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Resumen

El sarcoglicano epsilon es una proteína de expresión ubicua constituyente del

complejo sarcoglicano-sarcospán. Se han identificado diversas mutaciones en el

gen del sarcoglicano epsilon que causan distonia mioclónica, un desorden del

sistema nervioso central. El patrón de expresión de epsilon sarcoglicano difiere de

acuerdo al tipo de tejido y al estadio de diferenciación, además de estar sujeto al

mecanismo de impronta como mecanismo de regulación transcripcional. En este

trabajo se clonó y secuenció la región promotora del gen del sarcoglicano epsilon

de ratón. Dentro de la secuencia obtenida, se logró identificar una región no

reportada de 646 bases, la cual muestra un alto contenido de C/G, con lo cual se

completaron 2.4 kb hacia el extremo 5' del sitio de inicio de la transcripción del

gen del sarcoglicano epsilon. Mediante el uso del programa Mat/nspecfor se

identificó una posible región promotora de 301 bases que coincide con la

ubicación de la región rica en C/G, dentro de la cual se han localizado múltiples

elementos de reconocimiento a factores de transcripción tales como SP1, NF1 Y

MAZ los cuales tienen una actividad reguladora relevante en otros promotores.

Además se identificaron 156 dinucleótidos C/G, los cuales en su conjunto

constituyen tres islas CpG que se encuentran contenidas dentro de la región

promotora del gen de epsilon sarcoglicano. Finalmente, no se identificaron sitios

de reconocimiento para factores de trascripción comunes en las regiones

promotoras de los sarcoglicanos alfa y epsilon.
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1. INTRODUCCiÓN

1.1 Complejo Distrofina-Glicoproteinas

El complejo distrofina-glicoproteinas (DGC, por sus siglas en inglés) está

constituido por proteínas integrales de membrana y periféricas, que establecen

una unión entre el citoesqueleto y la matriz extracelular (Ibraghimov-Beskrovnaya

et al., 1992; Crosbie et al., 1999) (Figura 1). Por su ubicación, el DGC puede

subdividirse en tres conjuntos: los componentes intracelulares integrados por las

sintrofinas 0. , ~-1 , ~-2 , y-1 Y y-2, la distrofina, a. y ~-distrobrevina ; los componentes

transmembranales entre los que se encuentran el distroglicano (DG) -~ Y el

complejo sarcoglicano-sarcospán (SG-SPN); y finalmente la región extracelular,

donde se encuentra el DG-o. (Campbell, 1995; Blake et al., 2002). El complejo DG

es esencial dentro de este grupo de proteínas, el DG-o. se une a la matriz

extracelular a través de laminina-o.2 y establece interacción con el citoesqueleto

por medio del DG-~ . El extremo carboxilo terminal del DG-~ se encuentra unido al

dominio carboxilo terminal, rico en cisteina, de la distrofina y esta a su vez

interactúa con los filamentos de actina a través de su dominio amino terminal

(Blake et al. , 2002). La interacción de los componentes del DGC es importante

para el establecimiento de un puente de interacción entre la matriz extracelular y el

citoesqueleto, así como para la transducción bioquímica y mecánica de señales.

(Rando, 2001; Allikian et al., 2004; Lapidos et al., 2004).

La deficiencia de algunos de los componentes del DGC, como resultado de

mutaciones en los genes que los codifican, se encuentra relacionada a diversos

tipos de distrofias musculares (Emery, 2002). Un ejemplo representativo es el de

las mutaciones en el gen de distrofina, que son causantes de la distrofia muscular

de Duchenne/Becker (DMD/BMD) y en algunos casos de cardiomiopatía dilatada

(Lapidos et al., 2004).

Si bien se ha caracterizado con mayor detalle la composición y posibles

funciones del DGC en músculo , la expresión de la mayoría de los componentes

Flores Segura 6
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del DGC no está restringida a este tipo de tejido, ya que se ha observado la

expresión de algunas proteínas del DGC en tejidos no musculares. Así ocurre en

el sistema nervioso central (SNC) donde se ha observado la expresión de la

distrofina y los DGs, entre otras (Imamura et al., 2000; Moukhles y Carbonetto,

2001; Lévi, et al., 2002) . La función del DGC en el SNC no es clara, sin embargo,

un tercio de los pacientes con DMD sufren un déficit cognitivo , aparentemente

relacionado con alteraciones en la memoria a largo plazo (Moukhles y Carbonetto,

2001; Vaillend et al., 2004).

Matriz
extra celular

Cito plasma

Membrana
___~lt~p!~~!".I~~ _

Complejo
distrogllcano

fJltfIlffftIfJJ------------------

NH2-

Distrofina

Figura 1. Complejo Distrofina-Glicoproteínas (DGC). Representación de los componentes
del complejo distrofina glicoprotelnas, entre los que se distinguen los componentes
extracelulares como el OG-a; los componentes transmembranales como son el complejo SG­
SPN, compuesto por las cuatro subunidades de los SG's a, p, y, y 13 además de SPN, y OG-p;
Y los componentes intracelulares como son distrofina, distrobrevina y a- 1 y p-1 sintrofinas,
además de la nNOS, protefna asociada al OGC (Modificado de: Cohn y Campbell, 2000).
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1.2 El Complejo SG-SPN

El complejo SG-SPN (Figura 2) es un agrupamiento multimérico

transmembranal constituido por una familia de proteínas denominadas

sarcoglicanos (8G's), a las cuales se asocia la proteína sarcospán (8PN). El

complejo SG-SPN expresado en la membrana muscular se ha descrito como un

complejo tetramérico (sin considerar al SPN), el cual está constituido por los SG's

a, 13, y, y 8 con masas moleculares de 50, 43, 35 Y 35 kDa respectivamente (Hack,

et al., 2000) . Los genes de los SG's a, 13, y, y 8 se localizan en los loci 17q21,

4q12, 13q12 Y 5q33 respectivamente (Bonneman et al., 1995; Lim et al., 1995;

Nigro et al., 1996; Noguchi et al., 1995; Roberds et al., 1994). En 1997 se

descubrió un homólogo del SG-a que fue designado como SG-f;, de 45 kDa, cuyo

gen se localiza en el locus 7q21 (Ettinger et al., 1997; McNally et al., 1998).

Wheeler et al. (2002) han descrito la presencia de un sexto SG denominado SG-s,
de aproximadamente 40 kDa, cuyo gen se encuentra localizado en el locus 8p22

humano.

Citoplasma

Matriz
extracelular Complejo distrog llcano

LGMD

Membrana
cltoplásmlca

................a.

Figura 2. Complejo Sarcoglicano-Sarcospán. Representación de los seis SG's y
SPN, señalándose el tipo de distrofia muscular de cinturas (LGM02 C-F) que causa la
deficiencia de a, /3 . y y b -SG's y Oistonia Mioclónica (MO) (OYT11) en el caso de E-SG.
El peso en kDa de cada uno de los SG's y SPN se señala con los números debajo de
cada proteína. (Modificado de: Cohn y Campbell, 2000)
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Sarcospán , por otra parte, es una proteína de 25 kDa con cuatro dominios

transmembranales; cuyos extremos amino y carboxilo se ubican en la región

citoplásmica y forma parte de la familia de proteínas tetraspan (Crosbie et al.,

1997; Lebakken et al., 2000). Se asocia bioquímicamente a los SG's, y la

deficiencia de alguno de éstos causa una disminución secundaria de SPN. El gen

de esta proteína se encuentra en ellocus 12p11.2 (Randa, 2001) .

Con base en su localización subcelular, los SG's (l y & se clasifican como

proteínas transmembranales tipo I (con el extremo amino terminal localizado en la

región extracelular), mientras que los SG's ~, y, DYs se clasifican como proteínas

transmembranales tipo 11 (el extremo amino terminal se encuentra en la región

intracelular) (Hack, et al., 2000). Es notable la alta homología entre los SG's (l y

&(62%), y Y D(69%) (Hack, et al., 2000); así como de los SG's y y D con el SG-s

(74%) (Wheeler et al., 2002), en tanto que el SG-~ guarda una baja homología con

estos últimos (Hack, et al., 2000; Wheeler et al., 2002).

Se ha descrito la existencia de mutaciones en los genes de los SG's a , ~, y

y Dque causan distrofias musculares de cinturas (LGMD, por sus siglas en inglés)

de tipo LGMD2D, LGMD2E, LGMD2C y LGMD2F, respectivamente (Figura 2),

denominadas en su conjunto como sarcoglicanopatías (Hack et al., 2000). Por otra

parte, no se ha relacionado algún tipo de distrofia con mutaciones en el gen de

SPN (Cohn y Campbell, 2000) Ó SG-& (Hack et al., 2000), mientras que en los

modelos animales deficientes de y y D SG's la expresión del SG-s se reduce,

observándose mayor decremento de esta proteína en el modelo deficiente del SG­

D (Wheeler et al., 2002), sin embargo, hasta la fecha, no se ha relacionado

ninguna mutación en este gen directamente con algún tipo de distrofia.

La principal función adjudicada al complejo SG-SPN es la de estabilizar al

DGC, particularmente en la interacción entre distrofina y ~-DG , durante el proceso

de contracción de la fibra muscular (Yoshida et al., 2000). Por otra parte, se cree

que el complejo SG-SPN puede funcionar como receptor para algún ligando
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extracelular a través de los SG"s p, y yo, mientras que SG-a podría actuar como

un efector secundario, en la posible participación del complejo SG-SPN en algún

proceso de transducción de señales (Chan et al., 1998).

1.3 Expresión del complejo SG-SPN

Los componentes del complejo SG-SPN se expresan diferencialmente en

un patrón espacio-temporal definido para cada uno de ellos. El SG-a se expresa

exclusivamente en músculo estriado (Roberds et al., 1993), mientras que la

expresión del SG-y además de músculo estriado se ha observado también en

músculo liso (Barresi et al., 2002). Por otra parte, los SG's p y o además de

observarse en músculo, se expresan en bajos niveles en tejidos no musculares,

tales como endotelio, cerebro , y retina entre otros (Ramírez et al., 2004; Imamura

et al., 2000; Estrada-Mena, como pers.). De manera interesante la expresión del

SG-E se ha observado en todos los tejidos en los que se ha estudiado, por lo que

se considera de expres ión ubicua (Ettinger et al., 1997; McNally et al., 1998;

Ramirez et al., 2004).

De acuerdo con estos patrones de expresión para cada una de las

subunidades del complejo SG-SPN, se ha descrito la formación de dos complejos

coexistentes en músculo estriado, uno constituido por los SG's a, p, y y 8 Y otro

formado por los SG's E, p, Y Y 8 (Straub et al., 1999; Liu y Engvall, 1999; Cohn y

Campbell , 2000) . Mientras que en músculo liso las subunidades que forman el

complejo son los SG' E, p, Y Y o (Barresi et al., 2002). No obstante, Wheeler y

McNally (2003) proponen que sea el SG-C; y no y-SG el que esté presente en

músculo liso, argumentando que ambas proteínas puedan ser reconocidas por los

mismos anticuerpos. Sin embargo , en nuestro laboratorio, la detección a nivel de

transcrito del SG-s solo se ha logrado a través de RT-PCR anídado en diversos

tejidos , en tanto que la expresión de y-SG en músculo liso vascular se detecta

mediante RT-PCR convencional (Ramírez et al., 2004).
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Una vez que son sintetizados en el retículo endoplásmico, los diferentes

componentes del complejo SG-SPN se asocian en un orden establecido; p-SG se

asocia con o-SG, una vez formado este heterodímero se asocia y-SG, formando el

heterotrímero P-o-y, al cual se une rápidamente u-SG (Noguchi, et al., 2001; Shi et

al., 2004). La formación del heterodímero p-o es necesario para el correcto

ensamble y localización en la membrana del complejo SG-SPN (Shi et al., 2004).

De hecho, mediante análisis de inmunofluorescencia en biopsias de pacientes con

alguna sarcoglicanopatía, se ha observado que las mutaciones en alguno de los

SG's no sólo disminuye la expresión del SG directamente afectado, sino que

además causa deficiencia en el sarcolema de los otros SG's del complejo, sobre

todo cuando se trata de mutaciones en los genes de p ó o SG's (Liu y Engvall,

1999; McNally et al., 1998; Araishi et al., 1999; Crosbie et al., 2000). Todo esto

resalta la importancia de la integridad del complejo para que pueda llegar a la

membrana celular. Este control sobre el correcto ensamble y la estequiometría del

complejo SG-SPN es similar a lo que se ha observado con otros complejos

proteínicos de la membrana celular como receptores heteroméricos .

Las mutaciones en los SG's p, o, y y causan distrofia muscular asociada

con cardiomiopatía , lo cual se ha observado tanto en pacientes como en ratones

nulos para estos genes (Lapidas et al., 2004). Dentro de los modelos animales

desarrollados para este grupo de proteínas existe el ratón deficiente para el SG-u,

este ratón desarrolla distrofia muscular pero no cardiomiopatía, por lo que es

posible que los altos niveles de expresión de E-SG en tejido cardiaco compensen

la deficiencia de u-SG , dada la homología observada entre ambas proteínas

(Lapidas et al., 2004), hecho que si se ha observado en músculo esquelético

mediante la sobre-expresión del SG-E(Imamura et al., 2005).

1.4 Regulación transcripcional de los sarcoglicanos

Durante el desarrollo, la expresión de los sarcoglicanos sigue una

progresión definida . Los SG's p y o son los primeros en expresarse en el miotomo
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en la cuarta semana de embriogénesis humana, seguidos por y-SG que se

expresa en la sexta semana de desarrollo, y por último, el SG-a aparece en las

fibras musculares al final del periodo embrionario (Durand et al., 2002). En

complemento Ettinger et al. , (1997), observaron el transcrito de l.:-SG en el día

catorce de desarrollo en embriones de ratón. También se ha analizado la

expresión de los SG's en células C2/4 durante su diferenciación y se ha

observado que la expresión de a- y y-SG's aumenta 20 y 50 veces,

respectivamente, en miotubos con respecto a la expresión observada en

mioblastos. De manera interesante la expresión de los SG's ~ y 8 se mantiene sin

cambio en ambos estadios de diferenciación (Noguchi et al., 1999). Estos cambios

en la expresión a nivel de proteína correlacionan con lo observado por

Wakabayashi et al., (2001) quienes mediante la caracterización parcial de los

promotores de las subunidades del complejo SG-SPN en la misma línea celular,

demostraron que hay un incremento en la transcripción de los SG's a y y

relacionado con la diferenc iación celular, mientras que la expresión de un gen

reportero bajo el control de los promotores de los SG's ~ y 8 se mantuvo sin

cambio a través del proceso de diferenciación. Estos resultados hacen evidente

una regulación transcripcional específica para cada una de las subunidades del

complejo SG-SPN .

En cuanto a la regulación de los promotores, Wakabayashi et al., (2001)

detectaron en el promotor de y-SG una secuencia rica en NT y una caja E, que es

sitio consenso para los factores de transcripción de la familia bHLH. Estas dos

secuencias en conjunto constituyen un potenciador que controla la expresión de y­

SG en presencia del factor de transcripción MyoD. También se localizaron dos

promotores para a-SG, uno de ellos localizado al extremo 5' del primer exón y el

segundo dentro del primer intrón, de los cuales éste último demostró tener una

mayor actividad asociada a la diferenciación de las células C2/4 (Wakabayashi et

al.,2001).
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Por otra parte, se ha observado que la sobre-expresión de y-SG causa

también un fenotipo distrófico, semejante al fenotipo distrófico del modelo

deficiente para esta proteína (Zhu et al., 2001), lo que sugiere fuertemente que los

genes de los SG's se encuentren sujetos a una regulación tanto negativa como

positiva muy fina. Lo anterior se confirma en el caso del promotor localizado en el

primer intrón de a-SG que es regulado por los factores de transcripción de la

familia NF1, los cuales actúan alternativamente como activadores o reguladores

negativos. En mioblastos NFI-A1.1 YNFI-B2 son activadores, mientras que NFI-C2

y NFI-X2 son reguladores negativos (Delgado et al., 2004a). En tanto que en

miotubos todos actúan como activadores, mostrando que la regulación de a-SG

depende del estadio de diferenciación. A partir de este mismo análisis, se tiene

conocimiento de la presencia de dos cajas E dentro de la región promotora de a­

SG, una de las cuales muestra alta afinidad por MyoD en ensayos in vitro

(Delgado et al., 2004b) de manera semejante a otros promotores específicos de

músculo.

1.5 El Sarcoglicano Epsilon

El gen del SG-E (SGCE) se encuentra localizado en ellocus humano 7q22,

abarca 71 kb en las que se encuentran contenidos 12 exones. La alta homología

entre a y ESG's es indicativa de un posible evento de duplicación de genes, ya

que presentan un 47% de homología a nivel de nucleótidos (43% de identidad) y

un 62% a nivel de residuos de aminoácidos (aa). Además las fronteras intrón-exón

de ambos genes son idénticas (Straub et al., 1999), sin embargo, E-SG tiene

regiones intrónicas más grandes con respecto a las que se observan en a-SG

(McNally et al., 1998; Hack et al., 2000). En el ratón, el gen SGCE se localiza en el

cromosoma 6, adyacente al gen PEG10 (Patemally Expressed Gene 10), que se

encuentra orientado en dirección opuesta. Ambos están incluidos dentro de un

agrupamiento de varios genes que están sujetos a impronta ya sea materna o

paterna (Ono et al., 2003). Esto sin embargo, no condiciona que ambos genes se
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expresen de la misma manera, ya que Smallwood et al. (2004), han observado

que son expresados diferencialmente en placenta.

El gen SGCE se encuentra sujeto a un mecanismo de regulación

epigenética conocido como impronta, que consiste en silenciamiento de la

expresión de uno de los alelos parentales. En el caso del gen SGCE se ha

descrito que el mecanismo de impronta del alelo materno es por metilación de

islas CpG localizadas en el extremo 5' del gen SGCE (Piras et al., 2000;

Grabowsky et al., 2002) . Recientemente, se describió que algunas mutaciones en

el gen SGCE causan Distonia Mioclónica (DYT11), enfermedad del SNC que

afecta principalmente los miembros superiores y el cuello, aunque ocasionalmente

se extiende a los miembros inferiores, y como su nombre lo indica, se acompaña

por contracciones mioclónicas (Zimprich et al., 2001).

A partir del gen SGCE se transcriben y maduran dos mARN principales, uno

con la secuencia codificante completa y otro mARN que carece del exón 10, ya

que sufre un proceso de empalme alternativo, éste último es expresado en mayor

proporción que el mARN que contiene la totalidad de la región codificante. Ambos

son de aproximadamente 1.8 kb, con un marco de lectura abierto de 437 aa y se

han encontrado en tejidos tanto musculares (músculo esquelético, liso y cardiaco)

como no musculares (pulmón, páncreas, placenta, cerebro, corazón y en menor

proporción en hígado y riñón) (Ettinger et al., 1997; McNally, et al., 1998). El

mARN de E-SG muestra amplia expresión en diferentes regiones del cerebro,

como el lóbulo temporal , lóbulo frontal, lóbulo occipital, médula, corteza cerebral,

putamen, la médula espinal y el cerebelo (Zimprich et al., 2001; Xiao y LeDoux,

2003) .

La proteína de E-SG tiene una secuencia señal de 22 aa, seguida por el

dominio extracelular de 262 aa que tiene un sitio de glicosilación que también está

presente en a-SG , el dominio transmembranal de 23 aa y el dominio intracelular

de 98 aa, mismo que contiene tres sitios potenciales de fosforilación (Ettinger et
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al., 1997). También puede presentar un dominio transmembranal adicional que

surge a partir de la inclusión del exón 10 (McNally et al., 1998).

La expresión de E-SG ha sido detectada desde etapas tempranas del

desarrollo en mioblastos, branquias alrededor del músculo liso en pulmón y en el

endotelio vascular de embriones de ratón, mientras que en estas etapas no se ha

detectado la expresión de a y pSG's, lo cual indica que la expresión de E-SG

antecede a la de esos otros SG's. Posteriormente los niveles de E-SG se vuelven

altos en músculo liso y endotelio vascular, pero decaen en tejido cardiaco y

esquelético, sin observarse cambios post-natales en el patrón de expresión

(Straub et al., 1999). Es interesante que E-SG sea expresado en bajos niveles en

músculo esquelético, ya que una posible sobre-regulación de E-SG podría

considerarse como alternativa en el tratamiento de las sarcoglicanopatías.

También es relevante el patrón de expresión de E-SG, principalmente en

sistema nervioso, donde ha sido co-Iocalizado en nervio periférico de conejo

(nervio siatico, femoral y tibial) junto a p y 8 SG's, el complejo DG, utrofina y la

isoforma corta de distrofina Dp116, formando un complejo similar al reportado en

músculo esquelético, sólo que en el nervio periférico no se asocian a Ó y SG's, ni

SPN (Imamura et al., 2000).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estudio del complejo SG-SPN se ha intensificado en los últimos años,

pero aún se desconocen detalladamente los mecanismos que regulan la expresión

de los componentes de este complejo y que resultan de suma importancia no solo

para conocer con mayor detalle estas proteínas y sus genes, sino para el

desarrollo de posibles terap ias basadas en la sobre-expresión de genes

homólogos, tal como se ha planteado en el caso de la distrofina y su homólogo

utrofina, en el caso de pacientes con DMD (Dennis et al., 1996).

Uno de los abordajes de este tipo de estudios es la caracterización de las

regiones promotoras, ya que en ellas recae uno de los puntos de regulación más

importantes de la expresión génica. En particular la caracterización del promotor

de E-SG, resulta especialmente importante ya que ofrecerá información acerca de

la regulación a la que se encuentra sujeto tanto en los tejidos musculares como no

musculares, recordando que es muy posible que la sobre-expresión de E-SG

compense la deficiencia de a-SG en pacientes con sarcoglicanopatías. Además de

la evidente importancia de la regulación del SG-E en el SNC , manifiesta por su

relación con el desarrollo de distonia mioclónica.
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3. HIPÓTESIS

La expresión tejido específica descrita para a-SG frente a la expresión

ubicua observada de E-SG, debe ser resultado de una diferente estructura y

presencia de elementos reguladores en las regiones promotoras de los genes que

codifican para estas proteínas.

4. OBJETIVOS

Objetivo genera l:

• Aislar y caracterizar la región promotora del gen SGCE

Objetivos particulares:

• Aislar la región promotora del gen SGCE mediante el tamizaje de una

genoteca de ratón.

• Secuenciar la región promotora aislada.

• Analizar in silico los elementos reguladores presentes en la secuencia

promotora aislada.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para aislar y caracterizar la región promotora del gen SGCE se realizó el

tamizaje de una genoteca de ratón con una sonda marcada radioactivamente. Ya

con la identificación de las clonas candidatas para la región promotora de E-SG, se

realizaron varios tamizajes para obtener clonas aisladas y extraer ADN de las

mismas.

Una vez que se aisló la región candidata, fue secuenciada y se diseñaron

oligonucleótidos dentro la región promotora para generar los fragmentos con

deleciones progresivas, para ser clonados en el plásmido pDrive (Qiagen),

además se realizaron diversos análisis de la secuencia para localizar la posible

región promotora e identificar sitios de reconocimiento a factores de transcripción,

dentro de la región hacia 5' del gen SGCE.

6. MATERIAL Y METOOOS

6.1 Tamizaje de una genoteca

Para aislar las regiones candidatas se realizó el tamizaje de una genoteca

de ratón (EMBL3 SP6m Clontech) mediante hibridación con una sonda de ADN

de 80 bases, diseñada y sintetizada in vitro a partir de la secuencia

correspondiente al extremo 5' del primer exón del gen SGCE de ratón: Epsilon5.F

5'-GAG ACC CTT GTG CTT GGA CGG GAA AGG GTC GGG GGA CAC TCA

AGA TGA GCC CCG CGA CCA CTG GCA CAT TCT TAC TGA CA-3' (Gibco).

Para realizar el tamizaje se infectaron 200 III de la bacteria E. coli (K802) a

una D.0.600= 0.5 con la cantidad necesaria del fago recombinante, calculada a

partir de la titulación de la genoteca , y se plaqueó en cajas Petri con 3 mi de agar

suave , distribuyéndose uniformemente sobre la superficie de la caja, dejándose

incubar a confluencia toda la noche a 37" C.
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Posteriormente, se llevó a cabo la transferencia a las membranas de

nitrocelulosa (Millipore) , colocándolas sobre la superficie de la caja durante 1 min

para la primera copia y 3 min para la réplica. Se hicieron marcas asimétricas con

tinta indeleble en cada par de membranas con una misma orientación para poder

compararlas e identificar de manera certera las clonas positivas. Posteriormente,

las membranas se sumergieron en solución desnaturalizante (NaOH 0.5 M; NaCI

1.5 M) por 5 min con agitación, y enseguida se bañaron en solución neutralizante

(Tris HCI 1 M pH 8.0; NaCI 1.5 M) por 2 min agitando ocasionalmente . Las

membranas se dejaron secar sobre papel filtro y una vez que estaban

completamente secas se fijó el ADN con luz ultravioleta a 1200 J por 1 min,

empleando un crosslinker de luz ultravioleta UVC 500 (Hoeffer).

La hibridación de las membranas se realizó con la sonda Epsilon5.F

marcada con / 2p de la siguiente manera: Se pre-hibridó en solución de

hibridación (EDTA 2m M, NaCí 0.9 M, dextran sulfato 0.1 mM, polivinil pirrolidona

20 ¡..tM, ficoll 2 ¡..tM, Na2HP04 9.3 mM, NaH2P04·H20 15.5 mM, formamida 40%,

SDS 1%) en presencia de ADN de esperma de salmón (50 ¡..tg/¡..tl), por al menos 2

h a 42° C con agitación. Posteriormente, se agregó la sonda marcada (25 ng)

dejando hibridar las membranas toda la noche en la solución de hibridación a la

misma temperatura en agitación.

6.2 Marcaje de la sonda

El marcaje de la sonda se realizó con y32p bajo las condiciones de reacción

que a continuación se describen: Se preparó una mezcla de 5 pmol de la sonda

Epsilon5.F, 10 U de enzima T4 cinasa y 50 ¡.tCi de dATP en un volumen final de

25 ul, Y se incubó por 10 min a 37"C. Posteriormente, se llevó a 65°C por 10 min

para ínactivar la cinasa .

Después de la hibridación durante toda la noche, las membranas se lavaron

con SSC (NaCI 3 M; citrato de sodio 0.3 M) 2X por 15 min y éstas fueron
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colocadas sobre papel filtro cubierto con película plástica , posteriormente se

colocaron dentro del casete con una película autorradiográfica, dejándose exponer

a -70°C, por 4 h. Una vez revelada la placa autorradiográfica se identificaron las

clonas que dieron señal positiva en la membrana original y el duplicado . Las

clonas seleccionadas se amplificaron y posteriormente se realizaron, tamizajes

subsecuentes, corroborando así que la sonda hibridara con las clonas

seleccionadas. De esta manera, también se obtuvieron las clonas aisladas

directamente de la caja de Petri para poder realizar la extracción de ADN.

6.3 Extracción de ADN

A partir de las clonas aisladas se infectó un cultivo de E. eoli. de la cepa

K802 y se crecieron a confluencia tal como se hizo para el tamizaje.

Posteriormente , se aisló el ADN con el Lambda Midi Kit (Qiagen) de acuerdo con

las indicaciones del producto. El ADN aislado fue analizado mediante PCR con los

oligonucleótidos ESGP1.F: 5'-Cn GTG crr GGA CGG GAA AG-3' Y ESGP2.R:

5'-CCC TGA ACC TCC ATG TCG C-3' para corroborar que contenia el extremo 5'

del gen SGCE. La reacción se llevo a cabo bajo las siguientes condiciones de

amplificación : 94°C 5 min y 94°C 30 seg, 62°C 30 seg, 72°C 30 seg, durante 30

ciclos.

6.4 Secuenciación

La secuencia de la región candidata se obtuvo mediante secuenciación

automatizada . La reacción de secuenciación se llevó a acabo con los kits de

secuenciación Big Oye y Dicloro-rodamina (Applied Biosystems) en una reacción

de 20 !JI con los oligonucleótidos : ESGP2.R, SeF: 5'-GCG TCT GCA GCT CAT

CGC T-3' y SeR: 5'-TCA ACC GTC CTC GAT CCT CC-3', bajo las siguientes

condic iones: 94°C 5 min, y 94°C 5 seg, 50°C 10 seg y 62°C 4 min durante 25

ciclos.
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6.S Diseño de los oligonucleótidos

A partir de la secuencia de aproximadamente 2.4 kb, correspondiente al

extremo S' del gen SGCE, se diseñaron con el uso del programa aLIGO, 14

oligonucleótidos sentido y un antisentido (Tabla 1), para generar las

construcciones con deleciones progresivas para los ensayos de actividad

transcripcional frente a un gen reportero, a estos oligonucleótidos se les integró un

sitio de reconocimiento para la enzima de restricción Xhol, como herramienta para

su subclonación.

Tabla 1. Ofigonucleótidos utilizados para generar los fragmentos con

deleciones progresivas a partir del promotor del gen SGCE.

Nombre Posición Secuencia 5'·3' Amplicon

StR 81 gcgcCTCGAGtggtcgcggggctcatcttg --- - -

1.F ·23 gcgcCTCGAGaggatcgaggacggt tgagc 123 pb

1.5F - 80 gcgcCTCGAGggtgcgcgatgctgaactgg 180 pb

2.F - 126 gcgcCTCGAGactgctttggcccgccgcta 226 pb

2.5F - 212 gcgcCTCGAGaaatcccagcgtgct tcgcg 312 pb

3.F - 336 gcgcCTCGAGttctcggttggctgctctcc 446 pb

4.F ·534 gcgcCTCGAGgcgtgtgaccgttttcttgg 634 pb

5.F -750 gcgcCTCGAGgcgtct gcagctca tcgct g 850 pb

6.F -1056 gcgcCTCGAGc c c a t c a g t t c gtagcgt g t 1156 pb

7.F - 1349 g c gcCTCGAGg c gtt t g g t tactctcctgc 1449 pb

8.F ·1566 gcgcCTCGAGtt accaccagcaccaccacc 1666 pb

9.F -1743 gcgcCTCGAGcca t tcgtgtccccaagtcc 1843 pb

10.F -1977 gcgcCTCGAGcagggctgcagaatgactgc 2077 pb

11.F -2238 gcgcCTCGAGctctgggccacct tggagga 2338 pb

12.F -2378 gcgcCTCGAGcaacagagaaaccgcaggga 2478 pb

* El sitio de restricción para la enzima Xhol se indica en mayúsculas.
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6.6 Amplificación de los fragmentos escalonados por PCR

Los productos de PCR de 123 a 850 pb fueron generados con los

oligonucleótidos 1.F a S.F en una reacción de PCR con la enzima Expand Long

Template (Rache) bajo las siguientes condiciones: desnaturalización inicial a 94°C

por S min; desnaturalización a 94°C por 30 seg, alineamiento a 6SoC durante 30

seg y extensión a noc por un min, durante 32 ciclos, y siete min de extensión final

a noc. Estas amplificaciones fueron visualizadas por electroforesis en geles de

agarosa al 2%. Los fragmentos restantes, generados con los oligonucleót idos 6.F

a 12.F, se amplificaron con la misma enzima bajo las condiciones de reacción que

se describen a continuación: desnaturalización inicial a 94°C por 5 min;

desnaturalización a 94°C por 30 seg, alineamiento a 6SoC durante 30 seg y

extensión a noc por tres min, también durante 32 ciclos y siete min de extensión

final a 72°C. Los fragmentos generados con estas condiciones. de 1156 a 2478

pb, se visual izaron por electroforesis en geles de agarosa al 0.8%. Las

amplificaciones por PCR fueron realizadas en un termociclado r TGradient

(Biometra) .

6.7 Obtención de bacterias competentes

Las bacterias E coli de las diferentes cepas (DH5a. JM109 y HB101) se

hicieron competentes mediante cloruro de rubidio, siguiendo el método descrito a

continuación: primero se inoculó con una colonia medio LB (3 mi) sin ampicilina,

dejándose crecer a 3rC y 180 rpm durante toda la noche, posteriormente se

agregaron 200 III de este cultivo en 20 mi de medio LB sin ampicilina, hasta

alcanzar una D.0.630= 0.4 - 0.6, una vez que el cultivo llegó esa densidad óptica,

se colocaron en tubos de SO mi y fueron centrifugados a 8000 rpm, durante cinco

min a 4°C, se desechó el sobrenadante y la pastilla se resuspendió en 10 mi de la

solución TBF1 (RbCI 100 mM, MnCI2-4H20 50 mM, acetato de potasio 30 m~ ,

CaCb-2H20 , glicerol 15%), dejándose incubar por 20 min en hielo. A continuación

se centrifugó nuevamente a 8000 rpm, durante cinco min a 4°C, se desechó el
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sobrenadante y la pastilla se resuspendió en 2 mi de la solución TBF2 (MOPS 10

mM, RbCI 10 mM, CaCb-2H20 10 mM, glicerol 15%), dejándose incubar por 20

min en hielo . Las células competentes se colocaron en alícuotas de 200 ).11 en

tubos eppendorf de 0.6 mL y se conservaron a -?O°C.

6.8 Generación de los extremos cohesivos

Los productos de PCR utilizados para clonarse mediante ligación con los

extremos cohesivos generados por la enzima Xhol , fueron purificados a partir de la

reacción de PCR y posteriormente cortados con ésta enzima, bajo las siguientes

condiciones de reacción: 500 ng de inserto, 1 U de enzima Xhol (New England

Biolabs) y 1x de amortiguador NEB2, en un volumen total de SO ).11. Incubándose a

3rC durante toda la noche.

Por otra parte , a los fragmentos utilizados para clonarse directamente como

productos de PCR se les agregaron adeninas en los extremos, siguiendo el

protoco lo de poli-adenilación descrito en el manual del vector pGEM-T easy, ya

que la enzima Expand Long Template no tiene actividad de adenil-transferasa .

6.9 Ligación y transformación

Una vez generados los fragmentos , se realizó una reacción de ligación con

los diferentes vectores con la enzima T4 DNA ligasa, en presencia de 50 ng de

vector y en una relación molar vector:inserto 1:3 con un volumen final de 10 !JI. Se

emplearon los vectores pDrive (Qiagen) (Figura 3B) y pGL3-Basic (Promega)

(Figura 3D) para clonar con los extremos cohesivos del corte con Xhol y los

plásmidos pGEMT-easy (Promega) (Figura 3A) y PCR 2.1-TOPO (Invitrogen)

(Figura 3C) para clonar los productos de PCR directamente.

La transformación de las células competentes de diferentes cepas (DH5a,

JM109 y HB101) se realizó de la siguiente manera: la reacción de ligación se
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colocó en un tubo de 1.5 mi y se le agregaron 50 !JI de células competentes

incubándose por 2 min en hielo. Posteriormente, se dio un choque térmico a 42°C

por 45 seg, incubándose nuevamente por 2 min en hielo. Después de este tiempo

se agregaron 900 !JI de medio SOC a temperatura ambiente y se incubó en

agitación (180 rpm) durante 90 mino Se plaquearon dos cajas de Petri (Agar LB

con ampicilina [100 !Jg/ml)) con 100 !JI de la reacción de transformación dejándose

crecer a 3rC toda la noche. En el caso del vector pGL3-Basic, las clonas

observadas en las cajas fueron probadas por PCR usando los mismos

oligonucleótidos que se usaron para generar los fragmentos, mientras que en el

caso de las clonas observadas en la transformación con los vectores pDrive, PCR

2.1-TOPO y pGEMT-easy se discriminó mediante la aplicación de X-gal, reactivo

con el cual, si las bacterias contienen un plásmido con inserto son blancas,

mientras que si poseen un plásmido sin inserto se tornan de color azul.
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Figura 3. Mapas de los vectores utilizados. Para la clonación de los fragmentos de PCR se
utilizaron los siguientes vectores. A) Mapa del vector pGEM-T easy, utilizado para clonar los
productos de PCR directamente en los extremos poli-T. B) Mapa del vector pDrive, el sitio de
corte para la enzima Xhol dentro de su sitio múltiple de clonación (polylinker) fue usado para
clonar los productos de PCR cortados con esta enzima. C) Mapa del plásmido pCR2.1-TOPO
que contiene dentro de su sitio múltiple de clonación extremos poli-T para clonar los fragmentos
de PCR directamente. O) Mapa del vector pGL3-Basic vector, el cual además de contener
dentro de su sitio múltiple de clonación una secuencia de reconocimiento para la enzima Xhol,
tiene clonado corriente arriba de este sitio el gen reportero luciferasa.
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7. RESULTADOS

7.1 Aislamiento y secuenciación de la región promotora del gen SGCE

A partir del tamizaje de la genoteca de ratón EMBL3 SP6ff7 (Clontech) se

obtuvieron tres clonas positivas que hibridaron con la sonda correspondiente al

extremo 5' de la secuencia codificante del gen SGCE. En la figura 4 se muestra la

identificación de la clona 12A en la membrana de nitrocelulosa con su réplica. A

partir de éstas clonas se extrajo ADN, con el cual se realizaron reacciones de

amplificación por PCR con los oligonucleótidos ESGP1 .F y ESGP2.R para

comprobar que contuvieran la región 5' del gen SGCE.

Figura 4. Identificación de las clonas que hibridaron en el tamizaje radioactivo.
Autorradiografia de las membranas de nitrocelulosa correspond ientes al tamizaje y aislamiento
de la clona 12A. En cada una de las membranas se observan las marcas asimétricas de uno,
dos y tres puntos en la circunferencia de las membranas , Las flechas señalan los sitios donde
hibridó la sonda marcada radioactiva mente y que aparecen tanto en el original (izquierda) y en
la réplica (derecha) , con los cuales se identificaron las clonas directamente en la caja de Petri.
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A partir del ADN de las clonas aisladas se realizó la reacción de secuencia

con la cual se obtuvo una lectura de 310 bases, de las cuales 173 se encuentran

hacia 5' del sitio de inicio de la transcripción de E-SG (Figura 5). Con la secuencia

obtenida de la región hacia 5' de la región codificante de E-SG se realizó un

alineamiento con el programa BLAST (Altschul et al., 1997) y se detecto

homología con la secuencia con número de acceso NW_000272 (GenBank), de la

cual se muestra la región hacia 5' del gen SGCE de aproximadamente 2.4 kb, en

la cual se observa una región de aproximadamente 494 nucleótidos no identificada

(Figura 5).

Para obtener la secuencia no determinada se diseñaron los oligonucleótidos

SeF y SeR flanqueando esta región (Figura 5). Como resultado se obtuvo una

secuencia de 646 bases, en la que se observa un alto contenido de C/G (61 %)

(Figura 6).

La secuencia completa de 2.4 kb contiene 156 dinucleótidos C/G (Figura

7A) que podrían metilarse, tal como se ha observado en el promotor del gen

SGCE de humano, en el que se ha descrito la presencia de islas CpG. Mediante el

análisis de esta secuencia con el programa CpG PLOT (Larsen et al., 1992), para

identificar islas CpG, se identificaron tres islas presentes dentro del promotor del

gen SGCE, las cuales se ubican entre los nucleótidos -1322 a -1011, -918 a -555 y

-490 a -90 respectivamente (Figura 7B).

7.2 Construcción de los vectores de expresión

En la figura 8 se muestra la amplificación de los productos de PCR

obtenidos con los oligonucleótidos diseñados dentro de la región promotora, cuya

posición se ilustra en la figura 10, y que contienen en ambos extremos sitios de

reconocimiento para la enzima de restricción Xhol. Estas amplificaciones se

realizaron con la enzima Expand Long Template (Rache), que tiene la

característica de amplificar fragmentos de gran tamaño mediante PCR.
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- 2352 - - - - - - - - -- ---------- - - - - - - - --- - - - -- - - - - - ------ - - CA AAAAATAAAA CCGCGCAACA GAGAAACCGC AGGGAGGCGG
-2300 GGCTGTGCAG CCAGGCTCAG ACAGGCAGAG GCGCACATGC GCACTGGAGG GGGAGGGGTT GCAGCCCGCA TTGCGCAGGC GCAAGCAGGC
-22 00 TGGGGGAAGG CGGGGCTCTG GGCCACCTTG GAGGAGCTCT GGGAGGAGCT AGAGGCGGGG CCTTGGGGGC GGGGGCTAGG CAGGCCACCT »
- 21 00 CAGAGGAGGC GGGCCTTGGG GGTGGGGACC AGGTAGGCTG GCTCTAAGGC GGGAGGTTGG GCCTGTGGAA GCATGTTCTG GAAAAGCGCG

¡;;.

-2000 CGACAGGCGA GGCGCGCGGC CTCTCTGCAG ATGAGGCAAG GCTAGATGGG CTGAGACTGG CTACAACAGG GCTGCAGAAT GACTGCATGC e
3

-1900 CTCCCCCCGC CCCCCTACCT CCCCAGACCC CTCCCACCAG CTCCCAACCA TCCGTGCAGC AAGAGTGAAT CCCCCACCTC CCACCGTCCC iD·
- 1 800 ATCATCTCCC ACCTCCCATC ATCTCCCACC TCCCATCATC TCCCACCTCC TCGTGCCCAC CCAGAAAACC GGACAGTTTC CACAAACTGT ;j

-1700 TGCTGGACAC CCATTCGTGT CCCCAAGTCC AGTGCACCGT CACCGTCACC ACCACTAGAC AAGGCAGGCC ATTCCGCCAT CTCCAAAATC o-
- 1 600 CAGCACCCCT CCACTCCACT GCCATAAGCA GGAGT TACGT GGGCAGAATG TTTTGGCCTC CCAGGGCTCC ATTTTGTTTA CCACCAGCAC -c

n
-1500 CACCACCATC ATGCAGATAG CCGTCCGACA GGAAAACGGA GCCAGTTTTG TGAACTGTGT TGTCCCCTCA CCAAGGAGAG ATACGTTCTC e
-1400 TCGTCTTCCC AACGCTACTT TCTGTGTCAC TTAAGAGGCT GCAGGTCTTA GCAGTTTGTA GCGCATTTTC TAAATTCACT CTTGTTGCGC Q
- 1 300 TTTTGCGTTT GGTTACTCTC CTGCAGCTTT CCAAATTGAA TACGTGAAAC TTTGGGTATC ACCGTAGTTC GGGCTGGTTT GTGGCGCATG n

iD
-1100 AAGCGCCCCG TTCGCCCCGT TCACAGGTTC GCCTGTTCGC CCGTTTCATT TACGCTGAAG CGCATGAAGC GCCCATTAGT ACAGTGAAGC ~.
- 1 000 GCATGGCGCG CCCATTAGTA CAGCGAAGCG CATTAAGCGC TCATTAGTAC ATGAAGCGCC CATTAGTACA GCGAAGCGCA TGAAGCGCCC e
-900 ATCAGTTCGT AGCGTGTGAA GTGCCTATGA GTATTTTGTA GCGCATGAAG TATTTTGTAG CGCATGAAGC GCCTATGAGT ATTTTGTAGC n

o~
-800 GCATGAAGCG CCTATGAGTA TTTTGTAGCG CATGAAGCGC CTATTAGGAT ATGAAGCGCC CGTTAGTTTA TCACAGCGCA AGACGCGGCC ;j

-700 GTCTGCAGTG CAATCCGTTC GTAGCGCGGC ACTTAAGAGT C.

-600
tIl

-500 e
-400

¡:¡¡
ce

-300 o~

- 200 ;j

- 1 00 '"Oo
3

+ 1 o
101 o-
201 CAGGACACCC TGCAGCCCAC CTTTTGGGCC Q
301 AAGTGGGTCC CTCCCCAGGC TTGACCCCTG GCCTTCTCTT TCTCTCTGCA CCCCCACGGC CCCTCCCTGT CCAGCAGGGC AGGAATTCAG CTCCAGTTTC C.

~401 CATTAAG- - - - -- - - ----- ------ - - - - ---------- ---------- - - - - - - - - - - - - -------- - ----- - - - - - -- - ----- - ---- - ----- '"eo
o

"TI
Figura 5. Secuencia del extremo 5' del gen SGCE. El área sombreada de 310 pb es la secuencia obtenida con el ce.

o oligonucleótido ESGP2.R (ubicado en la posición +137, indicado en negrita). A partir del alineamiento de esta
¡:;.

ro e
secuencia en el programa BLAST, se obtuvo la secuencia NW_000272 con una longitud de 2352 nucléotidos hacia 5' ;j

'" o
U>

del gen de c-SG. Dentro de la secuencia NW_000272 se localizó una r~gión no reportada estimada en 494 bases, tIlro
(Q '"O
e indicada en itálica y subrayada. Para secuenciar esta región se diseñaron los oligonucleótidos cuya secuencia se !C.
a indica en negrita en las posiciones -578 (SeF) y -6 (SeR). Las flechas en la posición +1 y +85 indican los sitios de o

;j

r-.:> inicio de la transcripción y traducción, respectivamente.
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- 2 400
-23 0 0
-22 0 0
- 21 0 0
-2 0 0 0
- 1 90 0
- 1 8 0 0
- 17 0 0
-1600
- 15 0 0
- 140 0
- 13 0 0
- 1 2 00
- 11 0 0
- 1 00 0
-900
-80 0
-70 0
- 60 0
- 500
- 40 0
-300
-20 0
- 1 0 0

+ 1
101
201
301
401

GTGGACAAAA AATAAAACCG CGCAACAGAG AAACCGCAGG GAGGCGGGGC TGTGCAGCCA GGCTCAGACA GGCAGAGGCG CACATGCGCA CTGGAGGCAA
ACCTGAAGG G AGGGGTTGCA GCCCGCATTG CGCAGGCGCA AGCAGGCTGG GGGAAGGCGG GGCTCTGGGC CACCTTGGAG GAGCTCTGGG AGGAGCTGAA
CAGTAAGAGA GGCGGGGCCT TGGGGGCGGG GGCTAGGCAG GCCACCTCAG AGGAGGCGGG CCTTGGGGGT GGGGACCAGG TAGGCTGGCT CTAAGGCGTC
AGCACTTGGG AGGTTGGGCC TGTGGAAGCA TGTTCTGGAA AAGCGCGCGA CAGGCGAGGC GCGCGGCCTC TCTGCAGATG AGGCAAGGCT AGATGGGCGG
GGCAGGTCTG AGACTGGCTA CAACAGGGCT GCAGAATGAC TGCATGCCTC CCCCCGCCCC CCTACCTCCC CAGACCCCTC CCACCAGCTC CCAACCACCA
GATCCCTTCC GTGCAGCAAG AGTGAATCCC CCACCTCCCA CCGTCCCATC ATCTCCCACC TCCCATCATC TCCCACCTCC CATCATCTCC CACCTCCCAC
CTTGGCTTCG TGCCCACCCA GAAAACCGGA CAGTTTCCAC AAACTGTTGC TGGACACCCA TTCGTGTCCC CAAGTCCAGT GCACCGTCAC CGTCACCTCA
ATCAATCACC ACTAGACAAG GCAGGCCATT CCGCCATCTC CAAAATCCAG CACCCCTCCA CTCCACTGCC ATAAGCAGGA GTTACGTGGG CAGAATGTTA
AAACCAATTT TGGCCTCCCA GGGCTCCATT TTGTTTACCA CCAGCACCAC CACCATCATG CAGATAGCCG TCCGACAGGA AAACGGAGCC AGTTTTGACC
CGAAAGGTGA ACTGTGTTGT CCCCTCACCA AGGAGAGATA CGTTCTCTCG TCTTCCCAAC GCTACTTTCT GTGTCACTTA AGAGGCTGCA GGTCTTATGC
CTGTGCCGCA GTTTGTAGCG CATTTTCTAA ATTCACTCTT GTTGCGCTTT TGCGTTTGGT TACTCTCCTG CAGCTTTCCA AATTGAATAC GTGAAACACG
AATCGGTTTT GGGTATCACC GTAGTTCGGG CTGGTTTGTG GCGCATGAAG CGCCCCGTTC GCCCCGTTCA CAGGTTCGCC TGTTCGCCCG TTTCATTTGC
TCGTTCGTAC GCTGAAGCGC ATGAAGCGCC CATTAGTACA GTGAAGCGCA TGGCGCGCCC ATTAGTACAG CGAAGCGCAT TAAGCGCTCA TTAGTACATC
GTAGCACATG AAGCGCCCAT TAGTACAGCG AAGCGCATGA AGCGCCCATC AGTTCGTAGC GTGTGAAGTG CCTATGAGTA TTTTGTAGCG CATGAAGCGC
CTATGAGTAT TTTGTAGCGC ATGAAGCGCC TATGAGTATT TTGTAGCGCA TGAAGCGCCT ATGAGTATTT TGTAGCGCAT GAAGCGCCTA TTAGGATTTT
GTAGCGCATG AAGCGCCCGT TAGTTTATCA CAGCGCAAGA CGCGGCCGTC TGCAGTGCAA TCCGTTCGTA GCGCGGCACT TAAGAGTGCA GAGCCAGTCA
CTTTGCAGCG TATTTGGGGA GCTCATCACA ATTCGGTCAG TAGCTCATGT GCGTCTGCAG CTCATCGCTG TCCGAAGCTC ATGTGTCTCC GCCCATTTCT
GGACGCGAGT CGTGGAAACC GAATTCGCGG ACCCGAAGCC GTGAAGACTT GCTTTCCACG CTCTCGTCTC AGGATCTGGC CACTGAAGGC TTGACAAAAT
TTGCGAGGAG ATATTTTGGG GGGCGCTACT TTTATCTCCC GCAGCTCCCG ATGTAAAACG GGGATTGCGT GTGACCGTTT TCTTGGAGTT AAAAAAAAAA
AAAAATCCTA ACCATACTCA CCACACGAGG ATTCCTCTGC GATGCCACGA AGGATGAGGG GTCCCGCGAC GGCCCGGTCC ACTGGGTGAC CGCGGTCCGG
AGAAGGCTCC GGACCGCAGC CCGCGCAGCA GACCTAGGCG AGGCTCGGTG GACCTTCTCG GTTGGCTGCT CTCCCCAGGT CGTAGTTGGT CAGGATTCTT
CGACACACAC CAACTCAAGT TGGAAACGCG TGTATCGGGA GTCCGGACTG CTTGCCTTAT ATAGAGAGAT CCTAGGAGGG GGGGCGCCAA ATCCCAGCGT
GCTTCGCGAG CAGCGGGGGC GGAGGGGGGC GCGTGGGCGG GCGCCTTGGG GGATGGGGTG GGGGCGCGGC ATGCACTGCT TTGGCCCGCC GCTAGGGGCA
GCATGGGCTC AGGAAGGGGG GGTGCGCGAT GCTGAACTGG CCAAGCTGGG AGGAAAAAAA GAAAGGGAGG GGAGGGGAGG ATCGAGGACG GTTGAGCTTA

P P
GGCAGGCCAA GAATGCTATT ATTCTGGTGG TGGGAGCTGG GAGACCCTTG TGCTTGGACG GGAAAGGGTC GGGGGACACT CAAGATGAGC CCCGCGACCA
CTGGCACATT CTTACTGACA GGTTAGTGGC CTGCGCGCGA CATGGAGGTT CAGGGGCCCA CAGGCCGCCG CCTCACACTC CCCCACTCGG GTTCCGGGGT
ACCAGGGCGT GCCCAAAGGG TGCTAGTCCC GCTCTATGCC CAATGCCTCC CCCTCACAGC ACCCCTCTTT CAGGACACCC TGCAGCCCAC CTTTTGGGCC
AAGTGGGTCC CTCCCCAGGC TTGACCCCTG GCCTTCTCTT TCTCTCTGCA CCCCCACGGC CCCTCCCTGT CCAGCAGGGC AGGAATTCAG CTCCAGTTTC
CATTAAG--- - - - - - - - - - - ------ - - - - ---- - - - - - - -- - - - - - - - - - - - --- - - -- - - -- - - - - - - - --------- ------ - -- - - - --- - - - - -

Figura 6. Secuencia completa del extremo 5' del gen SGCE. A partir de la reacción de secuencia con los
oligonucleótidos SeF y SeR se obtuvo la lectura de 646 bases localizadas entre los nucleótidos -59 a -704 y señaladas
en negrita, que corresponde a la región que no se había reportado. La secuencia subrayada entre las bases -1 y -301
corresponde a la posible región promotora basal, de aproximadamente 301 pb, identificada con el programa
Promoterln spector. Las flechas en la posición +1 y +85 indican los sitios de inicio de la transcripción y traducción
respectivamente .
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Aislamiento y caracterización de la región promotora del sarcoglicano epsilon

A

~
,1' 1; ' ' ; II ! " l! : I : !:' El ! ! 1 ~ t:1 L 'l! ' ; ' HI ','111' ,11H!' ,111111 "'

-2400

B

Figura 7. El promotor de E-SG presenta un alto contenido de dinucleotidos C/G y
tres islas CpG, A). Identificación de los 156 dinucleótidos CG presentes en la secuencia
de 2.4 kb hacia 5' del sitio de inicio de la transcripción. B). Los cuadros dentro de este
panel muestan la localización de las tres islas CpG dentro de la secuencia promotora de
E-SG.

Se realizaron ensayos de ligación de estos fragmentos con los vectores

pGL3-Basic y pGEMT-easy para clonar con los extremos cohesivos del corte con

Xhol , y de manera paralela en el plásmido PCR 2.1-TOPO para clonar los

productos de PCR directamente, sin embargo, los resultados que en la placa eran

positivos, resultaban sin inserto después de la extracción del plásmido, por lo que

se intentaron los mismos ensayos a diferentes temperaturas de crecimiento (37 y

25 OC) Y con diferentes cepas, cómo son DH5a, JM109 Y HB101, que son cepas

con genotipo reca, pues se sugería que el inserto pudiera estar recombinando

con el ADN bacteriano durante el crecimiento en líquido previo a la extracción del

plásmido.

Hasta el momento se han logrado clonar los productos de 226 pb en el

vector de clonación pDrive (Figura 9), para posteriormente subclonarse en el

vector de expresión o bien, subclonar en éste vector (pDrive+226) el gen reportero

de luciferasa.
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Aislamiento y caracterización de la región promotora del sarcoglicano epsilon

A

500 pb

M1 1 2 3 4 5 6 7

B

2kb

1kb

M2 8 9 10 11 12 13 14

~-- --------

Figura 8. Amplificación de los fragmentos escalonados para la construcción de los
vectores de expresión. A) 1-6 Amplificación de los productos de PCR generados con
los oligonucleótidos localizados en las posiciones -23, -126, -212, -346, -534 Y -750
respectivamente; 7: Control negativo. B) 8-14 Amplificación de los productos de PCR
generados con los oligonucleótidos localizados en las posiciones -1056, -1349, -1566, ­
1743, -1977, -2238 Y -2378 respectivamente. M1: Marcador de peso molecular escalera
de 100 pb; M2: Marcador de peso molecular escalera de 1 kb.

A
P 1 2a 2b 5 6a 6b M1

I rJ. -­...-
4 kb

3 kb

2 kb

1.6 kb

B

300 pb

200 pb

100 pb

M2 C+ 1 2a 2b 5 6a 6b C-

Figura 9. Amplificación con el oligonucleótido 2.F a partir de las construcciones
generadas con el vector pDrive y el fragmento de 226 pb. A) Electroforesis en gel de
agarosa (0.7 %) de los plásmidos purificados que contienen el inserto de 226 pb. P:
plásmido sin inserto; 1, 2a, 2b, 5, 6a y 6b: plásmidos con el inserto de 226 pb. B).
Electroforesis en gel de agarosa (2 %) de los productos amplificados con el
oligonucleótido 2.F. C+: control positivo amplificado usando como templado el ADN
purificado de las clonas aisladas en el tamizaje. 1, 2a, 2b, 5, 6a y 6b: amplificaciones
usando como molde los respectivos plásmidos del panel A; C-: control negativo. M1:
Marcador de peso molecular escalera de 1 kb. M2: Marcador de peso molecular escalera
de 100 ob.
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Aislamiento y caracterización de la región promotora del sarcoglicano epsilon

7.3 Análisis de la secuencia con los programas

Promoter Inspector, Mat/nspector y DiAlign

Mediante la utilización del programa Promoterlnspector (Scherf et al., 2000;

www.genomatix.de) se delimitó el promotor basal del gen SGCE, el cual tiene una

longitud de 301 pb (Figura 6). La región promotora localizada con este programa

se encuentra dentro de la región rica en C/G de 646 bases secuenciada

previamente, sin identificarse una caja TATA en la región proximal al sitio de inicio

de la transcripción del gen SGCE. Con la finalidad de identificar sitios consenso de

unión a factores de transcripción se realizó el análisis por computadora de la

secuencia ' de 2.4 kb con el programa Mat/nspector (Quandt et al., 1995;

www.genomatix.de). con él se identificaron de los sitios de reconocimiento a

factores de transcripción encontrándose nueve cajas GC, cuatro sitios potenciales

de reconocimiento para SP1, dos para NF-1, dos para el factor de respuesta a

suero (SRF) y dos cajas GATA entre otros (Figura 10).

7.4 Análisis comparativo de las regiones promotoras de a-SG y E-SG

Mediante el uso del programa DiAlign se intentó identificar sitios consenso

de unión a factores de transcripción en las regiones promotoras de los SG's a y E.

Dentro de la secuencia del promotor muscular del SG-a no se identificaron sitios

consenso de unión a factores de transcripción comunes con el promotor de E-SG

descrito en este trabajo , si bien algunas regiones son similares a nivel de

nucleótidos, como sitios de unión no se identificó alguno presente en ambos

promotores.
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-2 400 GTGGACAAM AATAAAACCG e GGGGC TGTGCAGCCA GGCTCAGACA GGCAGAGGCG CACATGCGCA CTGGAGGCM
GC 50x

- 2 30 0 ACCTGAAGGG AGGGGTTGCA GCCCGCATTG CGCAGGCGCA AGCAGGCTGG GGGAAGGCGG GGC =
GCBo x ce 80x B- HLH GCBox

- 2 20 0 CAGTAAGAGA GGCGGGGCCT TGGGGGCGGG GGCTAGGCAG GCCACCTCAG AGGAGGCGGG CCTTGGGGGT GGGGACCAGG TAGGCTGGCT CTAAGGCGTC
GCB'Ox 5"P1 GC-SOx GCBox

- 2 10 0 AGCACTTGGG AGGTTGGGCC TGTGGAAGCA TGTTCTGG.AA AAGCGCGCGA CAGGCGAGGC GCGCGGCCTC TCTGCA.GATG AGGCAAGGCT AGATGGGCGG
E"2'F HAZ Geaox

-2000 GGCAGGTCTG AGACTGGCTA ~~~ . _~_~ TGCeT e CCCCCGceee ccr xccrccc CAGACCCCTC CCACCAGCTC CCAACCACCA

- 1900 GATeee TTCC GTGCAGCAAG AGTGAATCCC CCACCTCCCA CCGTCCeATC ATCTCCCACC TCCCATCATe r c ccxccrcc CATCATe TCC CACCTCCCAC

- 180 0 CTTGGCTTCG TGCCCACCCA GAAAACCGGA CAGTTTCGAC AAACTGTTGC TGGA,CAl;t;¡;!i1il:m¡m~~~m;g,..GT GCACCGTCAC CCTCAcero.

-1 ' 0 0 ATCAATCACC ACTAGACAAG GCAGGCCATT CCGCCATCTC CAAAATCCAG CACCCCTCCA CTCCACTGCC ATAAGCAGGA GTTACGTGGG CAGAATGTTA

- 1600 AAACCAATTT TGGCCTCCCA GGGCTeCATT TTG TCAT G CAGATAGCCG Te CGACAGGA AAACGGAGCC AGTTTTGACC
NF- 'i GATA

- 150 0 CGAAAGGTGA ACTGTGTTGT ccccrcxccx AGGAGAGATA CGTTCTCTCG TCTT CCCAAC GCTACTT TCT GTGTCACTTA AGAGGCTGCA GGTCTTATGC

-140 0 CTGTGCCGCA GTTTGTAGCG CATTTTCTAA A TTCACTCTT GTTGCGCTTT GCTTTCCA AAT TGAA.TAC GTGAAACACG
PAX2

-1300 AATCGGTTTT GGGTA TCACC GTAGT TCGGG CTGGTTTGTG GCGCATGAAG CGCceeGTTC GCCCCGTTCA CAGGTTCGCC TGTT CGCCCG TTTCATTTGC

- 1200 TCGTTCGTAC GCTGAAGCGe AT GAAGCGCC CATTAGTACA GTGAAGCGCA TGGCGCGCCC ATTAG TACAG CGAAGCGCAT TAA GCGCTCA TTAGTACATC
PAX9

-1100 GTAGCACATG AAGCGCCCAT TAGTACAGCG AAGCGCATGA AGC - GAAGTG CCTATGAGTA 11 TTGTAGCG CATGAAGCGC
PAX9

- 1000 CTATGAGTAT TTTGTAGCGC ATGAAGCGCC TATGAGTATT TTGTAGCGCA TGAAGCGCCT A TGAGTATTT TGTAGCGCAT GAAGCGCCTA TTAGGATTTT
SRF

-900 GTAGCGCATG MGCGCCCGT TAGTT TATCA CAGCGeAAGA CGCGGCCGTC TGCAGTGCAA TeCGTTCGTA GCGCGGCACT TAAGAGTGCA GAGCCAGTCA

PAX'
- 80 0 CTTTGCAGCG TATTTGGGGA GCTCATCACA AT TCGGTCAG TAGCTCATGT ~'Gf-~_ :ct -_~~_- - _~~_'t~ Te CGM GCT C ATGTGTCTCC GCCCATTTCT

- 70 0 GGACGCGAGT CGTGGAAACC GMTTCGCGG ACCCGAAGCC GTGAAGACTT GCTTTCCACG CTeTCGTCTC AGGATCTGGC CACTGAAGGC TTGACAAAAT

- 60 0 TTGCGAGGAG ATATTTTGGG GGGCGCTACT TTTATCTCCC GCAGCTCCCG ATGTAAAACG GGGATTfJ&(r ~:e'rnt =t r.¡AGTT lAAAAAAA.AAA

-500 AAAAATCCTA ACCATACTCA CCACACGAGG ATTCC TCTGC GATGCCACGA AGGATGAGGG GTCCCGCGAC GGCCCGGTCC ACTGGGTGAC CGCGGTCCGG

- 400 AGAAGGCTCC GGACCGCAGC CCGCGCAGCA GACCTAGGCG AGGCTCGGTG GAcc:t!~~d,'.t!fTGGC'í~"(r ' ~ct~-~CCAGGT eGTAGTT GGT CAGGATTCT!
NF- 1 MEF- 3

- 30 0 CGACACACAC CAM:.TCAAGT TGGAAACGCG TGTATCGGGA GTCCGG1\CTG CTTGCCTT AT A TAGAGAGAT CCTAGGAGGG GGGGCGCc:t>.A AT CCCAGcGT
SRF GATA E2F

- 2 0 0 GCT 'I'CGCGAG CAGCGGGGGC GGAGGGGGGC GCGTGGGCGG GCGCCTTGGGGGAT~GGGGCcCGGC ATGC1.tTGéTo~~GCTAGGGGcA
SP1 SP1 GC Box NF- 1

-100 GCATGGGCTC AGGAAGGGGG~GCGAT GCTGAACTGe CCAACCTGGG~ GAAAGGGAGG~GG~ATCGAGGAtG GTTGMeTTA.

QL SP1

~ ~
ti GGCAGGCCAA GAATGCTATT ATTCTGGTGG TGGGAGCTGG GAGACCCTTG TGCTTGGAeG GGAAAGGGIL GGGGGACACI~TIl: _~

100 CTGGCACATT CTTAC TGACA GGTTAGTGGC CTGCGCGCGA CATGGAGGTT CAGGGGCCCA CAGGCCGCCG CCTCACACTC CCCCACTCGG GTTCCGGGGT
E2F AP -2

200 ACCAGGGCGT GCCCMAGGG TGCTAGTeeC GCTCTA TGeC CM TGCCTCC CeeTCACAGC ACCCCTCTTT CAGGACACCC TGCAGCCCAC CTTTTGGGCC

300 AAGTGGGTCC CTCCCCAGGC TT GACCCCTG GCCTT CTCTT TCTCTCTGCA CCCCCACGGC CCCTCCCTGT eCA GCAGGGC AGGAATT CAG CTCeAG TTTC

Figura 10. Análisis de las 2.4 kb analizadas hacia el extremo 5' gen SGCE. Debajo de
la secuencia se indica subrayado el sitio consenso de unión de algunos factores de
transcripción identificados con el programa Matlnspector. La secuencia señalada en negrita
y subrayada indica la localización entre los nucleótidos -301 a -1 del posible promotor basal.
Para realizar las construcciones con deleciones progresivas a partir de esta secuencia, se
diseñaron los oligonucleótidos indicados en las áreas sombreadas siendo el de la posición
+81, señalado con la letra R, el oligonucleótido anti-sentido usado para sintetizar todos los
fragmentos. Las flechas en la posición +1 y +85 indican los sitios de inicio de la
transcripción y traducción respectivamente.
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Alfa 18 484 - - - ~ - - - - - - --- -- . . . _- - - - - - - T.GT G GAAGCA g a g g c ctaaa gaaO
msg e 300 g gcgt éag ca c t t gg gag gt t ggg c 5 T GT G GAAGC A t g t t c tgga a aagc

" ,.. ..
Alfal8 508 gctagt t a c t t a:a g gcc éI.cg t ctQ c a g g aa et at caag c t g g a a c t cc aa

,msge 350g c g e Oa e aoo c o a o gcQc,QC t1Qcc t c - - - - ---- - - - - - - ---- - - --- -
<>

Alfa 18 558 ,'e' ce t"C"t -at o Q a .e t t .á Oc e e e a Qc t a t gt g alJ c t QQaQ éla ag cet et et c c t
msge 376 : . - - - - .~ - - - - -- - -- - . _-- - - - - - - -_._ - - - - - - - - - - - ---- ---- - -
Alfal8 608 t a c et qt c e c c at t tg gc cQ a t a c c c t c t c ggttgt c tcc aQ c c QQa cc t
msge 37 6 -- - - - - - - - . . . _- - - - - -- - - - - - - - - - . - . - - - - - - - . - - - _. - .- - -

Alfa l 8 65B t ce c e t Q QQéI oa tgt tgg t c tgc g g c t cao g c t Qggg <?ac aQa t a c t t c t
mSlJe 376 - -- - - - - -_. - -- - - - - - -- --- - - - - - -- . -. - - - - - - - -._-. - -- - -

Alfa 18 708 u c t t e c t a t t aa QOc a a t t Q t c aacc a gcc t c tac ac t t a c r e c t t u c t a
msge 376 ------ - - . - -- - - - -- - -- - - - - ~ - - - - - -- -- -- - - - - - --- -- - -- -

c acca to a t o

. -- ...." .~ ' ~ ,

" nn,T(-T,r,rr CAAGGG ACA A GGCA GG AGGG
-- - - - - - --- - ---TCTGCA GA T GA GGCAA GG CT AGAT GG

'"'"'" '" '"'"'"'" '" '" '" '" '"'" '" '" '" '" '" '"

tctaQQQat Q tt Qg t g t g t g r c c o c e c c c c
- - - - _.=-~~....: - -. - - - - - - ;,- - - - - - - - - - - -

Figura 11. Análisis comparativo de los elementos reguladores comunes, presentes en
los promotores del gen de a-SG y el gen SGCE, con el programa DiAlign TF. No se
observan similitudes en la estructura del promotor muscular del SG-a y la estructura de la
reqíón promotora del SG-E.
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oa't aagca a g ' oc at a c a t aa
"e a t .e t e e e a e , e t e e e a t e a t

r a a ac c tt' a a
g t Q cc ~ ~ c c c

gt agcca gc t ta ot a o c t t t ;' riaaa aca t a c
c a a a c t c t t c c t u c a c e c c c a tt-- - - - - -

Alf' 1B 14511 g ct ga g 'g g a c tg g a gagat g u c t c e a t uu t taggag tar.g gg t t gCTTT T
m,ye - 668 - - - - - - - - - - - - " - - - '- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - CGT GT

Alf.1B1 50 8 CCTG AAG TCC TGGGTTCTGT CCCCAGCAC C A CA t g g a g ge

m~ge 673:~;;~~~:~.~.~;; ~ ~.~ ~_~ ~ ; ; ~~~"_ ;~ ; ; ~!\;~ : : ' ! ;~ a ~ e aa t e

.:-~ >; : : :- : : : ': : :~ : : :: : : : : : : : :: :: ::: :::
. '''' " '""' "' ..
.. >lo ...

ta e e e ce c t e
accac tag a c

Alfa l B1558 -a a t c t c CQc a a a c tt ot g to a t c c a a t a c c ttc ct cttgt a tg cag aca a
_msge 723 a a g g e a O Q e e a t t e e Oe e a t e t e e a a a a t e e a g e a e e e e t e e a e t e e a e t

QQa a a a coo a

aa atgtac aa a c a c a t e c a t --- -- -- - -­
Q Q Q e a Qa a t a ,t t"a a a a e e a a t ~ t t Q 9 e e t e

, '.- --- - - - -- - - - - ----- _.
a e e e e a a e e e t u a a c t ut e t

Alf' 1B 1648 - - - - -- -- - - - - - - - - - - - - - - -. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
msue 9 23 t g t e c'e e t e a e e a a ti Oa Oa 1J a t a e Ot t e t e t e Qt e t t e e c a a e g e t a e t t

- - - -.- - -- - . -- -- - -- - -- -- - _._--
ac t t ~ ,a g a g gct"ocag g('ct t a tgcctotocc gca g tt tgt a

, "

Alf' 1B 1648 , ~ -- - - -- -- - -- - -- .- - - - - --- - . - - _.
msue 102 3 c c u c at tt t c t a a ,a tt c. a e t c t t g t t QCOc t t t t c c a t t t e gt t a ct c t c

Alf'1B 164 8 "- ,- - -- - -- - - - - - - - - - - -- - - - --
msge 1073 ctgca gcttt cc a a attg a a t a c g t g a a ac a cga a t cggt ttt gggtatc

Figura 11. Continuación.. ..
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8. DISCUSION

En este trabajo se aisló y secuenció la región promotora del gen SGCE de

ratón de aproximadamente 2.4 kb. La secuencia obtenida corresponde al extremo

S' del gen SGCE y muestra una región con un alto contenido de C/G. Cuya

presencia dentro del promotor del SG-E es coherente con el mecanismo de

impronta materna por metilación de dinucleótidos C/G, al que se encuentra sujeto

(Grabowsky et al., 2002). Al comparar las secuencias de ratón y de humano se

observa que esta región se conserva, lo que confirma su posible participación en

el proceso de impronta.

La composición de esta secuencia con un alto contenido de C/G dentro de

la región promotora del SG-E puede ser la causa de que los fragmentos generados

por PCR no hayan podido ser clonados en los diferentes vectores utilizados, ya

que posiblemente adoptaron estructuras secundarias que han dificultado la

clonación con los diferentes plásmidos usados y/o resultaron tóxicos para la célula

y eran eliminados del plásmido.

Dentro de la secuencia de 2.4 kb hacia el extremo 5' del gen SGCE se

localizaron numerosos sitios de reconocimiento a factores generales de

transcripción, sin encontrarse alguna secuencia consenso correspondiente a caja

TATA, esta secuencia es reconocida por la proteína de unión a caja TATA (TBP:

TATA binding protein) , una subunidad del factor de transcripción TFIID que al

interaccionar con diversos componentes de la maquinaria transcripcional participa

en el adecuado ensamble y orientación de ésta. Los promotores sin caja TATA

(TATA-Iess) han sido asociados con genes que se expresan de manera

constitutiva, lo cual corresponde al patrón de expresión observado para E-SG ya

que su expresión es ubicua; En el caso de este tipo de promotores se cree que la

participación de TBP ocurra a través de la interacción directa o indirecta con otras

proteínas de unión secuencia-específica a ADN (Locker, 2001).
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Por otra parte también se localizaron sitios de reconocimiento a factores

generales de transcripción como SP1 y NF1; La familia de factores de

transcripción SP se unen a secuencias de ADN ricas en C/G, cuyos sitios de unión

se encuentran presentes comúnmente en secuencias regulatorias como

promotores, potenciadores e islas CpG. Además de la ausencia de un consenso

para caja TATA, se localizaron nueve sitios consenso para caja GC, a los cuales

se une el factor de transcripción SP1, a lo largo de la secuencia del promotor de E­

SG. En particular SP1 puede activar la transcripción en promotores proximales o a

partir de potenciadores distales (Bouwman y Philipsen, 2002), también se ha

observado que algunos promotores sin caja TATA requieren sitios de unión a SP1

para tener una actividad transcripcional significativa, mediante el reclutamiento de

TFIID vía SP1 (Kollel y Crawford, 2002).

NF1 (Factor Nuclear 1, por sus siglas en inglés) es una familia de cuatro

genes (NF1-A, NF1-B, NF1-C y NF1-X) que codifican para factores que son

necesarios para la replicación viral y se ha observado que regulan positiva o

negativamente la actívidad transcripcional de algunos genes (Chaudhry et al.,

1998). Esto es evidente en la regulación del promotor de a-SG donde los factores

NF1 actúan alternativamente como activadores o como reguladores negativos.

Delgado et al., (2004a) observaron que NF1-C2 y NF1-X2 actúan como

reguladores negativos en mioblastos y como activadores en miotubos, mientras

NF1-A1.1 y NF1-B2 son activadores en ambos estadios de diferenciación, con lo

que se observa claramente la regulación tanto positiva, como negativa a la que se

encuentra sujeto a-SG. Aunque a diferencia de a-SG, E-SG es de expresión

constitutiva, se han observado diferentes niveles de expresión a nivel de mARN en

los diversos tejidos donde se ha estudiado y también se ha localizado la proteína

E-SG en regiones particulares como zonas de sinapsis (Nishiyama et al., 2004) lo

que sugiere una regulación muy fina, donde se puedan combinar la presencia o

interacción de diversos factores de transcripción, tales como SP1 o NF1.
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En la posición -170 a -190 del promotor de E-SG se identificó una secuencia

a la cuál según el análisis con el programa Matfnspector se unirían tanto SP1

como MAZ. Este mismo tipo de elemento regulador se encuentra presente dentro

del promotor del gen NR1 y es responsable de la inducción después de la

diferenciación neuronal (Liu et al., 2004), por lo que se sugiere que existen

mecanismos específicos neuronales que permiten altos niveles de expresión de

ciertos genes a través de factores de transcripción ubicuos y que podría ser el

caso de E-SG (Okamoto et al., 2002). De acuerdo con el patrón de expresión, la

localización y las consecuencias que tienen las mutaciones en el gen SGCE, la

participación de esta proteína en el SNC parece tener un papel muy importante, y

por lo tanto resulta relevante conocer la regulación que ésta secuencia pueda

tener sobre la actividad transcripcional de E-SG. Además los niveles que presenta

E-SG en cerebro en el organismo adulto son varias veces mas altos que los

registrados en músculo (Xiao y LeDoux, 2003).

También se localizaron sitios consenso para SRF, que es un regulador

importante de genes asociados con ciclo celular y diferenciación, como son e-fas,

fosB, junB , egr-1 y -2, genes neuronales como nurr1 y nurr77 y genes musculares

como actinas y miosinas. Mediante la regulación de la expresión de esos genes

SRF controla el crecimiento y diferenciación celular, la transmisión neuronal, así

como el desarrollo y función musculares (Chai y Tarnawski , 2002).

Además se localizaron sitios consenso para E2F, que se encuentra

involucrado en la regulación de ciclo celular en conjunto con otras proteinas y

miembros de la familia KLF (Kruppel-like factor) que participan en diversos

procesos como proliferación y diferenciación celular, regulación de ciclo celular y

apoptosis (Chen et al., 2004).

Se identificaron dentro de esta secuencia algunos sitios de reconocimiento

para WT1, producto del gen de Tumor de Wilms, que es un gen supresor de tumor

y está involucrado con la regulación del desarrollo del sistema urogenital
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(Nakagama et al., 1995). También se identificó un sitio de reconocimiento para

EGR (early growth response) que es una proteína con dominios de dedos de zinc.

WT1 y EGR muestran una alta homología en los dominios con dedos de zinc y se

ha observado, in vitro, el reconocimiento de la secuencia consenso para EGR por

WT1 con alta afinidad (Nakagama et al., 1995), por lo que la funcionalidad que

pudieran tener estos sitios en particular en etapas tempranas del desarrollo puede

ser relevante ya que se han detectado altos niveles de expresión de la proteína E­

SG desde etapas embrionarias tempranas (Ettinger et al., 1997).

Por otra parte, los resultados obtenidos por Xiao y LeDoux (2003) muestran

niveles de expresión del mARN de E-SG es 10 veces más alto en etapas

embrionarias e inmediatas postnatales de rata que lo observado en músculo de

rata adulto.

Estos resultados sugieren una regulación espacio-temporal muy fina, en la

que pudieran tener funcionalidad algunos de los elementos reguladores aquí

descritos. Es por ello que la realización de los ensayos funcionales con la

secuencia hacia 5' del gen SGCE ayudará a identificar los sitios de reconocimiento

que tengan una importancia relevante en la regulación transcripcional de este gen.

Por el momento los sitios consenso identificados para factores generales de

transcripción concuerdan con los patrones de expresión observados para este

gen.

No se identificaron posible sitios consenso comunes entre las secuencias

promotoras de los SG's a y E; Mientras a-SG tiene 2 cajas E (Delgado et al.,

2004b), que son sitios de reconocimiento para el factor de transcripción MyoD, que

es un factor de transcripción que compromete a las células al linaje muscular, E­

SG, en contraste, no muestra algún sitio de unión probable para factores de

transcripción que determinen algún compromiso sobre un linaje celular en

particular dentro de la región promotora descrita en este trabajo.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos a partir de este trabajo muestran información

sobre la composición a nivel de nucleótidos de la posible región promotora del gen

SGCE, la cual está caracterizada por un alto contenido de C/G y que corresponde

al tipo de secuencias promotoras que están sujetas al proceso de impronta por

metilación de islas CpG y que es diferente a la estructura observada en el

promotor muscular de a-SG .

La identificación de sitios de reconocimiento para factores de restricción, las

cajas GC, sitios para SP1, dos para NF-1, dos para SRF y dos cajas GATA, entre

otros corresponden también al tipo de promotor que tienen los genes de expresión

constitutiva, como es el caso de e-SG, no obstante, la expresión diferencial que se

ha observado en diversos tejidos para esta proteina nos hace suponer que la

expresión de e-SG esté regulada de una manera muy fina con respecto al estadio

de diferenciación y al tipo celular, en los que posiblemente participen algunos

sitios consenso para factores de transcripción identificados dentro de este

promotor.

Por otra parte no se encontró ninguna similitud en cuanto a la presencia de

factores de transcripción en la región promotora muscular de a-SG y el promotor

del e-SG, lo que a su vez nos hace suponer que la regulación transcripcional a la

que se encuentran sujetos estos genes debe ser diferente para cada uno de ellos,

que es elocuente de acuerdo al patrón de expresión descrito para cada proteína.
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