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Resumen

El sarcoglicano epsilon es una proteina de expresion ubicua constituyente del
complejo sarcoglicano-sarcospan. Se han identificado diversas mutaciones en el
gen del sarcoglicano epsilon que causan distonia mioclénica, un desorden del
sistema nervioso central. El patron de expresion de epsilon sarcoglicano difiere de
acuerdo al tipo de tejido y al estadio de diferenciacion, ademas de estar sujeto al
mecanismo de impronta como mecanismo de regulacién transcripcional. En este
trabajo se cloné y secuencié la regién promotora del gen del sarcoglicano epsilon
de ratén. Dentro de la secuencia obtenidé; se logré identificar una regidén 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 transcripcion del
gen del sarcoglicano epsilon. Mediante el uso del programa Matinspector se
identifico una posible regiéon promotora de 301 bases que coincide con Ia
ubicaciéon de la region rica en C/G, dentro de la cual se han localizado multiples
elementos de reconocimiento a factores de transcripcién tales como SP1, NF1 y
MAZ los cuales tienen una actividad reguladora relevante en otros promotores.
Ademas se identificaron 156 dinucledtidos C/G, los cuales en su conjunto
constituyen tres islas CpG que se encuentran contenidas dentro de la region
promotora del gen de epsilon sarcoglicano. Finalmente, no se identificaron sitios
de reconocimiento para factores de ftrascripcion comunes en las regiones

promotoras de los sarcoglicanos alfa y epsilon.
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1. INTRODUCCION

1.1 Complejo Distrofina-Glicoproteinas

El compiejo distrofina-glicoproteinas (DGC, por sus siglas en inglés) esta
constituido por proteinas integrales de membrana y periféricas, que establecen
una unién entre el citoesqueleto y la matriz extracelular (Ibraghimov-Beskrovnaya
et al., 1992; Crosbie et al.,, 1999) (Figura 1). Por su ubicacién, el DGC puede
subdividirse en tres conjuntos: los componentes intracelulares integrados por las
sintrofinas a, -1, B-2, y-1y y-2, la distrofina, o y p-distrobrevina; los componentes
transmembranales entre los que se encuentran el distroglicano (DG) - y el
complejo sarcoglicano-sarcospan (SG-SPN); y finalmente la regién extracelular,
donde se encuentra el DG-o (Campbell, 1995; Blake et al., 2002). EI complejo DG
es esencial dentro de este grupo de proteinas, el DG-a se une a la matriz
extracelular a través de laminina-a2 y establece interaccién con el citoesqueleto
por medio del DG-B. El extremo carboxilo_ terminal del DG-B se encuentra unido al
dominio carboxilo terminal, rico en cisteina, de la distrofina y esta a su vez
interactia con los filamentos de actina a través de su dominio amino terminal
(Blake et al., 2002). La interaccion de los componentes del DGC es importante
para el establecimiento de un puente de interaccion entre la matriz extracelular y el
citoesqueleto, asi como para la transduccién bioguimica y mecanica de sefales.
(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 cardiomiopatia dilatada

(Lapidos et al., 2004).

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

funciones del DGC en miusculo, la expresion de la mayoria de los componentes
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del DGC no esta restringida a este tipo de tejido, ya que se ha observado la
expresion de algunas proteinas del DGC en tejidos no musculares. Asi ocurre en
el sistema nervioso central (SNC) donde se ha observado la expresion de la
distrofina y los DGs, entre otras (Imamura et al.,, 2000; Moukhles y Carbonetto,
2001; Lévi, et al., 2002). La funcion 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).

Ltaminina-o.2

Complejo sarcoglicano- Matriz
sarcospan
P camplejo extracejular
distroglicano
Membrana
aoocnbatasatntoseid | ciopldsmica
Sintrofinas
Citoplasma

al M g
iV N

=
Distrobrevina

Distrofina

NH,- &% Filamentos

> deactina

Figura 1. Complejo Distrofina-Glicoproteinas (DGC). Representacion de los componentes
del complejo distrofina glicoproteinas, entre los que se distinguen los componentes
extracelulares como el DG-a; los componentes transmembranales como son el complejo SG-
SPN, compuesto por las cuatro subunidades de los SG's o, 8, v, y § ademas de SPN, y DG-§;
y los componentes intracelulares como son distrofina, distrobrevina y «-1 y B-1 sintrofinas,
ademas de la nNOS, proteina asociada al DGC (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 famila de proteinas denominadas
sarcoglicanos (SG’s), a las cuales se asocia la proteina sarcospan (SPN). El
complejo SG-SPN expresado en la membrana muscular se ha descrito como un
complejo tetramérico (sin considerar al SPN), el cual esta constituido por los SG's
o, B, v, Yy 6 con masas moleculares de 50, 43, 35 y 35 kDa respectivamente (Hack,
et al.,, 2000). Los genes de los SG's «, B, v, y 8 se localizan en los loci 1721,
4912, 13912 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
descubrié un homoélogo del SG-a. que fue designado como SG-g, de 45 kDa, cuyo
gen se localiza en el locus 7921 (Ettinger et aI.,' 1997, McNally et al.,, 1998).
Wheeler et al. (2002) han descrito la presencia de un sexto SG denominado SG-¢,
de aproximadamente 40 kDa, cuyo gen se encuentra localizado en el locus 8p22

humano.

2¢ 2F MD Laminina-a2

LeMD e (13 (5@ (Ta)

Katriz
extracetular
Membrana

cltopldsmica

Citoplasma

4

NH _a;- Distrofina

Figura 2. Complejo Sarcoglicano-Sarcospan. Representacion de los seis SG's y
SPN, sefalandose el tipo de distrofia muscular de cinturas (LGMD2 C-F) que causa la
deficiencia de a, B, yy & -SG’s y Distonia Mioclénica (MD) (DYT11) en el caso de -SG.
El peso en kDa de cada uno de los SG's y SPN se sefiala con los nimeros debajo de
cada proteina. (Modificado de: Cohn y Campbell, 2000)
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Sarcospén, por otra parte, es una proteina de 25 kDa con cuatro dominios
transmembranales; cuyos extremos amino y carboxilo se ubican en la regidn
citoplasmica y forma parte de la familia de proteinas tetraspan (Crosbie et al.,
1997; Lebakken et al.,, 2000). Se asocia bioquimicamente a los SG's, y la
deficiencia de alguno de éstos causa una disminucion secundaria de SPN. El gen

de esta proteina se encuentra en el locus 12p11.2 (Rando, 2001).

Con base en su localizacion subcelular, los SG’s o y £ se clasifican como
proteinas transmembranales tipo | (con el extremo amino terminal localizado en la
region extracelular), mientras que los SG's B, v, 8 y £ se clasifican como proteinas
transmembranales tipo Il (el extremo amino terminal se encuentra en la regién
intracelular) (Hack, et al., 2000). Es notable la alta homologia entre los SG's a y
€ (62%), vy 6 (69%) (Hack, et al., 2000); asi como de los SG’'s y y & con el SG-{
(74%) (Wheeler et al., 2002), en tanto que el SG-B guarda una baja homologia con
estos ultimos (Hack, et al., 2000; Wheeler et al., 2002).

Se ha descrito la existencia de mutaciones en los genes de los SG's o, B, y
y & que 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 sarcoglicanopatias (Hack et al., 2000). Por otra
parte, no se ha relacionado algin tipo de distrofia con mutaciones en el gen de
SPN (Cohn y Campbell, 2000) 6 SG-¢ (Hack et al., 2000), mientras que en los
modelos animales deficientes de y y § SG's la expresion del SG-¢ se reduce,
observandose mayor decremento de esta proteina en el modelo deficiente del SG-
& (Wheeler et al., 2002), sin embargo, hasta la fecha, no se ha relacionado

ninguna mutacion en este gen directamente con algun tipo de distrofia.

La principal funcién adjudicada al complejo SG-SPN es la de estabilizar al
DGC, particularmente en la interaccién entre distrofina y $-DG, durante el proceso
de contraccién de la fibra muscular (Yoshida et al., 2000). Por otra parte, se cree

que el complejo SG-SPN puede funcionar como receptor para algun ligando
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extracelular a través de los SG’s 3, yy 8, mientras que SG-a podria actuar como
un efector secundario, en la posible participacion del complejo SG-SPN en algun

proceso de transduccién de sefiales (Chan et al., 1998).

1.3 Expresion del complejo SG-SPN

Los componentes del complejo SG-SPN se expresan diferencialmente en
un patron espacio-temporal definido para cada uno de ellos. El SG-a se expresa
exclusivamente en musculo estriado (Roberds et al., 1993), mientras que la
expresion del SG-y ademas de musculo estriado se ha observado tambien en
musculo liso (Barresi et al., 2002). Por otra parte, los SG's  y & ademas de
observarse en musculo, se expresan en bajos niveles en tejidos no musculares,
tales como endotelio, cerebro, y retina entre otros (Ramirez et al., 2004; Imamura
et al.,, 2000; Estrada-Mena, com. pers.). De manera interesante la expresion del
SG-¢ se ha observado en todos los tejidos en los que se ha estudiado, por lo que
se considera de expresion ubicua (Eftinger et al, 1997; McNally et al., 1998;
Ramirez et al., 2004).

De acuerdo con estos patrones de expresion para cada una de las
subunidades del complejo SG-SPN, se ha descrito la formacién de dos complejos
coexistentes en musculo estriado, uno constituido por los SG's«, B, yy 6y otro
formado por los SG's ¢, B, v y & (Straub et al., 1999; Liu y Engvall, 1999; Cohn y
Campbell, 2000). Mientras que en musculo liso las subunidades que forman el
complejo son los SG’ ¢, B, vy y & (Barresi et al.,, 2002). No obstante, Wheeler y
McNally (2003) proponen que sea el SG-¢ y no y-SG el que esté presente en
musculo liso, argumentando que ambas proteinas puedan ser reconocidas por los
mismos anticuerpos. Sin embargo, en nuestro laboratorio, la deteccion a nivel de
transcrito del SG-{ solo se ha logrado a través de RT-PCR anidado en diversos
tejidos, en tanto que la expresién de y-SG en musculo liso vascular se detecta

mediante RT-PCR convencional (Ramirez et al., 2004).
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Una vez que son sintetizados en el reticulo endoplasmico, los diferentes
componentes del complejo SG-SPN se asocian en un orden establecido; B-SG se
asocia con 8-SG, una vez formado este heterodimero se asocia y-SG, formando el
heterotrimero B-6-y, al cual se une rapidamente o-SG (Noguchi, et al., 2001; Shi et
al., 2004). La formacién del heterodimero B-8 es necesario para el correcto
ensamble y localizacién en la membrana del complejo SG-SPN (Shi et al., 2004).
De hecho, mediante analisis de inmunofluorescencia en biopsias de pacientes con
alguna sarcoglicanopatia, se ha observado que las mutaciones en alguno de los
SG’s no sblo disminuye la expresion del SG directamente afectado, sino que
ademas causa deficiencia en el sarcolema de los otros SG’s del complejo, sobre
todo cuando se trata de mutaciones en los genes de p 68 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 estequiometria del
complejo SG-SPN es similar a lo que se ha observado con otros complejos

proteinicos de la membrana celular como receptores heteroméricos.

Las mutaciones en los SG's B, 3, y v causan distrofia muscular asociada
con cardiomiopatia, lo cual se ha observado tanto en pacientes como en ratones
nulos para estos genes (Lapidos et al., 2004). Dentro de los modelos animales
desarroliados para este grupo de proteinas existe el ratén deficiente para el SG-q,
este ratdon desarrolla distrofia muscular pero no cardiomiopatia, por lo que es
posible que los altos niveles de expresién de £-SG en tejido cardiaco compensen
la deficiencia de a-SG, dada la homologia observada entre ambas proteinas
(Lapidos et al., 2004), hecho que si se ha observado en musculo esquelético

mediante la sobre-expresion del SG-¢ (Imamura et al., 2005).
1.4 Regulacién transcripcional de los sarcoglicanos

Durante el desarrollo, la expresiéon de los sarcoglicanos sigue una

progresion definida. Los SG’s B y & 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 ultimo, 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 &-SG en el dia
catorce de desarrollo en embriones de ratén. También se ha analizado la
expresion de los SG’'s en células C2/4 durante su diferenciacion y se ha
observado que la expresibn de o- y y-SG's aumenta 20 y 56 veces,
respectivamente, en miotubos con respecto a la expresibn observada en
mioblastos. De manera interesante la expresion de los SG’s B y § se mantiene sin
cambio en ambos estadios de diferenciacion (Noguchi et al.,, 1999). Estos cambios
en la expresion a nivel de proteina correlacionan con lo observado por
Wakabayashi et al., (2001) quienes mediante la caracterizacién parcial de los
promotores de las subunidades del complejo SG-SPN en la misma linea celular,
demostraron que hay un incremento en la transcripcién de los SG's a vy ¥y
relacionado con la diferenciacion celular, mientras que la expresién de un gen
reportero bajo el control de los promotores de los SG's B y 8 se mantuvo sin
cambio a través del proceso de diferenciacién. Estos resultados hacen evidente
una regulacion transcripcional especifica para cada una de las subunidades del
complejo SG-SPN.

En cuanto a la regulacién de los promotores, Wakabayashi et al., (2001)
detectaron en el promotor de y-SG una secuencia rica en A/T y una caja E, que es
sitio consenso para los factores de transcripcién de la familia bHLH. Estas dos
secuencias en conjunto constituyen un potenciador que controla la expresion de y-
SG en presencia del factor de transcripcion MyoD. También se localizaron dos
promotores para a-SG, uno de ellos localizado al extremo 5' del primer exén y el
segundo dentro del primer intrén, de los cuales éste Ultimo demostré tener una
mayor actividad asociada a la diferenciacion de las células C2/4 (Wakabayashi et
al., 2001).
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Por otra parte, se ha observado que la sobre-expresién de y-SG causa
también un fenotipo distréfico, semejante al fenotipo distréfico del modelo
deficiente para esta proteina (Zhu et al., 2001), lo que sugiere fuertemente que los
genes de los SG’s se encuentren sujetos a una regulaciéon tanto negativa como
positiva muy fina. Lo anterior se confirma en el caso del promotor localizado en el
primer intrébn de o-SG que es regulado por los factores de transcripcién de la
familia NF1, los cuales actuan alternativamente como activadores o reguladores
negativos. En mioblastos NFI-A1.1 y NFI-B2 son activadores, mientras que NFI-C2
y NFI-X2 son reguladores negativos (Delgado et al., 2004a). En tanto que en
miotubos todos actian como activadores, mostrando que la regulacién de a-SG
depende del estadio de diferenciacion. A partir de este mismo analisis, se tiene
conocimiento de la presencia de dos cajas E dentro de la regién promotora de o-
SG, una de las cuales muestra alta afinidad por MyoD en ensayos in vitro
(Delgado et al., 2004b) de manera semejante a otros promotores especificos de

musculo.

1.5 El Sarcoglicano Epsilon

El gen del SG-¢ (SGCE) se encuentra localizado en el locus humano 7922,
abarca 71 kb en las que se encuentran contenidos 12 exones. La alta homologia
entre o y £ SG’s es indicativa de un posibie evento de duplicacion de genes, ya
que presentan un 47% de homologia a nivel de nucleétidos (43% de identidad) y
un 62% a nivel de residuos de aminoacidos (aa). Ademas las fronteras intrén-exén
de ambos genes son idénticas (Straub et al., 1999), sin embargo, &-SG tiene
regiones intrénicas mas grandes con respecto a las que se observan en a-SG
(McNally et al., 1998; Hack et al., 2000). En el raton, el gen SGCE se localiza en el
cromosoma 6, adyacente al gen PEG10 (Pafernally Expressed Gene 10), que se
encuentra orientado en direccién opuesta. Ambos estan incluidos dentro de un
agrupamiento de varios genes que estan 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 regulacion
epigenética conocido como impronta, que consiste en silenciamiento de la
expresion de unc de los alelos parentales. En el caso del gen SGCE se ha
descrito que el mecanismo de impronta del aleio materno es por metilacién de
islas CpG localizadas en el extremo 5 del gen SGCE (Piras et al, 2000;
Grabowsky et al., 2002). Recientemente, se describié que algunas mutaciones en
el gen SGCE causan Distonia Mioclonica (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 acompafa

por contracciones mioclénicas (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 exén 10, ya
que sufre un proceso de empalme alternativo, éste Ultimo es expresado en mayor
proporcién que el mMARN que contiene la totalidad de la regién 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 (musculo esquelético, liso y cardiaco)
como no musculares (pulmén, pancreas, placenta, cerebro, corazén y en menor
proporcidn en higado y rinén) (Ettinger et al., 1997; McNally, et al., 1998). El
MARN de &-SG muestra amplia expresion en diferentes regiones del cerebro,
como el I6bulo temporal, I6bulo frontal, I6bulo occipital, médula, corteza cerebral,
putamen, la médula espinal y el cerebelo (Zimprich et al., 2001; Xiao y LeDoux,
2003).

La proteina de £-SG tiene una secuencia sefial de 22 aa, seguida por el
dominio extracelular de 262 aa que tiene un sitio de glicosilacién que también esta
presente en a-SG, el dominio transmembranal de 23 aa y el dominio intracelular

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

surge a partir de la inclusion del exén 10 (McNally et al., 1998).

La expresion de ¢-SG ha sido detectada desde etapas tempranas del
desarrollo en mioblastos, branquias alrededor del musculo liso en pulmén y en el
endotelio vascular de embriones de ratdn, mientras que en estas etapas no se ha
detectado la expresion de a y p SG’s, lo cual indica que la expresiéon de &-SG
antecede a la de esos otros SG’s. Posteriormente los niveles de &-SG se vuelven
altos en musculo liso y endotelio vascular, pero decaen en tejido cardiaco y
esquelético, sin observarse cambios post-natales en el patron de expresion
(Straub et al., 1999). Es interesante que ¢-SG sea expresado en bajos niveles en
musculo esquelético, ya que una posible sobre-regulacién de &-SG podria

considerarse como alternativa en el tratamiento de las sarcoglicanopatias.

También es relevante el patrén de expresion de e-SG, principaimente en
sistema nervioso, donde ha sido co-localizado 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
muUsculo esquelético, sélo que en el nervio periférico no se asocian o 6 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 ultimos afios,
pero aun se desconocen detalladamente los mecanismos que regulan la expresién
de los componentes de este complejo y que resultan de suma importancia no solo
para conocer con mayor detalle estas proteinas y sus genes, sino para el
desarrollo de posibles terapias basadas en la sobre-expresion de genes
homélogos, tal como se ha planteado en el caso de la distrofina y su homélogo

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

Uno de los abordajes de este tipo de estudios es la caracterizacion de las
regiones promotoras, ya que en ellas recae uno de los puntos de regulacion mas
importantes de la expresion génica. En particular la caracterizacion del promotor
de £-SG, resulta especialmente importante ya que ofrecera informacién acerca de
la regulacién a la que se encuentra sujeto tanto en los tejidos musculares como no
musculares, recordando que es muy posible que la sobre-expresion de £-SG
compense la deficiencia de a-SG en pacientes con sarcoglicanopatias. Ademas de
la evidente importancia de la regulacién del SG-¢ en el SNC, manifiesta por su

relacion con el desarrollo de distonia mioclénica.
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3. HIPOTESIS
La expresion tejido especifica descrita para a-SG frente a la expresion
ubicua observada de ¢-SG, debe ser resuitado de una diferente estructura y

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

codifican para estas proteinas.

4. OBJETIVOS

Objetivo general:

e Aislar y caracterizar la region promotora del gen SGCE

Objetivos particulares:

e Aislar la regidén promotora del gen SGCE mediante el tamizaje de una

genoteca de ratén.
e Secuenciar la regién promotora aislada.

e Analizar in silico los elementos reguladores presentes en la secuencia

promotora aislada.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para aislar y caracterizar la region promotora del gen SGCE se realizo el
tamizaje de una genoteca de ratén con una sonda marcada radioactivamente. Ya
con la identificacion de las clonas candidatas para la regién promotora de ¢-SG, se
realizaron varios tamizajes para obtener clonas aisladas y extraer ADN de las

mismas.

Una vez que se aislo la regiéon candidata, fue secuenciada y se disefiaron
oligonucleétidos dentro la region promotora para generar los fragmentos con
deleciones progresivas, para ser clonados en el plasmido pDrive (Qiagen),
ademas se realizaron diversos analisis de la secuencia para localizar la posible
regién promotora e identificar sitios de reconocimiento a factores de transcripcién,

dentro de la region hacia &' del gen SGCE.
6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Tamizaje de una genoteca

Para aislar las regiones candidatas se realizé el tamizaje de una genoteca
de raton (EMBL3 SP6/T7 Clontech) mediante hibridacion con una sonda de ADN
de 80 bases, disefiada y sintetizada in vitro a partir de la secuencia
correspondiente al extremo 5’ del primer exén del gen SGCE de ratén: 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 pl de la bacteria E. coli (K802) a
una D.O.g0= 0.5 con la cantidad necesaria del fago recombinante, calculada a
partir de la titulaciéon de la genoteca, y se plaqued en cajas Petri con 3 ml de agar
suave, distribuyéndose uniformemente sobre la superficie de la caja, dejandose

incubar a confluencia toda la noche a 37° C.
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Posteriormente, se llevdé a cabo ta transferencia a las membranas de
nitrocelulosa (Millipore), colocandolas 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 orientaciéon para poder
compararlas e identificar de manera certera las clonas positivas. Posteriormente,
las membranas se sumergieron en solucién desnaturalizante (NaOH 0.5 M; NaCl
1.5 M) por 5 min con agitacién, y enseguida se bafnaron en solucién neutralizante
(Tris HCI 1 M pH 8.0; NaCl 1.5 M) por 2 min agitando ocasionalmente. Las
membranas se dejaron secar sobre papel fitro y una vez que estaban
completamente secas se fijé el ADN con luz ultravioleta a 1200 J por 1 min,

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

La hibridacién de las membranas se realizé6 con la sonda Epsilon5.F
marcada con y*?P de la siguiente manera: Se pre-hibridd en solucién de
hibridacion (EDTA 2m M, NaCi 0.9 M, dextran sulfato 0.1 mM, polivinil pirrolidona
20 pM, ficoll 2 uM, Na;HPO4 9.3 mM, NaH;PO4H,O 15.5 mM, formamida 40%,
SDS 1%) en presencia de ADN de esperma de salmén (50 pg/ul), por al menos 2
h a 42° C con agitaciéon. Posteriormente, se agreg6 la sonda marcada (25 ng)
dejando hibridar las membranas toda la noche en la solucién de hibridacion a la

misma temperatura en agitacion.
6.2 Marcaje de la sonda

El marcaje de la sonda se realizo con y*2P bajo las condiciones de reaccion
que a continuacién se describen: Se preparé una mezcla de 5 pmol de la sonda
Epsilon5.F, 10 U de enzima T4 cinasa y 50 uCi de dATP en un volumen final de
25 ul y se incubd por 10 min a 37°C. Posteriormente, se llevé a 65°C por 10 min

para inactivar la cinasa.

Después de la hibridacién durante toda la noche, las membranas se lavaron
con SSC (NaCl 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 pelicula plastica, posteriormente se
colocaron dentro del casete con una pelicula autorradiografica, dejandose exponer
a —70°C, por 4 h. Una vez revelada la placa autorradiografica se identificaron las
clonas que dieron sefal positiva en la membrana original y el duplicado. Las
clonas seleccionadas se amplificaron y posteriormente se realizaron, tamizajes
subsecuentes, corroborando asi 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 extraccién de ADN.

6.3 Extraccion de ADN

A partir de las clonas aisladas se infectd un cultivo de E. coli. de la cepa
K802 y se crecieron a confluencia tal como se hizo para el tamizaje.
Posteriormente, se aisio el ADN con el Lambda Midi Kit (Qiagen) de acuerdo con
las indicaciones del producto. EI ADN aislado fue analizado mediante PCR con los
oligonucledtidos ESGP1.F: 5'-CTT GTG CTT 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 reaccién se llevo a cabo bajo las siguientes condiciones de
amplificacion: 94°C 5 min y 94°C 30 seg, 62°C 30 seg, 72°C 30 seg, durante 30

ciclos.

6.4 Secuenciacion

La secuencia de la region candidata se obtuvo mediante secuenciacion
automatizada. La reaccion de secuenciacion se llevd a acabo con los kits de
secuenciacion Big Dye y Dicloro-rodamina (Applied Biosystems) en una reaccion
de 20 ul con los oligonucledtidos: 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
condiciones: 94°C 5 min, y 94°C 5 seg, 50°C 10 seg y 62°C 4 min durante 25

ciclos.

Flores Segura 20



Aislamiento y caracterizacién de la regién promotora del sarcoglicano epsilon

6.5 Disero de los oligonucleétidos

A partir de la secuencia de aproximadamente 2.4 kb, correspondiente al
extremo 5 del gen SGCE, se disefiaron con el uso del programa OLIGO, 14
oligonucledtidos 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 oligonucleétidos se les integré un
sitio de reconocimiento para la enzima de restriccién Xhol, como herramienta para

su subclonacioén.

Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados para generar los fragmentos con
deleciones progresivas a partir del promotor del gen SGCE.

StR 81 | gcgcCTCGAGtggtcgecggggetecatetty | ———o- —
1.F - 23 | gcgcCTCGAGaggatcgaggacggttgagce 123 pb
1.5F - 80 | gcgcCTCGAGggtgcgecgatgectgaactygg 180 pb
2.F - 126 | gcgcCTCGAGactgctttggececcgecgcta 226 pb
2.5F -212 | gcgceCTCGAGaaatcccagegtgcttegeg 312 pb
3.F - 336 | gcgcCTCGAGttctecggttggetgetetec 446 pb
4.F - 534 | gcgcCTCGAGgcgtgtgacegttttettygg 634 pb
5F - 750 | gcgcCTCGAGgcgtctgcagctcategetg 850 pb
6.F - 1056 | gcgcCTCGAGeccatcagttegtagegtgt 1156 pb
7.F - 1349 | gcgcCTCGAGgcgtttggttactctectge 1449 pb
8.F - 1566 | gcgcCTCGAGt taccaccagcaccaccace 1666 pb
9.F -1743 | gcgcCTCGAGccattegtgtceecaagtec 1843 pb
10.F -1977 | gcgcCTCGAGcagggctgcagaatgactgce 2077 pb
11.F - 2238 | gcgcCTCGAGct ctgggccaccttggagga 2338 pb
12.F - 2378 | gcgcCTCGAGcaacagagaaaccgcaggga 2478 pb

* El sitio de restriccion para la enzima Xhol se indica en mayusculas.
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6.6 Amplificacién de los fragmentos escalonados por PCR

Los productos de PCR de 123 a 850 pb fueron generados con los
oligonucleétidos 1.F a 5.F en una reaccion de PCR con la enzima Expand Long
Template (Roche) bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 94°C
por 5 min; desnaturalizacién a 94°C por 30 seg, alineamiento a 65°C durante 30
seg y extension a 72°C por un min, durante 32 ciclos, y siete min de extensién final
a 72°C. Estas amplificaciones fueron visualizadas por electroforesis en geles de
agarosa al 2%. Los fragmentos restantes, generados con los oligonucleétidos 6.F
a 12.F, se amplificaron con la misma enzima bajo las condiciones de reaccion que
se describen a continuacién: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min;
desnaturalizacion a 94°C por 30 seg, alineamiento a 65°C durante 30 seg y
extension a 72°C por tres min, también durante 32 ciclos y siete min de extensién
final a 72°C. Los fragmentos generados con estas condiciones, de 1156 a 2478
pb, se visualizaron por electroforesis en geles de agarosa al 0.8%. Las
amplificaciones por PCR fueron realizadas en un termociclador TGradient

(Biometra).
6.7 Obtencion 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
continuacién: primero se inoculé con una colonia medio LB (3 ml) sin ampicilina,
dejandose crecer a 37°C y 180 rpm durante toda la noche, posteriormente se
agregaron 200 pl de este cuitivo en 20 ml de medio LB sin ampicilina, hasta
alcanzar una D.O.g30= 0.4 - 0.6, una vez que el cultivo llegd esa densidad o6ptica,
se colocaron en tubos de 50 ml y fueron centrifugados a 8000 rpm, durante cinco

"min a 4°C, se desechd el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 10 ml de la
solucion TBF1 (RbCl 100 mM, MnCl,-4H,O 50 mM, acetato de potasio 30 mM,
CaCly-2H,0, glicerol 15%), dejandose incubar por 20 min en hielo. A continuacion

se centrifugé nuevamente a 8000 rpm, durante cinco min a 4°C, se desechoé el
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sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 2 ml de la solucién TBF2 (MOPS 10
mM, RbCl 10 mM, CaCl>-2H,O 10 mM, glicerol 15%), dejandose incubar por 20
min en hielo. Las células competentes se colocaron en alicuotas de 200 pl en

tubos eppendorf de 0.6 mL y se conservaron a -70°C.
6.8 Generacion de los extremos cohesivos

Los productos de PCR utilizados para clonarse mediante ligaciéon con los
extremos cohesivos generados por la enzima Xhol, fueron purificados a partir de la
reaccion de PCR y posteriormente cortados con ésta enzima, bajo las siguientes
condiciones de reaccién: 500 ng de inserto, 1 U de enzima Xhol (New England
Biolabs) y 1x de amortiguador NEB2, en un volumen total de 50 ul. Incubandose a

37°C 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
protocolo de poli-adenilacién descrito en el manual del vector pGEM-T easy, ya

que la enzima Expand Long Template no tiene actividad de adenil-transferasa.
6.9 Ligacion y transformacion

Una vez generados los fragmentos, se realizé una reaccioén de ligacioén con
los diferentes vectores con la enzima T4 DNA ligasa, en presencia de 50 ng de
vector y en una relaciéon molar vector:inserto 1:3 con un volumen final de 10 pl. 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
plasmidos pGEMT-easy (Promega) (Figura 3A) y PCR 2.1-TOPO (Invitrogen)

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

La transformacion de las células competentes de diferentes cepas (DHbq,

JM109 y HB101) se realizdé de la siguiente manera: la reaccién de ligacion se
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colocé en un tubo de 1.5 ml y se le agregaron 50 ul de células competentes
incubandose por 2 min en hielo. Posteriormente, se dio un chogue térmico a 42°C
por 45 seg, incubandose nuevamente por 2 min en hielo. Después de este tiempo
se agregaron 900 pl de medio SOC a temperatura ambiente y se incubd en
agitacién (180 rpm) durante 90 min. Se plaquearon dos cajas de Petri (Agar LB
con ampicilina [100 pg/ml]) con 100 pl de la reaccién de transformacién dejandose
crecer a 37°C toda la noche. En el caso del vector pGL3-Basic, las clonas
observadas en las cajas fueron probadas por PCR usando los mismos
oligonucleétidos que se usaron para generar los fragmentos, mientras que en el
caso de las clonas observadas en la transformacion con los vectores pDrive, PCR
2.1-TOPO y pGEMT-easy se discriminé mediante la aplicacién de X-gal, reactivo
con el cual, si las bacterias contienen un plasmido con inserto son blancas,

mientras que si poseen un plasmido sin inserto se tornan de color azul.
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Figura 3. Mapas de los vectores utilizados. Para la clonacién 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 muitiple de clonacién (polylinker) fue usado para
clonar los productos de PCR cortados con esta enzima. C) Mapa de! plasmido pCR2.1-TOPO
que contiene dentro de su sitio multiple de clonacion extremos poli-T para clonar los fragmentos
de PCR directamente. D) Mapa del vector pGL3-Basic vector, el cual ademas de contener
dentro de su sitio multiple de clonacidn 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 secuenciacion de la region promotora del gen SGCE

A partir del tamizaje de la genoteca de ratén EMBL3 SP6/T7 (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
identificacion 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
amplificacion por PCR con los oligonucledtidos ESGP1.F y ESGP2.R para

comprobar que contuvieran la region 5’ del gen SGCE.

g | Ll

Figura 4. ldentificacion de las clonas que hibridaron en el tamizaje radioactivo.
Autorradiografia de las membranas de nitrocelulosa correspondientes 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 sefialan los sitios donde
hibridé la sonda marcada radioactivamente y que aparecen tanto en el originai (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 realizo la reaccion 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 transcripcion de -SG (Figura 5). Con la secuencia
obtenida de la region hacia 5’ de la regiéon codificante de e-SG se realizd un
alineamiento con el programa BLAST (Altschul et al., 1997) y se detecto
homologia con la secuencia con numero de acceso NW_000272 (GenBank), de la
cual se muestra la regién hacia 5’ del gen SGCE de aproximadamente 2.4 kb, en
la cual se observa una regién de aproximadamente 494 nucleétidos no identificada
(Figura 5).

Para obtener la secuencia no determinada se disefiaron los oligonucleétidos
SeF y SeR flanqueando esta regién (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 dinucleétidos C/G (Figura
7A) que podrian 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
analisis 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 nucleétidos -1322 a -1011, -918 a -555y
-490 a -90 respectivamente (Figura 7B).

7.2 Construccion de los vectores de expresion

En la figura 8 se muestra la amplificacion de los productos de PCR
obtenidos con los oligonucledtidos disefiados dentro de la regién promotora, cuya
posicion se ilustra en la figura 10, y que contienen en ambos extremos sitios de
reconocimiento para la enzima de restriccion Xhol. Estas amplificaciones se
realizaron con la enzima Expand Long Template (Roche), que tiene la

caracteristica de amplificar fragmentos de gran tamarnio mediante PCR.

Flores Segura 27



gz ©INBSS saIoH

301
401

GGCTGTGCAG CCAGGCTCAG
TGGGGGAAGG CGGGGCTCTG
CAGAGGAGGC GGGCCTTGGG
CGACAGGCGA GGCGCGCGGC
CTCCCCCCGC CCCCCTACCT
ATCATCTCCC ACCTCCCATC
TGCTGGACAC CCATTCGTGT
CAGCACCCCT CCACTCCACT
CACCACCATC ATGCAGATAG
TCGTCTTCCC AACGCTACTT
TTTTGCGTTT GGTTACTCTC
AAGCGCCCCG TTCGCCCCGT
GCATGGCGCG CCCATTAGTA
ATCAGTTCGT AGCGTGTGAA
GCATGAAGCG CCTATGAGTA
GTCTGCAGTG CAATCCGTTC
TGTGCGTCTG CAGCTCATCG
NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN

ACAGGCAGAG
GGCCACCTTG
GGTGGGGACC
CTCTCTGCAG
CCCCAGACCC
ATCTCCCACC
CCCCAAGTCC
GCCATAAGCA
CCGTCCGACA
TCTGTGTCAC
CTGCAGCTTT
TCACAGGTTC
CAGCGAAGCG
GTGCCTATGA
TTTTGTAGCG
GTAGCGCGGC
CTGTCCGAAG
NNNNNNNNNN

GCGCACATGC
GAGGAGCTCT
AGGTAGGCTG
ATGAGGCAAG
CTCCCACCAG
TCCCATCATC
AGTGCACCGT
GGAGTTACGT
GGAAAACGGA
TTAAGAGGCT
CCARATTGAA
GCCTGTTCGC
CATTAAGCGC
GTATTTTGTA
CATGAAGCGC
ACTTAAGAGT
CTCATGTGTC
NNNNNNNNNN

GCACTGGAGG
GGGAGGAGCT
GCTCTAAGGC
GCTAGATGGG
CTCCCAACCA
TCCCACCTCC
CACCGTCACC
GGGCAGAATG
GCCAGTTTTG
GCAGGTCTTA
TACGTGABAC
CCGTTTCATT
TCATTAGTAC

‘GCGCATGAAG

CTATTAGGAT
GCAGAGCCAG
TCCGCCCATN

CCTGTGGACA
CAAACCTGAA
GAACAGTAAG
GTCAGCACTT
CGGGGCAGGT
CCAGATCCCT
CACCTTGGCT
TCAATCAATC
TTAARAACCAA
ACCCGAAAGG
TGCCTGTGCC
ACGAATCGGT
TGCTCGTTCG
ATCGTAGCAC
CGCCTATGAG
TTTGTAGCGC
TCACTTTGCA
NNNNNNNNNN

AAAAATAARA
GGGAGGGGTT
AGAGGCGGGG
GGGAGGTTGG
CTGAGACTGG
TCCGTGCAGC
TCGTGCCCAC
ACCACTAGAC
TTTTGGCCTC
TGAACTGTGT
GCAGTTTGTA
TTTGGGTATC
TACGCTGAAG
ATGAAGCGCC
TATTTTGTAG
ATGAAGCGCC
GCGTATTTGG
NNNNNNNNNN

CCGCGCAACA GAGAAACCGC
GCAGCCCGCA TTGCGCAGGC
CCTTGGGGGC GGGGGCTAGG
GCCTGTGGAA GCATGTTCTG
CTACAACAGG GCTGCAGAAT
AAGAGTGAAT CCCCCACCTC
CCAGARAACC GGACAGTTTC
AAGGCAGGCC ATTCCGCCAT
CCAGGGCTCC ATTTTGTTTA
TGTCCCCTCA CCAAGGAGAG
GCGCATTTTC TAARATTCACT
ACCGTAGTTC GGGCTGGTTT
CGCATGAAGC GCCCATTAGT
CATTAGTACA GCGAAGCGCA
CGCATGAAGC GCCTATGAGT
CGTTAGTTTA TCACAGCGCA
GGAGCTCATC ACAATTCGGT
NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN

AGGGAGGCGG
GCAAGCAGGC
CAGGCCACCT
GAAAAGCGCG
GACTGCATGC
CCACCGTCCC
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Figura 5. Secuencia del extremo 5’ del gen SGCE. El area sombreada de 310 pb es la secuencia obtenida con el
oligonucledtido ESGP2.R (ubicado en la posicion +137, indicado en negrita). A partir del alineamiento de esta
secuencia en el programa BLAST, se obtuvo la secuencia NW_000272 con una longitud de 2352 nucléotidos hacia 5’
del gen de &-SG. Dentro de la secuencia NW_000272 se localizé una regién no reportada estimada en 494 bases,
indicada en itdlica y subrayada. Para secuenciar esta regién se disefiaron los oligonucleétidos cuya secuencia se
indica en negrita en las posiciones -578 (SeF) y -6 (SeR). Las flechas en la posicion +1 y +85 indican los sitios de
inicio de la transcripcién y traduccion, respectivamente.

uojisda oup>i|6o21Ds |9p DIojowold ugiBal D] 9P UGIDDZID}ODIDD A OJUSUDISIY




67 DINBsS $210[4

-2400
~2300
-2200
-2100
-2000
-1900
-1800
-1700
-1600
-1500
-1400
-1300
-1200
-1100
-1000
-900
-800
-700
-600
-500
-400
-300
-200
-100

+ 1
101
201
301
401

GTGGACAAAA
ACCTGAAGGG
CAGTAAGAGA
AGCACTTGGG
GGCAGGTCTG
GATCCCTTCC
CTTGGCTTCG
ATCAATCACC
AAACCAATTT
CGAAAGGTGA
CTGTGCCGCA
BATCGGTTTT
TCGTTCGTAC
GTAGCACATG
CTATGAGTAT
GTAGCGCATG
CTTTGCAGCG
GGACGCGAGT
TTGCGAGGAG
ARAMAATCCTA
AGAAGGCTCC
CGACACACAC

AATAAAACCG
AGGGGTTGCA
GGCGGGGCCT
AGGTTGGGCC
AGACTGGCTA
GTGCAGCAAG
TGCCCACCCA
ACTAGACAAG
TGGCCTCCCA
ACTGTGTTGT
GTTTGTAGCG
GGGTATCACC
GCTGAAGCGC
ARGCGCCCAT
TTTGTAGCGC
AAGCGCCCGT
TATTTGGGGA
CGTGGAAACC
ATATTTTGGG
ACCATACTCA
GGACCGCAGC
CAACTCAAGT

CGCAACAGAG
GCCCGCATTG
TGGGGGCGGG
TGTGGAAGCA
CAACAGGGCT
AGTGAATCCC
GAAAACCGGA
GCAGGCCATT
GGGCTCCATT
CCCCTCACCA
CATTTTCTAA
GTAGTTCGGG
ATGAAGCGCC
TAGTACAGCG
ATGAAGCGCC
TAGTTTATCA
GCTCATCACA
GRATTCGCGG
GGGCGCTACT
CCACACGAGG
CCGCGCAGCA
TGGAAACGCG

ABACCGCAGG
CGCAGGCGCA
GGCTAGGCAG
TGTTCTGGAA
GCAGAATGAC
CCACCTCCCA
CAGTTTCCAC
CCGCCATCTC
TTGTTTACCA
AGGAGAGATA
ATTCACTCTT
CTGGTTTGTG
CATTAGTACA
AARGCGCATGA
TATGAGTATT
CAGCGCAAGA
ATTCGGTCAG
ACCCGRAGCC
TTTATCTCCC
ATTCCTCTGC
GACCTAGGCG
TGTATCGGGA

GAGGCGGGGC
AGCAGGCTGG
GCCACCTCAG
AAGCGCGCGA
TGCATGCCTC
CCGTCCCATC
ABACTGTTGC
CABAATCCAG
CCAGCACCAC
CGTTCTCTCG
GTTGCGCTTT
GCGCATGAAG
GTGAAGCGCA
AGCGCCCATC
TTGTAGCGCA
CGCGGCCGTC
TAGCTCATGT
GTGAAGACTT
GCAGCTCCCG
GATGCCACGA
AGGCTCGGTG
GTCCGGACTG

TGTGCAGCCA
GGGAAGGCGG
AGGAGGCGGG
CAGGCGAGGC
ccceeaeccee
ATCTCCCACC
TGGACACCCA
CACCCCTCCA
CACCATCATG
TCTTCCCAAC
TGCGTTTGGT
CGCCCCGTTC
TGGCGCGCCC
AGTTCGTAGC
TGAAGCGCCT
TGCAGTGCAA
GCGTCTGCAG
GCTTTCCACG
ATGTAABACG
AGGATGAGGG
GACCTTCTCG
CTTGCCTTAT

GGCTCAGACA
GGCTCTGGGC
CCTTGGGGGT
GCGCGGCCTC
CCTACCTCCC
TCCCATCATC
TTCGTGTCCC
CTCCACTGCC
CAGATAGCCG
GCTACTTTCT
TACTCTCCTG
GCCCCGTTCA
ATTAGTACAG
GTGTGAAGTG
ATGAGTATTT
TCCGTTCGTA
CTCATCGCTG
CTCTCGTCTC
GGGATTGCGT
GTCCCGCGAC
GTTGGCTGCT
ATAGAGAGAT

GGCAGAGGCG
CACCTTGGAG
GGGGACCAGG
TCTGCAGATG
CAGACCCCTC
TCCCACCTCC
CAAGTCCAGT
ATAAGCAGGA
TCCGACAGGA
GTGTCACTTA
CAGCTTTCCA
CAGGTTCGCC
CGABRGCGCAT
CCTATGAGTA
TGTAGCGCAT
GCGCGGCACT
TCCGAAGCTC
AGGATCTGGC
GTGACCGTTT
GGCCCGGTCC
CTCCCCAGGT
CCTAGGAGGG

CACATGCGCA
GAGCTCTGGG
TAGGCTGGCT
AGGCAAGGCT
CCACCAGCTC
CATCATCTCC
GCACCGTCAC
GTTACGTGGG
AAACGGAGCC
AGAGGCTGCA
AATTGAATAC
TGTTCGCCCG
TABGCGCTCA
TTTTGTAGCG
GAAGCGCCTA
TAAGAGTGCA
ATGTGTCTCC
CACTGAAGGC
TCTTGGAGTT
ACTGGGTGAC
CGTAGTTGGT
GGGGCGCCAA

CTGGAGGCAA
AGGAGCTGAAR
CTAAGGCGTC
AGATGGGCGG
CCAACCACCA
CACCTCCCAC
CGTCACCTCA
CAGAATGTTA
AGTTTTGACC
GGTCTTATGC
GTGAAACACG
TTTCATTTGC
TTAGTACATC
CATGARGCGC
TTAGGATTTT
GAGCCAGTCA
GCCCATTTCT
TTGACAAAAT
AAARARRAAAR
CGCGGTCCGG
CAGGATTCTT
ATCCCAGCGT

GCTTCGCGAG

CAGCGGGGGC

GGAGGGGGGC

GCGTGGGCGG

GCGCCTTGGG

GGATGGGGTG

GGGGCGCGGC

ATGCACTGCT

TTGGCCCGCC

GCTAGGGGCA

GCATGGGCTC

AGGAAGGGGG

GGTGCGCGAT

GCTGAACTGG

CCAAGCTGGG

AGGAAAAAARA

GAAAGGGAGG

GGAGGGGAGG

ATCGAGGACG

GTTGAGCTTA

>
GGCAGGCCAA
CTGGCACATT
ACCAGGGCGT
AAGTGGGTCC
CATTAAG--~

GAATGCTATT
CTTACTGACA
GCCCARAAGGG
CTCCCCAGGC

ATTCTGGTGG
GGTTAGTGGC
TGCTAGTCCC
TTGACCCCTG

TGGGAGCTGG
CTGCGCGCGA
GCTCTATGCC
GCCTTCTCTT

GAGACCCTTG
CATGGAGGTT
CAATGCCTCC
TCTCTCTGCA

TGCTTGGACG
CAGGGGCCCA
CCCTCACAGC
CCCCCACGGC

GGAAAGGGTC
CAGGCCGCCG
ACCCCTCTTT
CCCTCCCTGT

GGGGGACACT
CCTCACACTC
CAGGACACCC
CCAGCAGGGC

>
CAAGATGAGC
CCCCACTCGG
TGCAGCCCAC
AGGAATTCAG

CCCGCGACCA
GTTCCGGGGT
CTTTTGGGCC
CTCCAGTTTC

Figura 6. Secuencia completa del extremo 5 del gen SGCE. A partir de la reaccién de secuencia con los
oligonucledtidos SeF y SeR se obtuvo |a lectura de 646 bases localizadas entre los nucleétidos -59 a -704 y sefialadas
en negrita, que corresponde a la regién que no se habla reportado. La secuencia subrayada entre las bases -1 y -301
corresponde a la posible regién promotora basal, de aproximadamente 301 pb, identificada con el programa
Promoterinspector. Las flechas en la posiciéon +1 y +85 indican los sitios de inicio de la transcripcién y traduccién
respectivamente.
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g

T T T T Y
1

2400

Figura 7. El promotor de £-SG presenta un alto contenido de dinucleotidos C/G y
tres islas CpG. A). Identificacion de los 156 dinucle6tidos CG presentes en la secuencia
de 2.4 kb hacia 5’ del sitio de inicio de la transcripcion. B). Los cuadros dentro de este
panel muestan la localizacién de Ias tres islas CpG dentro de la secuencia promotora de
e-SG.

Se realizaron ensayos de ligacién 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 plasmido 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 extracciéon del plasmido, por lo que
se intentaron los mismos ensayos a diferentes temperaturas de crecimiento (37 y
25 °C) y con diferentes cepas, cémo son DH5a, JM109 y HB101, que son cepas
con genotipo recA’, pues se sugeria que el inserto pudiera estar recombinando
con el ADN bacteriano durante el crecimiento en liquido previo a la extraccion del

plasmido.

Hasta el momento se han logrado clonar los productos de 226 pb en el
vector de clonacion pDrive (Figura 9), para posteriormente subclonarse en el
vector de expresion o bien, subclonar en éste vector (pDrive+226) el gen reportero

de luciferasa.
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M2 8 9 10 1112 13 14

500 pb 2kb

1kb

Figura 8. Amplificacién de los fragmentos escalonados para la construccion de los
vectores de expresién. A) 1-6 Amplificacion de los productos de PCR generados con
los oligonucleétidos localizados en las posiciones -23, -126, -212, -346, -534 y -750
respectivamente; 7: Control negativo. B) 8-14 Ampiificacion de los productos de PCR
generados con los oligonucleétidos 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.

M2C+ 1 2a 2b § 6a 6b C-
P 1 2a2b 5 6a6b M1

] akb
3kb
2kb
16K

Figura 9. Amplificacién con el oligonucleétido 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 plasmidos purificados que contienen el inserto de 226 pb. P:
plasmido sin inserto; 1, 2a, 2b, 5, 6a y 6b: plasmidos con el inserto de 226 pb. B).
Electroforesis en gel de agarosa (2 %) de los productos amplificados con el
oligonucledtido 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 plasmidos del panel A; C-: control negativo. M1:
Marcador de peso molecular escalera de 1 kb. M2: Marcador de peso molecular escalera
de 100 pb.
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7.3 Analisis de la secuencia con los programas

Promoter Inspector, Matinspectory DiAlign

Mediante la utilizacién del programa Promoterinspector (Scherf et al.,, 2000;
www.genomatix.de) se delimité el promotor basal del gen SGCE, el cual tiene una
longitud de 301 pb (Figura 6). La region promotora localizada con este programa
se encuentra dentro de la regién rica en C/G de 646 bases secuenciada
previamente, sin identificarse una caja TATA en la regién proximal al sitio de inicio
de la transcripcion del gen SGCE. Con la finalidad de identificar sitios consenso de
unién a factores de transcripcion se realizd el analisis por computadora de la
secuencia- de 2.4 kb con el programa Matinspector (Quandt et al, 1995;
www.genomatix.de), con él se identificaron de los sitios de reconocimiento a
factores de transcripcion encontrandose 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 Analisis comparativo de las regiones promotoras de a-SG y £-SG

Mediante el uso del programa DiAlign se intentd identificar sitios consenso
de unién a factores de transcripcion en las regiones promotoras de los SG’s a y «.
Dentro de la secuencia del promotor muscular del SG-a. no se identificaron sitios
consenso de union a factores de transcripciéon comunes con el promotor de &-SG
descrito en este trabajo, si bien algunas regiones son similares a nivel de
nucledtidos, como sitios de unién no se identificé alguno presente en ambos

promotores.
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Figura 10. Analisis de las 2.4 kb analizadas hacia el extremo 5’ gen SGCE. Debajo de
la secuencia se indica subrayado el sitio consenso de union de algunos factores de
transcripcion identificados con el programa Matinspector. La secuencia sefialada en negrita
y subrayada indica Ia localizacién entre los nucleétidos -301 a -1 del posible promotor basal.
Para realizar las construcciones con deleciones progresivas a partir de esta secuencia, se
disefiaron los oligonucledétidos indicados en las areas sombreadas siendo el de la posicion
+81, sefalado con la letra R, ef oligonuclettido anti-sentido usado para sintetizar todos los
fragmentos. Las flechas en la posicion +1 y +85 indican los sitios de inicio de la
transcripcion y traduccién respectivamente.
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Figura 11. Analisis comparativo de los elementos reguladores comunes, presentes en
los promotores del gen de o-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
reqion promotora del SG-¢.
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AlfalB 1408 agccttaaga gagggcccaa gtagecaget tggtggettt gaaaacatac
msge 625 agaaaaccgg acagtttcca caaactgttg ctggacacce att-------

Alfalp 1458 gctgagggac tggagagatg gctcagtggt taggagtarg ggttgCTTTT
MSGE 668 - - - - - - - - e e m - e oo ae ooLesssooo —oooo-oao oo CGTGT

I
N
cer e
IR
e en
AlfalB 1508 CCTBAAGTCC TGGGTTCTGT CCCCAGCACC ACAtggaggc taaaacagtec
msge 673 CCCCAAGTCC AGT.GCACCGT CACCGTCACC TCAatcaatc accactagac
AR RS AEA FART LA AR SO T RACE R R B
PR R AR e S E R s RE ek a e
KA E ATy RE R AT e N ek E kR
B L L R T I
AR B AR AR .
AlfalB 1558 aatctccgca aacttgtgtg atccaatacc ttcctcttgt atgcagacaa
msge 723 aaggcaggcc attccgccat ctccaaaatc cagcacccect ccactccact

AlfalB 1608 aaaatgcaga gaagacatcc aaatgtacaa acacatgcat ----------
msge 773 gccataagca ggagttacgt gQgcagaatg ttagaaccaa ttttggecote

AfBIB 1648 - - m = m = mmm e e e = g S me el A Rl Sle e e =
msge 823 ccagggctcc attttgttta ccaccagecac caccaccatc atgcagatag

Alfa1B 1648 - - = == = = - - = & e L i f el i masaa mmmmmmamas mmeemm—
msge 873 ccgtccgaca ggaaaacgga gccagttttg acccgaaagg tgaactgtagt

e e e T e 4 LU e T T e A N T
msge 923 tgtcccctca ccaaggagag atacgttctc tcgtettececc aacgectactt

T st Mo i S N A R YR - e I 1) SR P T
msge 973 tctgtgtcac ttaagaggct gcaggtctta tgcctgtgece gecagtttgta

AfalB 1648 - - - =« - - - - & S o L L oL e essmaae memmmmeema m e
msge 1023 gcgcattttc taaattcact cttgttgecge ttttgegttt ggttactcecte

AlfalB 1648 - - - - = = = =~ = = e e e e e e eeeaee Csmemmess —-oaesae
msge 1073 ctgcagcttt ccaaattgaa tacgtgaaac acgaatcgat tttgggtatc

Figura 11. Continuacion....
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AlfaiB 1648 ge ks .
msge 1123

Affa1B 1648
msge. 1173

Alfa1B 1648
msge 1223

AIfBIB B8 = - = - - m sk e m ae i e e el te e esemmee mmeeas i GiemnoaEese o
msge 1273 cagcgaagcg. cattaagege tecattagtac atcgtageac atgaagegec -

L e BRI R e S S R R R S D N A TG B
msge 1323 cattagtaca gcgaagegeca tgaagegecc atcagttegt a'gcgt gtgaa

AIFBIB 1648 »+ - = =m === % e B g Al i g P i DA RS
msge 1373 gt gectatga gtattttgta gcgecatgaag cgectatgagtattttatag

L L B e e L D s
msge ‘1423. cgcat gaagc gcct atgagt attttgtagec gcatgaagecg cctatgapta

AlFAIBAG4E < - == - - = oo w e a il Lissloss ieeooaas o sesaaaaaaa
msge 1473. ttttgtagcg catgaagege ctattaggat tttgtagege atgaagcegce

Alfa1B 1648 - - - < - S L shat S R G s s L i e S
msge 1523 cgttagttta tcacagcgca agacgeggec gtctgcagtg caateegtte

AIFALIB 1648 - - - - - - - - f s — e vrmaids s mci s e m s e memmam e e e s e
msge 1573 gt agcgcggc acttaagagt gcagagecag tcactttgea gegtatttgg

AlfalB 1648 - - - A e e b S s e L i s e ol e e DA e e
msge 1623 ggagctcatc acaattcggt cagtagctca tgtgecgtetgcagetcatcea

AlfalB 1648 - - - - < - ---- - oo TTTGG GTAAAAAGAA AAACAAAAAA CAAAactgga
msge 1873 cgtgtgaccg ttttecTTGGA GTTAAAAAAA AAAAAAAATC CTAAcccat ac

A S S
FEE R AreEEmE RS Sama bt en aa e
B T T T
CEmek KeaseekrEE At te R waeR
F I
AlfalB 1683 gL 9Qa0pct Qg 0Lt QQtactga -~=--==---= -=----“-"o - . A
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AfAIB1703. - = - - - = mc et c e e e i i e o mm-memEs e---emao - LT N
msge 1973 gacggcccgg tccactgggt gaccgcggtc cggagaaggc tccggaccge

AFALIB 1703 - - = <= = = 2 c e & e e Mmoo i - mmmeme- mmmmeommn e
msge 2023 agcccgcgca gcagacctag gegaggcteg gtggaccettce tcgattgget

AfAIB 1703 - - - rm = v === s 2o - aian ciammesmms msmssm—sm- massmomoo
msge 2073 gctctcccca ggtcgtagtt ggtcaggatt cttcgacaca caccaactca

AHA181703 = - - csrauce Sediucnen mncememmmne mmmmm e maare e
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AlfalB1703 - - -« == a--n ----aaoi aaooaoo - GAGCT.CTGA G6GTAGAGGT
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P N T L
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CE A AR R EEw ke

L L I T
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msge# 2323 gggggtgcge gatget gAAC TGGCCAAGCT GGGAGGAa--- - =~~~ -=---
Hae sesAmEEELS Sxonen

AlfalB 1778 aatgagectgg ctgggatatt ctcctgtatc cagggecacat cagataccca

MSQE 2360 = = =% = == s cc - mo - eceas ee--ss-as Ssoessalise oo FR S

Figura 11. Continuacién....
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8. DISCUSION

En este trabajo se aislé y secuencié la region promotora del gen SGCE de
ratén de aproximadamente 2.4 kb. La secuencia obtenida corresponde al extremo
5 del gen SGCE y muestra una region con un alto contenido de C/G. Cuya
presencia dentro del promotor del SG-¢ es coherente con el mecanismo de
impronta materna por metilacion de dinucledtidos C/G, al que se encuentra sujeto
(Grabowsky et al., 2002). Al comparar las secuencias de ratén y de humano se
observa que esta region se conserva, lo que confirma su posible participacién en

el proceso de impronta.

La composicion de esta secuencia con un alto contenido de C/G dentro de
la regién promotora del SG-¢ 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
clonacion con los diferentes plasmidos usados y/o resultaron toxicos para la célula

y eran eliminados del plasmido.

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
transcripcién, sin encontrarse alguna secuencia consenso correspondiente a caja
TATA, esta secuencia es reconocida por la proteina de unién a caja TATA (TBP:
TATA binding protein), una subunidad del factor de transcripcién TFIID que al
interaccionar con diversos componentes de la maquinaria transcripcional participa
en el adecuado ensamble y orientacion de ésta. Los promotores sin caja TATA
(TATA-less) han sido asociados con genes que se expresan de manera
constitutiva, lo cual corresponde al patrén de expresion observado para &-SG ya
que su expresion es ubicua; En el caso de este tipo de promotores se cree que la
participacion de TBP ocurra a través de la interaccion directa o indirecta con otras

proteinas de union secuencia-especifica a ADN (Locker, 2001).
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Por otra parte también se localizaron sitios de reconocimiento a factores
generales de transcripcion como SP1 y NF1; La familia de factores de
transcripcion SP se unen a secuencias de ADN ricas en C/G, cuyos sitios de unién
se encuentran presentes cominmente en secuencias regulatorias como
promotores, potenciadores e islas CpG. Ademas 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 transcripcion SP1, a lo largo de la secuencia del promotor de -
SG. En particular SP1 puede activar la transcripcion 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 union a SP1
para tener una actividad transcripcional significativa, mediante el reclutamiento de
TFIID via 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 replicacion viral y se ha observado que regulan positiva o
negativamente la actividad transcripcional de algunos genes (Chaudhry et al,
1998). Esto es evidente en la regulacion del promotor de «-SG donde los factores
NF1 actdan alternativamente como activadores o como reguladores negativos.
Delgado et al.,, (2004a) observaron que NF1-C2 y NF1-X2 actian como
reguladores negativos en mioblastos y como activadores en miotubos, mientras
NF1-A1.1 y NF1-B2 son activadores en ambos estadios de diferenciacion, con lo
que se observa claramente la regulacion tanto positiva, como negativa a la que se
encuentra sujeto o-SG. Aunque a diferencia de o-SG, &-SG es de expresion
constitutiva, se han observado diferentes niveles de expresion a nivel de mARN en
los diversos tejidos donde se ha estudiado y también se ha localizado la proteina
£-SG en regiones particulares como zonas de sinapsis (Nishiyama et al., 2004) lo
que sugiere una regulacion muy fina, donde se puedan combinar la presencia o

interaccion de diversos factores de transcripcion, tales como SP1 o NF1.
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En la posicién -170 a -190 del promotor de ¢-SG se identifico una secuencia
a la cual segun el andlisis con el programa Matinspector se unirian tanto SP1
como MAZ. Este mismo tipo de elemento regulador se encuentra presente dentro
del promotor del gen NR1 y es responsable de la induccién después de la
diferenciacion neuronal (Liu et al., 2004), por lo que se sugiere que existen
mecanismos especificos neuronales que permiten altos niveles de expresiéon de
ciertos genes a través de factores de transcripcion ubicuos y que podria ser el
caso de ¢-SG (Okamoto et al., 2002). De acuerdo con el patron de expresion, la
localizacién y las consecuencias que tienen las mutaciones en el gen SGCE, la
participacion de esta proteina en el SNC parece tener un papel muy importante, y
por lo tanto resulta relevante conocer la regulacion que ésta secuencia pueda
tener sobre la actividad transcripcional de ¢-SG. Ademas los niveles que presenta
€e-SG en cerebro en el organismo adulto son varias veces mas altos que los

registrados en musculo (Xiao y LeDoux, 2003).

También se localizaron sitios consenso para SRF, que es un regulador
importante de genes asociados con ciclo celular y diferenciacion, como son c-fos,
fosB, junB, egr-1y -2, genes neuronales como nurrt y nurr77 y genes musculares
como actinas y miosinas. Mediante la regulacion de la expresion de esos genes
SRF controla el crecimiento y diferenciacién celular, la transmision neuronal, asi

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

Ademas se localizaron sitios consenso para E2F, que se encuentra
involucrado en la regulacién de ciclo celular en conjunto con otras proteinas y
miembros de la familia KLF (Kruppel-like factor) que participan en diversos
procesos como proliferacion y diferenciacion celular, regulacion 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 estd involucrado con la regulacion del desarrollo del sistema urogenital
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(Nakagama et al., 1995). También se identifico un sitio de reconocimiento para
EGR (early growth response) que es una proteina con dominios de dedos de zinc.
WT1 y EGR muestran una alta homologia en los dominios con dedos de zinc y se
ha observado, in vifro, 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 desarrolio puede
ser relevante ya que se han detectado altos niveles de expresién de la proteina e-

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

Por otra parte, los resultados obtenidos por Xiao y LeDoux (2003) muestran
niveles de expresién del mARN de £-SG es 10 veces mas alto en etapas
embrionarias e inmediatas postnatales de rata que lo observado en musculo de

rata adulto.

Estos resuitados sugieren una regulacion espacio-temporal muy fina, en la
que pudieran tener funcionalidad algunos de los elementos reguladores aqui
descritos. Es por ello que la realizacion de los ensayos funcionales con la
secuencia hacia 5’ del gen SGCE ayudara a identificar los sitios de reconocimiento
que tengan una importancia relevante en la regulacion transcripcional de este gen.
Por el momento los sitios consenso identificados para factores generales de
transcripcién concuerdan con los patrones de expresion observados para este

gen.

No se identificaron posible sitios consenso comunes entre las secuencias
promotoras de los SG's o« y &, Mientras «-SG tiene 2 cajas E (Delgado et al.,
2004b), que son sitios de reconocimiento para el factor de transcripcion MyoD, que
es un factor de transcripcion que compromete a las células al linaje muscular, &-
SG, en contraste, no muestra algun sitio de unién probable para factores de
transcripcion que determinen algin compromiso sobre un linaje celular en

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

Los resultados obtenidos a partir de este trabajo muestran informacion
sobre la composicién a nivel de nucledtidos de la posible regién promotora del gen
SGCE, la cual esta caracterizada por un alto contenido de C/G y que corresponde
al tipo de secuencias promotoras que estan sujetas al proceso de impronta por
metilacion de islas CpG y que es diferente a la estructura observada en el

promotor muscular de o-SG.

La identificacién de sitios de reconocimiento para factores de restriccion, 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 expresién
constitutiva, como es el caso de e-SG, no obstante, la expresion diferencial que se
ha observado en diversos tejidos para esta proteina nos hace suponer que la
expresion de &-SG esté regulada de una manera muy fina con respecto al estadio
de diferenciacién y al tipo celular, en los que posiblemente participen algunos
sitios consenso para factores de transcripcidén identificados dentro de este

promotor.

Por otra parte no se encontré ninguna similitud en cuanto a la presencia de
factores de transcripcion en la region promotora muscular de a-SG y el promotor
del &-SG, lo que a su vez nos hace suponer que la regulacion transcripcional a la
gue se encuentran sujetos estos genes debe ser diferente para cada uno de ellos,

que es elocuente de acuerdo al patron de expresién descrito para cada proteina.
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