio YY1 de Ia 4" caja de
homologia, el consenso YY 1y el YY1 del promotor del gen «

Con el objeto de demostrar que e! factor YY1 se une al posible sitio de
union YY1 que se encuentra al lado del sitio de union del factor GATA-1 en la 4°
caja de homologia. se disefiaron sondas para competir al complejo formado por el
factor GATA-1 y disociar la interaccion de los distintos factores que reconocen a
esta secuencia. Las sondas disefladas se muestran en el lado izquierdo de la Fig.
21 y fueron descritas en la seccion de Materiales y Métodos (Tabla 4). Utilizando
la sonda marcada GATA-1 se observo que el complejo GATA-1 es mas abundante
en RBC que en células 6C2 (Fig. 21, comparar carriles 2 y 11). La sonda GATA-1
fria, asi como las sondas -GATA-1, YY1 y -YY1 fueron capaces de competir por el
complejo GATA-1. usando extractos de RBC y de células 6C2 (Fig. 21, carriles 3-
10y 12-15).
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Figura 21, Gel de retardo con la sonda GATA-1 y competidores, con extractos de RBC y con
pre-eritroblastos (6C2). Las sondas empleadas en las competencias se esguernatizan a la
izquierda Lo sonda GATA contiene af sito de union at factor GATA-1 de ta 4" caja de homologia,
en la sonda -GATA estan muladas las bases importantes para la union al factor GATA-1 (ver Tabla
3) Lasonda -YY1 tienen una mutacion deducida nuestro grupo para el sitio hipotético de union de
este factor, pero dejfando intacto al siio GATA-1 (Fig. 16) El disefo de las secuencias para todos
los oligonucleotdos se haso en lo descrnito en la Iteratura y por la compadiia Santa Cruz
Biotechnotogy

Para determinar si el factor YY1 esta interaccionando con la sonda GATA-1
de la 4° caja de homologia, se utilizd el anticuerpo contra YY1 humano a
diferentes concentraciones, y la sonda GATA-1 con extractos nucleares de RBC
(H-414, sc-1703, Santa Cruz Biotechnologies). En todas las concentraciones

utilizadas se formo un complejo de superretardo (Fig. 22).
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Figura 22. Gel de retardo para la sonda GATA con el anticuerpo YY1. En el gel se puede
observar el complejo sin anticuerpo {complejo GATA-1) y el complejo de superretardo debido a la
interaccion del anticuerpo con la sonda GATA-1

El complejo de superretardo se tratdé de competir con las sondas frias GATA
y -GATA, para ver si la formacion de este complejo GATA-1 y el anticuerpo YY1
humano era especifico. Ambas sondas fueron capaces de competir al complejo de
relardo (Fig. 23, carriles 4 y 5).

Como e anticuerpo e mpleado era e specifico para el factor Y Y1 humano,
era necesario asegurar que el complejo de superretardo se debia a la interaccion
especifica del anticuerpo humano con el factor YY1 de pollo, y no una interaccion
inespecifica del anticuerpo YY1 con otra proteina de pollo. Por lo anterior se
realizaron algunos controles adicionales usando la sonda YY1 consenso. Los
experimentos de retardo se hicieron con extractos nucleares de RBC y de células
Hela (una linea celular humana derivada de un cancer cérvico uterino). Con la
sonda YY1 consenso se observo la formacion de un complejo de retardo que se
cree es YY1, tanto con extractos de RBC como de células Hel.a (Fig. 23, carriles 7
y 9). También se observd la formacion de un complejo de superretardo con el
anticuerpo contra YY1 humano (Fig. 23, carriltes 8 y 10),
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Figura 23. Superretardo para las sondas GATA y YY1 con el anticuerpo especifico para YY1
humano. En el carnl 1 s¢ observa la sonda Iibre, en el carril 2 se observa el complejo GATA-1 con
extractos de RBC utiizando a ia sonda GATA-1 de la 4° caja de homologia. En el carril 3 se
observa el complejo de superretardo con el anticuerpo YY1 (flecha). En los carriles 4 y 5 se
observan las competencias del complejo de superretardo con las sondas frias GATA y -GATA. Con
1a sonda YY1 en los carmles 7 y 9 se forma el complejo YY1 (flecha) con extractos de RBC y de
celulas Hela respectivamente. Un complejo de superretardo se observa en los carriles 8 y 10.

Posteriormente se determind la concentracion del factor YY1 por medio de
geles de retardo con extractos nucleares de RBC y células 6C2, que representan
dos estadios de diferenciacion eritroide. Para esto se utilizé la sonda YY1, que
tiene el sitio consenso para la union de este factor. Ademas, por medio de
competencias con sondas frias se podria apoyar la interaccion GATA-1 con YY1
(Fig. 24). Cuando la sonda consenso YY1 se puso a interactuar con extractos

nucleares de RBC se formd un complejo que se propone pueda ser YY1 (Fig. 24,
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carril 2). La misma sonda YY1 no marcada compite al posible complejo YY1 (Fig.
24, carril 3). Las competencias con factor -YY1 y GATA-1 fueron negativas (Fig.
24, carriles 4 y 5). La sonda -GATA-1 es la tinica que compite por el complejo YY1
cuando se utilizaron los extractos de RBC (Fig. 24, carril 6). La sonda -YY1 con
extractos de células 6C2 no pudo competir por el complejo YY1 (Fig. 24, carriles 9-
11). Por otra parte, la sonda GATA-1 compitid ligeramente por el complejo YY1
(Fig. 24, carriles 12-14). Por 0ltimo, con la sonda -GATA-1 se observd una mayor
competencia por el complejo YY1 con extractos de células 6C2 (Fig. 24, carriles

15-17), como también se habia observado con extractos RBC (Fig. 24, carril 6).

extractos R»BC 6c2
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Figura 24. Gel de retardo para la sonda YY1, con extractos RBC y 6C2. En ¢l gel se puede
observar el complejo para el factor YY1 en el carril 2 y 7. y las competencias del mismo con las
sonda YY1, -YY1, GATA-1 y -GATA-1 que ya se describieron en la Fig. 21.
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6. DISCUSION

Extraccion de DNA genomico de pollo, PCR y construcciones del gen reporiero
CAT con regiones regulatorias

El DNA genoémico de pollo que se obtuvo a partir de sangre fue de la
calidad necesaria para utilizarlo en las reacciones de PCR (reaccion en cadena de
la polimerasa). Esto lo sugiere el coeficiente de absorbancia 260/280 nm que fue
de 1.92, que indica que la muestra no tenia contaminaciones de proteinas ni de
carbohidratos. En el DNA gendmico sin digerir no se observaron productos de
degradacion lo que indico que el material obtenido estaba integro y la eficiencia de
corte por parte de las enzimas de restriccién confirma la pureza de la preparacion.
La digestion de DNA gendmico con enzimas de restriccion también sirvié para
volver mas accesible la region de interés a la DNA polimerasa y mas eficiente la
reaccion de PCR. Para los fragmentos SIL/E4, SIL y E4 la mayor amplificacion se
obtuvo con el DNA digerido con BamHI. En el caso del fragmento E se nota una
mejor amplificacion con ia digestion con BamHI. Cabe mencionar que en cada
reaccion se obtuvieron ofras bandas ademas de la del tamano esperado que
pueden deberse a que los oligonucledtidos se alinearon y amplificaron otras
regiones, pero en cada caso los productos inespecificos son menos abundantes
que el producto esperado. lLas diferencias encontradas entre la secuencia
obtenida en este trabajo y la reportadas previamente por Recillas-Targa vy
colaboradores (1993b) se pueden deber a la variacién normal de secuencias que

hay de un organismo a otro, en este caso la linea de pollo utilizada.

La 4? caja de homologia no es parte integral del “enhancer” y el silenciador tiene
una actividad de silenciamiento clasica.

En cuanto a los resultados de las transfecciones se corrobora lo reportado
en la literatura acerca de que la zona que abarcaba los tres sitios GATA-1,
denominada “enhancer”, tiene la mayor actividad positiva sobre la transcripcion del

reportero (Recillas-Targa ef al., 1993b; Fig. 13, carril 2). El pequeiio incremento
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que se observo en la construccion E4, donde se incluyd a la 4* caja de homologia
respeclo a la construccion E que solo comprende el “enhancer” no es significativo
(Fig. 13 y 14, construcciones 2 y 3). Lo anterior sugiere que la 4* caja de
homologia puede ser importante en la regulacidon de la actividad del "enhancer” y
que no funciona como una regién de activacion por si sola. ya que la construccion
4, que solo incluye la 4° caja de homologia no tiene ninguna actividad sobre el
reportero (Fig. 14, construccion 4). Los resultados también mostraron que el
elemento silenciador transfectado en la construccion pCuw3'SIL, no tiene ninguna
influencia sobre la actividad del reportero, ya que se mantuvo dentro de los
mismos niveles de actividad del plasmido control pCATaD que contiene solo al

promotor «P (Fig. 13, construccién 4).

En el ensayo para determinar la actividad de bloqueo de “enhancer” por
parte del elemento silenciador una diferencia importante fue el empled de
plasmidos circulares y linearizados con la enzima de restriccion Pstl. En plasmidos
circutares se observo lo que podia ser una actividad de bloqueo de “enhancer”,
donde el delimitador sélo inhibe la actividad transcripcional si se encuentra entre el
gen reportero y el "enhancer”. Cuando el gen reportero y el "enhancer” no tenian al
sitenciador entre ambos, sino que éste se encontraba a un costado, no se observo
ninguna actividad de silenciamiento. En plasmidos linearizados no se observo el
efecto de bloqueo de “"enhancer” y no importaba si el silenciador se encontraba
entre el gen reportero y el “enhancer” o a un costado, siempre habia una actividad
negaliva sobre la actividad del reportero lo que indicaba la propiedad de un
silenciador clasico (Fig. 13, experimentos 5 y 6). Esto se explica porque el
elemento silenciador o el “enhancer” en un plasmido circular pueden ejercer su
efecto tanto por el costado 5’ como por el costado 3' (Recillas-Targa et al., 1999),
por lo qué, la linearizacion de los plasmidos era imprescindible para delimitar la
actividad bidireccional, tanto del silenciador como la del “enhancer”, por lo que es
necesario linearizar los plasmidos que se usan en este tipo de experimentos para
tener resultados confiables. Cabe sefialar que en el laboratorio hay resultados que

sefalan que no hay diferencias significativas en el nivel de degradacion entre un
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plasmido linearizado y un plasmido circular (Recillas-Targa et al., 1999), por lo que
consideramos que las diferencias observadas entre estas dos condiciones para el
ensayo de bloqueo de “enhancer” posiblemente no pueden atribuirse a esta
variable (Fig. 13).

De los sitios de union a factores eritroide especificos localizados en la 42
caja de homologia, el sitio GATA-1 parece ser uno de los mas importantes para ia
regulacion de la activacion transcripcional pues cuando se muta disminuyen
notoriamente los niveles de actividad del reportero en presencia del “"enhancer”
(Fig. 14, construccion 7). La mutacion en el sitio EKLF no tiene un efecto aparente
sobre los niveles de actividad del reportero, mientras que la mutacion en el sitio de

union para el factor NF-E2 presenta un efecto minimo.

Los resultados de transfecciones transitorias y estables en células 6C2
muestran que el elemento “enhancer” e s inactivo e n pre-eritroblastos (Fig. 16 y
18). Esta inactividad se puede deber a que en este estado de diferenciacion
eritroide no se encuentran los factores necesarios para la actividad del "enhancer”
y que éstos son de una clase eritroide especifica. Lo anterior se apoya en el hecho
de que utilizando el promotor y el “enhancer del citomegalovirus se tiene una
actividad de fluorescencia (Fig 17 C) y por €l contrario, cuando usan el promotor
u” y el "enhancer” E no se obtiene ninguna actividad, lo cual también sugiere que
las condiciones de transfeccion utilizadas son las adecuadas para la linea celular
6C2 vy la inactividad de E no se debid a una transfeccion inadecuada. Lo anterior
sugiere que un promotor y “enhancer” no eritroides pueden tener actividad, pero si

estos elementos son eritroides no son funcionales.

Cabe senalar que cada una de las construcciones se transfectaron en
ambas orientaciones sin que s e observara alguna diferencia s ignificativa, por lo
que la orientacién no es un factor importante para la actividad del "enhancer”, del
silenciador o de la 4° caja de homologia.
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En resumen los resultados sugieren que: 1) el silenciador tiene una
actividad de silenciamiento clasico y no una actividad de bloqueo de “enhancer”; 2)
la actividad del "enhancer es dependiente del estado de diferenciacion celular,
incrementando la actividad del gen reportero en RBC, lo cual correlaciona con un
estadio celular donde los genes globina estan transcripcionalmente activos; 3) por
otro lado en pre-eritroblastos el "enhancer” no es activo, 1o cual concuerda con un
estado de diferenciacién en donde no se transcriben los genes globina; y 4) la 4°
caja de homologia puede servir como un elemento modulador de la actividad de
este elemento. Propuesta que debera ser sustentada experimentalmente en un
futuro.

El factor GATA-1 tiene una abundancia diferencial en diferentes etapas del
desarrollo eritroide, que correlacionan con la actividad transcripcional de los genes
globina.

Utitizando la sonda del GATA-1 de la 47 caja de homologia se forman dos
complejos, uno que corresponde al factor GATA-1, como lo corroboran las
competencias contra este factor efectuadas en trabajos anteriores (Recillas-Targa
et al., 1993a) y otros dos de mayor peso molecular. Hay una correlacion entre la
concentracion de ciertos factores y la activacion o silenciamiento de los genes
globina en distintas etapas del desarrollo. El complejo GATA-1 es mas abundante
cuando los genes globina estan transcribiéndose activamente (Fig. 19, carriles 2-
4) mientras que el complejo de retardo de mayor peso molecular, que esta
formado por un factor distinto que se une a la sonda GATA-1, se observa en
células donde los genes globina no se expresan (Fig. 19, carriles 5-7). Este factor
pudiera estar desempefando un papel en el silenciamiento de los genes globina
dado que al unirse a una region cercana al sitio GATA-1, impediria que el factor
GATA-1 interaccione con este sitio y activara la transcripcién de los genes globina,
aun cuando esté presente. La formacién de ambos complejos es especifica como
lo muestran las competencias con la sonda GATA-1 fria, tanto con extractos de
RBC (Fig. 19, carriles 9-11) como con extractos de pre-eritroblastos (células 6C2,
Fig. 19, carriles 13-15). Cabe recordar que en eritrocitos terminalmente
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diferenciados donde tampoco se expresan los genes globina, el complejo de
mayor peso molecular es mas abundante, mientras que el complejo GATA-1 es
minoritario. Lo anterior sugiere una variacion en los niveles de este factor que
correlaciona con un estado en el que los genes globina estan silenciados, tanto en
pre-eritroblastos como en eritrocitos terminalmente diferenciados (Fig. 4A; carril 7,
Recillas-Targa, 1993b)

La 42 caja de homologia podria presentar un sitio de union al factor YY1 al lado del
sitio GATA-1.

El factor YY1 tiene |la capacidad de activar o silenciar [a expresion de genes
eritroides (Yao et al.,, 2001). Si se comparan la secuencia consenso de unidn para
el factor YY1 y el posible sitic YY1 de la 4° caja de homologia, se observa que
comparten cuatro pb de las cinco que son importantes en la secuencia consenso
del sitio de unién a YY1. Por otra parte Raich y colaboradores (1995) reportaron
un sitio de union a YY1 aledano a la secuencia de union de GATA-1 en el costado
5' del silenciador del gen « humano y que tiene un arreglo similar al que hemos
identificado para GATA y YY1 en la 4” caja de homologia (Fig. 20). En los
experimentos de geles de retardo usando como sonda marcada GATA-1 se
observo la formacion del complejo GATA-1 (Fig. 19, carril 2) y la competencia
eficiente de esta misma sonda GATA-1 no marcada radioactivamente (Fig. 21,
carriles 3 y 4). Lo anterior estuvo de acuerdo a lo observado en experimentos
anteriores (Fig. 19, carriles 9-11). También hubo una competencia utilizando a
todas las otras sondas, en el caso de la sonda -GATA-1 que tiene una mutacion
en el sitio GATA-1, se esperaba que no compitiera el complejo GATA-1, pero fue
capaz de hacerlo, o que se puede deber a una posible interaccion entre los
factores GATA-1 y YY1, pero que a la fecha no hemos demostrado (Fig. 21,
carriles 5 y 6). La sonda YY1 que lleva el sitio consenso de unién del factor YY1
también es capaz de competir al complejo GATA-1, lo que indirectamente
apoyaria la propuesta anterior (Fig. 21, carriles 7 y 8). Por ultimo la sonda -YY1
que tiene mutado el sitio YY1 que proponemos existe en la 42 caja de homologia y

que deja intacto el sitio GATA-1 compite al complejo GATA-1 como se esperaba
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(Fig. 21, carriles 9 y 10). Las diferencias en la abundancia del factor GATA-1 en
distintos estados de diferenciacion eritroide sugieren que este factor y YY1
pudieran estar compitiendo para unirse a esta region.

Los datos anteriores son consistentes y se repitieron varias veces, aunque
no son prueba suficiente para asegurar que existe una interaccidn entre los
factores GATA-1 y YY1. Para dar mas pruebas que apoyen la propuesta anterior
se necesitarian realizar e xperimentos d e c oinmunoprecipitacion u o tras técnicas
de estudio de interaccion proteina-proteina, por lo que la interaccion entre GATA-1
y YY1 aiin no se demuestra y aqui se presenta como una posible explicacién para
los resultados anteriores. La propuesta anterior es interesante dado el papel de
YY1 como activador y represor, y que se ha demostrado, puede estar asociado a
la presencia del factor GATA-1 (Raich et al., 1995; Merika y Orkin, 1995).

La formacion del complejo d e s uperretardo a p artir d el complejo GATA-1
utilizando la sonda GATA-1 apoya fuertemente el hecho de que el factor YY1
puede interaccionar en la region del sitio GATA-1 que se encuentra en la 4° caja
de homologia. La interaccion del anticuerpo YY1 con el complejo GATA-1 no
causa una disminucion significativa de la senal que si se observé cuando se uso
una mayor concentracion de anticuerpo YY1 (16 ng, Fig. 22, carriles 4 y 6). Lo
anterior pudiera deberse a que YY1 es poco abundante en el complejo y la mayor
parle esta formado por el factor GATA-1. La competencia del complejo de retardo
por el anticuerpo ocurre con la sonda YY1. En este caso se forma un complejo de
mayor peso molecular que suponemos es el complejo formado por el factor YY1
unido a la sonda y se puede observar con extractos de RBC y con extractos de
células Hela (Fig. 23, carriles 7 y 9). Cuando se agrego el anticuerpo a este
complejo se observo una disminucion significativa del complejo de retardo ya que
el mismo esta formado principalmente por YY1 (Fig. 23, carriles 8 y 10). El
complejo de superretardo es mas evidente con los extractos de células Hela (Fig.
23, carrit 10) que en células de pollo (Fig. 23, carril 8). Lo anterior se puede
explicar por el hecho de que el anticuerpo utilizado era especifico para YY1
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humano y por lo tanto la afinidad del anticuerpo por la proteina de origen humano
es mayor. Las compelencias que se hicieron del complejo de superretardo YY1
usando la sonda GATA-1 con las sondas GATA-1 y -GATA-1 sugieren que la
formacion de este complejo se debe a la interaccidn del factor YY1 y no a otra
proteina que no seria competida por estas sondas y apoyan la idea de que el
factor YY1 es capaz de unirse a la region GATA-1 de la 4° caja de homologia, ya
sea contactando al posible sitio YY1 por medio de interacciones proteina-proteina
con GATA-1 (Fig. 23, carriles 4 y 5). En resumen, los resultados sugieren que el
complejo de retardo que se forma cuando se usa el anticuerpo YY1 con la sonda
GATA-1 y extractos nucleares de RBC, se debe a la presencia del factor YY1 en el
complejo proteico GATA-1, y que posiblemente este factor esta uniéndose a un
sitio de la sonda del GATA-1 que se encuentra en la 4" caja de homologia (Fig. 22,
carriles 3-6; Fig. 23, carril 3).

Por los experimentos de retardo con la sonda YY1 consenso en los que se
observa que se formd un complejo de retardo (Fig. 24, carriles 2 y 7) y apoyados
por los resultados de superretardo que se obtuvieron con el anticuerpo contra
YY1, proponemos que el factor YY1 esta formando parte del complejo (Fig. 23,
carriles 3, 8 y 10). YY1 parece ser mas abundante en células 6C2 (Fig. 24, carril
7). que corresponde al estadio de diferenciacion de pre-eritroblastos donde los
genes globina no se expresan, que en extractos de RBC (Fig. 24, carril 2) donde
los genes globina se estan expresando activamente. Lo anterior sugiere que YY1
pudiera jugar un papel importante en la regulacion de la expresiéon de los genes
globina en el pollo, pudiendo existir una correlacién de la concentracion de este
factor y una actividad de silenciamiento, que es dependiente del estado de
diferenciacion eritroide.

Las competencias usando la sonda YY1 marcada y competida consigo
misma sugieren que la formacion de este complejo es especifica con extractos de
RBC y de células 6C2 (Fig. 20, carril 3 y 8). No podemos explicar la formacion de

una banda de menor peso que se observa, pero es un resultado que no es
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consistente, ya que en otros experimentos no aparece. Las sondas GATA-1 y -
GATA-1 con extractos de células 6C2 compiten mejor al complejo YY1 (Fig. 24,
carriles 12-14 y 15-17 respectivamente) que en extractos de RBC (Fig. 24, carriles
5 y 6 respectivamente), lo cual sugiere que la variacion de la concentracion
posiblemente es la causa por la que no todas las sondas compiten de manera
eficiente al complejo YY1. En RBC donde GATA-1 es abundante las sondas frias -
YY1 y GATA-1 se unen a la proteina GATA-1, por lo que la sonda que queda libre
es insuficiente para poder competir al complejo YY1 y no se observa una
competencia del mismo (Fig. 24, carriles 4 y 5). De las sondas GATA-1y -YY1,
esta Ultima, que notiene el sitio YY1y solo tiene al sitio de unidn de GATA-1,
suponemos es competida preferencialmente por el factor GATA-1. La sonda
-GATA-1 es la unica que no se une a la proteina GATA-1 y puede competir
eficientemente por el complejo YY1 (Fig. 24, carril 6). En células 6C2, donde
aparentemente el factor YY1 es mas abundante y hay una menor concentraciéon
de la proteina GATA-1 son ligeramente mas claras las competencias tanto con la
sonda GATA-1 (Fig. 24, carriles 12-14) como con la sonda -GATA-1 (Fig. 24,
carriles 15-17). Se discutio anteriormente la razén por la cual posiblemente -YY1
no compite al complejo YY1 a pesar de que tiene un sitio GATA-1, aunque por los
resultados con la sonda GATA-1 en la que todas las sondas frias compiten al
complejo GATA-1 se esperaba que todas las sondas compitieran de igual manera
al complejo YY1. Posiblemente las proteinas GATA-1 y YY1, que en la sonda
GATA-1 estarian involucradas en la formacion del complejo GATA-1,
interaccionarian de manera diferente en la sonda con la secuencia consenso para
YY1. Basandose en los resultados anteriores, la interaccion propuesta entre los
factores GATA-1 y YY1 solamente es sugerida por un solo grupo de experimentos,
aunque no es consistente con los experimentos de la sonda YY1 competida con la
sonda GATA-1. Por lo tanto hacen falta mas experimentos, ya sean geles de
retardo con la doble mutante en la sonda GATA-1 (para el sitio GATA-1 y el sitio
YY1), para demostrar como es que estos factores se estan uniendo a esta region.
Los resultados que se obtengan se podrian complementar con experimentos de

superretardo usando un anticuerpo GATA-1. Por ultimo también serian necesarios

82



ensayos de coinmunoprecipitacion de proteinas, utilizando anticuerpos contra YY1
y GATA-1. Todo lo anterior demostraria la interaccién entre los factores GATA-1y
YY1, que en este trabajo solo es una propuesta para explicar los resultados
obtenidos. Si se obtuvieran resultados positivos acerca de la unidn de YY1 a esta
region y de su interaccion con GATA-1, seria interesante estudiar el papel que
juega este factor en la modulacion de la actividad del "enhancer”, por medio de
transfecciones con construcciones que tengan la mutacién en ef sitio YY1 en la 4°
caja de homologia. Cabe recordar que la posible asociacion de GATA-1 con el
factor YY1 se sugiere solamente en el silenciamiento del gen & del locus [3-globina
en humano, como ya se menciond anteriormente (Raich et al, 1995; Merika y
Orkin, 1995).

Los resultados anteriores sugieren que en la region de la 4" caja de
homologia se encuentran interaccionando mas factores transcripcionales, que los
que previamente se habian identificado (Recillas-Targa et al., 1993a). El regulador
maestro de la e xpresion eritroide, el factor GATA-1 estaria interaccionando con
otros factores transcripcionales, lo cual modularia su actividad en un momento
dado del desarrollo. Otro aspecto importante que debe tomarse en cuenta como
parte del mecanismo de regulacion por GATA-1 serian las diferencias de
concentracion que tiene este factor en distintas etapas de diferenciacién eritroide.
Otro aspecto de relevancia tiene que ver con la homodimerizacion del factor
GATA-1, asi como la posible formacion de heterodimeros con el factor Sp1 y
proteinas relacionadas como EKLF (Fig. 25; Crossley et al., 1995). Ei factor SF1
también se une al silenciador y es abundante cuando tos genes globina no se
estan transcribiendo por lo que pudiera abatir cualquier influencia positiva del
“enhancer” sobre la transcripcion de los genes globina, aun cuando
concentraciones minimas de GATA-1 estuvieran presentes. Las interacciones
entre los factores y la formacion de complejos entre ellos reclutarian activadores o
represores, los cuales pueden interaccionar con complejos remodeladores de la
cromatina y al final tendrian un efecto sobre los niveles d e transcripcion de los

genes globina. Por otra parte la activacion o silenciamiento de los genes globina
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no dependera Gnicamente de la actividad del elemento "enhancer” o silenciador,
sino que el promotor de cada gen seria importante para la regulacién de la
transcripcion (Butler y Kadonaga, 2001). Cabe sefialar que el dominio u«-globina es
una zona constitutivamente abierta de la cromatina, altamente sensible al corte por
la DNasa | {Craddock et al, 1995; Vyas et al., 1992, Recillas-Targa, 2000;
Recillas-Targa y Razin, 2001) y en el costado 3' del locus «-globina pudieran estar
presentes genes cuya expresion sea constitutiva u otros genes eritroides que no
se vean afectados por la presencia de los elementos de regulacion asociados
hasta el momento a este locus. En el laboratorio se ha identificado un nuevo sitio
de hipersensibilidad ~4 kb rio abajo del “enhancer"-silenciador, que puede

representar el limite 3’ del dominio w«-globina de pollo.

6.1. MODELOS PARA EL FUNCIONAMIENTO DEL “ENHANCER”

A continuacion se proponen algunos modelos de como podria estar siendo

regulado el elemento “enhancer” en el costado 3' del dominio «-globina de pollo.

La acetilacion y desacetilacion de GATA-1, EKLF y YY1 por parte de HATs
y HDACs (Boyes et al., 1998; Ogryzko et al., 1996; Yang et al., 1996) es crucial
para modular la actividad que sobre la transcripcion tienen estos factores. El
efecto que tienen la acetilacion o desacetilacion por lo que evaluar cual es su

efecto sobre la actividad del “enhancer” (Fig. 25. modelo 1 y 3).

En anos recientes la interaccion proteina-proteina del factor GATA-1 con el
cofaclor peptidico FOG, contribuye a la regulacion tanto positiva como negativa
de la transcripcion de genes eritroides en los que GATA-1 esta involucrado. Por lo
anterior seria importante establecer si esta interaccion tiene un papel en la
regulacion de la funcion del "enhancer” y el efecto que tiene ésta en la expresion

de los genes globina (Fig. 25, modelo 2).
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El modelo mas interesante involucra la posible asociacion o competencia
entre GATA-1 y YY1. Visualizamos tres escenarios posibles: 1) cuando los genes
globina necesitan ser silenciados en un determinado momento del desarrollo, el
factor GATA-1 es poco abundante, a niveles que no permiten alcanzar una
actividad optima del "enhancer”, permitiendo la unién del factor YY1 al sitio
aledafio a la secuencia GATA-1 de la 4 caja de homologia; 2} en otro estado del
desarrollo, cuando los genes necesitan ser activados el factor GATA-1 es
abundante y se une preferentemente a su secuencia de unién; y 3) el factor YY1
pudiera interactuar o incluso ser reclutado por GATA-1 favoreciendo o
estabilizando su union al DNA. Posteriormente y con base a la bifuncionalidad de
YY1 se puede modular la actividad del "enhancer” mediante el reclutamiento de
remodeladores positivos y negativos de la estructura de la cromatina como lo son
tas HATs y las HDACs (Yang et al., 1996; Fig. 25, modelo 3).

Ademas no se descarta la posibilidad de que otros factores
transcripcionales que hasta el momento no se han identificado pudieran estar
interaccionando en la region de |la 4° caja de homologia y del “enhancer”, como lo
sugiere la presencia de numerosos sitios de union CCACC, que estan distribuidos
en esta zona (Fig. 25, modelo 4). Actualmente no podemos olvidar que las
interacciones proteina-DNA y la accion de cofactores puede determinar de manera

especifica el reclutamiento de remodeladores de la estructura de la cromatina.
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Figura 25. Modelos de la posible regulacion de la actividad del "enhancer”.

Otros sitios de unién ?

Por otro lado otra variable asociada a la regulacion de la actividad del
factor GATA-1 es la presencia de factores de la misma familia GATA y que
también pueden unirse a los mismo sitios, como puede ser el factor GATA-2
(lkonomi et al.,, 2000). En este sentido las variaciones en los niveles de proteina
entre los diferentes faclores GATA serian importantes para activar o reprimir a un
gen. Lo anterior ha sido claramente demostrado en etapas muy primitivas de la
diferenciacién eritroide (Leonard et al, 1993a, Leonard el al, 1993b).
Experimentos con transfecciones transitorias en los que se incrementaron los
niveles de la proteina GATA-1 disminuyen la expresion del gen embrionario ¢ pero
no de los genes fetales v y 2 en el dominio [}-globina humano; por otra parte un
aumento en los niveles de la proteina GATA-2 incrementa los niveles de expresian
de los genes « y . Por lo tanto otros factores de la familia GATA pudieran estar

participando para regular la union del factor GATA-1 a esta zona.
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Por ultimo la importancia de este tipo de estudios radica en tratar de
entender mas sobre los mecanismos de regulacién que llevan a la expresion de
los genes en diferentes contextos, es decir, en un momento determinado del
desarrollo de un organismo, en un tejido en particular y tomando en cuenta a la
estructura de la cromatina. Como un problema de ciencia basica resulta muy
interesante el planteamiento anterior, pero también se pueden deducir argumentos
para el apoyo de este tipo de estudios directamente involucrados con la busqueda
de tratamientos contra las talasemias, que son un tipo de anemias causada por la
expresion anormal de los genes globina. Las talasemias se caracterizan por una
disminucion en la produccion de una o varias de las cadenas de hemoglobina
(Hb). Esta disminucion en la produccion de un tipo de hemoglobina causa una
severa anemia afectando a individuos que se encuentran principalmente en el
Mediterranco, Africa y Asia (Weatherall, 1998). Para la busqueda de un
tratamiento adecuado, primero se tienen que entender cuales son los elementos
importantes en fa regulacion que permite alcanzar los niveles correctos de

expresion de los genes globina.
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7. CONCLUSIONES - -

En el presente trabajo se evalud la actividad de un elemento de regulacién
transcripcional con aclividad  de“enhancer”.y otro con actividad de  silenciador,
ambos ubicados en una regic’)n‘qeﬂrkb en el costado: 3'"del locus a-globina de

pollo.

Con este trabajo es que se se demostrd que el silenciador no posee
actividad de bloqueo de "enhancer", ya que no importa la posicion donde se

encuentre presenta una actividad de silenciamiento clasica.

En el estudio de la region del "enhancer” los resultados mostraron que la
actividad principal de este elemento se encuentra concentrada en los tres sitios de
union al factor GATA-1 y al agregar la 4° caja de homologia no se incrementa la
actividad transcripcional del reportero de manera significativa, ademas de que por

si misma no tiene ninguna actividad.

Los experimentos de interaccion proteina DNA sugieren la presencia de un
sitio de union al factor YY1 cerca del sitio de union del factor GATA-1 en la 4? caja
de homologia. Esta seria una nueva asociacion de otro factor transcripcional
importante en la regulacion de la expresion de genes eritroides. La interaccion
entre el factor GATA-1 y YY1 es solo sugerida y haria falta mas trabajo para
demostrar este punto.
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8. PERSPECTIVAS™

Los resultados obtenidos permiten proponer una sene de expenmentos a
futuro para tratar de entender mas -a detalle el mecanlsmo de -accion del
"enhancer” y del silenciador, asi como definir su _actlwdad conjunta a'lo largo del
desarrollo.

. Transfectar las construcciones en células HD3, que correspaonden a una linea
celular transformada de eritroblastos, es decir, a un estado de diferenciacidon mas
avanzado que a las células 6C2. En este estado de diferenciacion se esperaria
que el "enhancer” se encuentre activo aunque no a los niveles de los eritrocitos de
embriones de pollo de 10 dias de gestacion (RBC). Esta linea celular tiene la
peculiaridad de poder inducir su diferenciacion mediante un cambio de
temperatura y por lo tanto evaluar un estado de diferenciacion eritroide mas
avanzado, en el que la actividad del "enhancer" aumente y se acerque a los
niveles de activacion observados en RBC. Datos preliminares de nuestro
laboratorio demuestran que el "enhancer” es efectivamente activo en eritroblastos,
que corresponde a la linea celular HD3.

. En este momento se cuenta en el laboratorio con un plasmido de expresion del
DNAc de GATA-1. Co-transfeccion de esle plasmido permitiria variar los niveles
de la proteina GATA, lo cuai seria de mucha utilidad para corroborar el papel de
como activador transcripcional en la region 3' del locus u-globina. Lo que se
planea hacer es transfectar esta construccion en células 6C2 donde sabemos que
los niveles de la proteina GATA-1 son bajos y donde sabemos que el “enhancer”
es inactivo. Lo que se espera observar es un incremento en los niveles de
actividad del gen reportero a medida que se aumentan la cantidad del plasmido
transfectado y por lo tanto los niveles de GATA-1.
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. Transfectar las construcciones de una manera estable en células que se
encuentran en la etapa de eritroblasto, ya que de esta manera el experimento
estaria en un ambiente mas cercano al cromatinico e in vivo, ya que las
construcciones estarian integradas al genoma de las células y no en un plasmido
episomal.

. Lageneracioén de construcciones con dobles o triples mutaciones para los sitios
EKLF, NF-E2 y GATA permitira probablemente entender mejor que combinaciones

de interacciones entre los factores son relevantes para la actividad del “enhancer”.

.« La clonacion del DNAc de FOG-1 de pollo, que es un importante regulador en la
actividad de GATA-1, el cual no se ha clonado ni estudiado en pollo. La expresién
de FOG-1 en diferentes estados de diferenciacién eritroide permitiria variar los
niveles de esta proteina y comenzar a estudiar que papel tiene FOG-1 en la
actividad de GATA-1 de pollo.

. La identificacion y clonacion del factor SF1, que se une al silenciador y cuya
secuencia de union al DNA no posee homologia con sitios d e union a factores
conacidos. Proponemos el uso de técnicas de bioquimica mediante columnas de
afinidad hechas con la secuencia de unidn de este factor a partir de extractos
nucleares de RBC terminalmente diferenciados, donde esta proteina es mas
abundante. Una vez purificada la proteina se podria secuenciar el aminc o
carboxilo lerminal, lo que permitiria conocer su secuencia parcial y comenzar la

clonacion del gen que codifica par la proteina SF1.

- Realizar coinmunoprecipitaciones de usando extractos de células 6C2, RBC y
HD3 utilizando anticuerpos contra las diferentes proteinas que se s ugiere estan
involucradas en la regulacion de la region, como pudieran ser GATA-1, GATA-2,
FOG, EKLF, NF-E2 y YY1. Los resultados podrian ayudar a entender el tipo y la
combinatoria de asociaciones que se estan llevando a cabo y correlacionarlas con

la actividad del elemento "enhancer”
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Con los resultados que se obtengan de estos experimentos se esperan
avances significativos a largo plazo, que permitirian generar un modelo mas
confiable para explicar la relacion funcional entre el elemento "enhancer" y el
silenciador en el contexto del dominio u-globina de pollo. Ademas la informacién
que se genero en este trabajo sera de utilidad para nuestro laboratorio, ya que hay
dos proyectos complementarios en los que también se esta estudiando la region 3’
de! dominio. Un proyecto tiene contemplado el estudio de estructura de la
cromatina y su influencia sobre la actividad del "enhancer” y del silenciador; en el
otro proyecto se pretenden generar mutaciones gruesas y finas mediante un
sistema de recombinacion homologa en el contexto del cromosoma, es decir, del
dominio w-globina completo en el pollo y ver el efecto que estas modificaciones

causan en la regulacion de la expresion de los genes globina.
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10. APENDICE

Todos los reactivos utilizados como se menciono anteriormente son de la
compaiila Sigma-Aldrich, a menos que se indique lo contrario.

« DNA GENOMICO DE POLLO -

Proteinasa K

solucién 20 mg/ml

ACD ( buffer de lisis)

Acido citrico 48g
Citrato de sodio 13.2¢g
Glucosa 14.7g

En 50 ml de H,O desionizada disolver en el orden que se indica, posteriormente
aforar a 100 ml. '

PBS (sin calcio) 10X

NacCl 80.7g
KClI 201g
Na?_HPO.; 10.15 g A
KH-PO, 204 g

Disolver en 800 mi y ajustarpHde 7.2a 74
Ajustar vol a 1000 ml :

+ TRANSFECCIONES

Buffer de lisis para cuantificar RBC.
Triton X-100 0.5%

NaCl 200 mM

Disolver en H,O desionizada.

99



Medio L-15 complementado

Para preparar 20 ml de medio L-15 complementado:

+ 1 mlde suero fetal bovino inactivado a 56°C por 30 min (Gibco BRL)
e 400 i de suero de pollo inactivado (Gibco BRL)

e 200yl de ampicilina/estreptomicina (Gibco BRL)

e 18.4 mlde L-15 (Gibco BRL)

Medio «-MEM para células 6C2

Para un litro de «-MEM, al que previamente se ha ajustado el pHentre 7.2a 7.4y
se ha esterilizado por fittracion agregar lo siguiente:

10% suero bovino feta!l inactivado 100 ml (Gibco BRL)

. 2% suero de potlo 20 ml (Gibco BRL)

« ampicilina/estreptomicina 10 mi solucion 10000 U/ml (Gibco BRL)
« 1mMHEPES 1 ml solucién 1 M pH 7.2 (Gibco BRL)

+ 50 uM 2-mercaptoetanol 900 pl solucion 55 mM (Gibco BRL)

Homogeneizar todo y almacenar hasta su uso a 4°C.

» GELES DE RETARDO

Gel de acrilamida al 6 %

para 50 mi (1gel) 100 ml| (2 geles)
Acrilamida 30 % 10 ml 20 mi
TBE 5X 2.5 ml 5ml
PSA 350 pi 700 nl
TEMED 15 pl 30 pl
H,O 37 mi 74 ml

+ El TEMED se afiade al final (es el que inicia la polimerizacién). Dejar polimerizar
la acritamida que sobra para tener una referencia de cuando esta listo el gel.
Preparar el TBE 0.25 X aproximadamente 500 ml. Lavar todos los pozos antes de
comenzar la precorrida a 150 V por una hora, cargando el primer pozo con
colorante, en este lapso preparar las muestras.
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Acrilamida 30 %

para 100 ml
Acrilamida 29g
Bis-acrilamida 19

+ La solucion se puede calentar un poco para disolver la acrilamida, poner casi el
vol final (100 m!). Aforar al vol final y pasar la solucién por un papel filtro. Preparar
1 litro de TBE 0.25 X.

Substrato CAT

Concentracién Final tomar del stock

Tris pH 8.0 0.3M 3ml Tris pH 8.0 1M
Cloramfenicol . 3mM 140 1 solucion 250 mM en
etanol 100%

acetil-CoA (acetil-CoA) 25 uM 250 ul acetil-CoA 1mM

acetil-CoA [H3] 0.2 uCi 80 pl 0.25 mCi/m! (Amersham)

Al final ajustar el vol a 10 mi con H.O bidestilada.

Gel shift buffer 2x (GSB 2x)
HEPES 40mMpH 7.9

KCI 100 mM
MgCl 100 mM
Glicerol 10 %
DTT 1 mM

+ Agregar por cada reaccion 10 pl de GSB 2X, 1 g de poly di-dC (Pharmacia ) y 1
nl de DTT 1 M para cada muestra. (Hacer una mezcla para todas las muestras con
el GSB + poly dl-dC + DTT).

Sintesis de la sonda radioactiva
Gel de acritamida 10%-Urea 8%

100 m!
Urea 8g
Acritamida 30% 33.25 pl
H>O 65.87 ul
TBE 5% 25 ml
PSA 700 pl
TEMED 30 ul

e Precorrerelgel 1 ha 160 V.

e Cargar la sonda en el gel y correr la muestra por 2 h.

« El gel se pone a exponer con un film 2 min, se revela. Con base en el film se
corta del ge! la parte que corresponde a la sonda en doble cadena (tiene un
mayor peso) y se separa de los oligonucleodtidos de cadena sencilla.

» Continuar con el proceso de la elucion de la sonda.
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Buffer de elucion.

Acetato de amonio 05M
Acetato de magnesio 10 mM
EDTA 1 mM
SDS 0.1%

« La banda de gel de acrilamida que contiene al fragmento se incuba toda la
noche con 200 ul de buffer de elucion a 37 °C, posteriormente la mezcla se
centrifuga a maxima velocidad en una microcentrifuga y el sn se pone a precipitar
con 1/10 parte de acetato de Na 3 M pH 5.2, 2 vol de EtOH 100% y 1 u! de
glicogeno como acarreador, a —-20 °C durante toda la noche. La mezcla se
centrifuga a maxima velocidad en una microcentrifuga 20 min a 4° C. El pellet se
resuspende en 40 pl de H;O, este vial se pone a cuantificar en un tubo para el
contador de centelleo y se lee la radioactividad en cpm. La lectura se diluye en el
vol necesario para tener 10000 cuentas por nl.

Buffer de aparcamiento
Tris HCI pH 8.0 20 mM
NaCl 100 mM
EDTA 1 mM

Extractos nucleares

Para extractos, después de la lisis celular a todos los buffers se les agrega los
siguientes inhibidores de proteasas:

PMSF 0.25 mM
Leupeptina 5 pg/ml

Buffer E

Hepes pH 7.6 20 mM
MgCl, 5mM
EDTA 0.1 mM
ditiotreito! (DTT) 1 mM
glicerol 20%
Buffer RSB

Tris-HCI pH 7.6 10 mM -
NaCl 10 mM
MgCi, 3mM
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Buffer A:

HEPES pH 7.9
NaCl

MgCl;

DTT
pepstatina
leupeptina
PMSF

Buffer B:
HEPES
KCI
MgClz

=0

Buffer C:
HEPES pH 7.9
NaCl

MgCl>

EDTA

Glicerol

DTT
pepstatina
leupeptina
PMSF

Buffer D:
HEPES pH 7.9
NaCl

MgCl,

EDTA

Glicerol

DTT
pepstatina
leupeptina
PMSF

=<

10 mMm’
10 mM
1.5mM
TmM

0.7 pg/ml
0.5 ng/m!
0.5 mM

afadir al final

0.03M

20 mM
0.42M
1.5mM
0.2 mM
25%
mM

0.7 pg/mi
0.5 pg/ml
0.5mM

anadir al final

20 mM
0.1 M
1.5mM
0.2 mM
20%
1mm

0.7 pg/m!
0.5 pg/ml
0.5 mM

afadir al final
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