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RESUMEN

El complejo de glicoproteinas asociadas a distrofina (cuya deficiencia ocasiona la
distrofia muscular de Duchenne o Becker), o DGC, se compone por los complejos:
sarcoglicano, distroglicano y las sintrofinas. La funcién de dicho complejo radica
en el establecimiento de un puente frans-membranal que contacta citoesqueleto y
matriz extracelular, confiriendo estabilidad al sarcolema. La deficiencia de los
componentes del complejo sarcoglicano a, B,y 6 & sarcoglicanos (SGs) ocasiona
las distrofias musculares 2D, 2E, 2C y 2F, respectivamente. La expresion del gen
musculo-especifico a-sarcoglicano (a-SG) aumenta durante la diferenciacion
miogeénica, lo que sugiere que la regulacion de su expresion se da a nivel
transcripcional. El proceso de la miogénesis es regulado por la familia de factores
transcripcionales MyoD, compuesta por MyoD, Myf5, miogenina y MRF4 que
activan la expresion de genes musculares. MyoD afecta tanto positiva como
negativamente la expresion genética durante la miogénesis, lo que implica que su
potencial de trans-activacion debe modularse 6 que este factor regula la actividad
de otros factores transcripcionales para conferir una respuesta especifica. En este
trabajo se estudid la regulacion transcripcional de o-SG mediante el analisis
funcional de su promotor. Se identific6 una region de regulacion negativa,
compuesta por dos sitios de union en el DNA a los factores MyoD (E-box1 y E-
box2), que modula negativamente el potencial de trans-activacion de MyoD sobre
el promotor basal o-SG, asi como por sitios de unién a los factores NFI, que
funcionan como reguladores negativos (NFI-C2 y NFI-X2) y Sp1. Mediante
ensayos de movilidad electroforética se determin6 que unicamente E-box2, cuya
secuencia se conserva en las regiones 5" del gen a-SG de raton y humano, es
reconocido por MyoD y miogenina. La mutacién de E-box1 y E-box2 abate el
efecto modulador del potencial de trans-activacion de MyoD. Asi mismo, se
identificaron nucleétidos conservados que flanquean la secuencia consenso de E-
box2, ademas, se conservan los nucledtidos centrales de dicho sitio de
reconocimiento. Mediante ensayos de retardo se determind que los nucledtidos
centrales asi como la secuencia CCC, localizada hacia 3" de E-box2, son criticos



en el reconocimiento de MyoD, asi como en la modulacién del potencial de trans-
activacion de MyoD sobre el promotor a-SG. Un dato relevante muestra que In
vivo, MyoD junto con TFIID y TFIIB, que interaccionan en un complejo, se localiza
en el modulador en mioblastos C2C12, mientras que en miotubos el complejo se
encuentra asociado tanto al modulador como al promotor basal a-SG. Los
resultados apoyan un modelo sin precedentes en el cual, la modulacion del
potencial de trans-activacion de MyoD, implica el control de la localizacion de
factores transcripcionales basales por dicho factor hacia la regién moduladora del

promotor a-SG.



ABSTRACT

The dystrophyn associated glycoprotein complex (DGC) is composed by the
protein sub-complexes: sarcoglycan, dystroglycan and the sintrophyns. The DGC
function lies on the establishment of a trans-sarcolemmal bridge that contacts
cytoskeleton and extra cellular matrix, conferring sarcolemmal stability. Deficiency
of each of the components of the sarcoglycan complex: «, B, y or & sarcoglycans
(SGs) causes the muscular dystrophies 2D, 2E, 2C and 2F, respectively. The a-
sarcoglycan (a-SG) muscle-specific gene expression increments during myogenic
differentiation, suggesting that it is regulated at the transcriptional level.
Myogenesis is regulated by the MyoD family of transcription factors, composed by
MyoD, Myf5, myogenin and MRF4 that positively regulate the expression of muscle
genes. MyoD positively and negatively affects gene expression during myogenesis,
implying that its trans-activation potential must be modulated or that MyoD
regulates other transcription factors activity in order to establish a specific
response. In this investigation, the a-SG gene transcriptional regulation was
assessed through the functional analysis of its promoter. A negative regulatory
region composed by two MyoD binding sites (E-box1 and E-box2), that negatively
modulates the MyoD frans-activation potential over the o-SG core promoter,
besides NF| and Sp1 binding sites was identified. The negative influence of the NFI
family members NFI-C2 and NFI-X2, as also Sp1, over the a-SG promoter was
demonstrated. Only E-box2 sequence, conserved in mouse and human, binds
MyoD and myogenin as shown through electrophoretic mobility shift assays.
Disruption of E-box1 and E-box2 sequences abolishes the MyoD trans-activation
modulation effect. The central and flanking E-box2 nucleotides were found to be
conserved in mouse and human. The central E-box2 nucleotides and the CCC
nucleotides located downstream from E-box2 are critical for the recognition by
MyoD, and for the modulation effect over the o-SG core promoter, as shown
through band shift experiments and transient transfections. A relevant result shows
that In vivo, MyoD, with TFIID and TFIIB that interact in a protein complex, is

located only at the modulator in C2C12 myoblasts, whereas in myotubes, the
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complex locates at both the modulator and the a-SG core promoter. The results
presented in this work support a novel mechanistic model for the MyoD trans-
activation potential modulation, which implicates the tethering of basal transcription

factors to the a-SG promoter modulator element by the myogenic master regulator
MyoD.
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INTRODUCCION

Estructura y funcion del complejo sarcoglicano

El complejo sarcoglicano forma parte del macro-complejo de glicoproteinas
asociadas a distrofina (DGC por sus siglas en inglés) y fue descubierto en células
de origen muscular (Ervasti et al, 1990; Yoshida y Ozawa, 1990). El DGC esta
compuesto basicamente por la proteina distrofina y los subcomplejos:
distroglicano, sarcoglicano y sintrofinas (Campbell, 1995; Lim y Campbell, 1999;
Matsumura et al, 1997; Ozawa et al, 1995, 1998) (Fig. 1). La distrofina, cuya
deficiencia ocasiona la distrofia muscular de Duchenne o Becker (Hoffman y
Kunkel, 1989), se asocia en su extremo amino con la actina filamentosa de
citoesqueleto, y en su extremo carboxilo por distroglicano g (miembro del complejo
distroglicano) y por las sintrofinas. El complejo distroglicano se compone por las
proteinas a y p distroglicano (Ibrahimov-Breskrovnaya et al, 1992), que atraviesan
el sarcolema o membrana de la fibra muscular. La proteina B distroglicano se
asocia con distrofina (Jung et al, 1995), mientras que o distroglicano, localizada en
la porcion extracelular del complejo, contacta a la proteina laminina en la matriz
extracelular (Ervasti y Campbell, 1993; Montanaro et al, 1999). Debido a esta
estructura del complejo, se postula que su funcidon consiste en establecer un
puente trans-membranal mediante la interaccién de matriz extracelular con el
citoesqueleto. De esta manera, el complejo confiere estabilidad al sarcolema
(Ervasti et al, 1990; Yoshida y Ozawa, 1990; Ervasti y Campbell, 1991; Matsumura
et al, 1999), lo que resulta importante para la integridad del tejido muscular, dado
que éste esta sujeto a procesos repetitivos de contraccion y relajacion. Por otra
parte, existen diversas evidencias que sugieren que el DGC participa en la
transduccion de sefiales mecanicas hacia el nacleo (Rando, 2001). Los SGs v, By
d poseen una secuencia similar a un dominio de un factor de crecimiento
epidermal en su extremo carboxilo, que pudiera corresponder a un sitio de
reconocimiento a un ligando (McNally et al, 1996). Otra evidencia que sugiere la
participacion del complejo SG en la transduccion se senales, se basa en su

interaccion con la integrina o5p1. El estimular la sefalizacion mediada por
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integrinas, se ha observado un incremento en la fosforilacion de serinas y
treoninas de los SGs, asi mismo, el tratamiento de cultivos celulares con
oligonucledtidos antisentido dirigidos contra a y y SG redujo la presencia de
proteinas de adhesién focal, lo que sugiere que los SGs participan en la
sefializacion bidireccional y en la regulacion de la integrina o5p1 (Yoshida et al
1998). El SG « tiene actividad de ecto-ATPasa (Betto et al, 1999; Sandona et al,
2004), y regula la concentracion extracelular de ATP, lo que podria resultar en la
regulacion de receptores purinérgicos en musculo (Hack et al, 2000).

El complejo sarcoglicano se expresa durante la diferenciacion muscular
(Radojevic et al, 2000), y esta compuesto por los sarcoglicanos (SG) «, B, 7, 8, €, €
(Roberds et al, 1993; Jung et al, 1996; Nigro et al, 1996; Ettinger et al, 1997;
Yoshida et al, 1997; Wheeler et al, 2002) y sarcospan (Crosbie et al 1997). El
complejo SG se asocia al complejo distroglicano a través de 8-SG (Chan et al,
1998). Aunque no se hayan definido las funciones especificas de los SGs, estos
son importantes en la fisiologia muscular, pues la deficiencia en la expresion de
los genes a, B, v, 8-SG ocasiona las distrofias musculares de cintura tipo 2D, 2E,
2C y 2F, respectivamente, también llamadas sarcoglicanopatias (Roberds et al,
1994; Durbeej y Campbell, 2002; Hack et al, 2000; Durbeej et al, 2000; Duclos et
al, 1998; Araishi et al, 1999; Noguchi et al, 1995; Nowak et al, 2000; Holt et al,
1998; McNally et al, 1996; Tsubata et al, 2000). En dichos padecimientos, la
deficiencia de algun SG ocasiona la disminucién o perdida' del complejo (Fig. 1),
como se ha demostrado mediante ensayos de inmunohistoquimica en pacientes
asi como en ratones modificados genéticamente que son deficientes en la
expresion de los SG involucrados (Allamand y Campbell, 2000). Por otra parte, la
deficiencia en la expresion del gen &-SG ocasiona la muerte durante la
embriogénesis en ratones “knock out” (Comunicacién personal, Kobayashi Y.) asi
mismo, este gen es regulado epigenéticamente mediante metilacion del alelo
materno en etapas tempranas de la embriogénesis, o que sugiere su importancia
en el desarrollo (Piras et al, 2000). La relevancia del complejo SG se acentua por
el hecho de que en algunas ocasiones las sarcoglicanopatias cursan con

cardiomiopatias (Sakamoto et al, 1997; Towbin, 1998). Estos antecedentes
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muestran la importancia del complejo DGC y en particular del complejo SG en la
fisiologia muscular, lo que ha propiciado en fechas recientes su estudio con el fin

de comprender los procesos involucrados en las distrofias musculares.

Fig. 1. Composicion del complejo DGC y efecto de la deficiencia de los sarcoglicanos. (A) El complejo
de glicoproteinas asociadas a distrofina DGC se compone basicamente por los complejos: distroglicano (DG),
sarcoglicano (SG) y sintrofinas (SIN) o y B1, que se asocian a la oxido nitrico sintasa (NOS). El DGC
establece un puente trans-membranal que contacta a laminina a través de o-distroglicano y a la actina de
citoesqueleto mediante B-distroglicano, que se asocia a la proteina distrofina. (B) La deficiencia de alguno de
los sarcoglicanos (SGs en linea punteada) ocasiona la deficiencia de la totalidad del complejo, originando una
disolucién de la continuidad del sarcolema y por ende des regulacién del flujo de iones como calcio, lo que
provoca necrosis del tejido muscular mediante la activacion de proteasas como p-calpaina (Ruegg y Gillis,
1999) . SPN: sarcospan (Tomado de Campbell, 1995).
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Expresion de los genes sarcoglicano

Los SGs B, 8, ¢, y £, se expresan en tejidos musculares y no musculares
(Jung et al, 1996; Nigro et al, 1996, Ettinger et al, 1997; Yoshida et al, 1997;
Wheeler et al, 2002), mientras que a y y-SG se han detectado Unicamente en
tejido muscular estriado (Roberds et al, 1993; Noguchi et al, 1995; Liu, et al, 1997),
aunque recientemente se ha reportado la expresion de la proteina y-SG en
musculo liso (Barresi et al, 2000). Asi mismo, se ha detectado la expresion del
mensajero a-SG en endotelio vascular de cordon umbilical (Ramirez-Sanchez et
al, 2004), aunque no se ha confirmado la expresion de la proteina. Debido a estos
hechos, a-SG es considerado como un gen de expresion musculo-especifica (Liu
et al, 1997). Los mensajeros de a y y-SG aumentan su expresion 20 y 50 veces,
respectivamente en estadios terminales de la diferenciacion de células de origen
muscular estriado C2/4, por lo que se ha sugerido que la regulacién de su
expresion se realiza a nivel transcripcional (Noguchi et al, 1999). Interesantemente
la sobre-expresion del gen y-SG también es causa de distrofia muscular, como se
ha demostrado en un raton transgénico (Zhu et al, 2001). Este hecho es de suma
importancia, pues indica que no solo la deficiencia en la expresion del gen y-SG es
causa de distrofia muscular (Fig. 2A y B). Los hechos mencionados resaltan la
importancia del estudio de la regulacion transcripcional de los genes SG, pues
indican que ademas de la activacion, la regulacion negativa podria jugar un papel
critico en la fisiologia muscular. La relevancia de la regulacion transcripcional de
los sarcoglicanos se basa también en el hecho de que para el correcto ensamble
del complejo sarcoglicano, asi como para que éste se localice correctamente en el
sarcolema, se requiere de que la expresion de los SGs se realicé diferencialmente
con el fin de favorecer la unién secuencial y ordenada dichas proteinas (Hack et
al, 2000) (Fig. 3). A pesar de la relevancia del estudio de la regulacion
transcripcional de los sarcoglicanos, este rubro se ha abordado someramente. En
un estudio reportado con anterioridad, se aislaron y clonaron dos regiones de
control transcripcional localizadas en la region 5" de las secuencias codificantes de

los genes o y y-SG. En este estudio se identificaron dos transcritos para el gen a-
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SG, cuya expresion en promovida por dos promotores independientes, uno
localizado hacia 5” del exén 1 y otro hacia 5" del exdn 2. Mediante el analisis de la
actividad de construcciones con un gen reportero se observé que Unicamente el
promotor localizado rio arriba del exén 2 es funcional (cabe sefalar que el articulo
aqui referido fue publicado durante el proceso de aislamiento y clonaciéon del
promotor funcional a-SG en el laboratorio del Dr. Ramén Coral Vazquez). Por otra
parte, se demostré que los promotores de ambos genes regulan positivamente la
expresion de los reporteros GFP y Luciferasa (LUC) en forma progresiva conforme
avanza el proceso de diferenciacion de células musculares (Wakabayashi-Takai et
al, 2001; Noguchi et al, 2001), lo que correlaciona con el aumento en la cantidad
del transcrito del gen y-SG durante la diferenciaciéon de células musculares
(Noguchi et al, 1999). Asi mismo, se demostrd que la region de control y-SG es
estimulada positivamente por el factor MyoD (Wakabayashi-Takai et al, 2001).
Este factor transcripcional pertenece a la familia de factores MyoD, (también
llamados factores reguladores miogénicos o MRFs por sus siglas en inglés), y
cuya funcion es el establecimiento y diferenciacion del linaje miogénico mediante
la regulacién de la expresion de genes musculo-especificos (Weintraub et al,
1991). Los antecedentes presentados apoyan la idea de que los promotores o- y
y-SG son regulados durante la diferenciacion del musculo. En este respecto es
importante mencionar que se desconocen, a excepcion de MyoD, los factores
transcripcionales encargados de la regulacion de la expresion de los genes SG.
Este fundamenté el estudio del efecto de los factores de la familia NFI sobre la
actividad del promotor a-SG, en cuya secuencia se identificaron 6 sitios de unién

para dichos factores (Delgado-Olguin P et al, 2004).
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Fig. 2. La regulacion positiva y negativa de la expresion del gen y-SG es critica en la fisiologia
muscular. (A) Micrografias de Inmunofluorescencias de cortes de tejido muscular de un raton silvestre (wt) y
uno deficiente en y-SG gsg-/-. Se observa que la deficiencia de y-SG ocasiona la pérdida o disminucion en la
deteccion de los componentes del complejo SG, mientras que el raton silvestre presenta expresion de los SGs
en el sarcolema (Tomado de Hacket al, 1998). (B) Micrografia de cortes histologicos tefiidos con hematoxilina-
eosina, provenientes de musculo de ratén silvestre (+/+), deficiente en y-SG (-/-), y un transgénico que
expresa un bajo y alto nimero de copias del cDNA de y-SG, respectivamente. Se observa que el ratén
deficiente en y-SG y el que sobre-expresa un alto nimero de copias de dicho gen presentan fenotipos
similares caracteristicos de distrofia muscular. Dys: distrofina. (Tomado de Zhu et al, 2000).
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sarcolema

Reticulo
endoplasmico

Fig. 3. El ensamble del complejo sarcoglicano se realiza ordenadamente. Después de la traduccion, se
unen & y P sarcoglicanos (SG). A este heterodimero se une «-SG. Este complejo es transportado hacia
sarcolema a través de aparato de Golgi, proceso durante el cual se unen yy £-SG. Finalmente en el sarcolema
se establecen contactos con sarcospan (spn) y el resto del DGC. DYS: distrofina, MEC: matriz extracelular,
DG: complejo distroglicano. (Tomado de Hacket al, 2000).

18



El descubrimiento de MyoD

Los MRFs o miembros de la familia MyoD controlan el programa miogénico
(Olson y Klein, 1994; Rudnicki et al, 1995; Weintraub et al, 1991; Davis et al, 1987;
Braun et al, 1989). Dicha familia se compone por MyoD, (también llamado Myf3),
Myf5, miogenina y MRF4 (Myf6), también conocido como herculina (Edmonson y
Olson, 1989; Braun et al, 1990; Miner et al, 1990; Rhodes et al, 1989). Estos
factores forman parte de la super familia de factores bHLH, que se caracterizan
por poseer un dominio basico y dos a-hélices separadas por una asa (Emerson,
1993).

Las primeras observaciones que sugirieron la presencia de uno o varios
reguladores miogénicos surgieron de experimentos que consistieron en el
tratamiento de lineas celulares fibroblasticas de ratén 3T3 y C3H/10T1/2CL8 con
5-azacitidina o 5-aza-2'-deoxicitidina (Taylor y Jones, 1979). Estos son analogos
de citosina que no pueden metilarse. Al tratar las lineas celulares con dichos
compuestos, éstos se incorporan al DNA durante varias rondas de replicacién, de
tal forma que las regiones de regulacién de la expresion genética pierden la
capacidad de reprimirse por metilacion, lo que ocasiona la d(_asregulacién genética
(Jones et al, 1983). Los fibroblastos tratados con los analogos mencionados, se
comprometieron hacia tres fenotipos mesenquimatosos, entre ellos, uno
caracterizado como muscular estriado (Taylor y Jones, 1979). Estos ensayos
sugirieron la existencia de uno o varios factores miogénicos cuya expresion es
reprimida en los fibroblastos, y es inducida al metilar su region reguladora.
Posteriormente se realizaron experimentos que confirmaron dicha hipétesis. Para
ello, se indujo un fenotipo muscular en fibroblastos 10T1/2 mediante tratamiento
con 5-azacitidina y posteriormente se transfectaron células de la misma estirpe sin
tratar, con DNA de los mioblastos inducidos. Se observdé que las células
transfectadas sufren conversion miogénica en 1 de cada 15,000 colonias
transfectadas (Lassar et al, 1986). De esta manera, se indujo la presencia de un
factor o factores proteinicos miogénicos. Con el fin de identificar el factor
responsable de la induccién del fenotipo muscular, se tamizé en forma subtractiva
una biblioteca de DNA complementario (cDNA) de miocitos utilizando como sonda,
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cDNA derivado de mioblastos. A partir del tamizaje, se seleccionaron 3 clonas, se
aislaron los cDNAs correspondientes a dichas clonas y posteriormente se
demostré que la transfeccion de uno de estos en fibroblastos y otras lineas
celulares, confiere un fenotipo muscular estable, es decir, que no es revertido
posteriormente a la induccion. El cDNA identificado fue nombrado MyoD por sus
siglas en inglés: “Myoblast determination gene number one”, y su expresion a nivel
de transcrito se detecta unicamente en tejido muscular estriado (Davis et al, 1987).
La propiedad de inducir el fenotipo muscular en una serie de lineas celulares
comprometidas en linajes ajenos a musculo mediante transfeccion, ha sido motivo
para considerar al factor MyoD como un regulador maestro de la miogénesis
(Weintraub et al, 1991).

Posteriormente, a través de ensayos similares de tamizaje subtractivo de
bibliotecas de cDNA se identificaron los otros factores miogénicos (Braun et al,
1989; Edmonson y Olson, 1989; Wright et al, 1989; Rhodes y Konieczni, 1989;
Braun et al, 1990; Miner y Wold, 1990).

Funciones generales de la familia de factores transcripcionales MyoD (MRFs)

Los genes de la familia MyoD se expresan diferencialmente durante Ila
determinacién y diferenciacion del linaje miogénico en embriones de ratén
(Buckingham, 1996; Buckingham y Cossu, 1997; Ott et al, 1991; Sassoon et al,
1989). Este patron de expresion correlaciona con las funciones particulares que
realizan durante la miogénesis como se ha demostrado mediante el desarrollo de
ratones carentes de los MRFs. Ratones deficientes en MyoD o Myf5 muestran un
fenotipo muscular aparentemente normal (Rudnicki et al, 1992), lo que sugiere que
estos factores realizan funciones redundantes, sin embargo la deficiencia de Myf5
causa muerte perinatal asociada a defectos en costillas (Braun et al, 1992). Estas
alteraciones son rescatadas parcialmente mediante la introduccion del gen
miogenina en el locus Myf5 (Wang et al 1997, Wang et al, 1996), lo que sugiere
que miogenina es capaz de suplir algunas funciones de Myf5. Mediante el analisis
de la expresiéon de un transgén que codifica una proteina de fusidn MyoD-LacZ en
ratones deficientes en Myf-5 y MyoD se determin6 que Myf-5 participa en el
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desarrollo de musculo epaxial (Musculos de la espalda y musculos intercostales),
mientras que MyoD funciona en el desarrollo de muasculos de las extremidades,
lengua, arcos branquiales y diafragma, tejidos que se originan de células
precursoras diferentes a las que forman la musculatura epaxial, lo que indica que
ambas proteinas desempefan funciones unicas (Kablar et al, 1997). Las funciones
individuales de ambas proteinas se confirman con el hecho de que células
derivadas de musculo de ratones MyoD-/- pierden potencial de diferenciacion,
pues expresan tardiamente marcadores de diferenciacion (Sabourin et al, 1999), lo
que sugiere que MyoD ademas de participar en la determinacion del linaje
miogénico, desempefia una funcion en la diferenciacion. Esto es apoyado por el
hecho de que células deficientes en Myf5 se diferencian precozmente, mientras
que las deficientes en MyoD lo hacen pobremente y muestran defectos en el
crecimiento, lo que ademas sugiere que ambos factores participan en la
proliferacion de células musculares (Montarras et al, 2000). Otra evidencia de las
funciones Unicas de MyoD y Myf5 fue aportada por Megeney et al (1996), quien
mostré que un ratéon deficiente para MyoD vy distrofina desarrolla una miopatia
demas de tener baja capacidad de regeneracion después de induccion de dafio
muscular, lo que sugiere que MyoD participa en la regeneracion de dicho tejido
(Megeney, et al 1996). Estos hechos confirman que MyoD y MyfS desempenan
funciones particulares.

La deficiencia de MyoD y Myf5 en ratones doble mutantes, ocasiona un
fenotipo mas severo, caracterizado por la carencia de células miogénicas y fibras
musculares (Rudnicki et al, 1993). Cuando se inactiva el gen miogenina en
ratones, éstos mueren al nacimiento a causa de ausencia de miofibras (Hasty et
al, 1993; Nabeshima et al, 1993), en contraste, ratones carentes en la expresion
de MRF4 son aparentemente normales (Braun y Arnold, 1995; Patapoutian et al,
1995; Zhang et al, 1995). Estos experimentos permitieron establecer la funcion de
MyoD y Myf5 en la regulacién de la determinacion del linaje miogénico (Kablar et
al, 1998), mientras que miogenina y MRF4 regulan el proceso de la diferenciacion
(Sabourin y Rudnicki, 2000; Pownall et al, 2002) (Fig. 4). Sin embargo,
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recientemente se ha descubierto la participacion de MRF4 en la determinacion de

células miogénicas en algunos tipos celulares (Kassar-Duchossoy et al, 2004).

'. M

Myf-5
' —
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- ai-’//r Myf-5 =
g.j MyoD MyoD
Myogenina
| MyoD MRF4
Célula satélite Célula satélite Precursor de Miotubo
quiescente activada célula miogénica

Fig. 4. Funciones de los factores reguladores miogénicos (MRFs). Las células satélites multipotenciales
quiescentes musculares, encargadas de la regeneracion muscular, expresan el marcador c-met. Dichas
células, al activarse expresan los genes Myf5 y posteriormente MyoD, que determinan el linaje miogénico. En
este estadio de diferenciacion, las células son capaces de dividirse. Las células que expresan Myf5 son
capaces de regresar al estado multipotencial, y al expresar MyoD se comprometen irreversiblemente hacia el
linaje miogénico. Posteriormente, al inducirse la diferenciacién, se expresan los genes MRF4 y miogenina, que
regulan la formacidn de fibras musculares (Tomado de Sabourin y Rudnicki, 2000).

Estructura y funciones de MyoD en la regulacion de la miogénesis

La proteina MyoD esta compuesta por 318 aminoacidos (aa) que forman
distintos dominios. Los aa 1 a 60 constituyen un dominio acido correspondiente al
extremo amino (Fig. 5), cuya funcién radica en la interaccién con diversos co-
factores, lo que confiere a MyoD su capacidad trans-activadora (Black et al, 1998).

Entre los aa 62 a 101 se encuentra una secuencia rica en residuos de
cisteina e histidina, que participan en forma indirecta, en remodelaje de cromatina
(Gerber et al, 1997). Hacia el extremo carboxilo, entre los aa 102 a 124 se
encuentra la region basica, que es critica en el reconocimiento del DNA y en la
activacion transcripcional musculo-especifica (Tapscott et al, 1988). EI
reconocimiento del DNA se lleva a cabo en secuencias llamadas cajas E (E box).

Estas secuencias, cuyo consenso es CANNTG (N representa cualquier nucleétido)
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(Lassar et al, 1989), fueron identifi'cadas in vivo como sitios de reconocimiento de
proteinas en potenciadores o “enhancers” de inmunoglobulinas (Church et al,
1985; Ephrussi et al, 1985) y se encuentran presentes en regiones reguladoras de
genes musculo-especificos (Lassar et al, 1989).

Entre los aa 143 a 162 esta codificada una secuencia homéloga a una
region conservada en los factores transcripcionales de la familia Myc (dominio
HLH) que actia como mediador de oligomerizacion (Lee, 1989; Davis et al, 1987;
Zhuang et al, 1992) (Fig. 5). Esta region también existe en factores
transcripcionales de Drosophila, y realizan funciones en especificacion celular y
determinacion sexual. Dichos factores incluyen a achaetescute (Villares y Cabrera,
1987), daughterless (Caudy et al, 1988) y twist (Thisse et al, 1988). El extremo
carboxilo de la proteina se encuentra entre los aa 163 a 318 (Tapscott et al, 1988)
y al igual que la region rica en cisteinas e histidinas, participa indirectamente en
remodelaje de cromatina en regiones reprimidas transcripcionalmente (Gerber et
al, 1997).

Muchas de las funciones de MyoD han sido explicadas en base a la
estructura tridimensional del cristal del dimero bHLH de MyoD, que permitid
determinar dicha estructura a una resolucién de 2.8 Angstroms (Ma et al, 1994)
(Fig. 6). El analisis del cristal revel6 que cada monémero del dominio bHLH, que
incluye los residuos 102 a 166 forma dos alfa hélices conectadas por un asa de 8
residuos. La primera hélice contiene a la region basica y- la hélice 1(H1), y la
segunda hélice corresponde a la region H2. Las regiones H1 y H2 participan en la
formacién de un “racimo” de 4 hélices paralelas de giro hacia la izquierda (Fig. 6)
(op cit, 1994).

Como se ha mencionado, MyoD tiene capacidad de inducir el fenotipo
miogénico en varias lineas celulares, esto implica que dicho factor es capaz de
reprogramar un patron de expresion genética determinado, lo que a su vez implica
que MyoD realiza funciones especificas sobre sus promotores blanco. Este hecho
ha sido comprobado en fibroblastos de ratones deficientes en MyoD y Myf5
transducidos con cDNA de MyoD, y por ende son inducidos al linaje miogénico. En

un estudio global de expresion génica, mediante hibridacion de microarreglos de
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cDNA utilizando RNA mensajero (mRNA) de los fibroblastos transducidos se
identificaron grupos de genes que son regulados positiva y negativamente, lo que
indica que MyoD regula en forma especifica diferentes genes durante la
miogénesis (Bergstrom et al, 2002), sin embargo, los mecanismos mediante los
cuales MyoD regula diferencialmente la activacion de sus promotores blanco son
conocidos parcialmente. El hecho de que MyoD realice funciones especificas
implica que su potencial de trans-activacion debe ser modulado de alguna manera.
Dicha modulacién puede llevarse a cabo mediante varios mecanismos: 1) Del co-
factor (co-represor o co-activador) que heterodimerize con MyoD (Lassar et al,
1991; Molkentin y Olson, 1996; Black y Olson, 1988; revisado ampliamente en Puri
y Sartorelli, 2000); 2) de la afinidad de los sitios de unién al factor en el DNA
(Blackwell et al, 1993; Walhout et al, 1998); y 3) de las modificaciones pos-
traduccionales de MyoD como fosforilacion, ubiquitinacion y acetilacion (Batonnet
et al, 2004; Polesskaya et al 2001; Tintignac et al, 2004).

bHLH
N | acida [ CH’ |basica[ - ‘ C
[_’,4«-’"’ basica l J | H1 | Asa | ‘}h{-j‘_ﬁ-h""‘l

| KRKTTNADRRKAATMRERRR |LSKV |NEAI‘ETLKRCT‘ SSNPNQRLI" KVEILRNAIRYIEGLQAl

Fig. 5. Estructura de la proteina MyoD. El extremo amino (N) contiene una regién &cida. Hacia el extremo
carboxilo se localiza una region rica en cisteinas e histidinas (CH), que continda con la region basica. Una
secuencia de cuatro aminoacidos (J) une la regién basica con el dominio bHLH, compuesto por las hélices 1
(H1) y 2 (H2), que se encuentran separadas por una asa. En el dominio carboxilo se localiza una secuencia
predicha para formar una hélice (H3). Se muestra la secuencia del dominio bHLH.
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Fig. 6. Estructura tri-dimensional del dimero del dominio bHLH de MyoD unido a su secuencia de
reconocimiento. Los contactos DNA-proteina se establecen en el surco mayor del DNA mediante el dominio
béasico, que forma una hélice o. que se continGia con la hélice 1 (H1). Se muestra la estructura del asa, que
une a la hélice H1 (H1) con la hélice 2 (H2) (tomado de Ma et al, 1994).
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Estructura y funciones de los factores NFI

La familia de factores NF| esta compuesta por las proteinas NFI-A, NFI-B,
NFI-C y NFI-X, que se conservan desde pollo hasta el humano. Los factores NFI
interaccionan con el DNA en forma especifica en la secuencia TGC(N5)GCCAA
(Goyal et al, 1990; Kruse y Sippel, 1994) a través del dominio amino, compuesto
por 220 aa, y que se encarga ademas de mediar homo y hetero-dimerizacion, asi
como la iniciacién de la replicacion adenoviral (Mermod et al, 1988; Gounari et al,
1990; Bandyopadhyay y Gronostajski, 1994). La alta conservacion del extremo
amino de los factores NFI| contrasta con el extremo carboxilo terminal, puesto que
existen variaciones en dicha region que codifican para distintos dominios de
modulacién transcripcional. Variacion adicional en dicha region es inducida por
empalme (splicing) diferencial de transcritos para cada uno de los factores NFI
(Gronostajski, 2000). Este hecho explica la variabilidad en la funcion de dichos
factores, que depende del promotor blanco asi como del contexto celular
especifico (Chaundry et al, 1998; Gao y Kunos, 1998). De tal manera, que los
factores NFI funcionan tanto como activadores como represores de diversos
promotores (Gronostajski, 2000).

Se ha detectado la expresion de los miembros de NFI a nivel de transcrito
en varios tejidos del raton, y particularmente relevante para este trabajo resulta el
hecho de que los factores NFI-C y NFI-X se encuentran con mayor abundancia en
tejido muscular estriado (Chaudry et al, 1997). A pesar de esto, no se ha estudiado
su funcion en dicho tejido. Sin embargo, se ha demostrado a través de ratones
deficientes para dichos factores, que éstos participan en el desarrollo embrionario
de ratén. Entre las funciones de esta familia de factores se ha descrito su
participacion en la maduracion pulmonar asi como en el desarrollo cerebral
(Steele-Perkins G, 2005; Shu T, 2003), desarrollo de glandula mamaria (Murtagh
J, 2003), asi como de raices dentarias (Steele-Perkins G,2003) y tejido
neuroepitelial (Behrens M, 2000). Es importante sefialar que en los modelos
estudiados, no se han observado alteraciones en tejido muscular, sin embargo, se
ha postulado que esto se debe a funciones sobre lapadas de los factores NFI. Asi

mismo se ha propuesto que en los ratones deficientes para mas de uno de estos
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factores podria observarse algun efecto sobre el tejido muscular (Gronostajski,
2000). Hasta este momento no se conocen los mecanismos mediante los cuales
los factores NFI participan en los eventos embrionarios descritos, sin embargo, se
sabe que dichos factores interaccionan con co-activadores y/o co-represores, que
determinan la actividad de las proteinas NFI sobre promotores regulados durante
la embriogénesis. A pesar de esto, los modelos propuestos para explicar las
funciones de los factores NFI son muy generales, y no resuelven cuestiones sobre
la actividad especifica de esta familia de factores sobre promotores especificos

durante la embriogénesis (Fig. 7).

Reclutamiento de co-activadores,
co-represores o componentes del
complejo basal transcripcional

Desplazamiento de activadores,
represores o nucleosomas

Reclutamiento cooperative de
isoformas especificas de NFI
mediante proteinas adyacentes

Fig. 7. Modelos de la funcién de NFI in vivo. El Homo o heterodimero de NFI podrian regular la
transcripcion mediante interaccion con miembros de la maquinaria basal transcripcional, con co-
activadores o co-represores (elipse gris) y reclutarlos a promotores especificos. Otro mecanismo
para la funcion de NF| podria realizarse a través del desplazamiento de otros factores
transcripcionales, nucleosomas, u otras moléculas (elipse gris) de regiones promotoras. Dicho
desplazamiento. Se ha propuesto que las variantes de los factores NF| podrian favorecer el
reconocimiento de promotores especificos mediante uniones cooperativas de estas proteinas con
otros factores (elipse gris) (Tomado de Gronostajski, 2000).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La deficiencia en la expresién de los genes SG ocasiona distrofias
musculares (Durbeej et al, 2002; Hack et al, 2000), y la sobre-expresion del gen y-
SG también causa este padecimiento (Zhu et al, 2001), lo que subraya la
relevancia de los procesos de regulacion transcripcional de dichos genes en la
fisiologia muscular. El gen a-SG tiene un patron de expresién musculo-especifico
(Liu et al, 1997), lo que sugiere que su promotor es regulado por la familia de
factores MyoD. Por su parte, el factor MyoD realiza funciones diferenciales sobre
sus promotores blanco (Bergstrom et al, 2002), lo que indica que el potencial de
trans-activacion de MyoD debe ser modulado 6 que MyoD influencia la actividad
de otros factores transcripcionales con el fin de regular promotores musculares en
forma especifica (Delgado-Olguin et al, en preparacion). Con base en estos
antecedentes, en este trabajo se abord6 el estudio de la regulacién transcripcional
del gen a-SG mediante la caracterizacion funcional de su promotor. Asi mismo, se
estudio la accion del factor MyoD sobre la actividad de dicho promotor, ademas,
los resultados nos permitieron abordar el mecanismo de modulacion del potencial
de trans-activacion de MyoD sobre el promotor a-SG durante la diferenciacion de
la linea celular de origen muscular C2C12.

Adicionalmente, con base en el hecho de que se desconocen los factores
transcripcionales que regulan el promotor a-SG, en este trabajo se estudi6 la
funcion de los factores NFI sobre la actividad de dicho promotor durante la
diferenciacion de la linea celular C2C12. Esto resulta relevante desde la
perspectiva de que los factores NFI-C y NFI-X se expresan en forma predominante

sobre los factores NFI-A y NFI-B en tejido muscular de raton.
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OBJETIVOS

1.- Clonar la region de regulaci‘én transcripcional del gen o-SG.

2.- Identificar los elementos de regulacién que componen al promotor a-SG.

3.- Caracterizar la actividad del factor MyoD sobre el promotor basal o-SG.

4.- Estudiar el mecanismo de modulacion del potencial de trans-activacion de
MyoD sobre el promotor a-SG durante el proceso de diferenciacion de células
de origen miogénico.

5.- Caracterizar la actividad de la familia de factores NFI sobre la actividad del

promotor a-SG durante la diferenciacién de la linea celular C2C12.
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MATERIAL Y METODOS
Tamizaje de biblioteca genémica de ratéon A FIXIl (Stratagene)
Generacion de sonda de hibridacion.

Aislamiento y purificacion de DNA

Se aisld DNA de sangre periférica de raton Balbc por el método de alta
concentracion de sal. Aproximadamente 1 ml de sangre fue suspendido en 10 ml
de solucion de lisis (ver anexo), y agitada suavemente durante 3 min, la mezcla se
centrifugd durante 10 min a 3000 rpm en una centrifuga clinica, se desechd el
sobrenadante y se repitid el proceso 2 veces mas. Una vez obtenida la pastilla de
nucleos de globulos blancos, ésta fue resuspendida en 59 ul de NaCl 5mM y 30.6
ul de SDS 10%. La mezcla se incub6 durante 5 min a temperatura ambiente. Se
agregaron 205 ul de solucién saturada de NaCl y se centrifugé durante 15 min a
13 krpm en una micro-centrifuga. Se recupero el sobrenadante y se realizd una
extraccion con 500 pl fenol, cloroformo, alcohol isoamilico (24, 25 y 1 %,
respectivamente) y se centrifugd en las condiciones mencionadas. Se recupero la
fraccion acuosa, se agregé 1 ml de etanol absoluto y se centrifugd en las mismas
condiciones. Una vez precipitado el DNA, se realizaron dos lavados utilizando 1 ml
de etanol al 70% y posterior a la centrifugacion se dejoé secar la pastilla antes de

resuspender en 100 pl de agua esteril.

Amplificacion de la sonda

Se disefio un par de oligonucleétidos con el fin de amplificar mediante PCR
la secuencia correspondiente al extremo 5 del gen a-SG. Dichos oligonucleétidos
flanquean una secuencia de 906 pb que incluye parte de los exones 2 y 3, asi
como el intron 2 del gen a-SG (Fig. 8A). Las secuencias de los oligos utilizados
son las siguientes: Mae1F: 5~ ATGGCAGCAGTAACTTGGATAC-3" y Mae1R: 5'-
ACAAACACACGACCCACAAGTAGGT-3". Estas secuencias fueron obtenidas en
base a la secuencia con numero de acceso AF064081. Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: 1 ciclo de 5 min a 94°C, 30 ciclos de: 1 min a
94°C, 1 min a 58°C y 3 min a 72°C; y un ciclo de 7 min a 72°C.
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Fig. 8. Aislamiento de clonas positivas para el promotor a-SG mediante el tamizaje de una biblioteca
gendmica de ratén. (A) Localizacion de la secuencia empleada como sonda en el tamizaje de una biblioteca
genomica de ratén (Stratagene) correspondiente al extremo 5 del gen a-SG. La secuencia incluye los exones
2y 3 (E2yE3)yelintron 2 (12). Se indica la longitud de dichas secuencias. Se indica la posicion de los
oligonucledtidos utilizados como primers (flechas) en la amplificacion de la sonda empleada en el tamizaje. (B)
El plasmido con el inserto correspondiente a la secuencia empleada como sonda fue restringido con la enzima
Notl. La restriccién libera el inserto correspondiente de 906 pb. M: marcador de tamafno. 1: plasmido
recombinante. 2: pGEMT-Easy. (C) Después de dos rondas de purificacion de se aislaron dos clonas positivas
para la secuencia 5 del gen o-SG (11 y 15). Se muestran autoradiografias de las membranas hibridadas con
la sonda marcada por duplicado (a y b).
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Clonacién y marcaje de la sonda

El fragmento de PCR que incluye los exones 2 y 3, asi como el intrén 2 del
gen a-SG, fue purificado a partir de un gel de agarosa al 1% utilizando el kit “Rapid
gel extraction kit" (Quiagen), cuantificado y clonado en el vector pGEMT-Easy
(Promega) en las siguientes condiciones:

Ligation Buffer: 5ul

PGEM T-Easy (50 ng/ul): 1l

Producto de PCR: 0.44 pl (16.6 ng)
H.0: 2.56 pl

T4 DNA ligasa: 1.0 pl

La reaccién se incubd toda la noche a 4°C. La totalidad de la reaccion se utilizd
para transformar 50 ul de células JM109 competentes por choque térmico, que
fueron plaqueadas en cajas con X-Gal e IPTG (20 ul de una solucién con 50 mg/ml
de X-Gal y 0.5 mM de IPTG). Dado que el vector de clonacién utilizado contiene el
sitio de insercion en el marco de lectura del gen LacZ, 12 hrs después se
seleccionaron clonas positivas (blancas), que no producen la proteina f-
galactosidasa. Se tom¢ cada una de dichas colonias con una asa de siembra, las
cuales se resuspendieron en reacciones de PCR con el fin de detectar el inserto

en las clonas positivas. Dichas reacciones de PCR se prepararon de la siguiente

manera:

Buffer 10X: 2.5 ul
MgCl; 50 mM: 1.5l
dNTPs 10 mM: 0.5 pl
Mae1F: 1.0 pl
MaelR: 1.0 pl
Taq polimerasa (Invitrogen): 0.2 ul
H20: 17.3 pl

Se tomo una clona positiva para preparar un miniprep del plasmido recombinante.
Dicho miniprep se utilizé6 para analizar el plasmido mediante restriccion con la
enzima Notl, cuyos sitios de restriccion flanquean el sitio de insercion (Fig. 8B). A
partir de la clona utilizada se prepard un midiprep para liberar el inserto y usarlo
como sonda en el tamizaje de una biblioteca gendmica de raton.
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Se purifico el inserto como se describié anteriormente y se marcé con [a-2P]
dCTP utilizando el “Kit Rediprime II" (Amersham Pharmacia Biotech) de acuerdo a
las instrucciones del manual técnico.

Titulacion de la biblioteca genémica

Se inocularon 50 ml de medio LB broth (ver anexo) con maltosa 2% vy
MgSO4 10 mM con una colonia de la cepa XL1 Blue MRA (P2) y se incubé a 37°C
durante 7 hrs. El cultivo se centrifugd durante 10 min a 2000 rpm en un rotor
Sorval SS-34 y desech¢ el sobrenadante. La pastilla se resuspendié en 15 ml de
MgSO4 10 mM, y esta mezcla se diluyé con MgSO, de tal forma que quedara a
una densidad optica (600 nm) de 0.5. Se tomaron 200 ul de bacterias y se
vertieron en tubos de ensayo, se prepararon cuatro tubos.

Por otra parte, se realizaron diluciones (10%, 10*, 10° y 10°) del fago de la
biblioteca A FIX Il Library (Stratagene) en solucién amortiguadora SM (ver anexo).
De cada dilucién se tomd 1 ul y se agregé a cada uno de los tubos con bacterias.
Las mezclas se incubaron durante 15 min a 37°C y posteriormente se agregaron a
cada tubo 3 ml de NZY top agar (ver anexo) a 48°C, y la mezcla se plaque6 sobre
cajas de cultivo de 10 cm con NZY agar (ver anexo). Las cajas se incubaron
durante toda la noche a 37°C. En las cajas correspondientes a las diluciones 103,
10°, 10° se observd confluencia de presencia de placas, y en la caja
correspondiente a la dilucién 10° se pudieron contar placas (370). Con el nimero
de placas y la dilucion utilizada se determinaron las unidades formadoras de placa
por ml (pfu/ml). El resultado del titulo fue de 3.7"" pfu/ml.

Tamizaje de biblioteca genémica

Se inocularon 50 ml de medio LB con 0.2% de maltosa con una colonia de
bacterias KL1-Blue MRA (P2) a 37°C durante 7 hrs. La pastilla de bacterias se
resuspendié en 15 ml de MgSO,4 10 mM. Esta mezcla se diluyé con MgSO4 10 mM
para obtener una densidad Optica de 0.5 a una longitud de onda de 600 nm. Se
realizaron las siguientes diluciones del fago recombinante en solucion

amortiguadora SM (ver anexo).
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Dilucién 10°: 1ul de fago en 999 de solucién SM

Dilucidn 10% 100 pl de la dilucién 10 en 900 pl de SM

Dilucién 10°: 100 pl de la dilucién 10* en 900 ul de SM

De la dilucién 10* se tomaron 162 pl y se agregaron a 9 ml de las células diluidas
en MgSO4 10 mM con el fin de obtener un total de 9.8 x 10° unidades formadoras
de placa. La mezcla se incubd a 37°C durante 15 min. Se mantuvo una solucién
de SM con agarosa al 0.7% a 48°C. En cada tubo (de un total de 15) se vertieron 8
ml de SM-agarosa y 762.5 pl de la mezcla de las células con el fago (600 pul de
células mas 162.5 ul de la dilucién 10%) para obtener 70,000 placas por caja. Los
tubos se mantuvieron a 48°C hasta plaquear su contenido. Después del plaqueo,
una vez solidificada la agarosa, las cajas se voltearon y se mantuvieron a 37°C
durante toda la noche. Las cajas se enfriaron durante una hora y posteriormente
se realizd la transferencia de las placas a membranas de nitrocelulosa por
duplicado. Una vez secas, las membranas se sumergieron en solucién
desnaturalizante (ver anexo) durante dos min, posteriormente en solucion
neutralizante (ver anexo) durante 5 min en agitacion y finalmente se remojaron
brevemente en soluciéon SSC 2X (ver anexo). Una vez secas, las membranas se
trataron con 120,000 pJ de luz UV en un “crosslinker”. Las membranas se
sumergieron en solucién de pre-hibridacién (ver anexo 1) durante 4 hrs.
Posteriormente se colocaron en bolsas selladas con 25 ml de solucion de
hibridacion (ver anexo) con la sonda marcada, con una actividad de
aproximadamente un millén de cpm, durante 16 hrs a 42°C en agitacién. Se
realizaron lavados de las membranas en 250 ml de SSC 2X durante 15 min, se
reemplazo la solucion por SSC 2X fresca, y se agitd durante 15 min a 42°C. Los
lavados se repitieron con SSC 1X y 0.5X. Las membranas se acomodaron en
cartones, se cubrieron con plastico (Klenn pacK) y se expusieron a placas
radiograficas durante 24 hrs. Se cortd la agarosa correspondiente a las sefiales
positivas identificadas utilizando una punta azul cortada en la punta y se colocaron
en tubos con 200 pl de soluciéon SM. Los tubos se agitaron durante 2 hr para eluir
el fago. A partir de dicha elusion se realizd6 amplificacion mediante PCR de la

region empleada como sonda utilizando los oligonucleétidos correspondientes
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(resultados no mostrados). Se realizaron diluciones 1/100, 1/1000 y 1/10,000. De
la ultima dilucién se tomaron 4 pl, que se agregaron a 7 ml de células. El proceso
siguié como se describe con el fin de obtener placas separadas a partir de las
cuales poder purificar las clonas. Para purificar las clonas 11 y 15, se emplearon
20 pl de una dilucién 1/10 del producto de la elusion del fragmento de agarosa con
una placa positiva en 200 pl de SM. Este volumen se utilizo para infectar 600 pl de
células. A partir de eluciones de las placas obtenidas se purificaron las clonas (Fig.
8C).

Caracterizacion de clonas positivas

Con el fin de caracterizar parcialmente los insertos de las clonas aisladas se
realizd amplificacion mediante PCR utilizando combinaciones de los
oligonucledtidos empleados en la amplificacion del fragmento de DNA utilizado
como sonda y los correspondientes a las secuencias del vector que flanquean el
sitio de insercién (Fig. 9). Al emplear los oligonucleétidos Mae2R y T3 utilizando
como templado DNA de la clona 11 se obtuvo un producto de amplificacién de
aproximadamente 6 kb. Esto implica que dicha clona incluye 5 kb hacia 5" a partir
de la posicién del oligonuclettido Mae2R (Fig. 9). Al emplear los oligonucleétidos
Mae2F y T3 utilizando como templado DNA de la clona 15 se obtuvo un producto
de amplificacién de aproximadamente 4 kb (Fig. 9). Dado que el promedio del
tamafio de inserto en la biblioteca genémica tamizada es de 13 kb, se estim6 que
el fragmento hacia 5" de la secuencia correspondiente al oligonucleétido Mae2F

contenido en la clona es de 9 kb (Fig. 9).
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Fig. 9. Caracterizacién de clonas positivas para la region 5" del gen a-SG mediante PCR. Se utilizaron
combinaciones de oligonucledtidos correspondientes a la secuencia empleada como sonda en el tamizaje y a
las secuencias que flanquean el sitio de insercién en el fago. Se muestran esquemas de las clonas 11y 15 asi
como la localizacion de los oligonucleétidos con los que se obtuvo amplificacién. La clonas 11 y 15 contienen
fragmentos de DNA de 9 y 4 Kb hacia 5" de la region correspondiente a la sonda, respectivamente. Se
muestra la ubicacion y longitud de los fragmentos amplificados. En la parte superior de los geles se indica la
combinacion de oligonucledtidos empleada. Mae1F: 1F, Mae2R: 2R. Como escalera de DNA se empleé DNA
del fago A digerido con la enzima Hindlll (M). C: control negativo.

Generacion de construcciones

La construccion pGlow-TOPO F1B2609 fue generada mediante la amplificacién de
un fragmento de DNA de 2609 pb que contiene al promotor o-SG a partir de las

clonas aisladas mediante el tamizaje de la biblioteca gendmica. Para la
amplificacion se  emplearon los oligonucleétidos:  pALFAB2A: 5'-
GGTGAAGCACTGTTTCTTCC-3; pALFAB1A: 5-GCCTAGCCAGTGAGTGACAG-
3". Este fragmento fue clonado en el vector pGlow-TOPO (Invitrogen) que contiene
a GFP como gen reportero. La construccion pGL3F1B2609 (construccion 1) fue
generada mediante la escision del fragmento de 2609 pb a partir de pGlow-TOPO
F1B2609 con la enzima de restriccion Bglll y la clonacién de dicho fragmento en el
sitio correspondiente en el vector pGl3-Basic Vector (Promega), que contiene a

luciferasa como gen reportero.
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Los insertos de las construcciones con deleciones del promotor o-SG
(construcciones 2-13) fueron generados mediante amplificacion por PCR utilizando
oligonucleétidos flanqueados por secuencias de reconocimiento para la enzima de
restriccion BamHI| empleando la polimerasa Taq Gold de Invitrogen, que posee la
capacidad de corregir la introduccién de nucleétidos incorrectos durante la sintesis
(proofreading activity). Como templado se empleé DNA de las clonas aisladas a
traves del tamizaje de la biblioteca genémica. Las secuencias de los
oligonuclettidos empleados se muestran en la tabla 1. Los oligonucleétidos fueron

disefiados a partir de la secuencia con numero de acceso AB044625.

Tabla 1. Oligonucleétidos empleados para la generacion de fragmentos deletados del promotor a-
SG.

Oligonucleétido Secuencia

DELaB1 5-GCATCAGCATGGCTTTGTAG-3"

DELIaB2 5-CGCGGATCCATAGGTGGCTGAACATGTGC-3"
DELaB3 5-GTGAGCTGGAGAGAGCCCTCT-3’

DELaB4 5-CGCGGATCCTGTTAAGGCCAGTTGTCAGC-3
DELaBS 5"-CGCGGACTGTTAAGGCCAGTTGTCAGC-3’
DELaB6 5 -ATAGAGGAAGGGCCAGAAAG-3’

DELaB7 5-CGCGGATCCCTGGCTGGGATAATTCTCCT-3"
DELaB8 5-CGCGGATCCATACACCTGTCATCCCAGCA-3°
DELaB9 5-GTTTAAGAGCCCTGGTTGCT-3’

DELaB10 5-GTCCGATTCCCTCTTCTAGC-3’

DELaB11 5-CACAGACGCCAGATAAAACC-3’

DELaB12 5-CGCGGATCCCAGTGCTCACTCTGGGAATG-3"
DELaB13R 5-CGCGGATCCTTGCCTAGCCAGTGAGTGAC-3’

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 1 ciclo de 5 min a 94°C, 30
ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 60°C, 1 min a 72°C y 1 ciclo de 7 min a 72°C.

Los productos de amplificacion fueron purificados a partir de geles de agarosa
(Fig. 10) y restringidos con la enzima BamHI, con el fin de generar extremos
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cohesivos. Los productos de dicha restriccion fueron purificados a partir de geles
de agarosa para clonarse en el vector pGL3-Basic Vector (Prorﬁega). Para ello, el
vector fue restringido con la enzima Bglll e Igualmente, el producto de esta
restriccion fue purificado a partir de un gel de agarosa al 1%. Para clonar los
fragmentos del promotor oa-SG en el sitio Bglll de pGL3-Basic Vector se realizaron

ligaciones para cada uno de los insertos en las siguientes condiciones:

Ligase Buffer: 4l
H,0: 9ul
Inserto (producto purificado 250 ng): 5 ul
Vector (producto purificado 50 ng): 1l
T4 DNA ligase (Invitrogen) (1 unidad): 1 ul

Las reacciones se incubaron durante toda la noche a 4°C. Dichos productos de
ligacion se utilizaron para transformar bacterias competentes DHS5a. Cinco
colonias de cada ligacion fueron disueltas en reacciones de PCR como se
describié anteriormente con el fin de identificar la direccion del inserto. Las PCRs
se realizaron en las mismas condiciones empleadas para sintetizar los fragmentos
del promotor a-SG, empleando el oligonucleétido GL2 como primer reverso, que
es complementario a la secuencia rio debajo de la region de clonacion del vector
pGL3-Basic vector. La secuencia del primer GL2 es la siguiente: 5°-
CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCA-3" Se seleccionaron clonas con el inserto en

orientacion 5°-3° para preparar midipreps, a partir de los cuales se realizaron

restricciones empleando las enzimas Hindlll y Xhol con el fin de liberar los insertos
(Fig. 11).
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Fig. 10. Amplificacion de los fragmentos deletados del promotor o-SG. Los productos
fueron amplificados a partir del DNA de las clonas 11 y 15. En la parte superior se indican
los numeros de nucledtidos abarcados por cada fragmento. En los extremos se muestran
escaleras de DNA de 1 kb y de 100 pb.
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Fig. 11. Restriccion de las construcciones con deleciones progresivas del promotor a-SG con las
enzimas Hindlll y Xhol. Se observan los fragmentos liberados correspondientes al tamano esperado. La
construcciéon F5 no es restringida por estas enzimas, sin embargo, mediante amplificacion por PCR se obtiene
el fragmento correspondiente al inserto. Esto podria deberse a que mediante la amplificaciéon se suprimio
alguno de los sitios de reconocimiento a las enzimas empleadas, o a que la estructura del plasmido impida el
acceso de éstas a sus secuencias. Se indican las construcciones restringidas. SR: pGL3-Basic Vector sin
restringir. En los extremos se corrieron escaleras de DNA de 1 kb y 100 pb
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La construccion 15, que corresponde al fragmento 2, de 2433 pb con una delecion
de 190 pb que incluye la region del promotor basal fue generada mediante
restriccion de la construccion 2 con las enzimas Hindlll y BstEl. Los extremos de
cadena sencilla generados por los cortes de dichas enzimas fueron rasurados
utilizando la enzima Mung Bean (Promega), y el producto resultante fue religado.
Esta construccion fue caracterizada mediante PCR utilizando los oligonucleétidos
pALFAB1 y GL2 (Fig. 12).
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Fig. 12. Construccion F12020 A+29-161 (construcciéon 15). La construccion 2, fue restringida con las
enzimas indicadas en el esquema. La identificacién de las clonas deletadas se realizé mediante amplificacién
por PCR. Se muestra la localizaciéon de los oligonucledtidos empleados pALFAB1 y GL2 (flechas). En los
carriles 1, 2 y 3 se muestran los productos de amplificacién correspondientes al fragmento deletado. Se
muestra el producto obtenido a partir de la restriccion de la construccion 2. Como escalera de fragmentos de
DNA se empled A restringido con Hindlll,
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La construccion pGL3CP que contiene un fragmento de DNA de 81 pb
correspondiente al promotor basal a-SG, fue generada mediante restriccion de la
construccion 13 con las enzimas Pvull y Smal (generan extremos romos) y el
plasmido fue religado. La caracterizacion de esta construccion se realiz6 mediante

restriccion con las enzimas Ncol y Mlul (Fig. 13A).
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Fig. 13. Generacion de construcciones pGL3+4/-77 (pGL3CP) y +4/-77 MOD (pGL3CP-MOD). (A) En los
esquemas se muestran los nucleotidos abarcados por las construcciones asi como los sitios de las enzimas
empleadas en la generacion de la construccion. La identificaciéon de clonas deletadas se realizé mediante
restriccion con las enzimas Ncol y Mlul, cuyos sitios se localizan en la region de clonacion del vector. Se
muestra el tamafio del fragmento obtenido por la digestion de clonas positivas (carriles 1 y 2). Como marcador
se empled una escalera de 100pb (M). (B) La construccién pGL3 CP+MOD fue generada mediante restriccion
de la construccion pGL3F12-MOD con las enzimas Pvull y Xhol. El modulador se muestra como un recuadro
gris rio arriba del sitio Xhol. La identificacion de clonas deletadas se realizo con las mismas enzimas que en
(A). En los esquemas se muestran los nucleétidos abarcados por las construcciones asi como los sitios de las
enzimas empleadas en la generacion de la construccion. En los carriles 3 y 8 se encuentran los fragmentos
generados por la restriccion de clonas positivas. En el carril 11 se muestra el fragmento liberado a partir de la
construccion pGL3F12MOD. M: marcador de 100 pb. A la derecha se muestra el tamafio de los fragmentos
liberados.
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El elemento modulador fue clonado en el sitio Smal de la construccion 13
para generar la construccion pGL3F12-MOD. La construccion 13 fue digerida con
dicha enzima. El plasmido linearizado fue purificado a partir de un gel de agarosa
al 1% y posteriormente se ligaron secuencias de reconocimiento (linkers) para la
enzima Bglll en ambos extremos del plasmido linearizado. El producto de la
ligacion fue purificado y restringido con la enzima Bglll durante 5 hrs para eliminar
los sitios de reconocimiento sobrantes. Después de purificar el producto de la
restriccion, se utilizaron 50 ng para realizar una ligaciéon con 10 ng del modulador.
Dicho elemento esta formado por un par de oligonucleétidos complementarios
alineados cuya secuencia incluye las dos E-boxes flanqueadas por secuencias de
reconocimiento para la enzima BamHI. Dichos oligonucleoétidos fueron alineados y
restringidos con BamHI durante 12 hrs, purificados y utilizados en la ligacién. La
caracterizacion de las clonas positivas fue realizada mediante restriccion con las
enzimas Ncol y Miul (Fig. 14).

La construccion pGL3CP-MOD fue generada mediante restriccion de la
construccion pGL3F12-MOD con las enzimas Pvull y Xhol. El extremo cohesivo
generado por el corte por Xhol fue rasurado utilizando la enzima Mung Bean y el
producto fue religado (Fig. 13B).
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Fig. 14. Generacion de la construccion pGL3F12MOD, que contiene al promotor basal o-SG y el elemento
modulador. (A) Se insertaron secuencias Bglll en el sitio Smal de la construccion pGL3F12 (que contiene un
fragmento de 135 pb del promotor a-SG) como adaptadores. Dichos adaptadores se emplearon para ligar la
secuencia correspondiente a E-box1 y E-box2 (E-1 E-2). (B) La identificacién de clonas positivas se realizo
mediante restriccion con las enzimas Ncol y Mlul. Se restringieron plasmidos en los que se clonaron los
adaptadores (carriles 3-6), de los que se liberaron fragmentos de 219 pb, con el modulador (carriles 1 y 2),
cuya restriccion produjo fragmentos de 276 pb, asi como la construccion pGL3F12 (carril 7), cuya restriccion
produjo un fragmento de 199 pb. Como marcador se empled una escalera de 100 pb (M). (C) Se confirmé la
presencia del modulador en algunas construcciones mediante secuenciacién. Se muestran las secuencias de
los sitios E-box1 y E-box2 en la cadena 3°-5".
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Las construcciones pGL3-Promoter-MOD (1 copia) y pGL3-Promoter-MOD
(2 copias), que poseen el gen luciferasa regulado por el promotor viral SV40 y una
y dos copias del modulador (E-box1 y E-box2), respectivamente fueron generadas
mediante la clonacién de dicho elemento en el sitio BamHlI, rio abajo del promotor
SV40. La caracterizacion de estas construcciones se realizé mediante restriccion
con las enzimas Xbal y Sall (Fig. 15), cuyos sitios de reconocimiento flanquean el

sitio BamHl.
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Fig. 15. Generacion de la construccion pGL3-Promoter-MOD, que contiene el modulador en el sitio BamHl
del vector pGL3promoter (Promega). La identificacion de clonas positivas se realizé mediante restriccion con
las enzimas Xbal y Sall. Se muestran los fragmentos obtenidos correspondientes a 1 (325 pb, carril
10) y 2 copias del modulador (382 pb, carril 9). En el carril 11 se encuentra el fragmento de 268 pb
liberado por la restricciéon del vector pGL3 promoter sin inserto.

Las construcciones CP+E1MUT, CP+E2MUT y CP+E1-2MUT, que
contienen el promotor basal a-SG y al modulador con mutaciones disefiadas sobre
las secuencias de E-box1, E-box2 y ambas, fueron generadas utilizando el
sistema “QuickChange site directed Mutagenesis kit" (Stratagene). Las secuencias
de los oligonucleétidos complementarios utilizados son las siguientes: E-1MUT, 5°-
ACCCCAGGTGAATTCAGTGGCCCAG-3° y E-2MUT, 5'-
GGCCCAGAGCCGCGGTTCCCACAC-3". Solo se muestran las cadenas 5°-3".
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Las mutaciones inducidas en estos oligonucleétidos generan sitios de restriccion
para las enzimas EcoRI y Sacll, respectivamente, que son unicos en el contexto
de la construccion pGL3CP y que permitieron corroborar la incorporacién de
dichas mutaciones. La caracterizacion de estas construcciones fue realizada
utilizando las enzimas correspondientes ademas de Narl (Fig. 16), cuyo sitio de

reconocimiento se ubica rio abajo del modulador.
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Fig. 16. Generacion de construcciones CP+E1MUT, CP+E1MUT y CP+E1-2MUT, que contienen
mutaciones en los sitios E-box1 (E1 MUT), E-box2(E2 MUT) y en ambas (E1-2 MUT), respectivamente. La
identificacion de construcciones mutantes se realizé mediante restriccion con la enzima Narl, en combinacion
con EcoRlI o Sacll.

45



Se generaron las construcciones CP+E-1MUTGGCC, CP+E-1MUTCC vy
CP+E-1MUTCCC que contienen el modulador con le secuencia de E-box1
mutada, ademas de substituciones de las secuencias de nucleétidos GGCC, CCy
CCC del consenso E-box2. Dichas construcciones fueron generadas utilizando la
construccion CP+E1MUT como templado. Las substituciones de nucleétidos
fueron insertadas como se describid anteriormente. Las secuencias de los
oligonucledtidos empleados para generar dichas mutaciones se muestran en la
tabla 2. Las mutaciones introducidas se muestran en la figura 29. La introduccién

de las mutaciones fue confirmada mediante secuenciacion.

Tabla 2. Oligonucleétidos empleados en la introduccion de mutaciones puntuales en la
construccién pGL3+E1MUT.

Oligonucleoétido Secuencia

GGCCME2f 5-GGTGAGTTCAGCAGAGCACCTGTTCCCAGGATCTTCGG-3°

GGMEZ2F 5-GGTGAGTGGCCCAGAGCAGGTGTTCCCAGGATCTTCGG-3’
CCCMEZ2F 5-GGTGAGTGGCCCAGAGCACCTGTTAGTAGGATCTTCGG-3".
*E2CCCGGCCMf 5 -GGTGAGTTCAGCAGAGCACCTGTTAGTAGGATCTTCGG-3"
*E2CCCGGMf 5"-GGTGAGTGGCCCAGAGCAGGTGTTAGTAGGATCTTCGG-3°

*E23CGGGGCCMf 5 -GGTGAGTTCAGCAGAGCAGGTGTTAGTAGGATCTTCGG-3°

* Estos oligonucledtidos se emplearon en la sustitucion de los nucledtidos conservados en
diferentes combinatorias

Los plasmidos pcDNA3-N-myc, pcMyoD-N-myc y pcMyogenin-N-myc, que
codifican un “tag” correspondiente a un péptido de la proteina N-Myc, MyoD vy
Miogenina fusionadas a un fragmento Myc, respectivamente fueron donados por
Robin Meech, (Department of Neurobiology, The Scripps Research Institute, La
Jolla, California. E.U.A.). Estos plasmidos fueron utilizados en los ensayos de
trans-activacion. Los plasmidos pCHNFI-A2, pCHNFI-B-2, pCHNFI-C1.2, pCHNFI-
X2, que codifican para los factores NFI-A1.2, NFI-B2, NFI-C2 y NFI-X2,
respectivamente, asi como el vector pCH, que no contiene cDNA, fueron donados

por el Dr. Richard Gronostajski.
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Propagacion y diferenciacion de células C2C12

La linea celular C2C12, que corresponde a mioblastos murinos, fue mantenida en
condiciones de crecimiento y en estado indiferenciado (mioblastos) en medio
DMEM (Gibco), suplementado con suero fetal bovino (Gibco) al 10%. Para inducir
diferenciacion, el medio de crecimiento fue sustituido por medio de diferenciacion
(DMEM 1% de suero de caballo) cuando las células alcanzaron crecimiento
confluente en las cajas de cultivo. Los cultivos fueron mantenidos en incubadoras
a 37°C en presencia de CO; al 5%. Los pases de esta linea celular se realizaron
antes de que las células alcanzaran crecimiento confluente con el fin de mantener
el estado indiferenciado de la linea, pues el contacto es un factor de induccién a
diferenciacion (Cole et al, 2004).

Transfeccién de células C2C12

24 hrs antes de la transfeccion, se sembraron 384,000 células en cada pozo de 3
cm de diametro (cajas multipozo 6), lo que corresponde aproximadamente a un
40% de confluencia, y se mantuvieron en condiciones de crecimiento. Los
mioblastos se transfectaron utilizando lipofectamina 2000 (Invitrogen). Para
normalizar la actividad de luciferasa de las construcciones problema (luciferasa de
P. pirallis), los cultivos se co-transfectaron con 50 ng del plasmido pRL/CMV
(Promega) que tiene el gen luciferasa de Renilla reniformis. De esta forma se
normaliza tomando en cuenta la actividad de ambas luciferasas. EI DNA
(construccion problema + plasmido control) se suspendié en 20 ul de H;0, se
agregaron 4 pl de lipofectamina y 100 pul de DMEM (sin suero fetal bovino). Esta
mezcla se preparé para cada transfeccion. La mezcla se incubd durante 30 min a
temperatura ambiente. Durante este lapso, se sustituy6 el medio de crecimiento de
los cultivos por 800 ul de medio DMEM (sin suero fetal bovino) y se goted la
mezcla (124 pl) sobre los cultivos celulares. Después de 5 horas, el medio DMEM
con la mezcla de transfeccion fue retirado de los cultivos y sustituido por medio de
crecimiento. 24 hrs después, se cosecharon los mioblastos transfectados para
realizar ensayos de actividad de luciferasa, y los cultivos transfectados en réplica
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fueron inducidos a diferenciacion. Cuatro dias después, se cosecharon los
miotubos para realizar el mismo ensayo.

Para generar transfectantes estables, se co-transfectaron mioblastos
C2C12 con 3 pg de los vectores pcMyoD-N-myc o pcDNA3-N-myc, que codifican
para MyoD fusionado a un “tag” y unicamente el “tag”, respectivamente, con 800
ng del vector pEGFP-1 (Clontech), que codifica el gen de resistencia a neomicina,
utilizado como marcador de seleccion. Después de la transfeccion, los cultivos se
mantuvieron en medio DMEM con geneticina (0.6 mg/ml). Posteriormente se

emplearon cultivos de estas lineas para inducirse a diferenciacion.

Western-blot

Obtencioén y cuantificacion de extractos proteinicos

Mioblastos y miotubos C2C12, asi como transfectantes estables para MyoD-N-
myc y N-myc fueron lisadas en buffer RIPA modificado (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 1
% NP-40, 0.25% de deoxicolato de sodio, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM
PMSF y 1 ug/ml de aprotinina y leupeptina. Estos tres Gltimos componentes, que
funcionan como inhibidores de proteasas se agregan antes de usar. Se emplearon
100ul de RIPA por cada 10 millones de células. La mezcla se incub6 durante 15
min en hielo, se centrifugd a 13 krpm en una microcentrifuga a 4°C y el
sobrenadante se transfiri6 a un tubo limpio. Para cuantificar proteinas de los
extractos se utilizoé el reactivo de Bradford (Bio-Rad). Para ello, se realiz6 diluciéon
de los extractos (1/10) y se colocaron 2 pl de dicha dilucién en pozos de placas de
ELISA (96 pozos). Posteriormente se agregaron 200 pul de reactivo de Bradford en
una dilucién 1/5. Después de incubar por 5 min, se determiné la absorbancia de
las muestras a una longitud de onda de 537 nm en un lector de ELISA. Empleando
las lecturas de las muestras problema asi como las provenientes de muestras con
concentraciones conocidas, se realizé regresion lineal para determinar las

concentraciones de proteina.
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Electroforesis en gel de acrilamida y transferencia de proteinas
Preparacion de gel concentrador y de resolucion

El gel concentrador (3% de acrilamida) se prepar6é de la siguiente manera: se
agregaron 1.25 ml de “Spacer Buffer” (5.98 g de TRIS base pH 6.7, aforar a 100
ml), 0.75 ml de acrilamida al 40% (39 g de acrilamida, 1 g de bis-acrilamida y
aforar a 100 ml), 100 pl de SDS 10%, 7.8 ml de H,0O, 100 pul de Persulfato de
Amonio al 10% y 10 ul de TEMED.

El gel separador (10% de acrilamida) se preparé de la siguiente manera: se
agregaron 1.25 ml de “Resolving Buffer” (48 ml de HCI 1M, 36.3 g de TRIS base
pH 6.7 y aforar a 100 ml), 2.5 ml, de acrilamida al 10% y 10 ul de TEMED. En la
preparacion de los dos geles, el Persulfato de amonio y el TEMED se agregaron
antes de fue las soluciones entre los cristales contenedores. Primero se virtio la
solucion de resolucion, llenando aproximadamente 2 tercios del espacio entre los
cristales, una vez polimerizado el gel, se vertid la solucion correspondiente al gel

concentrador, e inmediatamente se coloco el peine.

Electroforesis y transferencia de proteinas _
Se tomo6 el volumen necesario para contener la concentracién apropiada de
proteinas (50 ng) y se diluyé en un volumen igual de solucion amortiguadora de
cargado (5 ml de “Spacer Buffer”, 10 ml de SDS al 10%, 4 ml de glicerol, 0.4 ml de
de azul de bromofenol al 0.5% y 0.6 ml de H,O). La mezcla se calenté a 90°C
durante 5 min, y se colocé en hielo antes de cargarse en los pozos del gel
concentrador. En forma alterna a las muestras, se corrieron 8 ul de un marcador
de peso molecular pre-tefiido (BenchmarK, Invitrogen). Las proteinas se
resolvieron mediante electroforesis a 20 mAmp durante 35 min en “Electrode
Buffer” (12 g de TRIS base, 57.6 g de glicina, 40 ml de SDS al 10% y aforar a 4 It).
Las proteinas resueltas fueron transferidas a membranas de polivinilideno (PVDF)
en un “sandwich” de transferencia preparado de la siguiente manera: (del polo
negativo hacia el positivo) se coloco la esponja de transferencia, dos capas de
papel filtro, el gel de transferencia, la membrana (previamente enjuagada en

metanol durante 5 min y 10 min en buffer de transferencia), dos capas de papel
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fitro y la otra esponja de transferencia. Las proteinas se transfirieron a la
membrana por electro-transferencia a 500 mAmp durante 2 hrs .a 4°C en agitaciéon
(colocando una mosca dentro de la camara, que a su vez se coloca sobre un
agitador magnético), en “Transfer Buffer" (256 mM de TRIS HCI, 192 mM de

glicina, 20% de metanol, ajustar pH a 8.3, desgasificar y guardar frio).

Revelado de senales (blot)

La membrana se enjuagé en H,O y se bloqued durante 2 hrs con 10 ml de
solucion de bloqueo (TBS (0.05 % de TRIS, 0.25 M de NaCl, pH 7.5), Tween
0.1%) con 5% de leche en polvo sin grasa y 1% de BSA) en agitacion.
Posteriormente se agregd el anticuerpo primario en una dilucién 1/1000 y se
incubd en agitacion durante toda la noche a 4°C. Posteriormente se retird la
soluciéon de blogueo con el anticuerpo y se realizaron 5 lavados de la membrana
de 5 min cada uno en agitacion con el fin de eliminar el residuo del anticuerpo.
Dichos lavados se realizaron con TBS con Tween al 1 %. Posteriormente se
agrego el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa (Zymed) diluido 1/3000 en
TBS, Tween 0.1%, 5% de leche en polvo sin grasa y 1% de BSA. Se incubé en
agitacion a temperatura ambiente durante 1 hr. Se realizaron 4 lavados en las
mismas condiciones mencionadas y se hizo un quinto lavado con TBS sin Tween.
Posteriormente se agregaron los reactivos con el sustrato para la peroxidasa
(Pierce) (1.5 ml de cada reactivo). Después de incubar durante 5 min en agitacion,

las bandas se revelaron por autoradiografia.

Obtencién de extractos nucleares

La obtencién de extractos nucleares se realiz6 mediante un método descrito con
anterioridad con algunas modificaciones (Muller et al, 1989). Se cosecharon
mioblastos y miotubos C2C12, se utilizaron aproximadamente 500,000 células por
ensayo. Las células se centrifugaron durante 1 min a 12 krpm a 4°C en una
microcentrifuga, la pastilla se resuspendié en 1 ml de PBS y se centrifugd en las
misma condiciones. Se desecho el sobrenadante y la pastilla se resuspendio en
400 pl de “Buffer” A (10 mM de HEPES pH 7.9, 10 mM de KCI, 0.1 mM de EDTA,
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0.1 mM de EGTA, 1 mM de DTT y 0.5 mM de PMSF) frio. La mezcla se incubé en
hielo durante 15 min. Se agregaron 25 pl de NP-40 (Fluka) y los tubos se agitaron
en un “vortex” durante 10 s, se centrifugd en las condiciones mencionadas durante
30 s. Se desecho el sobrenadante y la pastilla de nucleos fue resuspendida en 50
ul de buffer C (20 mM de HEPES pH 7.5, 0.4 M de NaCl, 1 mM de EDTA, 1 mM de
EGTA, 1 mM de DTT y 1 mM de PMSF) frio y los tubos se agitaron durante 15 min
a 4°C en una rueda giratoria. Los tubos se centrifugaron durante 5 min a 8 krpm
en una microcentrifuga a 4°C y el sobrenadante (extracto de proteinas nucleares)

se traspaso a tubos nuevos, que fueron almacenados a —-70°C.

Obtencion de extractos de transcripcion/traduccion in vitro

Dichos extractos fueron obtenidos utilizando el sistema TNT T7 Quick Coupled
Transcription/Translation System (Promega) siguiendo el protocolo indicado por el
proveedor. Se utilizé 1 pg de los vectores circularizados que codifican para N-myc-
MyoD y N-Myc-myogenin. Del producto de la transcripcion/traduccion in vitro se

utilizaron 5 ul para los ensayos de retardo.

Ensayos de movilidad electroforética

Marcaje y purificacion de sondas

Marcaje y alineamiento de oligonucledtidos
Se colocaron en un tubo Eppendorf: 50 ng de cada uno de los oligonucleétidos
complementarios correspondientes a cada sonda, 2 ul de “Buffer Forward”
(Fermentas), 1 pl de [y-*P] ATP, 0.5 pl de cinasa y se completé a un volumen de
10 pl con H20. El tubo se incub6 durante 30 min a 37°C. Posteriormente el tubo se
incub6 a 60°C para inactivar a la cinasa.

Se agregaron 10 ul de solucién amortiguadora de alineamiento (20 mM de
TRIS HCI pH 8, 100 mM de NaCly 1 mM de EDTA) y se incubd a 60°C durante 30
min y 10 min a temperatura ambiente.

Las secuencias de los oligonucleétidos empleados como sondas son las

siguientes: EBOX1.F (que incluye la secuencia de E-box1) 5'-
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ACCCCAGGTCAGGTGAGTGGCCCAG-3', EBOX2.F (que incluye la secuencia
de E-box2) 5'-GGCCCAGAGCACCTGTTCCCACAC-3" y E2WTTf (que contiene la
secuencia de E-box2 asi como las secuencias de nucleotidos conservados que la
flanquean), 5-GGTGAGTGGCCCAGAGCACCTGTTCCCAGGATCTTCGG-3".
Solo se muestran las cadenas sentido. Las versiones mutantes de estas sondas
se muestran en la seccion de construcciones y plasmidos. El oligonucleétido
empleado en los ensayos de retardo y super-retardo para la secuencia 1NF| son
los siguientes: 1NFIF 5-CCGTTCAAATTGGCCACAAACATAGAGGAAGG-3'.
Solo se muestra la cadena sentido. EIl oligonucle6tido con mutaciones en el sitio
1NFI es el siguiente: INFIMUT 5-
CCGTTCAAATTAAACACAAAAAATAGAGGAAGG-3'".

Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)
El contenido de la reaccién de marcaje y alineamiento de oligonucledtidos se
mezclé con 10 pl de solucion amortiguadora de cargado (5 ml de “spacer buffer”
(ver seccion de “Preparacion de gel concentrador y de resolucion”), 10 ml de SDS
al 10%, 4 ml de glicerol, 0.4 ml de azul de bromophenol al 0.5% y 0.6 ml de H;O) y
fueron corridas en geles de acrilamida al 10% y urea al 8% a 150 Vlts durante 1 hr
en TBE al 0.5 X. Previamente el gel fue pre-corrido durante 1 hr en las mismas
condiciones. Dichos geles fueron preparados de la siguiente manera. Se
agregaron: 4 g de urea, 16.62 ml de acrilamida al 30%, 28 ml de H,0O, 5 ml de TBE
al 5 %, 350 pul de Persulfato de amonio al 10 % y 15 ul de TEMED. El gel fue
expuesto a una placa radiografica durante 5 min, la placa fue revelada para
evidenciar la posicion de los oligonucledtidos marcados y alineados en el gel. Las
bandas fueron cortadas de la placa y éste se colocd sobre el gel. Se cortaron del
gel los trozos localizados en los orificios de la placa y colocados en tubos
Eppendorf con 400 ul de solucion amortiguadora de elusion (0.5 M de acetato de
amonio, 10 mM de acetato de magnesio, 1 mM de EDTA y 0.1 % de SDS). Los
tubos fueron incubados a 37°C durante toda la noche. Se agregaron 40 pl de
acetato de amonio 3 M, 1 ug de glicégeno y 1 ml de etanol absoluto. Los tubos se

almacenaron a —20°C durante toda la noche, posteriormente se centrifugaron a 13
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krpm durante 30 min en una microcentrifuga. La pastilla obtenida se secé en una
centrifuga de vacio, y se midié la actividad de la sonda en CPM empleando un
contador de centelleo (Perkin Elmer). La pastilla fue diluida en H,O en un volumen

dependiente de la actividad de la sonda, de tal forma que quedara a 10,000 CPM
por pl.

Ensayos de retardo y stper-retardo

Se colocaron 8 pl de extractos nucleares de mioblastos o miotubos C2C12 6 5 pl
de los extractos obtenidos mediante transcripcién/traduccion in vitro por cada
ensayo. Los extractos se mezclaron con: 12 ul de “Gel-shift Buffer” (20 mM de
HEPES pH 7.9, 50 mM de KCI, 50 mM de MgCl, 5 % de glicerol, 0.5 mM de DTT,
1 ng de poly-didC y 1 ul de DTT 1 M) (los dos ultimos reactivos se agregan antes
de usar), 2 ul de sonda (20,000 CPM), y el volumen se llevé a 20 pl con H20. Para
competir la union de las proteinas con el DNA, se afiadieron 1,2 6 3 ul (100, 200 6
300 ng) de sonda sin marcar como competidor y la cantidad de agua afadida se
ajustd para obtener el volumen final de 20 pul. Las competiciones se incubaron
durante 15 min en hielo y 15 min a temperatura ambiente, posteriormente se
agrego la sonda marcada y los tubos se incubaron nuevamente en las mismas
condiciones. Los tubos sin competidor se incubaron en dichas condiciones solo
una vez. Para ensayos de retardo, los extractos nucleares fueron incubados
durante 12 hrs con 1 ug del anticuerpo anti-MyoD (Santa Cruz Biotechnology) y
posteriormente tratado en las condiciones establecidas para los ensayos de
retardo. Posterior a las incubaciones, las muestras se cargaron en geles de
acrilamida al 5 % (sin urea), y los productos se resolvieron por electroforesis a 150
Vits durante 2 %2 hrs en TBE 0.25 X. El gel fue secado y expuesto a una placa

radiografica durante 12 hrs, que posteriormente fue revelada.

Inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP)
El protocolo se describié originalmente por Weinman y colaboradores (2002), y fue
modificado por Valadéz-Graham et al (2004).
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Dia 1

Se tripsinizaron 2 x10” mioblastos o mioblastos inducidos a diferenciacién durante
4 dias por cada ensayo (por cada anticuerpo), se centrifugaron y resuspendieron
en 10 ml de medio de cultivo DMEM con 10 % de suero fetal bovino. Se agregaron
270 pl de formaldehido al 37 % (queda a una concentracion final de 1 %) y se
agito el tubo suavemente cada minuto durante 10 min. Posteriormente se
afadieron 0.039 g de glicina (queda a una concentracion final de 125 mM) para
detener la reaccion y el tubo se agité suavemente cada min durante 5 min.
Posteriormente se junta el contenido todos los tubos en tubos Falcon de 50 ml
para realizar los lavados. Las células se lavaron dos veces con PBS frio (40 ml), y
en el segundo lavado se afiaden 400 pl de PMSF a 10 mg/ml. Se centrifugd
durante 5 min a 1000 rpm a 4°C. La pastilla de células se resuspendi6 en solucién
amortiguadora de lisis (ver anexo 1) frio con 100 ul de PMSF y 0.5 ml de NP-40 al
10 %, y el tubo se incubd durante 30 min en hielo con agitaciones cada 5 min.
Posteriormente se centrifugd durante 5 min a 2000 rpm a 4°C para obtener los
nucleos. La pastilla de nucleos se resuspendié en 1 ml de soluciéon amortiguadora
de lisis de nucleos fria con 100 ul de PMSF + leupentina + aprotinina por ensayo y
el tubo se incubd durante 10 min en hielo. El producto de la lisis se dividi6 en
tubos (Falcon de 15 ml) con 1 ml (por ensayo) y se tomo6 una alicuota de dicho
producto (100 pl) para utilizarse como control sin sonicar. Las muestras fueron
sonicadas con el fin de obtener fragmentos de cromatina de entre 100 y 500 pb.
Las condiciones de sonicacion fueron las siguientes: 30 pulsos de 30 segundos en
el nivel de salida 5 de un sonicador Branson modelo 250 con una punta de 3 mm.
Dichas condiciones fueron establecidas previamente (Fig. 17). Posteriormente se
centrifugd dos veces durante 30 segundos en ambas recuperando el
sobrenadante. De este producto se tomaron 100 ul de cada muestra como control
positivo (Input). Al sobrenadante recuperado se agregaron 500 pl de solucion
amortiguadora IP (0.01 % de SDS, 1.1 % de Tritdn X100, 1.2 mM de EDTA, 17.7
mM de TRIS HCI pH 8 y 167 mM de NaCl) y 1 ug del anticuerpo indicado. La

mezcla se incubd durante toda la noche a 4°C en un agitador giratorio.
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Nivel de potencia 4 Nivel de potencia 5

Pulsos de 20 segundos Pulsos de 30 segundos

2 6 10

6557 pb

564 pb—

564 pb —

Fig. 17. Estandarizacion de condiciones de sonicacién de cromatina aislada a partir de células C2C12.
Al aplicar 10 pulsos de 30 segundos en el nivel de salida 5 se obtuvo la mayoria de la cromatina en

fragmentos de aproximadamente 500 pb. Como escalera de DNA se empled A digerido con la enzima Hindlll.

Dia 2
Se coloco el agitador giratorio con las muestras durante 5 a 6 hrs a temperatura

ambiente. Se anadieron 20 ul de perlas (A+G plus Agarose Santa Cruz

Biotechnology) y los tubos se incubaron en agitacion durante toda la noche a 4°C.

Dia 3

Se coloco el rotor con las muestras a temperatura ambiente durante 1 hr. Las
muestras se centrifugaron a 3000 rpm en una microcentrifuga durante 1 min y el
sobrenadante se guardé como la fracciéon no unida. Las perlitas se lavaron en las
siguientes condiciones: 1 vez con 1.5 ml de soluciéon amortiguadora RIPA (50 mM
Tris pH 8, 150 mM NaCl, 0.1% SDS, 0.5 % deoxycholato, 1% NP-40 y 1 mM
EDTA), 2 veces con 1.5 ml de solucion amortiguadora de alta sal (50 mM de tris
pH 8, 500 mM de NaCl, 0.1% de SDS, 0.5% de deoxycholato, 1% de NP-40 y 1
mM de EDTA), 1 vez con solucion de LiCl (50 mM de Tris pH 8, 1 mM de EDTA,
250 mM de LiCl, 1% de NP-40 y 0.5% de deoxycholato) y 2 veces con solucion
amortiguadora TE. Estos lavados en frio, con incubaciones de 10 min cada uno en

un agitador giratorio. Posteriormente se anadieron a cada muestra 100 ul de TE y
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1 pl de Rnasa A (10 mg/ml) y se incubé a 37°C durante 30 min y se afadieron 400
ul de H20 (a la fraccién almacenada para usarse como fraccién no unida no se le
agrega H;0, y al input se le agregan 300 pl). De la fraccidon no unida se toma el
25% del volumen total y se le égrega Rnasa A y TE). Las muestras se incubaron
durante toda la noche a 67°C con el fin de revertir el entrecruzamiento originado

por el tratamiento de las células con formaldehido.

Dia 4

Las muestras se centrifugaron a 3000 rpm en una microcentrifuga durante 2 min,
se recupero el sobrenadante y se le agregaron 60 pg de Proteinasa K (Invitrogen)
y se incubd durante a 45°C durante 2 hrs. Posteriormente se agregaron 200 pl de
TE y se realizaron dos extracciones con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y una
con cloroformo. Al producto de dicha extraccién se agregaron 30 ul de NaCI 5 M, §
ug de glicégeno (Roche) como acarreador y 2 volumenes de etanol absoluto. Los

tubos se incubaron durante toda la noche a —20°C.

Dia 5

Los tubos se centrifugaron a maxima velocidad durante 20 min a 4°C. La pastilla
se lavd con etanol al 70%, posteriormente se elimind el sobrenadante y finalmente
la pastilla se seco en una centrifuga de vacio. La pastilla se resuspendi6 en 30 pl
de H0.

Para la PCR se realiza una dilucion 1/10 y de ésta se ocupa 1 pl para la
reaccion de amplificacion.

En la reaccion de PCR se utilizaron oligonucleétidos marcados como se
describe en ensayos de movilidad electroforética con algunas variaciones. Para el
ChIP se marcan los oligonucleétidos en forma individual, y no hay necesidad de
precipitar el material.

La reaccion de marcaje se prepar6 de la siguiente manera:

H20: ~20 pl
Oligo: 500 ng
Cinasa (Fermentas): 1.0 ul
Buffer Forward: 2.0
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[y -*P] ATP: 1.0 pl
El producto del marcaje (20 pl) se diluyé 1/10 y de esta dilucién se toman 2 pl de
cada oligo para cada reaccion.
Se utilizaron los siguientes anticuerpos para las inmunoprecipitaciones:
MyoD (M-318) (Santa Cruz Biotechnology)
myogenin (M225) (Santa Cruz Biotechnology)
TFIID (TBP) (SI-1) (Santa Cruz Biotechnology)
TFIIB (SI-1) (Santa Cruz Biotechnology)
c-myc (9E10) (Santa Cruz Biotechnology), utilizado como anticuerpo inespecifico.
En los ensayos realizados se amplificaron dos regiones de DNA del
promotor a-SG, correspondientes al promotor basal y al modulador, asi como una
region correspondiente al exén 4 del gen. Las secuencias de los oligonucleétidos
se muestran en la tabla 3

Tabla 3. Oligonucleétidos empleados en la amplificacion de las regiones del promotor «-SG

analizadas mediante inmunoprecipitacion de cromatina.

Oligonucleétido Secuencia Producto Tamaiio
alphabF 5-TCACTCTGGCAATGGAAAGA-3" promotor basal a-SG 155 pb
alphabR, 5-TACTGCTGCTGCCATAGTTG-3’
E-boxChIPR 5-TGTTAAGGCCAGTTGTCAGC-3° modulador 203 pb
SILR 5-TGTGTTCCGTCCTCTCTGAA-3".
a-SGE4F 5-ACTGTCCGACTCACCTACCA-3’ exdn 4 139 pb
a-SGE4R 5-TGACTTGGTACCCACGATCT-3"

Las condiciones de amplificacion utilizadas fueron las siguientes para los
fragmentos correspondientes al promotor basal y al modulador: 1 ciclo de 1 min a
95°C, 30 ciclos a 95°C por 1 minuto, 55.7 °C por 1 min, 72 °C por 45 sy 1 ciclo a
72 °C por 7 min. Para amplificar el exén 4 las condiciones fueron las mismas, a
excepcion de la temperatura de alineamiento, que fue de 61°C. Las temperaturas
de alineamiento fueron establecidas mediante ensayos de amplificacion en un

gradiente (Fig. 18).
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Promotor MOD Gradiente de temperatura C°
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FIG. 18. Estandarizacion de condiciones de amplificacién de la regién del modulador (MOD), del
promotor basal y el exén 4 (E4) del gen «-SG. Las amplificaciones se realizaron empleando como templado
DNA gendmico obtenido de la sonicaciéon de cromatina aislada a partir de mioblastos C2C12. Se probaron las
temperaturas indicadas en un gradiente. Se muestran los tamafios de los fragmentos obtenidos. Como
marcador de tamafo (M) se empled DNA del fago A restringido con Hindlll (panel superior), asi como escalera

de fragmentos de 100 pb (panel inferior).
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Las reacciones de PCR fueron corridas en geles de acrilamida al 10%, preparado
como se describe en ensayos de movilidad electroforética, ajustando los
volumenes de acrilamida (40%) y H20. En los mismos geles se corrieron alicuotas
de escalera de 100 pb (Invitrogen), marcadas con [y->*PJATP. Dicho marcaje se
realizé de la misma forma como se marcaron los oligonucleétidos, pero utilizando
“Exchange buffer” (Invitrogen) y 4 pul de polietilenglicol, agregando 7 pl de la
escalera (500 ng) y ajustando el volumen de H2O. De la reaccién de marcaje se
cargd 1 ul en el gel. Las muestras fueron corridas a 150 Vits durante 2 hrs, los

geles se secaron y fueron expuestos a placas autoradiograficas durante 12 hrs.

Co-inmunoprecipitacion

Los extractos proteicos se obtuvieron como se describe en la seccion de Western-
blot. Se cosecharon células de cajas de cultivo de 15 cm de diametro a una
confluencia de crecimiento cercana al 100%. Las células fueron lisadas en 100 pl
de RIPA. El extracto obtenido se dividié en cuatro tubos Eppendorf para cada
inmunoprecipitacion. Se agregd 1 pg de anticuerpo anti-MyoD, TFIID, TFIIB y c-
myc, respectivamente y los tubos se incubaron a 4°C durante toda la noche en
una rueda giratoria. Se agregaron 20 pl de perlitas “Protein A/G PLUS-Agarose”
(Santa Cruz Biotechnology) a cada tubo se incubaron en las mismas condiciones
durante 4 hrs. Posteriormente se centrifugd durante 3 min a 3 krpm en una
microcentrifuga a 4°C con el fin de recuperar las perlitas. Después de desechar el
sobrenadante, las perlitas se lavaron dos veces en 1.5 ml de RIPA y dos veces
con solucion amortiguadora PBS. Después de desechar el sobrenadante, las
perlitas se resuspendieron en solucion de cargado (ver seccion de Western-Blot) y
los tubos se incubaron a 95°C durante 5 min. Posteriormente se centrifugaron
durante 3 min a 3krpm en una microcentrifuga y el sobrenadante (en donde se
encuentran las proteinas inmunoprecipitadas) se cargd en un gel de acrilamida al

15%, el cual fue procesado como se describe en la seccion de “Western blot”.
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Inmunofluorescencias

Se sembraron 50,000 células C2C12 en cubreobjetos de aproximadamente 1 cm?
y 24 hrs después se procesaron o se indujeron a diferenciacion. Los cubreobjetos
fueron lavados en PBS. Posteriormente las células se permeabilizaron con 1% de
Triton X-100 durante 1 hr. Se realizaron dos lavados con PBS durante 10 min cada
una. Se bloguearon sitios de union inespecifica incubando en una solucion de PBS
con 5% de albumina bovina durante 30 min. Las muestras fueron incubadas con el
anticuerpo primario (1 en 200) durante toda la noche a 4°C en atmoésfera
humedecida. Se realizaron dos lavados en las mismas condiciones y se incubd
con el anticuerpo secundario (1 en 200) durante 2 hr. Para la incubacion de las
muestras con los anticuerpos, estos, se diluyeron en una soluciéon de albumina
bovina al 0.3% y Triton X-100 al 0.1 %. Posteriormente se realizaron lavados. El
proceso se repitid para incubar con el segundo anticuerpo primario. Finalmente las
muestras fueron secadas (no por completo) y montadas en medio Vectashield
(Vector) y analizadas utilizando un microscopio Axiovision (Zeiss) equipado con el
sistema Apotome a un aumento de 100X. El medio de montaje utilizado contiene
DAPI, que fue utilizado para evidenciar nucleos. Los anticuerpos primarios
corresponden a los mencionados con anterioridad. Los anticuerpos secundarios

estan acoplados a FICT (anti-conejo) y a Cy3 (anti-raton) (Zymed).
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RESULTADOS

Actividad de la region promotora del gen a-SG en células C2C12

Mediante el tamizaje de una biblioteca de raton se aislaron dos clonas que
contienen la region 5 del gen a-SG. A partir de estas clonas se amplificé y clond
un fragmento de DNA de 2609 pb correspondiente al intrén 1 de dicho gen, donde
presumiblemente se encuentra el promotor a-SG. Con el fin de saber si este
fragmento posee actividad promotora, se generé la construcciéon pGlow-TOPO
F1B2609, que contiene al gen reportero GFP rio abajo del fragmento de DNA
probado. Esta construccion se transfecté en forma transitoria en células C2C12,
los cultivos transfectados fueron inducidos a diferenciacion y observados mediante
microscopia de fluorescencia (Fig. 19). Como control positivo, se transfectd el
vector pQBI25, que tiene el mismo reportero regulado por un promotor viral, y
como control negativo, se empled una construccidon con el mismo reportero
clonado rio fue la secuencia codificante del gen LacZ (Fig. 19). Los cultivos fueron
observados a los dias 1, 3 y 7 después de inducir la diferenciacion. Se detecté un
aumento progresivo en la fluorescencia de las células transfectadas con la
construccion pGlow-TOPO F1B2609 conforme avanzd el proceso de
diferenciacion, mientras que la fluorescencia de las transfectadas con pQBI25
disminuyo, por otra parte no se observo fluorescencia en el control negativo. Estos
resultados confirman que la regiéon clonada corresponde a la region promotora del
gen a-SG y apoya datos previamente publicados que indican que el gen a-SG se
expresa en mayor medida durante la diferenciacion de células musculares
(Wakabayashi-Takai et al, 2001; Noguchi et al, 2001). Estos resultados sugieren a
su vez, que la expresion del gen «-SG sarcoglicano es regulada
transcripcionalmente durante dicho proceso.

Con base en estos resultados se decidio realizar un estudio teérico para
predecir la presencia de secuencias de unién a factores transcripcionales que

pudieran ser responsables de la actividad observada.
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Fig. 19. El promotor a-SG es activado durante la diferenciacion de células C2C12. Micrografias de
células transfectadas con la construccion pGlow-TOPO F1B2609, que tiene al gen GFP regulado por el
promotor a-SG. Como controles se transfectaron los vectores pQBI25, que expresa el gen GFP regulado por
un promotor viral, y una construccion que contiene al gen GFP clonado rio fue la secuencia codificante del
gen LacZ. Se realizaron observaciones mediante microscopia de fluorescencia en los dias 1,3y 7 (D1, D3 y
D7) después de inducir los cultivos a diferenciacion. V: luz visible. F: luz fluorescente.

Identificacion de sitios putativos de unién a factores transcripcionales en el
promotor a-SG

Con el fin de identificar sitios consenso de unién a factores de transcripcion
en la secuencia correspondiente al promotor a-SG se secuencié el fragmento de
2609 pb clonado previamente. La secuencia obtenida fue comparada con la base
de datos del programa Matlnspector 7.2.2 (Quandt et al, 1995). El programa
identificé sitios de unidén para factores transcripcionales como GATA, Oct, NFI,
CREB, Sp1, MyoD y Mef2 entre otros (Fig. 20). Los factores transcripcionales
mencionados regulan una gran variedad de promotores y particularmente
relevante resulta el hecho de que el promotor o-SG presenta sitios putativos de
union a la familia de factores MyoD. Este hecho apoya el resultado presentado
previamente que muestra que el promotor es regulado positivamente durante la

diferenciacién de células de origen muscular.
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-2605 GETGAAGCACTGTTTCTTCCTCAGGGTTCANGGGCAGAGTGTTC TGCTGCCTGTTC TCAGAGT TAGACCC TGCAAGAGAM B0

-2525 GGGTAGATGCAGGAATGANGGEC CAGAGGTGTCCACCATCAAMGGCATCATGGAAGAGC CGGAL CCGGGGCTGTGAACTT 160
B-box GATA E-box
-2445 TCTGAACATTEAGETGEC ATCAGC ATGGCT TTGTAGGAAGTTAGARAL TGC CAGGCCTC AGERTIEAGC TGIAAAMC A 240
-2365 TGGGCTATGGEGAATATC TGTCTC ATGGTACTGC TG TGGGTATGACAT GGGTCAGAGCAC ATARATGC TTGTGAGCCT T 320
NPT
-2285 [EGCACAGRGACGENCAGGCCATCAGTCC TTCTCACCATCACACAAAGCCCCAGTCAGGCAGGAT TTTCTCATCTCTETAT 400
E-box
-2205 GGTATAGGTGGCTGAMCATGTGE TGCTTTCAGTATT TTTGTGAGTCC TCTGCAGAGGCCAGCACAMAT CGTGCAGCTTAT 480
CRER
-2125 AATTGTGGAAGCAGAGGCCTGGAGAGGGLT. CACGTCTGCAGGAACTGTCARGC TGGAACTCCARCCE sé0
NPI
-2045 TTATGGAATTAGCCCCAGCTATGTGAGCTGGAGAGAGC CTCTCTGCT TACC TETCCCCATT TGECCGATACCGTCT GO €40
GATR
-1965 TGTCTCCAGCCGRACCTICACATGGGAGATGTTGETCTGC GECTCAGCC TGGECAACNERTAC TTC TGCTTGCTGTTAAG 720
E-box1 B-box2
-1885 GCAGTTGTCRAGCCAGCL TCTACACT TACTAGTTGC TAGAC CC RGBT G G COEAGAEEACE TG SO GABAC 800
NFI sp1
-1805 CATGATGTTCT. TCACAAGTACCCAGACAGC CTAGGAAGAGGAGG 880
-1725 TACAGGAGARAAGACTTCAGAGAGGACGGAACACATATGACCTGCTCAAGGTC TGCCCAAGGGAC AAGGCAGGAGGGEAC 960
~1€45 mmmmmrm@mmrwanmmmmmcwme 1040
Sp1
-1565 GTM@@M w AGAGGAAGGGCCAGARAGCCATCGACTGGGGATGA 1120
E-box
-1485 Gcmsamcxmnﬂ@m@ucwmwmtmmrmmﬁm 1200
E-box
-1405 AGATGGCTCAGTGGCT, TGCTCTTGCAMAGGATC TGGETTTAGTTC CCAGCACCCACAGGGTGGCTCAC 1280
E-box GATA
-1325 ARCEACCTGRTACTCCARTTCCAGAGGRTTCCCCTC TTCTGATC T TTCTGGGE TCCAEATAIGCARGGCATACAT ARRCA 1360
RE-box MRE2
-1245 CACAGGTAGGCCACEACTTGQTACACAGARMATANPARTIAACC TTARAGCCT TAAGAGAGGECCCAAGTAGCCAGCTTEG 1440
~1165 TGGCTTTGARAACATAC GCTGAGGGACTGGAGAGATGGC TCAGTGETTAGGACTACGEETTGC T TTTCC TGAAGTCCTGG 1520
E-box
-1085 GTTCTGTCCCCAGCACEACATGAGGC TRAAACAGTCAATCTCCGCARAC TTGTGTGATC CAATACCTTCC TCTTGTATG 1600
-1005 CAGAC AAAAAATGCAGAGAAGAL ATCCAAATGTAC AMACACATGCATTT TGGGTAMAAAGAAARAC AAAAAACARRACTG 1680
-825 GAGTGGAGGCTGATGETACTGAGAGCTCTGAGGGT AGAGGTGTCCTAGGGTCCCCGGTCGGTGTANCAGAACAAGCTGAG 1760
T GATA
-845 AGGETCGTGGECCCTTTAATGAGCTGECTGGEAT NF TCTCCTGTATC CAGGGCACATCAERTAC CCANTGAGACCCTGTT 1840
-765 TCARAAATAAAACAMAL AGAGCARGACARAAGC CAANGCC AMACAATAGAATC CCAAGGCTGTGAAT GGGGCCCAGTTAT 1920
WFT ocT E-box
-685 GGAGTATTGGC T AAC ACACAGAGTCCTEEGET TCAGT CC T AGCAT T6C T AR C GGRATATGGGGGCAT AEACETY 2000
GATA ocT
-605 TCATCCCAGCACTCAGGAGATGAGGCAGC ABRTAGEGGET TCAAGRTCACCTTCACAACATAGEATGI TTGAGGCCAGCE 2080
-525 TGGAC TACATGAGAGTGTCTTGTAAMACC AMAAGGCCGTGGAACART GGCTCAGT GGTTTAAGAGCCC TGGTTGCTCCTC 2160
GATA
-145 CAGAGGACCAGAGTTCCAGTCCCEATAIGECCACTCANCCECECC TETCTGTAAC TACAGTTCCAGGGGAT TGGATGTCC 2240
B-box
-365 GATTCCCTCTTCTAGCT TTC TGEEGACAC TGCGTTEAGCTGE TGCACAGACATCCATGCAGT CARAGCAGGCAAACAGAC 2320
-285 ARAATAATARMACAGAAGGAACARGAGAIGT GCAAMNT AR TACATCAAATATATAATAT TAAAAIAAC AAAACACAGACG 2400
GATA ocT
-205 CCABATRPAACC CATTET GOTCAC CAGGGACARC TAGAGGRT GCCRTGOETGAGGACAGTETCCAC CCCAGRGTCAGTGE 2480
E-box
-125 TCACTCTGGGAATGGAAAGAGEC CGCACTC TGGGE ANGGL TGGCCCEAG 2560
-45 2609

Fig. 20. Sitios de unioén a factores transcripcionales en el promotor a-SG. Los sitios identificados por el
programa Matinspector se muestran en rectangulos. Los nucledtidos se numeraron con respecto al sitio de
inicio de la transcripcion (izquierda), indicado como +1. Se muestra la ubicacion de los sitios E-box1 y E-box2.
Se muestra el sitio de unién al factor CREB.
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Analisis funcional del promotor «-SG

Con el fin de estudiar la funcién de los sitios identificados por el programa
Matinspector en la secuencia del promotor a-SG, se generd una serie de
construcciones en las que fueron deletadas regiones de dicho promotor en forma
progresiva (Fig. 21). La actividad de estas construcciones fue probada mediante
ensayos de transfeccion transitoria en células C2C12, y la actividad del gen
reportero luciferasa fue medida en mioblastos y miotubos (Fig. 22). Se observo
que la actividad de la construccion 1, que contiene el fragmento de 2609 pb del
promotor a-SG completo fue 6 veces mayor en miotubos en comparacién con
mioblastos (Fig. 22). Este dato apoya resultados presentados con anterioridad que
muestran que el promotor es mas activo en miotubos (Fig. 19), confirmando que el
promotor es estimulado durante el proceso de diferenciacién muscular. Por otra
parte, observamos que las construcciones 1-12 fueron mas activas en miotubos,
mientras que en particular, la actividad de la construcciéon 13 fue muy similar en
ambos estadios de diferenciacion, lo que sugiere que la regién encargada de
mediar la estimulacion del promotor durante la diferenciacion es eliminada en
dicha construccion. Cuando se delet6é un fragmento de 188 pb del extremo 5" de la
construccién 6 que incluye 2 sitios de union para el factor Sp1 y un sitio para el
factor NFI (construccion 7), se observo un incremento notable en la actividad de
luciferasa en miotubos (Fig. 22). Este hecho sugiere que la regién deletada
corresponde a un elemento de regulacién positiva. En contraste, al deletar 182 pb
de la construccion 5 que incluye dos cajas E (E-box1 y E-box2), un sitio de unién a
NFI y uno para el factor general Sp1, se observé un incremento de dos veces en la
actividad del reportero en la construccion 6 con respecto a la observada en la
construccién 5 (Fig. 22). Este hallazgo sugiere que el fragmento deletado

corresponde a una region de regulacion negativa.
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Fig. 21. Generacion de construcciones con deleciones progresivas del promotor a-SG. El nimero de
cada construccién se muestra a la izquierda. Se muestran algunos de los sitios de unién a factores
transcripcionales identificados en la secuencia del promotor. Se sefialan los nucleétidos abarcados por cada
construccién con respecto al sitio de inicio de la transcripciéon (flecha) del gen luciferasa (LUC). La
construccion 14 posee una delecion del promotor basal o-SG. La construccion 15 posee el promotor completo
del gen o-SG en direccion 3°-5". La construccién 16 corresponde al vector pGL3-Basic. La construccion 17
corresponde a un fragmento de 81 pb carece de cajas E y que incluye al promotor basal a-SG.
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Fig. 22. Actividad de Luciferasa de construcciones del promotor a-SG en mioblastos y miotubos
C2C12. 1 ng de cada construccion fue transfectado, y su actividad se midié en mioblastos (barras blancas) y
miotubos (barras negras). La actividad del gen reportero se muestra en unidades normalizadas de luciferasa.
Los datos representan el promedio de tres experimentos independientes realizados por triplicado. Se
muestran las barras del error estandar en este y en los experimentos subsecuentes. En este experimento no
fue incluida la construccion 17.

Analisis del efecto de los factores NFI sobre la actividad del promotor o-SG
durante la diferenciacion de células C2C12.

El analisis de la secuencia del promotor a-SG reveld la presencia de sitios de
union a factores transcripcionales de la familia NFI, lo que sugiere que dichos
factores podrian reconocer y afectar funcionalmente al promotor en estudio. Con el
fin de probar dicha hipotesis, se realizaron ensayos de co-transfeccion de la
construccion 1, que contiene 2.6 kb del promotor a-SG con plasmidos que
codifican para los factores NFI-A1.1, NFI-B2, NFI-C2 y NFI-X2. La nomenclatura
de estas formas de los factores NFI| corresponde a las proteinas de raton. La
actividad del gen reportero luciferasa se midid en mioblastos y miotubos. Como
resultado se observd que los factores NFI-A1.1 y NFI-B2 tuvieron un discreto
efecto positivo sobre la expresion del reportero en mioblastos, mientras que los

factores NFI-C2 y NFI-X2 actuaron como reguladores negativos del promotor o-
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SG, ocasionando una disminucién en la actividad del reportero. En miotubos, se
observd que todos los factores NFI actuaron como reguladores positivos del
promotor (Fig. 23). Estos resultados sugieren que los factores NFI regulan
diferencialmente la actividad del promotor a-SG en forma dependiente del estado
de diferenciacion del las células transfectadas. Debido a que existen evidencias
que sugieren la relevancia de la regulacién negativa en la expresion de los genes
sarcoglicano en la fisiologia muscular, se decidi6 identificar el sitio de respuesta al
factor NFI-C2, que afecta negativamente la actividad del promotor a-SG en forma
mas evidente que los otros factores de la familia NFI. Para ello se realizaron
ensayos de co-transfeccion de las construcciones 1, 3, 5, 6, 8 y 9, que
corresponden a fragmentos deletados del promotor a-SG, en las que fueron
eliminados selectivamente los sitios de union a factores de la familia NFI
identificados en dicho promotor. Se observd que la capacidad de NFI-C2 de
regular negativamente al promotor a-SG se pierde en las construcciones 8 y 9, en
cuyas secuencias fueron eliminados los sitios de union a los factores NFI
denominados 1NFI, 2NFI y 3NFI (Fig. 24A; construcciones 5 y 6). El hecho de que
el efecto del factor NFI-C2 se pierda en la construccion 8, indica que la secuencia
de respuesta a dicho factor corresponde al sitio 1NFIl. Con el fin de confirmar este
resultado, se introdujeron mutaciones puntuales en dicho sitio en la construccion
6. La construccidon resultante se co-transfecté con el cDNA de NFI-C2, y la
actividad del reportero se midié en mioblastos y miotubos C2C12. Como resultado
se observo que la mutacién del sitio 1NFI causa un aumento en la actividad de
luciferasa, ademas de abatir el efecto negativo de NFI-C2 sobre la region del
promotor a-SG clonada en la construccién 6 (Fig. 24B). Este resultado confirma el
hecho de que el efecto negativo de NFI-C2 sobre el promotor a-SG se realiza a
través del sitio llamado 1NFI. Como un acercamiento a la probable funcion del
factor NFI-C2 en la regulacion del promotor a-SG en el contexto de la cromatina
de células C2C12, se realizd un analisis de inmunoprecipitacion de cromatina
empleando un anticuerpo anti NFI (Santa Cruz Biotechnology). Empleando como
templado la cromatina inmunoprecipitada se analizé una secuencia del promotor

o-SG que incluye al sitio 1NFI. Como resultado se observd un producto de
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amplificacion correspondiente al sitio 1NFI, mientras que al emplear cromatina
inmunoprecipitada con un anticuerpo anti-myc (Santa Cruz Biotechnology)
empleado como anticuerpo inespecifico, no se detecté dicho producto de
amplificacion. Asi mismo, no se detecté amplificacion de un fragmento del exén
cuatro del gen o-SG al emplear cromatina inmunoprecipitada con el anticuerpo
anti-NFl. Tampoco se identifico dicho producto al utilizar cromatina
inmunoprecipitada con el anticuerpo inespecifico (Fig. 25). En conjunto los
resultados muestran que la actividad del factor NFI-C2 sobre el promotor a-SG se
realiza a través del sitio denominado 1NFI, y que dicho sitio es contactado por el
factor NFI-C2 en el contexto de la cromatina de células C2C12, lo que sugiere que

NFI-C2 participa en la regulacion del promotor en estudio in vivo.
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Fig. 23. Actividad de los factores transcripcionales NFlI sobre el promotor a-SG. Se
transfectaron células C2C12 con la construccion 1, que contiene al promotor a-SG (a-SGP), que
fue co-transfectada con vectores que codifican para los factores NFI-A1.1, NFI-B2, NFI-C2 y NFI-
X2, respectivamente. Los datos se representan como unidades normalizadas de luciferasa. Los
datos muestran un experimento representativo de tres realizados por duplicado. Se muestran las
barras de error estandar.
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Fig. 24. NFI-C2 regula al promotor «-SG a través del sitio 1NFl. (A) se co-transfectaron las
construcciones, 1, 3, 5, 6, 8 y 9, que corresponden a deleciones del promotor a-SG con el cDNA
del factor NFI-C2. La actividad de luciferasa se midié en mioblastos. Los sitios 1NFI, 2NFI y 3NFI
se muestran como cajas negras sobre los esquemas de las construcciones transfectadas. (B) Se
co-transfectaron las construcciones 1NFIWT, que corresponde a la construccion 5 y 1INFIMUT, que
corresponde a la construccion 5 con el sitio 1NFI mutado, con el cDNA de NFI-C2 o con el vector
vacio (-). Los valores se muestran como veces de activacion sobre la actividad de la construccion 1
(a-SG). Los valores representan el promedio de tres experimentos realizados por duplicado.
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Fig. 25. NFI-C2 se une al sitio 1NFIl in vivo. Se empleé cromatina inmunoprecipitada con un
anticuerpo anti-NFI (NFI), asi como uno inespecifico (NS) como templado para amplificar una
region que incluye al sitio 1NFI, asi como una regién del exon 4 del gen o-SG. Se emplearon las
fracciones de cromatina unida (U) y no unida (NU) al anticuerpo empleado en la
inmunoprecipitacion. (I) “input” (corresponde a cromatina sonicada sin inmunoprecipitar empleada
como control positivo). Los datos son representativos de dos experimentos independientes.
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Analisis de la actividad de E-box1 y E-box2 sobre el promotor SV40 y el
promotor basal a-SG '

Los experimentos anteriores muestran que los factores NFI-X2 y en
particular el factor NFI-C2 actuan como reguladores negativos del promotor o-SG
en mioblastos. Sin embargo, la regiébn de regulacién negativa identificada
mediante el analisis de la actividad de construcciones con deleciones del promotor
a-SG, incluye ademas sitios de union a los factores Sp1 y MyoD, o cajas E (E-box)
(Figs. 21 y 22). Las secuencias E-box, son sitios de reconocimiento para la familia
de factores transcripcionales MyoD, que generalmente actuan como activadores
de promotores y/o enhancers musculo-especificos (Xiao et al., 2003; Chang et al,
2004). En forma interesante, el elemento de regulacion negativa identificado (Fig.
22), contiene dos sitios de unidn al factor MyoD, llamados E-box1 y E-box2 (Fig.
20), que afectan la actividad del promotor a-SG en mioblastos y miotubos C2C12
(Fig. 22). Este hecho sugiere la interesante posibilidad de que estas secuencias
participan en la actividad negativa identificada mediante el andlisis funcional. Con
el fin de probar la influencia de las secuencias E-box1 y E-box2 sobre la actividad
del promotor heterdlogo de SV40 en mioblastos y miotubos C2C12, se transfectd
en forma transitoria la construccidon pGL3-Promoter-MOD, que contiene el gen
reportero luciferasa controlado por el promotor SV40 y las secuencias E-box1 y E-
box2 (Fig. 26). Se compar6 la actividad de esta construccion contra la del
plasmido pGL3-Promoter que contiene unicamente al promotor SV40 regulando el
gen luciferasa en ambos estadios de diferenciacion. No se observé ningun efecto
de E-box1 y E-box2 sobre la actividad del promotor SV40, aun en presencia de
dos copias de la secuencia que incluye a dichos sitios. La ausencia de actividad
de dichas secuencias sobre el promotor viral sugiere que su actividad puede
ejercerse en forma promotor-especifica. Para probar esta hipétesis, se estudio la
actividad de E-box1 y E-box2 sobre el promotor basal a-SG. Para ello, las
construcciones pGL3CP, que contiene 81 pb que incluyen al promotor basal a-SG,
y la construccion pGL3CP-MOD, que contiene ademas las secuencias E-box1 y E-
box2 clonadas rio arriba del promotor basal (Fig. 27), fueron transfectadas, y su

actividad se analizé6 en mioblastos y miotubos. Se observé que el elemento que
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contiene las secuencias E-box1 y E-box2 afecta negativamente al promotor basal
o-SG, reduciendo la actividad del gen reportero a 0.4 y 0.65 veces la actividad del
promotor basal en mioblastos y miotubos, respectivamente. Estos resultados
muestran que E-box1 y E-box2 constituyen un elemento de regulacion negativa
que actua especificamente sobre el promotor o-SG, pues no afecto la actividad del
promotor SV40 (Fig. 26), y que su efecto persiste durante la diferenciacion de
células C2C12. A su vez, Estos hechos sugieren que E-box1 y E-box2 juegan un
papel importante en la regulacion negativa del promotor o-SG durante el proceso

de diferenciacion miogénica..
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Fig. 26. Analisis funcional de la region -1393/-1428 sobre el promotor SV40. Se transfectaron las
construcciones pGL3-Promoter, que contiene al gen luciferasa (LUC) regulado por el promotor SV40, y pGL3-
Promoter-MOD, que ademas incluye los sitios E-box1 y E-box2 (E) en una y dos copias. La actividad de
dichas construcciones se determiné en mioblastos y miotubos C2C12. Los datos representan el promedio de
dos experimentos independientes realizados por duplicado.
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Fig. 27. Actividad de las secuencias E-box1 y Ebox-2 sobre el promotor basal a-SG. Se transfectaron las
construcciones pGL3CP, que contiene al promotor basal «-SG (CP, construccion 17), y pGL3CP-MOD, que
contiene dicho promotor y los sitios E-box1 y E-box2 (E1 y E2). La actividad del reportero se determiné en
mioblastos y miotubos C2C12. Se muestra la reducciéon de la actividad de las construcciones con respecto a
la construccion pGL3CP. Los datos representan el promedio de tres experimentos independientes realizados
por duplicado. Los datos se analizaron medianto T de Student. Los datos de mioblastos fueron significativos,
sin embargo en miotubos no lo fueron. A pesar de ello, la reproducibilidad de dato apoya el efecto negativo de
las secuencias E-box1 y E-box2 sobre el promotor ¢-SG.
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Modulaciéon del potencial de trans-activacion de MyoD sobre el promotor
basal a-SG a través de E-box1 y E-box2

MyoD es el unico MRF que afecta negativamente la actividad de
promotores musculares, especificamente en mioblastos (Mal y Harter, 2003).
Debido a que se identific6 un elemento regulador negativo compuesto por
secuencias E-box, que afecta la expresién del promotor a-SG en mioblastos y
miotubos, se generd la hipétesis de que probablemente MyoD seria responsable
de mediar dicho efecto. Esta hipétesis fue probada mediante ensayos de sobre
expresion con cantidades crecientes del cDNA del factor MyoD, en los que se co-
transfectaron construcciones pGL3CP, que incluye al promotor basal o-SG, y
pGL3CP-MOD, que contiene ademas al elemento de regulaciéon negativo (E-box1
y E-box2) (Fig. 28). Como control se co-transfectd un plasmido que codifica el
factor miogenina. Inesperadamente, el promotor basal a-SG fue fuertemente trans-
activado (38 veces) por MyoD, y no por miogenina. Es importante sefialar que
mediante el analisis de la secuencia correspondiente al promotor basal con el
programa Matinspector 7.2.2, no se identificaron sitios de unién a factores
transcripcionales de la familia MyoD. Estos resultados sugieren que el efecto
estimulador de MyoD sobre el promotor es independiente de la union al DNA
debido a que dicha region reguladora carece de sitios de union a este factor, y
ademas, que dicho efecto es especifico de MyoD, pues miogenina no afecta al
promotor basal (Fig. 28). Cuando se co-transfecté el promotor basal con el
elemento de regulacién negativa (E-box1 y E-box2), utilizando el cDNA de MyoD,
también se observo que el promotor es trans-activado, sin embargo, la actividad
solo aumenté entre 8 a 15 veces en mioblastos y entre 20 y 25 veces en miotubos,
lo cual contrasta con el aumento en la actividad del reportero inducido por MyoD
sobre el promotor basal solo (38 veces) (Fig. 28). Los resultados sugieren que el
elemento de regulacién negativa (E-box1 y E-box2) actia mediante la modulacién
del efecto positivo de MyoD sobre el promotor basal o-SG. Debido a que este
elemento funciona como un modulador de la actividad de trans-activacion de

MyoD, se decidié llamarlo elemento modulador.
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Fig. 28. Efecto de E-box1 y E-box2 sobre el potencial de trans-activacion de MyoD sobre el promotor
basal a-SG. Se co-transfecté el cDNA de MyoD en cantidades crecientes (50 ng, 100 ng, y 200 ng) con las
construcciones pGL3CP, que contiene al promotor basal (CP, construccion 17), y pGL3CP-MOD, que incluye
los sitios E-box1 y E-box2 (MOD). Como control se co-transfectd el cDNA de miogenina. Se muestran las
veces de activacién con respecto a la actividad de la construccién pGL3CP. Los datos representan el
promedio de tres experimentos independientes realizados por duplicado.

Participacion individual de E-box1 y E-box2 en la modulacién del potencial
de trans-activacion de MyoD sobre el promotor basal a-SG

Los experimentos de sobre expresion muestran que el elemento modulador
regula negativamente el potencial de trans-activacion de MyoD sobre el promotor
o-SG. Esto sugiere que las secuencias E-box no siempre estimulan positivamente
la actividad de promotores musculares. Para probar el papel de E-box1 y E-box2
en la modulacién del potencial de trans-activacion de MyoD sobre el promotor o-
SG se co-transfectd el cDNA de MyoD con las construcciones pGL3CP, que
contiene al promotor basal a-SG, pGL3CP-MOD que incluye al promotor basal o-
SG y el modulador, y las construcciones CP+E1MUT, CP+E2MUT y CP+E1-2MUT

que incluyen dicho promotor mas el modulador con mutaciones puntuales en los
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sitios E-box1, E-box2 y E-box1 y E-box2, respectivamente (Fig. 29). En forma
consistente con los experimentos previos, se observé que el promotor basal es
trans-activado por MyoD, y en menor medida cuando el elemento modulador esta
localizado rio arriba del promotor. Cuando la secuencia E-box1 esta mutada, el
efecto de modulacién del potencial de frans-activacion de MyoD se abate en
mioblastos, mientras que en miotubos, el efecto persiste. La actividad del promotor
se incrementd mas de dos veces en ausencia de sobre expresion de MyoD.
Interesantemente, cuando la secuencia E-box2 se encuentra mutada, la
modulacién del potencial de trans-activacion se abati® en ambos estadios de
diferenciacion. Dicha mutaciéon provocd un incremento de 5 veces en la actividad
del promotor (Fig. 29). De manera consistente con los resultados anteriores, la
mutacion de ambas secuencias E-box abati® completamente la modulacion del
potencial de trans-activacion. Estos resultados demuestran claramente que E-box2
es suficiente y necesario en la mediacién de la modulacion del potencial de trans-
activacion de MyoD sobre el promotor basal del gen a-SG en miotubos, mientras
que E-box1 actua solamente en mioblastos, pues la mutacién de este elemento no
abate el efecto de modulacién en miotubos. En mioblastos, ambas secuencias
parecen ser relevantes, puesto que mutaciones que alteran sus secuencias
abatieron el efecto de modulacion. Estos hechos implican que E-box1 y E-box2
juegan papeles diferentes en el efecto de modulacion dependiendo del estadio de
diferenciacion de las células C2C12. Estas observaciones sugieren que E-box1 y
E-box2, en ausencia de cada una de ellas, estimulan positivamente la actividad del
promotor basal, y confirman claramente la participacion de E-box1 y E-box2 en la

modulacién del potencial de trans-activacion de MyoD sobre el promotor a-SG.
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Fig. 29. Efecto de la mutacion de los sitios E-box1 y E-box2 en la modulacién del potencial de trans-
activacion de MyoD sobre el promotor basal a-SG. Se co-transfecté el cDNA de MyoD con las
construcciones pGL3CP, que contiene al promotor basal a-SG (construccién 17), pGL3CP-MOD, que incluyen
al promotor basal mas el modulador, y las construcciones CP+E1MUT, CP+E2MUT y CP+E1-2MUT que
incluyen dicho promotor mas el modulador con mutaciones puntuales en los sitios E-box1, E-box2 y E-box1 y
E-box2, respectivamente. La actividad fue estimada en mioblastos y miotubos. Se muestran las veces de
activacién con respecto a la construccion pGL3CP. Los datos representan el promedio de tres experimentos
realizados por duplicado.

76



Interaccion de MyoD con el modulador en extractos nucleares de mioblastos
y miotubos C2C12

Debido a que observamos que E-box1 y E-box2 participan en la modulacion
del potencial de trans-activacion de MyoD sobre el promotor basal a-SG (Figs. 28
y 29), probamos la capacidad de dicho factor para interaccionar in vitro con la
secuencia correspondiente E-box1 y E-box2, en presencia de extractos nucleares
de mioblastos y miotubos C2C12 (Fig. 30). Para ello, se realizaron ensayos de
retardo y super-retardo empleando como sonda un par de oligonucleétidos
complementarios correspondientes al modulador. Para el ensayo de super-retardo,
los extractos proteinicos se incubaron previamente con un anticuerpo anti-MyoD.
Al incubar extractos de mioblastos y miotubos se detectaron bandas con una
migracién retardada correspondientes a complejos de DNA-proteina. Es
importante sefialar que se detectaron bandas con migracién diferente en extractos
de mioblastos con respecto a miotubos, lo que sugiere que existen distintas
interacciones diferenciales dependientes del estado de diferenciacion miogénica
con el modulador. Al incubar los extractos nucleares de células en ambos estadios
de diferenciacién con el anticuerpo anti-MyoD, y resolver los complejos, se
detectaron bandas super-retardadas, lo que indica que el factor MyoD forma parte
de los complejos revelados, y por ende que interacciona con el modulador. Al
competir las uniones utilizando una sonda no marcada, no se evidenciaron los
complejos, lo que indica que las interacciones son secuencia-especificas. El hecho
de que MyoD sea capaz de interaccionar con el modulador en presencia de
extractos de mioblastos como en miotubos, correlaciona con los resultados que
muestran que el potencial de frans-activacion de MyoD sobre el promotor basal a-

SG es modulado por E-box1 y Ebox-2 en ambos estadios de diferenciacion.
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Fig. 30. Interaccion de MyoD con el modulador en extractos nucleares de mioblastos y miotubos
C2C12. Se emplearon extractos nucleares (EN) de mioblastos (MB) y miotubos (MT). Como sonda se empled
la secuencia correspondiente al modulador. Se identificaron interacciones del modulador con proteinas
presentes en los extractos (flechas). Al incubar los extractos nucleares con un anticuerpo anti-MyoD (a-MyoD)
se identificaron bandas super-retardadas (SR). Como competidor (Comp) se utilizé la sonda sin marcar.

Interaccion de MyoD y miogenina con el modulador y con E-box1 y E-box2
individualmente en extractos de transcripcion/traduccion in vitro

Para confirmar la unién de MyoD al modulador, y en particular a E-box1 (E-
1) y E-box2 (E-2), asi como saber si otro factor miogénico como miogenina se une
a dichas secuencias, se utilizaron extractos de transcripcion/traduccion in vitro
(TNT) en ensayos de movilidad electroforética (Figs. 31 y 32). La incubacién de la
sonda correspondiente a la secuencia del modulador (MOD) con extractos de
MyoD y miogenina revel6 la formacion de complejos retardados especificos (Fig.
31), lo que indica que ambos factores interactuan in vitro con la secuencia del

modulador. Al emplear la sonda sin marcar en ensayos de competencia, se
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impidi6 la formacién de los complejos. Por otra parte, al incubar las sondas que
incluyen las secuencias correspondientes a E-1 y E-2 con extractos TNT sin cDNA
se detectaron dos y una banda retardada, respectivamente, que corresponden a
uniones de proteinas ajenas a MyoD y miogenina con el modulador (Fig. 32). Al
incubar extractos TNT con MyoD y miogenina con la sonda E-1, se observaron
unicamente las bandas identificadas con el extracto sin cDNA, lo que indica que E-
1 es incapaz de unirse in vitro a MyoD y miogenina. Al competir las reacciones
con la sonda sin marcar, no se detectaron bandas, y al incubar con una sonda con
la secuencia E-1 mutada, las interacciones no se abaten, lo que indica que las
interacciones de las proteinas del extracto TNT sin DNAc son especificas para la
secuencia de E-1. La incubacién de la sonda E-2 con extractos TNT MyoD y
miogenina produjo la formacion de bandas especificas (Fig. 32). Las bandas
formadas por la interaccion de miogenina con E-2 presentaron un patrén de
migracién ligeramente mas rapido que las correspondientes a la sonda E-box1
incubada con extractos sin cDNA. Los complejos se abatieron al competir las
reacciones con la sonda sin marcar, mientras que al emplear como competidor la
sonda E-box2 mutada, dichos complejos fueron detectados. Estos resultados
muestran que E-box2 in vitro se une a MyoD y miogenina, mientras que E-box1 es
incapaz de unirse a cualquiera de ellos.

En conjunto, los resultados presentados muestran que MyoD se une al
elemento modulador en el contexto de mioblastos y miotubos C2C12 (Fig. 30).
Que MyoD y miogenina interaccionan con la secuencia del modulador (Fig. 31) y
que individualmente, solo E-box2 se une in vitro a MyoD y miogenina (Fig. 32).
Estos hallazgos son consistentes con las observaciones previas que muestran que
E-box2 es suficiente para mediar el efecto de modulacion del potencial de trans-
activacion de MyoD sobre el promotor a-SG en mioblastos y miotubos C2C12, y

apoyan la funcion critica de E-box2 en la regulacion de este promotor.
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Fig. 31. Interaccion de MyoD y miogenina con el modulador a-SG. Una sonda que incluye al modulador
(MOD) se incubé con extractos de transcripcion/traduccion in vitro (TNT) con MyoD y miogenina (myog). Los
complejos especificos formados se indican con flechas. Se realizaron competiciones de las interacciones
empleando la sonda correspondiente al modulador sin marcar (comp). Este es un resultado representativo de
al menos tres experimentos independientes.
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Fig. 32. Interaccion de MyoD y miogenina con los sitios E-box1 y E-box2. Se realizaron
ensayos de retardo utilizando sondas que incluyen los sitios E-box1 (E-1) y E-box2 (E-2),
que se incubaron con extractos de transcripcion/traduccion in vitro (TNT) con MyoD y
miogenina (myog). Se realizaron competiciones de las interacciones empleando las mismas
sondas sin marcar (Comp) con mutaciones puntuales en los sitios E-1 y E-2 (CompM). Se
obtuvieron resultados similares al menos en tres experimentos independientes.
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Funcién de los nucleétidos conservados en raton y humano, del sitio E-box2
en su interaccion con MyoD y en el efecto modulador.

Los resultados presentados hasta el momento muestran que el elemento
modulador, afecta negativamente la actividad del promotor basal a-SG y que en
particular E-box2 participa en la modulaciéon del potencial de trans-activacion del
factor MyoD. Con el fin de indagar sobre la posible relevancia del elemento
modulador en una funcién conservada, se realizé un alineamiento de la secuencia
de la region 5" del gen a-SG de ratdon y humano con el fin de saber si este
elemento regulador negativo se conserva en ambas especies (Fig. 33A). En forma
interesante, se encontré que las secuencias E-box estan conservadas y que en
particular, E-box2 tienen un notable 100% de identidad. Ademas de la secuencia
consenso, se identificaron dos grupos de nucleétidos conservados flanqueando
dicho consenso. El elemento conservado GGCC se localiza hacia el extremo 5” de
E-box2, y la secuencia CCC se identificé hacia el extremo 3°. Ademas, se observo
que los nucledtidos centrales variables del consenso también se conservan en E-
box2, mientras que en E-box1, no se encuentran conservados (Fig. 33A). Se ha
demostrado en este trabajo que unicamente E-box2 es capaz de ser reconocido
por MyoD y miogenina (Fig. 32), y que es necesario pa_ra la modulacion del
potencial de trans-activacion de MyoD sobre el promotor basal a-SG (Fig. 29).
Debido a esto, se decidi6 analizar la contribucién de los elementos conservados
de E-box2 en el reconocimiento de dicha secuencia por el factor MyoD, asi como
en el efecto de modulacion del mismo. Para ello, se realizaron ensayos de retardo
utilizando extractos de MyoD de transcripcién/traduccion in vitro y como sondas,
oligonucledtidos complementarios correspondientes a E-box2 con mutaciones en
los elementos conservados (Fig. 33B). Se observé que la sustitucion del elemento
GGCC no afecto la interaccion de MyoD por la sonda, mientras que la sustitucién
de la secuencia CC, correspondiente a los nucle6tidos centrales del consenso de
E-box2 afectd dicha interaccion significativamente. Por otra parte, la mutacion de
las bases CCC, localizadas hacia 3" del consenso impidio la interaccion de MyoD
con la sonda. Las sondas con combinatorias de mutaciones fueron capaces de

interactuar con MyoD, aunque con menor afinidad en comparacion con la sonda
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sin mutar. Estos resultados muestran que los nucleétidos centrales, pero sobre
todo las bases CCC de la secuencia de E-box2, son criticas en la interaccion de
MyoD (Fig. 33B). Con el fin de representar graficamente los resultados obtenidos
en los ensayos de retardo descritos, se cuantificaron las bandas correspondientes
a los retardos obtenidos mediante el programa ImageQuant. Los datos obtenidos
se graficaron como % de intensidad, tomando como 100% el valor
correspondiente al retardo revelado al emplear la sonda E-box2 sin competir. Los
resultados obtenidos son muy relevantes, pues sugieren que los nucleotidos
aledafios a las secuencias E-box2 son criticos en la afinidad del reconocimiento
por factores transcripcionales de la familia bHLH. Dichos resultados a su vez,
sugieren que dichos nuclettidos desempefian alguna funcion en la modulacion del
potencial de trans-activacion de MyoD sobre el promotor basal a-SG. Con el fin de
probar esta hipétesis se co-transfectd el cONA de MyoD con las construcciones
CP+E-1IMUTGGCC, CP+E-1MUTCC y CP+E-1MUTCCC que contienen el
modulador con la secuencia de E-box1 mutada, ademas de substituciones de las
secuencias de nucleétidos GGCC, CC y CCC del consenso E-box2. Ademas se
transfectaron las construcciones pGL3CP, pGL3CP-MOD y CP+E1MUT, que
contienen al promotor basal, con el promotor y el modulador, y el promotor con el
sitio E-box1 del modulador mutado. La actividad del reportero se midid en
miotubos (Fig. 33C), dado que Unicamente en este estadio E-box1 funciona en la
modulaciéon del potencial de trans-activacion de MyoD. Se observd que la
substitucion de los nucleétidos centrales, asi como de los que flanquean el sitio E-
box2 libera el efecto de modulacién del potencial de trans-activacion de MyoD
sobre el promotor basal a-SG. Estos resultados confirman la importancia de E-
box2 y en particular de los nuclettidos centrales y los que flanquean la secuencia

correspondiente a este sitio en la modulacién de la actividad del factor MyoD.
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Fig. 33. Participacion de los nucleétidos centrales y flanqueadores conservados de E-box2 en la unién
de MyoD y en la modulaciéon de su potencial de trans-activaciéon. (A) Mediante alineamiento de las
secuencias del extremo 5" del gen a-GS de raton y humano se observd que el modulador se conserva en
ambas especies, y que en particular E-box2 se conserva con 100% de identidad. Asi mismo, se observé que
los nucledtidos centrales, asi como los que flanquean a E-box2, también se conservan completamente.
Dichos grupos de nucleétidos se indican en recuadros. * indica los nucleétidos conservados. Se introdujeron
“gaps” en la secuencia de humano con el fin de obtener el mejor alineamiento. (B) Ensayos de retardo en los
que se emplearon sondas que incluyen a E-box2 (linea), y E-box2 con mutaciones en los grupos de
nucledtidos conservados. Las mutaciones se muestran como X en las posiciones correspondientes. Dichas
sondas se incubaron con extractos de transcripcion/traduccién in vitro (TNT) con MyoD. Se realizaron
ensayos de competicion de las interacciones con las sondas correspondientes sin marcar (Comp), y con la
sonda correspondiente al sitio E-box1 (E1). Se cuantificé la intensidad de las bandas correspondientes a los
retardos sin competir. Los valores se graficaron como % de intensidad con respecto al valor obtenido al
cuantificar el retardo formado por la sonda E-box2.
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Fig. 33. (C) Se transfectaron las construcciones CP+E-1MUTGGCC, CP+E-1MUTCC y CP+E-1MUTCCC que
contienen al promotor basal -SG (construccién 17), el modulador con le secuencia de E-box1 mutada, y
substituciones de las secuencias de nucledtidos GGCC, CC y CCC de E-box2. También se transfectaron las
construcciones pGL3CP, pGL3CP-MOD y CP+E1MUT, que contienen al promotor basal, el promotor y el
modulador, y el promotor con el sitio E-box1 del modulador mutado, respectivamente. Dichas construcciones
se co-transfectaron con el cDNA de MyoD. La actividad se midié en miotubos, y se graficé como unidades
normalizadas de luciferasa (UNL). Los valores representan el promedio de tres experimentos independientes
realizados por duplicado.
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Interaccion in vivo de MyoD, TFIID y TFIIB con el modulador y el promotor
basal a-SG en el contexto de la cromatina de mioblastos y miotubos C2C12
Al ser expresado mediante transfeccion transitoria, MyoD participa en la
diferenciacion de una amplia variedad de células hacia el linaje miogénico
(Weintraub et al, 1989), esto implica que este factor participa en varios eventos de
regulacion transcripcional y que realiza actividades diferenciales especificas sobre
sus promotores blanco. Estos hechos fundamentan preguntas sobre como se
modula el potencial de trans-activacion del regulador maestro MyoD, o como este
regula a otros factores transcripcionales para realizar sus funciones especificas.
En experimentos anteriores se demostré que el elemento regulador compuesto por
E-box1 y E-box2 funciona como un modulador del potencial de trans-activacion de
MyoD en mioblastos y miotubos C2C12 (Figs. 28 y 29), lo que fundamenta el
abordaje del estudio del mecanismo mediante el cual este modulador afecta la
actividad del promotor basal a-SG. MyoD se une a la maquinaria basal a través de
TFIID, estabilizando el ensamble del complejo de preiniciacion transcripcional
favoreciendo la unién de TFIIB al complejo (Heller y Bengal, 1998). Esto nos
sugiere que la union de MyoD, asi como la trans-activacion del promotor a-SG,
que carece de cajas E, podria realizarse a través de estos factores
transcripcionales basales. Con el fin de estudiar dichas interacciones, se
realizaron ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina en mioblastos y miotubos
C2C12 utilizando anticuerpos anti-MyoD, TFIID y TFIIB (Fig. 34). A partir de la
cromatina  inmunoprecipitada se amplificaron fragmentos de DNA
correspondientes al modulador, el promotor basal asi como un fragmento del exén
4 del gen a-SG, empleado como control negativo. No se detectaron productos de
amplificacién correspondientes a la region de promotor basal, y se detectaron los
correspondientes al elemento modulador al utilizar como templado las fracciones
unidas de cromatina de mioblastos inmunoprecipitada con anticuerpos anti-MyoD,
TFIID y TFIIB (Fig. 34). En contraste, se detectaron productos de amplificacion
correspondientes a las regiones del modulador y el promotor basal cuando se
utilizaron como templados las fracciones unidas de cromatina inmunoprecipitada
con los mismos anticuerpos a partir de miotubos C2C12. No se detectaron
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productos de amplificacion correspondientes al modulador ni al promotor basal o-
SG productos de amplificacion usando como templado las fracciones unidas de
cromatina inmunoprecipitada utilizando un anticuerpo inespecifico (anti-c-myc) a
partir de mioblastos y miotubos. El producto de amplificacion correspondiente al
exon 4 del gen a-SG no fue detectado al emplear como templado las fracciones

unidas de cromatina inmunoprecipitada con los anticuerpos correspondientes.
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Fig. 34. Interaccion de MyoD, TFIID y TFIIB con el modulador y el promotor basal a-SG. Se muestra la
localizacion de los oligonucledtidos utilizados (flechas) para amplificar la region correspondiente al modulador
(MOD), que incluye los sitios E-box1 y E-box2 (E1 y E2), el promotor basal (PB) y el exén4 (E4). Como
templado se emplearon las fracciones unida (U) y no unida (N) de cromatina inmunoprecipitada con
anticuerpos anti-MyoD, TFIID, TFIIB y un anticuerpo inespecifico (UN), aislada a partir de mioblastos y
miotubos C2C12.
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Interaccién fisica entre MyoD, TFIID y TFIIB in vivo en mioblastos y miotubos
C2C12

El hecho de que se encontrara a MyoD y miembros de la maquinaria basal
de la transcripcion localizados en el modulador y en el promotor basal a-SG en
miotubos C2C12 es muy relevante, e implica que probablemente estos factores
interaccionan en complejos proteinicos. Con el fin de confirmar dichas
interacciones y apoyar nuestras observaciones anteriores, se realizaron ensayos
de co-inmunoprecipitacion utilizando anticuerpos anti-MyoD, anti-TFIID y anti-
TFIIB en lisados de mioblastos y miotubos C2C12 (Fig. 35). Mediante western blot,
se detecto a TFIID en material inmuprecipitado a partir de mioblastos y miotubos,
utilizando el anticuerpo anti-MyoD. Al inmunoprecipitar empleando anticuerpos
anti-TFIID y anti-TFIIB a partir de mioblastos y miotubos, se detectd, mediante
western blot, la presencia de MyoD en el material inmunoprecipitado (Fig. 35). No
se observaron las bandas correspondientes a MyoD, TFIID y TFIIB al
inmunoprecipitar con un anticuerpo anti-c-myc, utilizado como anticuerpo
inespecifico. En forma consistente con nuestros experimentos previos, los
ensayos de co-inmunoprecipitacion muestran que MyoD interacciona con los
miembros de la maquinaria basal TFIID y TFIIB en mioblastos y miotubos C2C12.

Con el fin de confirmar estos resultados, se realizaron los mismos ensayos
de co-inmunoprecipitacion utilizando un anticuerpo anti-myc en lisados de dos
lineas celulares que expresan en forma estable a MyoD fusionado a un fragmento
de la proteina myc (MyoD-myc) y a myc sin MyoD, respectivamente (Fig. 36). Para
confirmar la expresion de MyoD-myc en dichas lineas celulares, se realizaron
ensayos de western blot en extractos proteinicos utilizando el anticuerpo anti-
MyoD (Fig. 36). En dichos ensayos se observé que MyoD es mas abundante en
extractos proteinicos de las células que expresan a MyoD-myc que en los
extractos de células que expresan Unicamente al fragmento myc. Las bandas
inespecificas fueron utilizadas como control de cargado. Esto confirma la
expresion de MyoD-myc en la linea C2C12 transfectada en forma estable con el
plasmido codificante para dicha proteina quimérica. Al inmunoprecipitar a MyoD-

myc con un anticuerpo anti-myc a partir de mioblastos y realizar un western blot,
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se detectaron bandas correspondiente a MyoD, TFIID y TFIIB (Fig. 36), y no
detectamos dichas sefales al inmunoprecipitar a partir de células que expresan
unicamente el fragmento myc. En extractos de miotubos que expresan a MyoD-
myc, se detectaron interacciones con TFIIB y no con TFIID, probablemente debido
a que en este contexto, el fragmento myc interfirié con la inmunoprecipitaciéon o la
deteccion, puesto que en el contexto de miotubos C2C12 sin transfectar, no se
detectd dicha interaccion (Fig. 36). No detectamos sefiales en los productos de
inmunoprecipitacion provenientes de células que expresan el fragmento myc.
Estos resultados en conjunto muestran que MyoD interactta fisicamente con la
maquinaria basal de la transcripcién en el contexto de mioblastos y miotubos
C2C12, y apoyan nuestros resultados previos que muestran que estos factores
interactan con el elemento modulador a-SG en mioblastos, mientras que en
miotubos, dichos factores se localizan tanto en el modulador como en el promotor
basal (Fig. 34).

Co-localizacion de MyoD y TFIID en mioblastos C2C12

Para reafirmar estos resultados que muestran la interaccién de MyoD con el
aparato basal de la transcripcion a través de TFIID y TFIIB se realizaron ensayos
de inmunofluorescencia indirecta sobre mioblastos C2C12 utilizando anticuerpos
dirigidos contra dichos factores (Fig. 37). En un ensayo preeliminar se observd
sobrelapamiento de las sefales correspondientes a MyoD (verde) y TFIID (rojo) en
ambos estadios de diferenciacion. El sobrelapamiento de las sefiales se evidencid
con el color amarillo. Asi mismo, dichas sefales se identificaron Unicamente en
nucleo, como se evidencié mediante la tincién con DAPI (Fig. 37). Como control
negativo se realiz6 una doble inmunofluorescencia contra MyoD y a-SG, que se
localiza principalmente en la membrana de células musculares. Se identifico la
sefal correspondiente a MyoD (verde) Gnicamente en la region correspondiente al
nucleo, mientras que la correspondiente a a-SG (rojo) se encontrd ausente en
dicha region. Es importante sefalar que en los experimentos preliminares
realizados, se obtuvieron sefiales inespecificas, por lo que dichas

inmunofluorescencias deben realizarse con mayor detenimiento. Sin embargo, los
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resultados obtenidos apoyan las evidencias mostradas en este trabajo que

muestran que existe interaccion in vivo entre los factores MyoD y miembros de

aparato basal de la transcripcion.
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Fig. 35. Interaccién de MyoD con los factores TFIID y TFIIB. Se utilizaron anticuerpos anti-MyoD, -TFIID,
TFIIB y c-myc para realizar inmunoprecipitaciones (IP) a partir de lisados celulares de mioblastos (B) y
miotubos (T) C2C12. Las fracciones inmunoprecipitadas se analizaron mediante Western-blot (WB) utilizando

anticuerpos anti-MyoD, TFIID y TFIIB.
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Fig. 36. Confirmacion de interacciones entre MyoD, TFIID y TFIIB. Se seleccionaron lineas transfectantes
estables para MyoD fusionada a un “tag” (MyoD) y un fragmento de la proteina N-myc, respectivamente. A
partir de lisados celulares de dichas lineas se realizaron ensayos de Western-blot con un anticuerpo anti-
MyoD (a-MyoD). Como control de cargado se muestra una banda inespecifica (UN). Se realizaron
inmunoprecipitaciones empleando un anticuerpo anti-c-myc (IP c-myc) en lisados celulares de mioblastos
(MB) y miotubos (MT) de las lineas que sobre-expresan a MyoD fusionada a un tag (MyoD), y el tag N-myc,
respectivamente. Los productos inmunoprecipitados se analizaron mediante Western-blot utilizando
anticuerpos dirigidos a MyoD, TFIID y TFIID.
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Fig. 37. Inmunofluorescencias contra MyoD y TFIID. Se detectd MyoD (verde) y TFIID (rojo) en nucleos de
mioblastos C2C12 (panel superior). Se muestra el sobrelapamiento de las sefales correspondientes a ambas
inmunodetecciones (Merge) y dicho sobrelapamiento con la tincion con DAPI. En el panel inferior se muestra
la deteccién de MyoD (verde) y a-SG (rojo). Se observa en el Merge que no existe sobrelapamiento de las
sefales correspondientes a cada anticuerpo. Las puntas de flecha denotan la sefal sobrelapada para ambas
tinciones. Las flechas blancas podrian corresponder a sefales inespecificas.
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La modulacién del potencial de trans-activacion de MyoD sobre el promotor
basal a-SG depende del contexto muscular.

Dado que se identificé y caracterizé un elemento modulador del potencial
de trans-activacion de MyoD q'ue incluye a E-box2, que se conserva en humano y
ratén, y cuya integridad es critica en el efecto modulador. Se decididé preguntar
sobre el requerimiento de un factor muscular en la modulacién de la actividad de
MyoD sobre el promotor basal a-SG (Fig. 38). Para ello, en la linea celular
fibroblastica de origen murino 3T3, que no expresa MyoD, se co-transfectaron las
construcciones CP y CP+MOD que contienen al promotor basal a-SG y a dicho
promotor, ademas del modulador, respectivamente con el cDNA de MyoD (Fig.
38). Por otra parte, con el fin de saber si el efecto modulador es especifico del
promotor basal a-SG, como lo sugieren datos presentados en este trabajo (Figs.
26 y 27), se clon6 el modulador rio arriba de la caja TATA del gen de la timidin
kinasa TK (Construccion TATA-MOD). Dicha construccion se co-transfectd en
celulas 3T3, asi como en células C2C12, con el cDNA de MyoD, (Fig. 38A). La
actividad del gen reportero fue medida 24 hrs después de la transfeccion. Como
resultado se observd que MyoD en células 3T3, activa el promotor de TK y que el
elemento modulador en este contexto potencia la actividad del promotor basal
probado (Fig. 38A). Por otra parte, en mioblastos y miotubos se observo que E-
box1 y E-box2 afectan positivamente la actividad de la caja TATA (Fig. 38B). La
actividad de las construcciones que contienen al promotor basal o-SG y el
modulador, que fueron transfectadas en la linea 3T3, revel6 que E-box1 y E-box2
no modulan el potencial de trans-activacion de MyoD sobre el promotor basal a-
SG (Fig. 38C). Estos resultados sugieren por un lado, que un factor bHLH no
miogénico es capaz de interaccionar con el modulador y de activar los promotores
utilizados en estos ensayos. Por otra parte, dichos resultados indican que para
que se lleve a cabo la modulaciéon del potencial de trans-activacion de MyoD se
requiere de un factor muscular ausente en los fibroblastos 3T3, que actue en
forma selectiva sobre el promotor basal a-SG, puesto que las secuencias E-box1y
E-box2 en este contexto no regulan negativamente la actividad de los promotores

probados y no modulan la actividad de trans-activacion de MyoD sobre dichas
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regiones de regulacion. Los resultados apoyan la importancia de la estructura de
los promotores musculares para que se establezca un pafrc’m de expresion
regulado en forma tejido especifica. Esta nocién es apoyada por resultados que
muestran que la estructura de los promotores basales es critica en el ensamblaje
del complejo de pre-iniciacion y de la RNA polimerasa Il (Aso et al, 1994). Dado lo
anterior, resultaria sumamente novedoso el hecho de identificar un co-factor
muscular de MyoD que contribuya en la modulacién de éste en el contexto

especifico del promotor basal del gen a-SG.
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Fig. 38. Actividad de E-box1 y E-box2 sobre la caja TATA del promotor de TK y sobre el promotor a-SG
en fibroblastos. (A) Se co-transfectaron las construcciones TATA y TATA-MOD, que contienen a la caja
TATA del promotor de TK, y dicho elemento mas el modulador (E-box1 y E-box2), respectivamente, en
fibroblastos de raton 3T3 con un vector que codifica para el factor MyoD. (B) Se transfectaron las
construcciones TATA y TATA-MOD en células C2C12, la actividad de luciferasa se midi6 en mioblastos y
miotubos. Los datos se representan como veces de activacion sobre la actividad de la construccion TATA. (C)
Las construcciones CP y CP+MOD, que contienen al promotor basal «-SG, y éste mas el modulador,
respectivamente, fueron co-transfectadas con el cDNA de MyoD. Los datos se representan como unidades
normalizadas de luciferasa. Los datos representan un experimento realizado por duplicado.
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DISCUSION
La expresidon génica en procariontes y eucariontes es regulada mediante diversos
y muy complejos procesos, como la transcripcion. (Lee y Young, 2000; Bohm y
Smale y Kadonaga, 2003; Ogata et al, 2003; Bohm y Boos, 2004), las
modificaciones post-transcripcionales y pos-traduccionales (Puri y Sartorelli,
2000), incluidas dentro de Ilos - mecanismos epigenéticos. El proceso
transcripcional es influido por la participaciéon de factores transcripcionales y de
elementos de regulacion en cis, asi como de moléculas mediadoras de
interacciones entre éstos. La combinatoria de actividades de dichos elementos en
contextos celulares especificos da como resultado un sin fin de posibilidades de
estrategias de regulacion de la expresion génica (Remenyi et al, 2004). Dichas
posibilidades incluyen desde la union de activadores o represores en promotores
especificos (Gaston y Jayaraman, 2003) hasta la re-estructuracion de la cromatina
a través de modificaciones en el DNA (Robertson, 2002) y las histonas (Berger,
2002), que a su vez afectan incluso la expresion espacio-temporal de dominios de
genes a través de elementos como los LCRs (Locus Control Region) (Li et al,
2002) y los delimitadores o aisladores (insulators) (Geyer y Clark, 2002; Burgess
et al, 2002; Razin et al, 2003). La complejidad de nuestra visién sobre la
regulacion de la expresion por la accion de los elementos de regulacion en cis y
trans, se acentta con la participacion del arreglo de los genes en dominios, asi
como de la estructura tridimensional del compartimiento nuclear en la localizacion
especifica de diversos factores reguladores (Dundr y Misteli, 2001; Misteli, 2001,
Kosak y Groudine, 2004). Las particularidades de cada region reguladora
(promotores), es decir, su composicion nucleotidica, la influencia de potenciadores
(enhancers), silenciadores, “insulators” y LCRs sobre su actividad, su localizacion
cromosomica y por ende su localizacion nuclear, nos dejan un panorama que se
diversifica a tal grado que podria afirmar que existen tantas estrategias de control
transcripcional como regiones de regulacion. El estudio de las particularidades de
estas estrategias de regulacion en promotores especificos nos han permitido
comprender la importancia de algunas de las funciones del genoma e integrarlas
en un contexto conceptual tan amplio como lo es un proceso biolégico. En el
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trabajo aqui presentado se propone un mecanismo de regulacion de la expresion
del gen o-SG con base en los resultados del analisis funcional de su regién
promotora. Se identific6 una region de regulacién negativa compuesta por dos
sitios de union al factor MyoD. Dicho elemento de regulacion funciona modulando
negativamente la capacidad trans-activadora del factor MyoD sobre el promotor
basal del gen en estudio, que carece de sitios de uniéon para dicho factor.
Observamos que esta region, definida en este trabajo como modulador, es
contactada in vitro por MyoD y miogenina, y que el reconocimiento DNA-proteina
es mediado por nucleétidos conservados en la region 5 del gen a-SG de ratén y
humano que flanquean la secuencia consenso. Mediante ensayos de
inmunoprecipitacion de cromatina se observé que MyoD, asi como TFIID y TFIIB
se localizan en el modulador y no en la region correspondiente al promotor basal
a-SG en mioblastos C2C12. En miotubos, MyoD vy el aparato basal transcripcional
se localizan en ambas regiones reguladoras. La interaccion de los factores
transcripcionales basales TFIID, TFIIB con MyoD fueron confirmadas mediante co-
inmunoprecipitaciones e inmunofluorescencias. Los resultados de este trabajo
sustentan un modelo mecanistico que sugiere que la actividad del promotor a-SG
es regulada mediante la localizacion de la maquinaria basal a través del activador
MyoD hacia la region moduladora (Fig. 39). El modelo implica por primera vez la
participacion de un regulador maestro de la miogénesis en la regulacion de la
transcripcion basal mediante el control de la localizacion de factores generales
hacia secuencias reguladoras especificas de promotores musculares.

El gen a-SG, cuya deficiencia es causa de la distrofia muscular de cintura
2D se expresa progresivamente durante la diferenciacion de células musculares
(Ettinger et al, 1997; Noguchi et al, 2000; Wheeler et al, 2002), localizandose en el
sarcolema en etapas terminales de la diferenciacion (Noguchi et al, 2000). Este
patrébn de expresion es regulado a nivel transcripcional, en este trabajo
demostramos que el promotor es mas activo conforme avanza la diferenciacion de
la linea celular de origen muscular C2C12, resultado que concuerda con

resultados reportados con anterioridad que muestran que dicha region promotora
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promueve la expresion de GFP en una linea celular del mismo origen
(Wakabayashi-Takai et al, 2001).

Mediante el analisis de la secuencia del promotor «-SG se identificaron
sitios consenso de unién a factores transcripcionales con actividades multiples
sobre diversas regiones de regulacion. Este hecho sugiere que el patron de
expresion del gen reportero GFP dirigido por el promotor del gen a-SG es
regulado por la combinatoria de actividades de los factores que contactan dicha
region reguladora. Esta hipdtesis es apoyada por los resultados del analisis de la
actividad de construcciones con deleciones del promotor o-SG. Dichos resultados
muestran que el promotor a-SG se compone por diversas regiones de regulacion
con actividades tanto positivas como negativas que actian simultaneamente para
regular el patron de expresion del promotor observado durante la diferenciacion de
células musculares. Este hecho resulta muy relevante pues indica que el promotor
en estudio es muy complejo y que es regulado por multiples mecanismos, de los
que solo una pequena parte fue abordada en este trabajo. Un ejemplo de dicha
complejidad es constituido por pruebas realizadas que apoyan el hecho de que el
promotor es regulado por actividad combinatoria de factores transcripcionales
durante la diferenciacion miogénica. Dichas pruebas abordaron la regulacion
diferencial del promotor mediante la accién de otros factores transcripcionales.
Sabemos que los factores NFI-C y NFI-X regulan negativamente la actividad del
promotor en estudio en mioblastos C2C12, mientras que en miotubos los factores
NFI-A, NFI-B, NFI-C y NFI-X funcionan como activadores del promotor (Delgado-
Olguin et al, 2004). A su vez, estos resultados sugieren que la familia de factores
transcripcionales NF|, podrian participar en la regulacion positiva de que es objeto
el promotor a-SG durante la diferenciacion miogénica. Por otra parte, el factor Sp1
actia como regulador negativo del promotor en mioblastos C2C12 (ver
perspectivas). Estos hallazgos sugieren que el promotor a-SG, a pesar de
expresarse fuertemente en células musculares diferenciadas es sujeto a
regulacién negativa, o es modulado negativamente por varios factores
transcripcionales. Este hecho resulta relevante, dado que ratones que sobre-

expresan el gen y-SG desarrollan una distrofia muscular semejante a la
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desarrollada por ratones deficientes en dicho gen (Zhu et al, 2001), lo que resalta
la importancia de la modulacion de la actividad transcripcional de los genes
sarcoglicano. En este contexto, resulta interesante la identificacion de un elemento
de regulacion negativa en el promotor del gen a-SG compuesto por sitios de uniéon
a factores de la familia MyoD, que funcionan como activadores de genes
musculares en miotubos (Mal y Harter, 2003).

El elemento de regulacion negativa identificado en este estudio, modula
negativamente el potencial de trans-activacion de MyoD sobre el promotor basal
a-SG. Esto es muy relevante pues sugiere que la capacidad de activacion de
dicho factor es regulada en forma dependiente de la estructura especifica de sus
promotores blanco. La relevancia de esto se evidencia por la demostracion de que
MyoD desempefia multiples funciones durante la miogénesis (Bergstrom et al,
2002). En este contexto resulta muy interesante el hecho de que la union de
MyoD, asi como la modulacién de su potencial de trans-activacion sea mediada
por nuclebtidos conservados en humano y raton que no forman parte de la
secuencia consenso de E-box2, cuya mutacién abate el efecto de modulacion.
Esto demuestra la relevancia de la estructura de los promotores blanco de MyoD
en la determinacién de un patrén de expresion especifico, hecho apoyado por
trabajos previos que muestran que los nucleétidos que flanquean cajas E son
criticos en la determinacion del factor que reconoce dicho consenso (Blackwell et
al, 1993; Walhout et al, 1998). Dado que existen factores bHLH no miogénicos
capaces de reconocer cajas E (Lassar et al, 1991), la especificidad en la
interaccion de los factores MyoD en sus sitios de reconocimiento en promotores
musculo especifico debe realizarse en forma regulada, lo que podria explicar la
conservacion de nucleétidos aledarios al sitio E-box2.

En este trabajo de tesis se de demostré que el factor MyoD activa el
promotor basal a-SG a pesar de que carece de sitios de reconocimiento para
dicho factor. Ademas se demuestra que MyoD interacciona con factores de
transcripcion basales en el promotor a-SG, lo que constituye una explicacién a la
capacidad de activacion del promotor en forma independiente del reconocimiento
directo del DNA por MyoD (Fig. 39). La interacciéon de MyoD con el promotor basal
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a-SG podria llevarse a cabo a través de TAlIF 150, que es requerida en la activacion
de promotores basales (Kaufmann et al, 1996; 1998). El reconocimiento también
podria realizarse a través de TAFll5, dado que un complejo que incluye esta
proteina ademas de TAIllIFs y TBP activa un promotor basal (Verrijzer et al,
1995). Otro complejo proteinico que podria estar involucrado en la unién de MyoD
al promotor basal a-SG es el Mediador, el cual es reconocido por factores
transcripcionales especificos (Myers y Kornberg, 2000), sin embargo la interaccion
de MyoD con el complejo Mediador no ha sido sometida a experimentacion. Los
resultados obtenidos en este trabajo apoyan el hecho de que MyoD contacta y
trans-activa al promotor basal a-SG.

In vivo, MyoD interacciona con la maquinaria basal de la transcripcion
unicamente en el modulador en mioblastos, y en el modulador y el promotor basal
en miotubos. Este hallazgo, aunado a la totalidad de los resultados de este trabajo
apoya un modelo que explica la actividad de E-box1 y E-box2 en la modulacién de
la capacidad trans-activadora de MyoD sobre el promotor basal a-SG (Fig. 39). El
modulador podria regular negativamente al promotor a-SG en mioblastos a través
de controlar el estado de la cromatina, esto se sustenta en el hecho de que MyoD
recluta a HDAC1 al promotor del gen miogenina (Mal y Harter, 2003) en dicho
estado de diferenciacion, lo que resultaria en represion. Esto explicaria el por qué
MyoD en conjuncion con los factores basales transcripcionales se encuentra
ausente en el promotor basal a-SG, lo que a su vez correlaciona con la baja
actividad del promotor en mioblastos. En miotubos, el promotor es activo, lo que
correlaciona con la presencia de MyoD y de miembros de la maquinaria basal de
la transcripcion en el promotor basal. Este hecho podria responder al cambio de
cofactor de MyoD en miotubos, pues, se sabe que MyoD recluta a la acetil-
transferasa de histonas p300/CBP (Eckner et al, 1996; Puri et al, 1997; McKinsey
et al, 2001) y a PCAF a promotores musculares (Mal y Harter, 2003), activando su
expresion. Mas aun, se sabe que MyoD regula la diferenciacion muscular
mediante la accién del, complejo de enzimas remodeladoras de cromatina
SWI/SNF (de la Serna et al, 2001). Esto sugiere que el modulador, en miotubos

podria promover la acetilacion de la cromatina mediante p300/CBP, permitiendo
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un remodelaje de la cromatina que facilite la interaccion de MyoD con el promotor
basal y promueva su expresion. En este estado de diferenciaciéh, los sitios E-box1
y E-box2 podrian modular el potencial de trans-activacion de MyoD sobre el
promotor basal a-SG mediante la union preferencial de MyoD junto con la
magquinaria basal de la transcripcion en el modulador sobre el promotor basal. Esta
hipotesis encuentra un fundamento tedrico en el hecho de que existen nucleotidos
conservados flanqueando a E-box2, que son criticos en el reconocimiento de
MyoD y en la modulacién de la actividad de dicho factor. Esto a su vez sugiere que
la secuencia de E-box2 constituye un sitio de unién de alta afinidad para el
reconocimiento de factores reguladores miogénicos.

La actividad transcripcional de MyoD es regulada mediante la interaccion
con co-represores o co-activadores (Lassar et al, 1991; Molkentin y Olson, 1996;
Black y Olson, 1988; Mal y Harter, 2003), asi como por modificaciones post-
traduccionales como fosforilacién, acetilacién y ubiquitinacion (Batonnet et al,
2004; Polesskaya et al 2001; Tintignac et al, 2004). Los resultados de este trabajo
sugieren que ademas de estas modificaciones, el potencial de trans-activacion de
MyoD es regulado mediante su union, junto con miembros de la maquinaria basal
transcripcional, en una regién de regulacion especifica del promotor «-SG. Por
otra parte los resultados sugieren que el factor maestro de la miogénesis MyoD,
controla la transcripcion basal mediante el reclutamiento de factores
transcripciones hacia el elemento modulador, lo que constituye una explicacion a
la especificidad de las funciones de MyoD sobre sus promotores blanco durante la

miogénesis.
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Fig. 39. Modelo de accion del modulador sobre el promotor a-SG. MyoD contacta la maquinaria basal de
la transcripcién a través de TFIID y TFIIB, reclutandolos hacia el modulador en mioblastos, estadio en el cual,
estos factores no pueden acceder al promotor basal (linea truncada) debido a que dicha regién podria ser
inaccesible por compactacion de cromatina. Dicha compactacion podria ser ocasionada por desacetilasas de
histonas (los circulos azules representan nucleosomas, (histonas des acetiladas (dAC)), que a su vez podrian
ser reclutadas por MyoD hacia el modulador. Asi, este modelo explicaria la inactividad transcripcional del
promotor aSG en células indiferenciadas. En miotubos, MyoD y la maquinaria basal de la transcripcién
contactan tanto el modulador como el promotor basal. Esta regiéon puede ser reconocida por el complejo
debido a que probablemente MyoD recluta acetilasas de histonas (histonas acetiladas (Ac)) que favorecen el
establecimiento de cromatina transcripcionalmente permisiva, lo que correlaciona con la actividad del
promotor en este estadio de diferenciacion. Debido a que el promotor basal carece de sitios de unién al factor
MyoD, probablemente algin factor de transcripcion basal actie como intermediario entre el DNA y dicho
factor. En miotubos, E-box1 y E-box2 podrian modular el potencial de frans-activacion de MyoD sobre el
promotor basal a-SG mediante la unién preferencial de este factor, que contacta a TFIID y TFIIB, hacia el
modulador sobre el promotor basal (esquematizado como una flecha soélida y una interrumpida). Este hecho
se fundamenta en que E-box2 esta flanqueado por nucleétidos conservados que influyen sobre la union de
MyoD, asi como la modulacion del potencial de frans-activaciéon de MyoD, lo que sugiere que esta secuencia
constituye un sitio de alta afinidad por factores miogénicos. La modulacion del potencial de trans-activacion de
MyoD podria requerir la participacion de un factor de la familia E2A, que heterodimerizan con factores
reguladores miogénicos.
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PERSPECTIVAS

Caracterizacion de la actividad de los factores NFl y Sp1 sobre el promotor
a-SG

Mediante el analisis funcional del promotor a-SG se identifico una region
con actividad positiva (Fig. 22, comparar actividad de construcciones 6 y 7). Dicha
region incluye sitios de union para los factores Sp1 y NFI. Este hecho es
interesante debido a que sabemos que el promotor es estimulado negativamente
por el factor Sp1 (Fig. 40) y por NFI-C y NFI-X en mioblastos, y que en miotubos
la familia de factores NF| activan el promotor a-SG (Delgado-Olguin et al, 2004)
(Fig. 23). Se ha propuesto con anterioridad que el factor Sp1 interfiere con la union
de NFI con sus sitios blanco debido a la proximidad de sus correspondientes
secuencias de reconocimiento (Nehls et al, 1991; Nehls et al, 1992). En este
contexto, seria importante comprobar si este mecanismo ocurre en el promotor en
estudio, pues en dicha region activadora, existen sitios de unién para ambos
factores. Por otra parte, la identificacion de los sitios de respuesta a los factores
NFl del promotor a-SG en células musculares diferenciadas aun no se ha

abordado.
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Fig. 40. Actividad de los factores Sp1 y Sp3 sobre el promotor a-SG. Se transfectaron células C2C12 con
la construccién 1, que contiene al promotor a-SG (a-SGP), que fue co-transfectada con vectores que codifican
para los factores Sp1 y Sp3. La actividad de luciferasa fue medida en mioblastos C2C12. Los datos se
representan como unidades normalizadas de luciferasa. Los datos representan un experimento realizado por
duplicado.
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Estudio de la influencia de la via(s) de transduccién reguladas por Calcio en
la actividad del promotor a-SG

La presencia de un sitio de unién al factor CREB (cAMP-responsive element
binding protein 1) (Fig. 1), eﬁ la secuencia del promotor «-SG sugiere que su
actividad es regulada mediante una via de sefializacidon que involucra cinasas
dependientes de calcio y calmodulina. Con el fin de probar esta posibilidad se
transfecto el promotor a-SG en células C2C12, las cuales fueron estimuladas con
thapsygargina, un inductor de liberacién de calcio intracelular (Fig. 41). Se midi6 la
actividad de luciferasa a las 2, 4 y 6 hrs después de la transfeccion. Se observé
que la actividad del gen reportero presentd un aumento a las 2 horas de
incubacién con thapsygargina con respecto a la presentada por las células
transfectadas sin estimulo. Se observé un aumento progresivo en la actividad de
luciferasa a las 4 y 6 hrs en las células sin estimulo, mientras que en las células
estimuladas, la actividad del reportero se mantuvo sin cambio (Fig. 41). Estos
resultados sugieren que en efecto, alguna via de sefializacion regulada por calcio
afecta la actividad del promotor a-SG, por lo que otra vertiente de estudio derivada
de este trabajo consistiria en analizar la funcionalidad del sitio de union al factor
CREB, asi como identificar la via de sefializacion implicada en la regulaciéon del

promotor a-SG.
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Fig. 41. Efecto de la liberacién de calcio intracelular sobre la actividad del promotor a-SG. Se
transfectaron dos grupos de células C2C12 con el promotor a-SG (a-SGP). Un grupo fue estimulado con
thapsygargina (TG). La actividad del gen reportero fue medida 2, 4 y 6 hrs después de la transfeccion. Los
datos se representan como unidades normalizadas de luciferasa. Los datos representan un experimento
realizado por duplicado.

Utilizacion del promotor a-SG en la expresion de transgenes

Mediante transferencia génica se ha logrado la restitucion del complejo
sarcoglicano, en modelos murinos deficientes en los sarcoglicanos, a través de la
utilizacion de vectores virales que codifican cDNAs de los transcritos
correspondientes (Xiao et al, 2000). Con la finalidad de dilucidar la importancia del
uso de promotores especificos en dichos ensayos, se han empleado dos vectores,
en los que la expresion de los cDNAs es regulada por el promotor viral CMV vy el
promotor de la creatinina cinasa muscular (MCK) especifico de musculo,
respectivamente. Mediante el andlisis de musculos de ratones infectados con
dichos vectores, se observd que el vector dirigido por el promotor viral confiere
niveles de expresion bajos en comparacion con el vector regulado por el promotor
muscular. Asi mismo, se determino que la transferencia del vector regulado por el
promotor viral ocasiona una respuesta humoral, que afecta la expresion del gen
transferido. En base a estas observaciones, se ha sugerido que el uso de
promotores musculo-especificos podria constituir una herramienta necesaria en el

tratamiento de distrofias musculares mediante la transferencia génica a través del
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uso de vectores virales (Xiao et al, 2000, Cordier et al, 2001). En este contexto,
resulta importante el contar con un promotor de expresion especifica de musculo,
que podria ser utilizado en ensayos de transferencia génica en protocolos

terapeuticos.

Estudio de la influencia de la afinidad de MyoD por la maquinaria basal de la
transcripcion en la modulacién del potencial de trans-activacion de MyoD

En este trabajo se propone que el potencial de trans-activacion de MyoD, que
interacciona con los factores generales TFIIB y TFIID, es modulado negativamente
mediante la regulacion de su localizacion hacia el modulador, de tal forma, que el
acceso de MyoD y la maquinaria basal de la transcripcion hacia el promotor basal
o-SG es regulada mediante la participacion de las secuencias E-box1 y E-box2.
Un rubro interesante derivado de los resultados que fundamentan esta forma de
regulacion, consiste en la investigacion sobre la participacion de la afinidad de
MyoD por los factores TFIID y TFIIB en la modulacion del potencial de trans-
activacion de MyoD. De acuerdo al modelo propuesto en este trabajo, si
disminuyera la afinidad de MyoD por los factores basales, se perderia la
modulacién del potencial de trans-activacion de MyoD, pues dichos factores no
serian retenidos en el modulador a través de MyoD. Con el fin de poner a prueba
esta hipotesis, se podrian generar diversas mutaciones en los cDNAs de los
factores MyoD, TFIID y TFIIB con el fin de identificar mutaciones que alteren su
afinidad. La identificacion de estas mutantes podria realizarse mediante ensayos
de co-inmunoprecipitacion o mediante ensayos de retardo empleando como sonda
la secuencia correspondiente a E-box2 en presencia de extractos de
transcripcion/traduccion in vitro para los factores correspondientes. Una vez
obtenidas las mutantes, se podrian realizar ensayos de transfeccion transitoria en
presencia de la construccion con el promotor basal a-SG asi como el modulador, y
los cDNAs correspondientes. De esta forma se podria probar la influencia de la
afinidad entre los factores probados, asi como la contribuciéon de cada uno de ellos

en el efecto modulador y en la regulacién de la actividad del promotor basal a-SG.
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Busqueda de elementos de regulacion a distancia en el promotor a-SG

El gen o-SG produce dos transcritos a partir de dos promotores
independientes, sin embargo, mediante ensayos de transfeccién transitoria, se
observé que el promotor localizado hacia 5 del exén 1 es inactivo en células
musculares (Wakabayashi-Takai et al, 2001). Este hecho sugiere que la secuencia
del promotor probado requiere de otros elementos como un “enhancer’ o
potenciador para ser funcional, como se ha demostrado para el gen MyoD, cuyo
promotor requiere de un potenciador localizado 5 kb rio arriba del sitio de inicio de
la transcripcion para activarse (Goldhamer et al, 1992). Dado que el promotor o-
SG, compuesto de 2609 pb, es muy complejo, no se descarta la presencia de un
potenciador que estimule la expresion a partir del promotor localizado hacia 5 del
exon 1 del gen. Con el fin de localizar algun elemento de regulacién en el promotor
estudiado en este trabajo, se pueden buscar sitios de hipersensibilidad al corte por
DNasal. Una vez identificadas, las regiones hipersensibles pueden ser clonadas
en el contexto del promotor inactivo y transfectadas con el fin de saber si las
regiones en estudio estimulan la actividad de dicho promotor. Una alternativa a
esta estrategia consiste en clonar los fragmentos deletados del promotor a-SG
localizado en el intron 1, empleadas en el andlisis funcional de dicha regién
reguladora, en el contexto del promotor inactivo. Si se identificase un elemento
que estimule el promotor inactivo, seria muy interesante realizar pruebas con el fin
de definir si la region identificada constituye un “enhancer” o potenciador, o solo un
elemento de regulacion positiva. Para ello, se podrian realizar ensayos de
transfeccion transitoria o estable con construcciones que contengan el elemento
en cuestion clonado en diversas posiciones con respecto a un promotor, asi como
en orientacion 5-3" y 3-5°, con el fin de establecer si la region identificada
potencia la actividad del promotor en forma independiente de su localizacién y
direccion, lo que seria indicativo de que la secuencia en estudio corresponde a un
potenciador. Una vez identificado un “enhancer”, se podria realizar un analisis
funcional del promotor a-SG localizado hacia 5° del exdn 1, ademas de abordar el
mecanismo mediante el cual el potenciador estimula la expresion de dicho

promotor.
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Analisis de la influencia de la estructura de la cromatina sobre la actividad
del promotor a-SG.

A través del analisis de la secuencia del promotor a-SG se identificaron sitios de
unién a factores transcripcionales de la familia Sp1, GATA, NFl y MyoD entre
otros. Notablemente, dichos factores se han asociado a la regulacién de la
estructura de la cromatina mediante su interaccion con diversos co-factores
(Blobel et al, 1998; Leahy et al, 1999; Thomas y Seto, 1999; Mal y Harter, 2003;
Letting et al, 2003). Asi mismo los factores NFI (Delgado-Olguin et al, 2004) y
MyoD afectan la actividad del promotor. Los antecedentes mencionados, ademas
del hecho de que el promotor se regula diferencialmente durante la diferenciacion
de células musculares, sugieren que existen cambios en la estructura del promotor
a nivel de cromatina que influencian el patrén de expresion del gen o-SG. Tal es el
caso para el promotor del gen miogenina, cuya estructura de la cromatina se
remodela durante la diferenciacién. Los hechos mencionados, aunados a la
complejidad del promotor a-SG, fundamentan el abordaje de la influencia de la
estructura de la cromatina en la actividad del promotor durante la diferenciacion
miogénica. Este complejo problema puede abordarse mediante diversas
estrategias.

La busqueda de regiones remodeladas en forma dependiente del proceso
de la diferenciacion muscular puede realizarse mediante el anélisis de los
fragmentos del promotor generados por el corte por la MNasal mediante “southern
blot”. Dado que dicha enzima corta en el DNA internucleosomal, el resultado del
“southern blot” arrojaria datos sobre el posicionamiento nucleosomal a lo largo del
promotor o-SG. En caso de que el analisis permitiera la identificacion de una
region remodelada diferencialmente, se abriria la posibilidad de identificar sitios de
union a factores transcripcionales en dichas zonas, que podrian ser responsables
de regular la actividad del promotor. Si este fuera el caso, podrian buscarse sitios
de corte por enzimas de restriccion cuya secuencia sobrelape con las secuencias
identificadas, lo que permitiria realizar un analisis de accesibilidad a enzimas de
restriccion sobre la region de interés. Estas estrategias podrian ser de utilidad para
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discernir si en mioblastos, el promotor basal a-SG se encuentra en un estado de
cromatina altamente estructurada, lo que correlacionaria con la baja actividad del
promotor, asi como la ausencia de MyoD y de la maquinaria basal de la
transcripcion en dicha region del promotor en este estado de la diferenciacion. Si
esta hipotesis resultara cierta, se esperaria que el mismo analisis revelara que en
miotubos, el promotor basal a-SG presentara un patréon de corte por la MNasal
correspondiente a nucleosomas localizados en posiciones multiples a lo largo de
dicha region de regulacion. Un analisis de este tipo podria complementarse con la
busqueda de proteinas involucradas en el remodelaje de la cromatina que
interactuan con las regiones correspondientes mediante inmunoprecipitacién de
cromatina, asi como ensayos de trans-activacion de dichos factores con el fin de
analizar su funcion sobre el promotor.

Dado que las modificaciones de histonas estan implicadas en el remodelaje
de la cromatina y por ende en la regulacién de la expresion génica (Wyce et al,
2004, Berger, 2004, Stallcup, 2001; Schotta et al, 2004; Peterson y Laniel, 2004;
Berger, 2001), una vertiente del estudio de la regulacion de la actividad del
promotor a-SG recae en el andlisis de dichas modificaciones en zonas especificas
de esta region de regulacion. En el modelo propuesto en este trabajo de tesis, se
postula que MyoD, forma un complejo con la maquinaria basal de transcripcion,
que se localiza en forma constitutiva en el modulador, mientras que el complejo se
localiza en el promotor basal a-SG uUnicamente en miotubos. En la explicacién
tedrica del modelo se especula que el acceso de MyoD vy los factores basales de
la transcripciéon hacia el promotor basal en miotubos es dependiente de acetilacion
de histonas. Para poner a prueba esta hipétesis, se podria analizar el estado de
las histonas en el promotor basal en mioblastos y miotubos C2C12. En el caso de
mioblastos, como resultado se esperaria encontrar preferentemente histonas
desacetiladas, asi como H3 metilada en la lisina 9, modificaciones que
corresponden a marcas asociadas a cromatina represora transcripcionalmente
(Loidl, 1994). Por otra parte, en miotubos, se esperaria encontrar enriquecimiento
de sefales correspondientes a histonas acetiladas asi como H3 metilada en lisina

4, modificaciones correspondientes a cromatina permisiva al proceso
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transcripcional (Loidl, 1994). Se esperaria encontrar este patron de modificaciones
de histonas en la region correspondiente al modulador en mioblastos y miotubos,
dado que MyoD vy los factores TFIID y TFIIB se localizan constitutivamente en
dicha regién (Figs. 30 y 34).

En los ultimos afios se han descrito diversas modificaciones post-
traduccionales como fosforilacion, acetilacion y metilaciéon en posiciones multiples
de las histonas (Berger, 2001), sin embargo, a la fecha no es clara la participacion
de la combinatoria de dichas modificaciones en la regulaciéon de la transcripcion.
En este contexto, el promotor a-SG, que se activa durante la diferenciacion
miogénica, podria ser empleado como un modelo experimental en la busqueda de
modificaciones de histonas asociadas a regiones de regulacion transcripcional
responsables del control de la expresion durante la diferenciacion miogénica. Para
abordar esta pregunta, se tendria que identificar la regiéon o regiones responsables
“de la regulacién diferencial del promotor mediante el anélisis de actividad de
construcciones con mutaciones en dicha regién reguladora. Una vez identificada la
secuencia de respuesta a la diferenciacion, se podria realizar un mapeo de
modificaciones de histonas a lo largo de la region promotora mediante
inmunoprecipitacién de cromatina empleando una amplia gama de anticuerpos
dirigidos especificamente para cada una de las modificaciones de histonas que se
deseen mapear. De esta manera se podria identificar la combinatoria de
modificaciones de las histonas correspondiente a la region de respuesta a la
diferenciacion miogénica identificada mediante analisis funcionales de la region

promotora del gen o-SG.

111



Analisis de la actividad del promotor a-SG in vivo.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el promotor o-SG es
regulado positivamente durante el proceso de diferenciacion muscular, y que
ademas, la actividad del facto'r MyoD sobre dicho promotor es modulada por los
sitios E-box1 y E-box2. Sin embargo la totalidad de los ensayos funcionales se
realizaron en sistemas in vitro, por o que una aportacion mas significativa en el
campo de estudio consistiria en el analisis del patron de expresion del promotor en
un contexto in vivo. Para realizar un analisis de esta indole, se podria generar un
raton transgénico para un gen reportero cuya expresion sea dirigida por el
promotor a-SG. Mediante esta estrategia se generd un ratén que expresa un
transgén que consiste en GFP regulado por el promotor y-SG, lo que permitié
realizar un analisis espacio-temporal de la expresion del transgén (Noguchi S et al,
2001). Asi mismo, la observacion del reportero en forma simultanea a las sefales
fluorescentes generadas por anticuerpos dirigidos contra factores transcripcionales
MyoD, permitié correlacionar la expresion del reportero con factores reguladores
de la diferenciacién (Noguchi S et al, 2001).

En este trabajo se observé que el elemento modulador, compuesto por los
sitios E-box1 y E-box2 se conserva en ratén y humano, lo que sugiere que este
elemento juega un papel en la regulacion del promotor a-SG in vivo. Con el fin de
poner a prueba esta hipotesis, se podrian generar lineas de ratones con
mutaciones, ya sean deleciones o mutaciones puntuales, en la regién del
modulador mediante el método de “hit and run” (Hasty et al, 1991). Una vez
obtenidas dichas lineas, seria posible analizar la expresion enddgena del
transcrito a-SG durante la embriogénesis mediante ensayos de northern blot in
situ, y en membranas, asi como durante el desarrollo postnatal. De esta manera,
mediante la comparacion de las cantidades de transcrito entre el ratén modificado
para el modulador, y un ratéon de una cepa sin modificar (wild type), se puede
saber si la ausencia del modulador ocasiona cambios en la expresion del

transcrito, y por ende si participa en la regulacién del promotor a-SG.
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ANEXO

Solucién de lisis (100 ml)

NH4CI (2M) 77.5ml
KHCO3 (1M) 10 ml
EDTA (0.5 M) 2 ml
H,0 ~ 100 ml

AjustarpH a 7.41

Solucioén de desnaturalizacion

NaOH 0.5M

NaCl 1.5M

Solucién de neutralizacion

Tris, pH 8.0 1™

NaCl 1.5M
Solucién de pre-hibridacion
EDTA 2 mM
Esperma de salmén 50 ug/mi
NaCl 900 mM
Dextran sulfato 100 uM
Polivinil pirrolidona 20 uM
Ficoll 2 uM
Na;HPO412 H,0O 9.3 mM
NEIQHPO4 HQO 15.5 mM
Formamida 40%
SDS 1%

H20 2|

Solucién de hibridacion
Se agrega la sonda marcada radiactivamente a la solucién de hibridacion.

SSC 2X

Solucién de pre-hibridacion 150 mi

Formamida al 50% 75 mi

PIPES 2X 30 ml de PIPES 10X

SDS 0.5%

Esperma de salmoén 1.5 ml de una solucién 10 mg/ml

Solucién SM (1 1)

NaCl 58¢g
MgSO4 7H,0 8 mM
Tris pH 7.6 50 mM
Gelatina 0.01%
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NZY Top Agar

NZY broth 1
Agarosa 0.7%

NZY Broth (11)

NaCl 1049
Tryptona 10g
Extracto de levadura 5¢g
H.O =11

Ajustar pH a 7.5 con NaOh al 5%

LB Broth (11)

NaCl 1049
Tryptona 1049
Extracto de levadura 59

H,O ~11

Ajustar pH a 7.0 con NaOh 5N
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Abstract

a-Sarcoglycan striated muscle-specific protein is a member of the sarcoglycan-sarcospan complex. Positive and negative tran-
scriptional regulation of sarcoglycan genes are important in sarcoglycan’s intracellular localization and sarcolemmal stability. In the
present work we assessed the function of NFI transcription factors in the regulation of a-sarcoglycan promoter through the C2C12
cell line differentiation. NFI factors act alternatively as activators and negative modulators of a-sarcoglycan promoter activity. In
myoblasts NFI-Al.1 and NFI-B2 are activators, whereas NFI-C2 and NFI-X2 are negative regulators. In myotubes, all NFI
members are activators, being NFI-C2 the less potent. We identified the a-sarcoglycan promoter NFI-C2 response element by
testing progressive deletion constructs and point mutations in C2CI12 cells over-expressing NFI-C2. Gel-shift and chromatin im-
munoprecipitation experiments demonstrated that NFI factors are indeed interacting in vitro and in vivo with the binding sequence.

These results suggest a NFI role in C2C12 cell differentiation.
© 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: a-Sarcoglycan; Promoter; NFI transcription factors; Transcriptional regulation; C2C12 differentiation

a-Sarcoglycan (2-SG) is a trans-sarcolemmal protein
expressed exclusively in striated muscle [1] that forms
part of the sarcoglycan-sarcospan (SG) complex (com-
posed by a, B, v, 8, g, and {-SGs and sarcospan) [2-4],
that in turn is a subcomplex of the dystrophin associated
glycoproteins complex or DGC [5]. DGC is composed
basically by dystrophin, dystroglycan (DG), and SG
complexes [5]. SG complex associates with DG complex
through 8-SG [2]. Through its amino terminus, dystro-

* Abbreviations: SG, sarcoglycan; DGC, dystrophin associated
glycoprotein complex; DG, dystroglycan; LGMD, limb girdle muscu-
lar dystrophy; NFI, nuclear factor I; EMSA, electrophoretic mobility
shift assay.

“ Corresponding author. Fax: +52-55-55-88-5174.

E-mail address: rmcoralv@prodigy.net.mx (R. Coral-Vizquez).

0006-291X/$ - see [ront matter © 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbrc.2004.05.074

phin contacts filamentous actin at the cytosol [5]. It has
been proposed that DGC confers sarcolemmal stability
by establishing a rrans-sarcolemmal bridge connecting
basal lamina through «-DG and cytoskeleton through
dystrophin [6]. The relevance of DGC in muscle fiber
physiology is clearly demonstrated by the fact that de-
ficiency of almost each of its components constitutes the
primary cause of muscular dystrophies characterized by
a wide spectrum of phenotypes [7]. In particular, mu-
tations in o, B, 8, and y-SG genes cause limb girdle
muscular dystrophies (LGMD) 2D, 2E, 2C, and 2F
types, respectively [8].

LGMD phenotypes have been studied in spontaneous
mutant and knockout animal models [9]. Mice deficient
for the striated muscle-specific protein y-SG develop a
muscular dystrophy similar to human LGMD2C [10].



P. Delgado-Olguin et al. | Biochemical and Biophysical Research Communications 319 (2004) 1032-1039 ‘ 1033

The dystrophic phenotype of these mice is rescued in the
tibialis anterior and gastrocnemius muscles when in-
jected with a recombinant adenovirus expressing y-SG
or in the quadriceps of the right limb when injected with
a recombinant adeno-associated virus expressing y-SG
[11]. Interestingly, over-expression of y-SG cDNA also
causes a dystrophic phenotype as shown in a mouse
model over-expressing a high copy number of a cDNA
encoding y-SG mRNA. In these mice, mislocation of y-
SG protein was observed besides upregulation of o and
B-SG gene expression [12]. These facts suggest that not
only positive, but also negative regulation of transcrip-
tional levels of muscle-specific expression sarcoglycan
genes (2-SG and y-SG) may play an important role in
sarcolemmal stability and proper SG’s cellular locali-
zation. This fine modulation must be achieved at least in
part by the combinatorial action of several transcription
factors regulating promoter activity [13].

The NFI family of transcription factors composed by
NFI-Al.l1, NFI-B2, NFI-C2, and NFI-X2 [14-17] was
identified as necessary for viral replication [18], and has
been also implicated in positive and negative regulation of
transcriptional activity over several promoters [19-22].
Interestingly, they can stimulate or repress promoter ac-
tivity depending on the cellular context [23]. NFI tissue-
specific function is just beginning to be understood
through the generation and study of NFI deficient murine
models [24-26]. Specifically in differentiated muscle,
through analysis of aldolase A gene promoter activity in
transgenic cell lines, it has been reported that some iso-
forms of NFI induce gene expression of specific muscle
fiber types [27]. NFI factors are widely transcribed, but
interestingly, NFI-C2 and NFI-X2 transcripts express
predominantly in skeletal muscle [28], even though no
specific function has been demonstrated in this tissue, nor
in the muscle cell differentiation process.

In order to assess NFI function in transcriptional
regulation of o-SG promoter in undifferentiated and
differentiated striated muscle cells we tested the activity
of the four NFI family members over the a-SG pro-
moter controlling the luciferase reporter gene in tran-
sient transfection assays in the mouse myoblastic cell
line C2C12. We found that NFI-C2 and NFI-X2 act as
2-8G promoter negative regulators in myoblasts, and as
activators in myotubes, whereas NFI-A 1.1 and NFI-B2
act as activators in both differentiation stages. We
identified the functional DNA recognition sequence
mediating transcriptional negative regulation by NFI-
C2 in a-SG promoter in myoblasts by testing a series of
constructs harboring progressive deletions of the pro-
moter and by point mutation of the NFI consensus se-
quence. We demonstrate that this element contacts NFI
proteins in vitro by gel-shift assays using C2C12 nuclear
extracts and in vivo through chromatin immunoprecip-
itation experiments. Our results show that NFI-C2 and
NFI-X2, whose mRNAs are predominantly expressed in

striated muscle, act both as negative transcriptional
regulators and also as activators of a-SG muscle-specific
promoter activity depending on the differentiation stage
in C2C12 cells.

Materials and methods

Constructs and plasmids, F1B2194 DNA fragment containing the
complete «-SG promoter and progressively deleted promoter inserts
were PCR amplified from a mouse genomic clone previously isolated
from a A FIXII Genomic Library (Stratagene) that contains Skb up-
stream of exon 2 (unpublished results). FIB2194 (+4/-2189) DNA
fragment was cloned into pGlow-TOPO (Invitrogen) and subcloned at
Bglll site of pGL3-Basic vector (Promega). Primer sequences for
F1B2194 were as follows: PALFAB2A 5-GGTGAAGCACTGTT
TCTTCC-3 and PALFABIA 5-GCCTAGCCAGTGAGTGACAG-
3. Deleted a-SG promoter inserts were generated using primers
flanked by a BamHI restriction site. The previously digested PCR
products were cloned at the Bg/ll site of pGL3-Basic vector to generate
constructs pGL3F2, F4, F5, F7, and F8. The corresponding primer
sequences were as [ollows: DELALFAB2 5-CGCGGATCCA
TAGGTGGCTGAACATGTGC-3, DELALFAB4 ¥-CGCGGATC
CTGTTAAGGCCAGTTGTCAGC-¥, DELALFABS 5-CGCGGA
TCCTTCAGAGAGGACGGAACACA-Y, DELALFAB7 5-CGCG
GATCCCTGGCTGGGATAATTCTCCT-3, and DELALFABS 5'-
CGCGGATCCATACACCTGTCATCCCAGCA-Y. The common
reverse primer sequence used was: DELALFABI3R 5-CGCGGA
TCCTTGCCTAGCCAGTGAGTGAC-3. Amplification conditions
were as follows for all products: 1 cycle at 95 °C for 1 min, 30 cycles at:
95°C 1min, 60°C 1 min, and 72°C 3min, and 1 cycle at 72°C for
7min. Recombinant plasmid pGL3INFIMUT was generated using the
QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) according to
manufacturer’s instructions. Primer sequence harboring mutations in
the INFI site was: INFIMUTF 5-CCGTTCAAATTAAACACA
AAAATAGAGGAAGG-¥. Only the sense strand is showed.
Mutations and DNA fragment integrity were confirmed by DNA se-
quencing. pCHA, B, C, and X vectors encoding HA-tagged NFI-A1.1,
NFI-B2, NFI-C2, and NFI-X2 transcription factors, respectively, and
pCH vector encoding HA-tag, used for trans-activation experiments,
were kindly provided by Dr. Richard M. Gronostajski.

Cell culture. C2C12 cells were cultured in growing conditions in
DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum in a humidified
atmosphere at 37°C and 5% CO;. Once cell confluence was reached,
differentiation was induced by substituting growing medium by dif-
ferentiation medium DMEM containing 1% horse serum.

Transfections. 384,000 cells corresponding to 40% confluence were
seeded in 9.6cm?® culture wells. Twenty-four hours later, cells were
transfected using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) according to man-
ufacturer’s instructions. Cells were transfected with 1 pg of each pro-
moter construct, co-transfected with different amounts of NFI
encoding vectors and 100ng of pRL/TK (Promega) Renilla reniformis
luciferase vector which was used for normalization. Luciferase activity
in myoblasts was measured 24h post-transfection, Replicates were
induced to differentiation and luciferase activity was measured in
myotubes 4 days later. Luciferase activity was measured using the Dual
Luciferase Reporter Assay System (Promega) according to manufac-
turer’s instructions in a TD-20/20 luminometer (Turner Designs).

Nuclear extracts. C2C12 cells nuclear extracts from myoblasts were
prepared as described previously [29]. Briefly, 500,000 cells were har-
vested, resuspended in | ml of PBS buffer (137 mM NaCl, 2.7mM KClI,
10mM Na,HPQy, and 2mM KH;POy), and centrifuged for 155 at
13,000rpm in a Eppendorl bench microfuge. The pellet was resus-
pended in 400 pl cold buffer A (10mM Hepes, pH 7.9, 10mM KCI,
0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, | mM DTT, and 0.5 mM PMSF) and
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incubated on ice for 15min. After adding 25 pl of 10% NP-40 (Fluka),
the mix was vorlexed for 10s and centrifuged at 13,000 rpm in a Ep-
pendorf microfuge for 30s. The pellet was resuspended in 50 ul cold
buffer C (20mM Hepes, pH 7.9, 0.4M NaCl, ImM EDTA, | mM
EGTA, ImM DTT, and 1 mM PMSF) and incubated at 4°C for
15min on a rotation wheel. The extracts were centrifuged at 8000 rpm
for 5min in a Eppendorf microfuge. The supernatant was —70°C
frozen or used for gel-shift and super-shift assays. Protein concentra-
tion was determined by the Bradford assay (Bio-Rad).

EMSA and super-shift assays. Complementary oligonucleotides
used as probes including the consensus recognition sequence of NFI,
designated as INFI (Fig. 3) were end labeled with 1 U of T4 polynu-
cleotide Kinase (Fermentas) in presence of | pCi [y-“P]JATP (Amer-
sham) at 37 °C for 30 min. Oligonucleotides were annealed and purified
by polyacrylamide gel electrophoresis. Five micrograms of nuclear
extracts protein was incubated with 20,000cpm of probe on ice for
15min and 15min at room temperature in a final volume of 20 pl gel-
shift buffer (20mM Hepes, pH 7.9, 50mM KCI, 50mM MgCl,, 10%
glycerol, I mM DTT, and 1 pg poly(dI-dC) as non-specific competi-
tor). For competition experiments, nuclear extracts were first incu-
bated with 300 ng of unlabeled probe and later with the labeled probe
under the same conditions, For super-shifl assays, nuclear extracts
were incubated with 2pg of anti-NFI antibody (N-20 Santa Cruz
Biotechnology), or 2pg of a rabbit anti-goat HRP-conjugated IgG
(Zymed) as non-specific antibody, in rotation for 12h at 4°C. Com-
plexes were then incubated with the labeled probe. Samples were
electrophoresed in a 5% polyacrylamide gel at 150V for 2.5 h. Gel was
dried and exposed to a radiographic film. Oligonucleotide sequences
used as probes were as follows: INFIF 5-CCGTTCAAATTGGCCA
CAAACATAGAGGAAGG-Y and INFIMUT 5-CCGTTCAAATT
AAACACAAAAATAGAGGAAGG-3'. The first primer corresponds
to the wild-type probe and the last one was used as mutant competitor.
Only the sense strands are showed.

Chromatin immunoprecipitation assay. Chromatin immunoprecipi-
tation (ChlP) assays were performed as previously described [30] with
slight modifications. Briefly, 2 x 107 cells were harvested to be used
with each antibody and resuspended in ChIP lysis buffer (5mM Hepes,
pH 8.0, 8mM KClI, 0.5% NP-40 plus protein inhibitors PMSF, apro-
tinin, and leupeptin). Nuclei were isolated, lysed, and cross-linked with
1% formaldehyde for 10 min. An average of 500 bp chromatin frag-
ments were obtained by sonication. Chromatin fragments interacling
with NFI factors were immunoprecipitated using an anti-NFI anti-
body (N-20 Santa Cruz Biotechnology). Cross-linking was reversed at
65°C overnight, DNA was recovered after Rnase [ and proteinase K
treatment, phenol chloroform extracted, and used as template to am-
plify by PCR a 580 bp DNA fragment including the 1NFI recognition
element. Primer sequences were as follows: INFIF, 5-AGTCTAGG
GATGTTGGTGTG-3 and INFIR, 5-GTCTGCATACAAGAGG
AAGG-3'. As negative control, a 139 pb DNA fragment of exon four
of 2-SG gene was PCR amplified. Oligonucleotide sequences used were
as follows: a-SGE4F, 5-ACTGTCCGACTCACCTACCA-Y and a-
SGE4R, 5-TGACTTGGTACCCACGATCT-3'. These oligonucleo-
tides were end labeled under the conditions mentioned before. PCR
cycling conditions were as follows for both DNA fragments: | cycle at
95°C for 1 min, 30 cycles at 95°C 1 min, 61 °C 1 min, and 72°C | min,
and | cycle at 72°C for 7 min.

Results

NFI family of transcription factors positively and nega-
tively regulates «-SG promoter activity

In order to address the function of NFI transcription
factors in muscle cell differentiation over a-SG pro-

moter, whose mRNA has only been detected in striated
muscle [1], NFI c¢cDNA trans-activation assays were
performed. The plasmid containing the entire 2.2 kb o-
SG promoter driving the expression of the luciferase
reporter gene was co-transfected with 200ng of each
NFI ¢cDNA in the C2C12 muscle derived cell line. Lu-
ciferase reporter activity was evaluated in transiently
transfected myoblasts and myotubes. We observed that
in myotubes, «-SG promoter activity was 6-fold higher
than in myoblasts (Fig. 1), consistent with the fact that
a-SG gene transcript is naturally more abundant at this
differentiation stage [31,32]. Surprisingly we found that
NFI-C2 and NFI-X2 act as negative regulatory factors
in myoblasts (Fig. 1A), decreasing reporter activity 0.37-
and 0.19-fold, respectively, whereas NFI-A1.1 and NFI-
B2 act as positive regulators, both increasing activity
0.18-fold. In contrast, in myotubes, all factors positively
stimulated promoter activity (Fig. 1B). When NFI-A1.1,
NFI-B2, and NFI-X2 cDNAs were co-transfected, a
3.3-, 3.6-, and 3.9-fold activation was observed, respec-
tively, although NFI-C2 increases only 2.1-fold. These
results show that NFI family of transcription factors act
differentially over a-SG promoter activity depending on
the differentiation stage of C2C12 cells, being NFI-C2
the most prominent a-SG promoter negative modulator
in myoblasts.
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Fig. 1. Transcriptional effect of NFI transcription factors over the a-
sarcoglycan gene promoter. C2CI12 cells were transiently co-trans-
fected with 1pg pGL3F1B2194 (+4/-2193) containing the complete
promoter (x-SGP) and 200ng of the plasmids encoding the NFI
transcription factors indicated below (A) and (B). Luciferase activity
measured in myoblasts (A) and myotubes (B) a-SGP corresponds to
the a-SG promoter co-transfected with pCH which encodes an HA-
tag. Normalized luciferase units are shown. A representative experi-
ment of three performed in duplicate is shown. SE are presented in this
and following figures.
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Fig. 2. NFI-C2 and NFI-X2 are negative modulators of a-8G pro-
moter activity. Construct pGL3F1B2194 containing the complete
promoler (a-SGP) was co-transfected with 50, 100, and 200ng of the
plasmids encoding the NFI factors indicated below. Fold reduction is
shown. The graph represents an average of three independent experi-
ments performed in duplicate.

NFI-C2 and NFI-X2 act as «-SG promoter negative
regulators in myoblasts

There are evidences suggesting that transcriptional
negative modulation is relevant in controlling the ap-
propriated SG gene expression [12]. This regulation
could be achieved in part by the combinatorial action of
transcription factors [13]. Our trans-activation assays
show that NFI-C2 and NFI-X2 influence negatively the

NFI-C2

o-SG promoter in myoblasts. With the aim to confirm
their negative modulation over «-SG promoter, we co-
transfected the complete o-SG promoter construct with
50, 100, and 200ng NFI-C2 and NFI-X2 cDNAs. We
found a decrease in luciferase activity with the co-
transfected cDNAs (Fig. 2). Luciferase activity decre-
ment was observed with 50ng NFI-C2 transfected
cDNA, whereas with the same quantity of NFI-X2
cDNA, there was practically no effect. These results
confirm the NFI-C2 and NFI-X2 negative activity over
o-SG promoter. We conclude that NFI-C2 and NFI-X2
are negative modulators of «-SG promoter activity in
C2C12, being NFI-C2 the NFI most prominent negative
modulator in myoblasts.

NFI-C2 negatively regulates o-SG promoter through the
INFI site

Since we found that NFI-C2 factor is the most active
negative regulator or modulator of the NFI family of
transcription factors over a-SG promoter in myoblasts,
we decided to analyze the promoter sequence in order
to identify the negative responsive element of NFI-C2.
Through comparing the full-length promoter sequence
with Matlnspector V2.2 database [33] we identified
six putative consensus binding motifs for NFI. To
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Fig. 3. NFI-C2 regulates «-SG promoter through the INFI recognition sequence. (A) NFI-C2 transcriptional activity over pGL3F1B2194, con-
taining the complete a-SG promoter (construct 1), and the promoter progressively deleted constructs pGL3F2, F4, F5, F7, and F8 (constructs 2-6,
respectively) were tested. Schematic representations of NFI recognition element positions at the tested constructs are shown as black boxes. Sites
INFI, 2NFI, and 3NFI are indicated above. Open bars correspond to luciferase values of NFI-C2 co-transfected constructs (+). (B) INFI site
mediates NFI-C2 negative modulation activity over «-SG promoter. C2CI12 myoblasts were co-transfected with constructs pGL3F5 WT (INFIWT)
or pGL3 F5 mutant for INFI site (INFIMUT), with pCH (=) or NFI-C2 (NFI-C2) encoding for an HA-tag, and NFI-C2 cDNA, respectively. Fold
activation over INFIWT is observed. The average of three independent experiments performed in duplicate is shown.
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demonstrate the contribution of those motifs over the a-
SG promoter we transiently co-transfected in myoblasts
a series of promoter constructs with progressive dele-
tions spanning the NFI binding sequences identified,
with 200 ng NFI-C2 cDNA (Fig. 3A). Negative effect of
NFI-C2 over-expression persisted in constructs 1, 2, 3,
and 4 in Fig. 3A. When the designated INFI site was
deleted in construct 5, luciferase activity reached almost
the same level of the observed for the non cDNA co-
transfected construct (Fig. 3A, construct 5). When 2NFI
and 3NFI sites were deleted in construct 6, we observed
no effect of NFI-C2 (Fig. 3A, construct 6). These results
suggest that NFI-C2 negatively modulates a-SG pro-
moter activity mainly through the 1NFI site, and that
2NFI and 3NFI site contribution is minor or absent.

To confirm the involvement of 1NFI site in NFI-C2
negative modulation of a-SG promoter, we tested in
transiently transfected myoblasts the NFI-C2 activity
over construct 4 in which 6 nucleotide substitutions at
the INFT site were incorporated (INFIMUT) (Fig. 3B).
Co-transfection of o-SG promoter construct 35
(INFIWT) with 300ng NFI-C2 cDNA induced a 0.4-
fold decrease in reporter activity (Fig. 3B), consistent
with the observed negative effect of the nuclear factor
over o-SG promoter activity (Figs. 1 and 2). Mutation
of INFI site (INFIMUT) relieved the repressive effect of
NFI-C2 and induced a 1-fold activity increment, con-
firming that this site constitutes a negative a-SG pro-
moter activity modulator in myoblasts (Fig. 3B).
Altogether these results confirm that NFI-C2 can neg-
atively modulate the o-SG promoter activity through
the INFI binding sequence in C2C12 myoblasts.

NFI transcription factors interact with 1NFI site in vitro
and in the chromatin context

We have shown that INFI site contributes to the
negative activity of NFI-C2 over a-SG promoter. We
decided to address the capacity of this factor to bind in
vitro and in vivo to such sequence. We first carried out
gel-shift and super-shift assays using a probe corre-
sponding to the INFI sequence (INFIWT) in the pres-
ence of C2Cl2 myoblast nuclear extracts (Fig. 4).
Competition experiments were performed using as un-
labeled oligonucleotide competitors, the INFI oligonu-
cleotide containing the WT INFI site sequence (WT)
and the mutant sequence INFIMUT (MUT) containing
six nucleotide substitutions in I1NFI site (Fig. 4A). The
gel-shift assays show that 1NFI wild-type probe (WT)
forms a specific retarded complex, which is self-com-
peted with the unlabeled INFIWT sequence (Fig. 4A).
The formation of this complex was not competed when
INFIMUT sequence was used as competitor (Fig. 4,
compare lanes 3, 4, and 5), confirming a nuclear factor
interaction with the INFI sequence. In order to know if
a NFI-family member of transcription factors interacts

A INFIWT 5-CCGTTCAAATTGGCCACAAACATAGAGGAAGG-3’
INFIMUT 5°-CCGTTCAAATTAAACACAAAAATAGAGGAAGG-3”

B Comp Ab

|-

)

=
)

NFI
IgG

®vwr

12 345 6 7

Fig. 4. INFI site recognizes NFI transcription factors in vitro. Gel-
shift and super-shift assays for NFI-C2 responsive element 1NFL (A)
sequence of the wild-type probe (INFIWT) containing the 1NFI site,
and the mutant sequence (INFIMUT) used as unlabeled competitor.
Mutations introduced are shown in bold. (B) Lane 1 corresponds to
free probe. Lanes 2 and 3 correspond to increasing amounts of C2C12
myoblast protein nuclear extracts (5 and 10 pg, respectively) incubated
with probe. In lanes 4 and 5, the competition of the complex by INFI
probe (WT) and not by INFI mutant (MUT) unlabeled competitors is
shown, respectively. Lanes 6 and 7 show the competition of the com-
plex by the presence of | pg NFI antibody and not by the same amount
of an unspecific antibody (IgG), respectively.

with the INFI motif, we performed super-shift assays by
pre-incubating myoblast nuclear extracts with a NFI-
specific antibody, capable of recognizing all NFI mem-
bers. We observed that the presence of the NFI antibody
abolishes the formation of the retarded complex
(Fig. 4B, lane 6). In contrast, the retarded complex re-
mains intact when nuclear extracts were pre-incubated
with an unspecific antibody (IgG) (Fig. 4B, IgG lane 7).
These results suggest that NFI family members of
transcription factors interact with INFI site of a-SG
promoter in vitro.

To confirm such interaction we decided to test the
presence in vivo of NFI family members of transcription
factors at the 1NFI site, in the context of C2C12 myo-
blast’s chromatin structure through ChIP assays. We
amplified a DNA sequence containing the INFI (1NFI)
site and as negative control a portion of «-SG exon 4 (a-
SGE4) using as templates the antibody unbound and
bound fractions of immunoprecipitated chromatin
from C2C12 myoblasts. We detected an amplification
product corresponding to a DNA fragment containing
the NFI site from bound and unbound chromatin
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INFI ~ o-SGE4 INFI  a-SGE4
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Fig. 5. NFI bind the INFI sequence in vivo. Chromatin immunopre-
cipitation assay using a NFI transcription factors specific polyclonal
antibody to amplify a DNA (ragment around the INFI site. An INFI
site containing DNA fragment (INFI) and a portion of «-SG exon 4
(2-SGE4) were PCR amplified from input (I) DNA, the unbound (U),
and bound (B) chromatin fractions immunoprecipitated with an NFI
(NFI) or an unspecific antibody (NS). The data are representations of
two independent experiments.

immunoprecipitated fractions with the NFI (NFI) an-
tibody, suggesting that NFI interacts with the 1NFI site
in vivo (Fig. 5). We were not able to detect the ampli-
fication product corresponding to the -SG exon four,
suggesting the specificity for the NFI binding at the
INFI containing DNA region. In addition, no amplifi-
cation products were detected from the bound fraction
of chromatin immunoprecipitated with an unrelated
antibody (NS). These results show that a member or
members of the NFI family of transcription factors in
vivo bind the INFI site, responsible for mediating
the NFI-C2 negative modulation effect over the a-SG
promoter activity.

Discussion

Tissue-specific transcriptional regulation can be ad-
dressed through a variety of approaches depending on
the level of regulation of interest, such as combinato-
rial activities of transcription factors or chromatin
structure mediated regulation. The elemental level of
transcriptional regulation approach corresponds to the
structural and functional characterization of a pro-
moter region, besides of the assessment of the activity
of particular transcription factors through their rec-
ognition sites driving expression specificity. These ap-
proaches could serve as the bases for further
understanding of more complex transcriptional regu-
lation mechanisms such as chromatin remodeling. Our
interest in analyzing the «-SG promoter is highlighted
by recent experimental data showing the relevance and
contribution of promoter architecture and nuclear
factor interactions on highly regulated responses [34].
We addressed the transcriptional regulation of the
mouse o-SG muscle-specific promoter dissecting its
activity and focusing our attention on the NFI family
of transcription factor activity over this regulatory re-
gion in the mouse muscle derived cell line C2C12, ca-
pable of differentiating in vitro. In this model system
and through NFI over-expression by transient co-
transfection assays we assessed the differential activities

of the family of transcription factors over a-SG pro-
moter in myoblast and myotube C2CI12 differentiation
stages. We found that NFI-Al.1 and NFI-B2 are a-SG
promoter activators in myoblasts, whereas NFI-C2 and
NFI-X2 are negative modulators. In contrast, in
myotubes all NFI members behave like activators.
Through transiently transfecting a series of a-SG pro-
moter deletion constructs and site directed mutagenesis
we identified the NFI recognition site mediating NFI-
C2 negative activity over «-SG promoter, and dem-
onstrate that it binds NFI nuclear factors in vitro and
in vivo through DNA-protein interaction and chro-
matin immunoprecipitation assays, respectively.

In order to understand the differential activity of the
NFI family of transcription factors over 0-SG promoter
over the C2C12 differentiation process, we performed
NFI factors over-expression assays. We found at first
instance that a-SG promoter is six times more active at
the myotube stage versus myoblast. This observation is
consistent with a previous report showing that o-SG
transcript is more abundant at myotubes [31]. The ac-
tivity of a 1.5kb DNA fragment containing «-SG pro-
moter regulating luciferase reporter gene expression is
also more active in C2/4 myotubes versus myoblasts
[32]. These observations suggest that there should be
differential regulatory activities driving the a-SG ex-
pression through C2C12 differentiation. Our results
support the idea that the members of the NFI family of
transcription factors could play differential roles in
regulating «-SG promoter activity during differentiation
since NFI-C2 and NFI-X2 act as o-SG promoter neg-
ative activity modulators in myoblasts, whereas in
myotubes they act as activators.

It is well established that promoter activity can be
modulated in different ways, but one interesting aspect
that remains unanswered is if the relative abundance of
distinct members of the NFI family of transcription
factors during C2C12 cell differentiation lead to highly
specific and regulated responses.

Another scenario is that differential regulation is
conditioned by NFI co-activator or co-repressor asso-
ciation. Since -SG expression rises in myotubes, it is
possible that a repressive chromatin structure keeps low
promoter activity in myoblasts, and in myotubes is ac-
tivated through recruitment of chromatin remodelers
like histone acetyltransferase, as observed for myogenin
promoter, where MyoD attracts chromatin remodeling
activities [35]. The possibility of NFI involvement in
recruiting histone modification and/or chromatin re-
modeling activities to a-SG promoter is based on several
facts: that NFI-C interacts through its C-terminal do-
main to the histone acetyltransferase CBP [36] and to
TAFS55, which in turns interacts with Spl and YY]I
transcription factors [37]. Spl is known to interact with
the SWI/SNF-like chromatin remodeling BAF complex,
involved in cell proliferation and differentiation [38].
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YY1 transcription factor influences transcription posi-
tively and negatively through recruitment of histone
deacetylases and histone acetyltransferases [39]. More
recently, it has been demonstrated that YY1 attracts a
specific H4 (Arg3) methyltransferase through active
promoters [40]. In addition, YY1 has been identified as
part of the Polycomb group of proteins that maintain
stable and heritable gene repression during embryo-
genesis in Drosophila [41). Furthermore, it has been
shown that NFI factor is required for the association of
BRGI chromatin remodeling complex to the mouse
mammary tumor virus promoter [22]. All these evi-
dences support that NFI can directly or indirectly reg-
ulate its recognizing promoters through a wide spectrum
of interactions that could explain the activities that NFI
displays in particular circumstances over different pro-
moters [19-22].

Here we found that NFI-C2 and NFI-X2 act as
negative modulators of a-SG promoter activity. Mainly,
NFI have been proposed to repress promoter activity
through competition with Spl for the interaction with
its DNA binding sequence [42,43]. The fact that NFI
regulate promoter activity through interactions with co-
repressors has been proposed [44], however, there are no
strong confirming evidences. It is possible that NFI-C2
and NFI-X2 participate in keeping low a-SG activity in
C2C12 myoblasts since they negatively modulate the
promoter in this stage and become activators in myo-
tubes. An interesting observation is the presence of Spl
recognition elements close to INFI site, raising the
possibility that a competition mechanism could partici-
pate in NFI-C2 and NFI-X2 mediated «-SG promoter
activity negative modulation, although Spl interaction’s
functional influence and effect over promoter activity
remain to be tested.

Muscle-specific promoters are regulated by the
MyoD family of transcription factors that recognize
the consensus sequence CANNTG also known as E
box [45]. A search for DNA transcription factor-rec-
ognition sequences for proteins for which cooperative
binding exists with the MyoD family member myoge-
nin revealed that NFI recognition sites are frequently
found near E boxes [46]. This observation raises the
possibility of MyoD and NFI to cooperate in tran-
scriptional regulation of muscle-specific promoters.
This seems to be relevant since we have identified E
boxes near the identified putative NFI binding sites in
the a-SG promoter. This may represent a link between
NFI and muscle-specific promoter activity regulation
through differentiation, since MyoD family of tran-
scription factors is known to regulate this process [47].
The results presented in this work constitute to our
knowledge, the first attempt to define the NFI family
of transcription factors’ contribution over muscle-spe-
cific promoters activity through muscle cells differenti-
ation.
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ABSTRACT

MyoD exerts differential activities over muscle promoters regulating myogenesis, implying
that its trans-activation potential must be modulated to achieve a specific activity. We
identified two negative regulatory E-boxes that modulate the MyoD trans-activation
potential over a-sarcoglycan core promoter during C2C12 cells differentiation. /n vitro, E-
box2, conserved in mouse and human binds MyoD and myogenin, and its ablation relieves
MyoD trans-activation potential modulation over a-sarcoglycan promoter. Moreover,
substitution of conserved E-box2 central and flanking nucleotide tracts abolish MyoD
binding and the trans-activation modulation effect. Chromatin immunoprecipitation
experiments revealed that in C2C12 myoblasts, MyoD, TFIID and TFIIB factors that
interact in a protein complex, locate at the modulator element, whereas in myotubes locate
at both the modulator and core promoter. We propose a model in which MyoD frans-
activation potential over a-sarcoglycan promoter is in part regulated through MyoD and
basal transcription machinery preferential binding to the modulator element, composed by
E-box]l and E-box2, over the core promoter. Our observations suggest that MyoD
contributes to the a-SG promoter regulation through targeting general transcription factors
to a muscle promoter modulator element. In addition, this model constitutes an explanation
for the differential regulatory activities displayed by MyoD during myogenic differentiation
in a promoter specific manner.



INTRODUCTION

The dystrophin associated glycoprotein complex (DGC) establishes a trans-
sarcolemmal bridge, contacting laminin at extra cellular matrix through a-dystroglycan and
actin at cytoskeleton through dystrophin (1). Deficiency of most of the components of DGC
causes heterogeneous muscular dystrophies (2). Sarcoglycan-sarcospan DGC subcomplex,
composed by a, B, v, 8, €, {-sarcoglycans (SG) and sarcospan is expressed during muscle
differentiation (3, 4, 5). y and £-SGs are expressed at striated and smooth muscles (6, 5),
g, B and 8-SGs are broadly expressed, whereas a-SG has been detected exclusively in
striated muscle (7). Primary deficiency of either a, B,y or 8—SG causes limb girdle
muscular dystrophies 2D, 2E, 2C and 2F, respectively (1, 8), and transgenic mice over-
expressing y-SG develop a severe muscular dystrophy (9). These evidences suggest that not
only positive, but also negative modulation of SGs expression is important for proper
muscle physiology. a-SG expression is regulated at the transcription level as suggested by
the enrichment of the mRNA at terminal differentiation of the C2/4 muscle cell line, which
is a subclone derived from C2C12 cells (10). o and y-SG promoters stimulate reporters
expression during differentiation of C2/4 cells, moreover y-SG promoter is frans-activated
by MyaoD (11).

Myogenesis is controlled by the MyoD family of regulatory factors (MRFs: Myf5,
MyoD, myogenin and MRF4) (12). MRFs recognize the consensus sequence CANNTG,
named E-box (13), present in the majority of muscle specific promoters and enhancers (14,
15). MyoD is considered a transcriptional master regulator since it induces the myogenic
phenotype in a wide variety of cells (16), indicating its contribution in reprogramming
complex series of transcriptional events over several target promoters leading to myogenic
commitment. These facts suggest that MyoD displays specific differential activities, as
demonstrated through microarrays analysis on MyoD ¢DNA transduced fibroblasts that
revealed subsets of up and down-regulated genes (17). MyoD participates in promoter
silencing of muscle-specific genes only in the undifferentiated state of C2C12 mouse
myoblastic cell line, whereas in myotubes acts as a trans-activator (18). These facts imply
that in differentiated muscle cells, E-boxes generally act positively. over promoter and/or
enhancer elements, raising questions on how through E-boxes binding; MyoD displays
differential specific positive or negative activities, implying the necessity of modulating
MyoD trans-activation potential over muscle promoters during myogenic commitment and
differentiation.

In the present investigation we addressed the mechanism by which MyoD trans-
activation potential is in part regulated through an a-SG promoter element containing two
E-boxes. We initially cloned and functionally analyzed the 2.6 kb a-SG gene promoter
sequence, which is positively regulated during cell differentiation. Further investigation
identified a regulatory sub-element composed by two E-boxes called E-box1 and E-box2
that modulates the MyoD trans-activating effect over a-SG core promoter in myoblasts and
myotubes. MyoD binds in vitro to the so called modulator element in C2C12 myoblasts and
myotubes nuclear extracts. Using MyoD and Myogenin in vitro transcribed and translated
extracts we found that E-box2, conserved in mouse and human, is able to be recognized by
both myogenic factors. Furthermore, site directed mutagenesis of E-boxes core sequence



and E-box2 central and flanking conserved nucleotides relieved the MyoD recognition and
the frans-activation potential modulation effect over a-SG core promoter. /n vivo, MyoD,
TFIID and TFIIB basal transcription factors, bind in myoblasts the modulator element, and
not the core promoter, whereas in myotubes they concomitantly. interact to both regions.
Our observations support a mechanistic model in which MyoD trans-activation potential
over a-SG promoter is regulated by tethering of the basal transcription machinery to the
modulator element. This model suggests that promoter architecture, and in particular E-
boxes composition are central for the MyoD action over muscle-specific gene expression
regulation during myogenic differentiation.



MATERIALS AND METHODS
A FIXII genomic library screening

We screened a total of 1x10° clones from a mouse A FIXII genomic library (Stratagene)
using as probe a [a-’PJdCTP labeled 936 bp PCR amplified DNA fragment corresponding
to a-SG gene exons 2, 3 and intron 2. Primer sequences used to amplify this DNA fragment
are the following: 5’ALFAF, 5"-ATGGCAGCAGTAACTTGGATAC-3" and 5'ALFAR,
5'-ACAAACACACGACCCACAAGTAGGT-3". PCR conditions were: 1 cycle at 95° for
5 min, 25 cycles at 95° 1 min, 60° 1 min and 72° 1 min, and | cycle at 72° for 7 min. We
isolated two clones containing the sequence used as probe as confirmed by PCR and DNA
sequencing.

Constructs and plasmids

Construct pGlow-TOPO F1B2194 was generated by amplifying a 2609 bp DNA fragment
(accession number: AY648297) containing the full length «-SG promoter and cloning it
into pGlow-TOPO vector (Invitrogen) containing GFP as reporter gene. pGL3F1B2609
(construct 1) was generated by excising the 2609 bp a-SG promoter insert from pGlow-
TOPO F1B2194 with Bglll and cloning it into the Bglll site of pGL3-Basic vector
(Promega) containing luciferase as reporter gene. a-SG promoter deletion constructs 3, 5,
6, 8 and 9 (corresponding to constructs pGL3F2, F4, F5, F7 and F8 respectively) were
previously reported (19). a-SG promoter deletion constructs 2, 4, 7, 10, 11, 12 and 13
inserts (corresponding to constructs pGL3F1, F3, F6, F9, F10, F11 and F12) were
generated by PCR using BamHI restriction sites flanked oligonucleotides. After PCR
products digestion, they were cloned into the BgllI site of pGL3-Basic vector (Promega).
The forward oligonucleotides in 5°-3" orientation used were as follows: DELALFABI: 5'-
GCATCAGCATGGCTTTGTAG-3"; DELFAB3: 5-GTGAGCTGGAGAGAGCCCTCT-
3’; DELALFAB6: 5'-ATAGAGGAAGGGCCAGAAAG-3'; DELALFABY9: 5'-
GTTTAAGAGCCCTGGTTGCT-3"; DELALFABI10: 5'-GTCCGATTCCCTCTTCTAGC-
3'; DELALFABIl: 5-CACAGACGCCAGATAAAACC-3° (BamHI recognition
sequences were omitted). The common reverse primer was previously reported (19).
Construct 14 corresponds to pGL3FIB2194 with the insert in 3-5" orientation. a-SG core
promoter was deleted in construct 15 by restriction enzyme digestion from pGL3F2 using
HindIIl and BstEI sites that eliminate a 190 bp DNA fragment. Protruding ends were
blunted with Mung Bean enzyme (Promega), and plasmid religated. pGL3CP construct
containing 80 bp that include the a-SG core promoter was generated by digesting pGL3F12
construct with Pvull and Xhol enzymes. Pvull restriction disrupts the E-box sequence
located immediately upstream from the transcription initiation site (Fig. 1). The modulator
element, was cloned using two complementary oligonucleotides flanked by BamHI
restriction sites that after annealing and digestion were inserted at the Smal site, where
Bglll linkers were inserted upstream of a-SG F12 promoter fragment in construct 13.
pGL3CP+E1-2 (CP+MOD) construct containing o-SG core promoter and the E-box1-2
modulator element at the Smal cloning site, was generated by digesting the previously



mentioned construct with Pvull and Xhol restriction enzymes. The pGL3-Promoter-MOD
construct was generated by cloning the modulator element into the BamHI site downstream
of SV40 promoter. Constructs CP+EIMUT, CP+E2MUT and CP+E1-2MUT, containing
the core promoter and the modulator element with site directed mutations at E-box1, 2 and
double mutant, respectively were generated using the QuickChange site directed
mutagenesis kit (Stratagene). Mutations were confirmed by DNA sequencing. The
oligonucleotide sequences used to generate site directed mutations were as follows: E-
IMUT: 5'-ACCCCAGGTGAATTCAGTGGCCCAG-3’ and E-2MUT: 5-
GGCCCAGAGCCGCGGTTCCCACAC-3". Only sense chains are shown. Constructs
CP+E-IMUTGGCC, CP+E-1IMUTCC and CP+E-1MUTCCC containing E-1 mutated and
E-2 harboring substitutions at the GGCC, CC and CCC E-box2 sequences were generated
using CP+EIMUT as template. Nucleotide substitutions were introduced as described
above. Primer sequences were as follows: GGCCME2f: 5'-
GGTGAGTTCAGCAGAGCACCTGTTCCCAGGATCTTCGG-3', GGME2F: 5'-
GGTGAGTGGCCCAGAGCAGGTGTTCCCAGGATCTTCGG-3" and CCCME2F: 5'-
GGTGAGTGGCCCAGAGCACCTGTTAGTAGGATCTTCGG-3". Combinatorial
substitution of the nucleotide tracts were generated using the next primers:
E2CCCGGCCMf: 5'-GGTGAGTTCAGCAGAGCACCTGTTAGTAGGATCTTCGG-3’,
E2CCCGGM(f: 5-GGTGAGTGGCCCAGAGCAGGTGTTAGTAGGATCTTCGG-3" and
E23CGGGGCCMS: 5'-GGTGAGTTCAGCAGAGCAGGTGTTAGTAGGATCTTCGG-
3". Only sense chains are shown. pcDNA3-N-myc, pcMyoD-N-myc and pcMyogenin-N-
myc, vectors, encoding an N-myc tag, N-myc-tagged MyoD and N-myc-tagged Myogenin
were kindly provided by Dr. Robyn Meech.

Cell culture and transfections

C2C12 cells were grown in DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum. To induce
differentiation, when confluence was reached, growing medium was changed by
differentiation medium DMEM supplemented with 1% horse serum. C2C12 myoblasts
were transfected using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) as indicated by manufacturer
(Invitrogen). To normalize luciferase activities, we co-transfected pRL/CMV vector
encoding Renilla reniformis luciferase. Luciferase activity was measured using the Dual
Luciferase Reporter Assay System (Promega) according to manufacturer instructions in a
TD-20/20 luminometer (Turner Designs). 384,000 cells corresponding to 40% confluence
were 'seeded in six well plates and transfected 24 hr later. We assessed luciferase activity
after 24 hr in myoblasts to avoid cell culture overgrowth and cell-cell contact induced
differentiation. Replicates were induced to differentiation and luciferase activity was
measured in myotubes 4 days later. For generating stable transfectants, we co-transfected
C2C12 myoblasts with 3 pg of either pcMyoD-N-myc or pcDNA3-N-myc vectors with 800
ng of the promoter-less version of pEGFP-1 (Clontech) vector encoding the neomycin
resistance gene. Cells were cultured for 2 weeks in DMEM with 10% fetal bovine serum in
presence of 0.6 mg/ml of geneticin to select stable transfectant pools.



Western-blot assay

C2C12 myoblasts and myotubes protein extracts were boiled in protein loading buffer for 5
min and subjected to SDS-PAGE in 15% polyacrilamide gels. After protein transference
PVDF membranes were blocked for 2 hr in 5% skimmed milk and 1% BSA 1X TBS.
Primary antibodies were added in a 1:500 dilution and incubation proceeded through 2 hr.
Membranes were washed 5 times for 5 min each with TBS 0.05% TWEEN. Secondary
Goat anti-rabbit HRP coupled antibody (Zymed) was added (1:5000) in 5% skimmed milk,
1% BSA 1X TBS and incubation proceeded through 1 hr. Membranes were washed 4 times
5 min each with TBS, 0.05%TWEEN and once with TBS. Blots were developed with
SuperSignal reagent (Pierce) according to manufacturer instructions. The primary
antibodies used: MyoD (M-318), myogenin (M225), TFIID (TBP) (SI-1) and TFIIB (SI-1)
from Santa Cruz Biotechnology.

Co-immunoprecipitation assays

C2C12 cells and stable transfectants for N-myc-MyoD and N-myc were lysed in modified
RIPA buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 1% NP-40, 0.25% Na-deoxycholate, 150 mM NaCl,
1 mM EDTA, ImM PMSF, and 1 pg/ml each aprotinin and leupeptin). For
immunoprecipitation, antibodies were added to cell lysates and incubation proceeded for 2
hr at 4°C on a rotation wheel. 20 pl of Protein A/G PLUS-Agarose (Santa Cruz
Biotechnology) were added. Cell lysates were incubated for 4 hr at 4°C on a rotating wheel.
Beads where washed twice with modified RIPA buffer and twice with PBS.
Immunoprecipitated proteins were recovered by boiling the pellet in protein loading buffer,
after centrifugation, supernatant was resolved through SDS-PAGE. Protein detection was
performed as described above. The used antibodies were the same as the mentioned above
plus c-myc (9E10) from Santa Cruz Biotechnology.

Gel-shift, super-shift assays and in vitro transcription/translation

Gel-shift and super-shift assays were performed as previously described (19). We used
MyoD (M-318) antibody for super-shift assays. In vitro translated MyoD and myogenin
extracts were obtained using the TNT T7 Quick Coupled Transcription/Translation System
(Promega). 8 pul of the resulting extracts were used per gel-shift reaction performed in the
same conditions for C2C12 nuclear extracts. Primer sequences of probes were as follows:
EBOXI.F (including E-box1 sequence): 5'-ACCCCAGGTCAGGTGAGTGGCCCAG-3’,
EBOX2.F (including E-box2 sequence): 5-GGCCCAGAGCACCTGTTCCCACAC-3" and
E2WTf (containing E-box2 sequence and flanking conserved oligonucleotides): 5°-
GGTGAGTGGCCCAGAGCACCTGTTCCCAGGATCTTCGG-3". Only sense chains are
shown. The mutant versions of these probes are shown at the “constructs and plasmids”
section.



Chromatin immunoprecipitation (ChIP)

ChIP assays were performed as reported (20). Briefly, 2x107 cells were lysed in 10 ml of
ChIP lysis buffer (5 mM HEPES pH 8.0, 8 mM KCl, 0.5 % NP-40 plus protein inhibitors
PMSF, aprotinin and leupeptin). Isolated nuclei were cross-linked with 1% formaldehyde
for 10 min. Nuclei were sonicated to obtain a 500 bp average of chromatin fragments. For
Immunoprecipitation, chromatin samples were overnight incubated with antibodies against
MyoD (M-318), myogenin (M225), TFIID (TBP) (SI-1), TFIIB (SI-1) and c-myc (9E10)
used as unspecific antibody (Santa Cruz Biotechnology) at 4° C. After overnight cross-
linking reversal at 65°C, RNase I, Proteinase K treatment and phenol-chloroform
extraction, DNA was used as template for PCR amplifying the next a-SG promoter DNA
fragments. The E-box] and E-box2-containing modulator region (203 bp), using the next
oligonucleotides. E-boxChIPR: 5'-TGTTAAGGCCAGTTGTCAGC-3" and SILR: 5'-
TGTGTTCCGTCCTCTCTGAA-3". The core promoter 155 bp region with primers
alphabF: 5'-TCACTCTGGCAATGGAAAGA-3’ and alphabR: 5-
TACTGCTGCTGCCATAGTTG-3". An a-SG exon four 139 bp DNA fragment, used as
negative control, was generated using the oligonucleotides «-SGE4F: 5'-
ACTGTCCGACTCACCTACCA-3" and a-SGE4R: 5'-TGACTTGGTACCCACGATCT-
3". Oligonucleotides were [y-""PJATP end labeled.



RESULTS
a-sarcoglycan promoter is composed of multiple putative regulatory elements

a-SG promoter is regulated in a muscle-specific manner (7, 10) moreover, positive and
negative regulation of SG genes expression is relevant for proper muscle physiology (9).
These facts prompted us to isolate and functionally analyze the a-SG promoter in order to
identify regulatory elements affecting promoter activity in a muscle cell line. By screening
a mouse genomic library, we isolated two positive clones containing the «-SG promoter.
We amplified a 2609 bp DNA fragment including the a-SG promoter (accession number:
AY648297) and cloned it upstream of the GFP reporter gene. We transfected this construct
in C2C12 cells and observed a progressive increase on GFP fluorescence in transfected
cells at days 1, 3 and 7 post-differentiation induction (data not shown).

In order to identify transcription factors binding sites composing a-SG promoter, its
DNA sequence was analyzed with MatInspector 7.2.2 (21). We found putative binding sites
for MyoD, Mef2, GATA, NFI, Spl and Oct family members, known to regulate a wide
spectrum of promoters (see supplementary material).

These results show that the a-SG promoter is positively regulated during C2C12
cells differentiation. In addition, the identification of putative MyoD binding sites favors
the idea that a-SG promoter is regulated in a muscle-specific milieu.

a-sarcoglycan promoter contains a regulatory element composed by two putative
MyoD, one Sp1 and NFI binding sites

Since computer assisted analysis of a-SG promoter sequence identified putative binding
sites for transcription factors known to regulate muscle-specific promoters, we analyzed
their influence over a-SG promoter activity in C2C12 myoblasts and myotubes. First, we
transiently transfected C2C12 cells with constructs 1, that includes the full length promoter
regulating the luciferase reporter gene, and assessed reporter activity at days 0 to 6 after
transfection. 24 hours after transfection, replicates were induced to differentiation. We
observed a linear increase in luciferase activity along myogenic cells differentiation, with a
slight decrease at day 6, possibly due to plasmid degradation (data not shown). This result
is in agreement with the GFP fluorescence observed in C2C12 cells (data not shown).
Constructs 1 to 13, which harbor progressive deletions of a-SG promoter driving luciferase
reporter gene expression, were transfected in the same myogenic cell line (Fig. 2A). As
negative controls, we transfected constructs 14 and 15, containing the -SG promoter in 3°-
5" orientation and a core promoter deletion, respectively; the empty vector was also
analyzed (construct 16) (Fig. 2A). a-SG promoter (construct 1) was 6 times more active in
myotubes than in myoblasts (Fig. 2B). The reporter gene activity analysis suggests that o-
SG promoter is composed of several positive and negative regulatory sub-elements,
rendering a difficult functional characterization of the promoter. All constructs were
transcriptionaly more active in myotubes versus myoblasts, excepting construct 13, which
showed a similar activity in both differentiation stages. When a 188 bp DNA fragment
corresponding to the 5" end of construct 6 including 2 putative Spl and one NFI motifs



were deleted (construct 7), we observed a luciferase activity decrease in myotubes,
suggesting that the deleted DNA region may positively contribute to the overall promoter
activity. In contrast, when the 5" end 182 bp DNA fragment of construct 5 containing two
E-boxes (E-box1 and E-box2), NFI and Spl putative binding sequences was deleted we
observed an increment on luciferase activity in myotubes (Fig. 2B; construct 6). This fact
favors the idea that the deleted DNA fragment corresponds to an a-SG promoter regulatory
element, which in addition to other promoter components, contribute negatively to its
activity. To validate our transfection system, we confirmed the differentiation status of the
C2C12 myoblasts and myotubes cell cultures by microscopic visualization. We observed
morphological characteristics of the corresponding differentiation stages, like myotubes
forming typical muscle fibers (Fig. 2C). To further corroborate the differentiation stages of
the C2C12 cultures, we performed Western-blot on myoblasts and myotubes protein
extracts using an anti-myogenin antibody (Fig. 2D). We detected this early muscle
differentiation marker only in myotubes. All together theses results confirm that a-SG
promoter is positively regulated through the C2C12 cells differentiation process and
suggest that a-SG promoter includes a positive regulatory element composed of: Spl and
NFI putative binding sites, and a region composed of MyoD (E-box] and E-box2), NFI
(19) and Sp1 putative recognizing sites that modulates the promoter activity.

E-box1 and E-box2 affect the a-SG core promoter activity in C2C12 myoblasts and
myotubes

E-boxes are binding sequences for the MyoD family of transcription factors that generally
act as activators of muscle-specific promoters (16). Interestingly, in the a-SG promoter
deleted constructs activity analysis we found a regulatory element containing two putative
MyoD binding sites called E-box1 and E-box2 acting in C2C12 myoblasts and myotubes
(Fig. 1B). This fact raised the interesting possibility that these E-boxes participate in the
modulation of the a-SG promoter activity. In order to address the promoter-specific effect
of E-box1 and E-box2we first decided to test their action over a non-myogenic promoter,
the heterologous SV40 promoter. To this end, we transiently transfected pGL3-Promoter-
MOD construct, containing the luciferase reporter gene controlled by SV40 promoter and
E-box1 and E-box2. We compared this construct activity to the pGL3-Promoter vector,
containing the SV40 promoter. The luciferase activity was assessed in C2C12 myoblasts
and myotubes. As expected, we found no effect of E-boxes over the SV40 non-muscle
promoter activity (data not shown). The lack of E-boxes influence over the viral promoter
prompted us to test if E-boxes act specifically over a-SG core promoter. To this end we
transfected pGL3CP construct, containing the 80 bp a-SG core promoter, which lacks E-
boxes, and pGL3CP+MOD construct, containing E-box] and E-box2 upstream of a-SG
core promoter DNA sequence (Fig. 2A). We found that the element containing E-box1 and
E-box2 sequences affects the a-SG core promoter activity, reducing luciferase expression
in myoblasts and myotubes. These results suggest that E-box]1 and E-box2 constitute a
regulatory element negatively affecting specifically the a-SG core promoter since it did not
affect the heterologous SV40 promoter, and that its effect persists over C2C12 cells
differentiation.
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E-box]1 and E-box2 sequences constitute a modulator of MyoD trans-activation
potential over a-SG core promoter

MyoD is the only MRF that negatively regulates muscle gene promoters, specifically in
myoblasts (18). Since we identified an E-boxes containing element that negatively affects
a-SG promoter activity in myoblasts and myotubes (Fig. 2A), we reasoned that MyoD
could be mediating such effect. We tested this hypothesis through MyoD over-expression
assays, by co-transfecting the core promoter alone, or coupled to the E-box1 and E-box2
element, with increasing amounts of a myc-tagged MyoD c¢cDNA encoding plasmid (Fig.
2B). As control a myc-tagged myogenin cDNA encoding plasmid was co-transfected.
Unexpectedly, a-SG core promoter was 38-fold trans-activated by MyoD and not by
myogenin in C2C12 myoblasts and myotubes (Fig. 2B). These results suggest that MyoD
stimulatory effect over a-SG core promoter activity is independent of DNA binding, since
the a-SG core promoter lacks MyoD binding sites, and specific, since myogenin does not
affect the a-SG promoter activity. When we co-transfected the core promoter coupled to E-
box1 and E-box2 element, with the MyoD ¢cDNA, we also observed MyoD to trans-activate
the a-SG core promoter, but in a lower extent (Fig. 2B). These results suggest that E-box1
and E-box2 element acts by down modulating the MyoD stimulatory effect over a-SG core
promoter. Since these results support that E-boxl and E-box2 act as a MyoD trans-
activation modulator, we called it: modulator element.

To test the involvement of E-boxl and E-box2 in the MyoD trans-activation
potential modulation over a-SG promoter we transfected the modulator harboring
mutations that disrupt E-box1, E-box2 or both (Fig. 2C). Consistently with our previous
experiments, we found the core promoter to be strongly franms-activated by MyoD over-
expression in myoblasts and myotubes, and in a lesser extent when the modulator element
is placed upstream of the core promoter. When E-box1 was disrupted in myoblasts, the
MyoD trans-activation potential over a-SG promoter was relieved, whereas in myotubes,
the modulation effect persisted. When E-box2 was ablated, the MyoD modulation effect
was completely lost in both differentiation stages. Mutation of both E-box1 and E-box2
completely relieved the modulation effect. These results demonstrate that E-box2 is
sufficient to mediate the MyoD frans-activation potential modulation effect in myotubes,
whereas E-box|1 is functional only in myoblasts since its mutation did not relieve the MyoD
activity modulation effect in myotubes.

In vitro the modulator element and E-box2 bind MyoD and Myogenin

In order to address the MyoD binding to the modulator sequence, we performed gel-shift
and super-shift assays using as probes the modulator, and the E-box1 (E-1) and E-box2 (E-
2) sequences individually (Fig. 3). We used nuclear extracts from C2C12 myoblasts and
myotubes (Fig. 3A), and MyoD and myogenin in vitro transcription/translated (TNT)
extracts (Fig. 3B). C2C12 myoblasts and myotubes nuclear extracts were incubated with
the modulator sequence (Fig. 3A). We observed at least three and two retarded complexes
in myoblasts and myotubes, respectively (Fig. 3A). To determine if MyoD is present in
such complexes we performed super-shifts using an anti-MyoD antibody. We observed a
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slow mobility complex that was competed with the unlabeled probe, demonstrating the
specificity of the interaction (Fig. 3A). These results indicate that MyoD binds in vitro to
the modulator element in C2C12 nuclear extracts at both differentiation stages consistently
with the fact that the modulator activity persists over myoblasts and myotubes
differentiation stages (Fig. 2A).

In order to confirm MyoD and asses myogenin binding to the modulator element
and in particular to E-1 or E-2 motifs, we used TNT extracts (Fig. 3B). Incubation of the
modulator sequence probe with MyoD and myogenin TNT extracts revealed specific
retarded complexes, indicating that both MRFs interact with the modulator sequence in
vitro (Fig. 3B). Self competition with unlabeled probe abolished complexes formation.
Incubation of E-1 and E-2 probes with unprogrammed TNT extracts revealed unspecific
retarded bands (Fig. 3C). Incubation of MyoD and myogenin TNT extracts with E-1 probe
showed only the unspecific bands seen when unprogrammed extract was used (Fig. 3D).
Self competition with unlabeled probe abolished complex formation, and competition with
an E-1 mutant probe did not, indicating that unprogrammed extract protein or proteins
binding is sequence specific (Fig. 3D). E-2-TNT MyoD incubation revealed specific
retarded bands (Fig. 3E). In addition, E-2-TNT myogenin interaction revealed specific
bands migrating slightly faster than the observed for E-2 incubated with TNT
unprogrammed extract (Fig. 3C). Complexes detection was abolished when self
competition was performed with unlabeled probe and not with a mutant E-2 probe (Fig.
3E). All together these results show that MyoD and myogenin are able to interact with the
modulator sequence and that E-box2 binds MyoD and myogenin in vitro. The data also
suggest that E-1 is unable to recognize neither MRF in vitro. Furthermore, MyoD binds the
modulator element in the context of C2C12 myoblasts and myotubes (Fig. 3A). These
findings are consistent with our previous observation of E-box2 being 100 % conserved in
mouse and human (see below), and with the fact that E-box2 is sufficient to mediate the
MyoD trans-activation potential modulation effect over o-SG promoter in C2Cl12
myoblasts and myotubes.

The E-box2 surrounding sequences are highly conserved and relevant for the MyoD
activity modulation.

Based on our results, we consider E-box2 as a central component of the modulator, then,
we asked if such regulatory element is conserved in mouse and human. We aligned mouse
and human a-SG gene 5" non-coding sequences and found the modulator E-boxes core
sequences to be conserved, in particular, E-box2 with 100% of identity (Fig. 4A).
Interestingly, we found GGCC, CC, and CCC sequences, located upstream, inside and
downstream from E-box2 to be conserved, what prompted us to test the contribution of
these conserved nucleotides in the MyoD recognition of E-box2. To reach this goal we
performed EMSA wusing MyoD in vitro transcription/translation extracts and
complementary oligonucleotides, as probes, harboring nucleotide substitutions at the
corresponding sites (Fig. 4B). We find that mutation of the GGCC sequence did not affect
MyoD binding (Fig 4B, mutl). On the other hand, substitution of the E-box2 central
nucleotides significantly diminished the intensity of the retarded band (Fig. 4B, mut2),
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whereas substitution of the CCC bases, completely abolished the retarded complex
detection (Fig. 4B, mut3). Combinatorial conserved nucleotide sequences substitution
significantly diminished E-box2 MyoD binding, although complexes where still detected,
what can be explained by the fact that E-box2 consensus sequence is not altered (Fig. 4B,
mut4-6). This contradicts the fact that substitution of CCC bases abolished MyoD binding
since E-box2 core consensus is also intact in the corresponding probe sequence, suggesting
that such specific substitutions drastically alter the E-box2 organization, affecting MyoD
binding. The results also outline the relevance of the CC central bases in the MyoD
recognition. We performed competition experiments using the corresponding unlabeled
probes and E-box1 probe, which is not able to bind MyoD and myogenin (Fig. 3B). The
intensity of the retarded bands was measured and graphed for easy interpretation of the data
(Fig. 3B, lower pannel). These results show that the conserved E-box2 flanking and central
nucleotides, particularly CC and CCC sequences, are relevant for the E-box2 recognition by
MyoD.

The contribution of the central and flanking sequence elements to the E-box2-MyoD
interaction suggest their relevance in the modulation of MyoD trans-activation potential
over a-SG promoter. To address this issue, we transfected constructs CP+E-1IMUTGGCC,
CP+E-IMUTCC and CP+E-IMUTCCC, containing the «-SG core promoter, the
modulator element with E-1 mutated and E-2 harboring substitutions at the GGCC, CC and
CCC E-box2 sequences, respectively in C2C12 cells. We found that substitution of either
conserved sequence element abolished de modulator effect over MyoD trans-activation
potential in myotubes (Fig. 3C). Interestingly, substitution of the GGCC nucleotides
abolished the modulator activity although it did not affect MyoD binding to E-box2. This
fact strongly suggests the possibility of another factor to be involved in the modulator
effect. In addition we found that substitution of the CCC sequence increased the MyoD
trans-activation effect, arguing in favor the fact that E-box2 is critical for the modulator
role over a-SG core promoter. These results confirm the relevance of the conserved E-box2
central and flanking nucleotides in its recognition by MyoD and in the MyoD trans-
activation potential modulation over the a-SG core promoter.

MyoD, TFIID and TFIIB bind in vive the a-SG modulator element in C2CI12
myoblasts, and both modulator and core promoter regulatory elements in myotubes

MyoD converts a wide variety of cells to the myogenic lineage (16), implying the
involvement of MyoD in the regulation of a wide spectrum of transcriptional regulatory
events and to perform differential activities over its target promoters (22). These facts raise
questions on how the trans-activation potential of the MyoD master regulator is modulated,
or how it regulates other transcription factors or co-factors to perform specific functions.
We demonstrated that «-SG promoter E-box1 and E-box2 element posses a MyoD trans-
activation potential modulation activity in C2C12 myoblasts and myotubes, what prompted
us to begin to address the mechanism by which this modulator affects the a-SG core
promoter. Previous reports established a relationship between MyoD and components of the
basal transcription machinery (23). This suggested us that MyoD binding and trans-
activation to a-SG core promoter could be achieved through general transcription factors.
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To address such interactions we performed chromatin immunoprecipitation assays in
C2C12 myoblasts and myotubes using anti-MyoD, TFIID and TFIIB antibodies (Fig. 5).
We found that in myoblasts MyoD, TFIID and TFIIB co-localize at the modulator element
but not at the core promoter (Fig. SA). In contrast, in myotubes, there was co-localization at
both regulatory elements (Fig. 5B). As control we used an unspecific antibody for
chromatin immunoprecipitation, which showed no enrichment of the amplified fragments
on the bound fractions (Fig. SA and B, UN). As an additional control we used PCR
amplification primers spanning the a-SG exon four. No amplification products were
detected when employing the B fractions of chromatin immunoprecipitated with the
corresponding antibodies from C2C12 myoblasts and myotubes. These results demonstrate
that MyoD and basal transcriptional machinery members TFIID and TFIIB are located at
the a-sarcoglycan promoter modulator element and not at the core promoter region in
C2C12 myoblasts, whereas in myotubes, basal transcription machinery and MyoD complex
co-localize at both regions.

In vivo MyoD interacts with TFIID and TFIIB in C2C12 myoblasts and myotubes

The fact that MyoD and basal transcription machinery members were found to co-localize
at the a-SG modulator and at the core promoter in myotubes implies the possibility of a
protein complex formation. To confirm MyoD and basal transcription factors interaction
and strengthen our observations we performed co-immunoprecipitation (co-IP) assays using
anti-MyoD, TFIID and TFIIB antibodies in C2C12 myoblasts and myotubes cell lysates
(Fig. 6A). By Western-blot, we detected TFIID in co-immunoprecipitated material with an
anti-MyoD antibody from C2C12 myoblasts and myotubes. When using TFIID and TFIIB
antibodies for co-IP in C2C12 myoblasts and myotubes, we detected interactions with
MyoD (Fig. 6A). We did not identified MyoD, TFIID and TFIIB when
immunoprecipitating with a c-myc unspecific antibody used as negative control.
Consistently with our previous results co-IP show that MyoD interacts with TFIID and
TFIIB basal transcription machinery members in C2C12 myoblasts and myotubes.

In order to confirm these results we performed the same co-IPs using an anti-myc
antibody as immunoprecipitating agent in two independent C2C12 cell lines that stably
express a myc-tagged MyoD and a myc-tag alone, respectively (Fig. 6C). Myc-tagged
MyoD expression in stably transfected cells was confirmed by Western-blot using an anti-
MyoD antibody (Fig. 6B). When immunoprecipitating N-myc-MyoD with an anti-c-myc
antibody from C2C12 myoblasts cell lysates and revealing with anti-MyoD, TFIID and
TFIIB antibodies, respectively, we detected the corresponding signals (Fig. 6C), whereas
any signals were observed in myc-tag expressing cells. In myotubes expressing tagged
MyoD, we found an interaction between MyoD and TFIIB, but not with TFIID. We
interpret this result based on the possibility that the tag interfered with immunoprecipitation
or detection since we identified TFIID in C2C12 immunoprecipitations using a MyoD
antibody (Fig. 6A). Supporting the specificity of the interactions, we did not reveal signals
in N-myc expressing cells. All together these results show that MyoD physically interacts
with the basal transcription machinery in the C2C12 myoblasts and myotubes environment,
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and are consistent with our previous results showing that these factors interact in
conjunction with the a-SG modulator element in myoblasts and both the modulator and
core promoter in myotubes.

DISCUSSION

Myogenesis is regulated by the myogenic regulatory factors (MRFs) (13, 12).
MyoD master regulator reprograms the gene expression pattern in a variety of non-muscle
cells, inducing myogenic commitment (16) presumably by up and down regulating subsets
of muscle genes (17, 18), implying that MyoD exerts differential activities over its target
promoters. These facts indicate that MyoD trans-activation potential must be modulated in
order to achieve an specific expression profile during MyoD directed myogenesis. In this
investigation, as part of the first approach to understand how the a-SG promoter is
regulated, we found two E-boxes that affect the a-SG core promoter activity. We found
that such E-box| and E-box2 modulate the MyoD frans-activation potential over the a-SG
core promoter in C2C12 myoblasts and myotubes. We demonstrate that this modulator
element binds MyoD in C2C12 myoblasts and myotubes. Disruption of E-box1 and E-box2
relieved the MyoD trans-activation modulation effect over a-SG core promoter; moreover,
such effect resides in E-box2 central and flanking conserved nucleotides. MyoD, TFIID and
TFIIB bind the modulator element in myoblasts and both modulator and o-SG core
promoter in myotubes. MyoD interactions with basal transcription machinery members
were confirmed through co-IP assays. Our results support a model in which MyoD is
responsible of targeting basal transcription machinery to a muscle-specific promoter
modulator element, that is one of the components regulating the o-SG promoter function
during myogenic differentiation.

Regulated gene expression resides partly on combinatorial action of transcription
factors (24), implying that sophisticated promoters are contacted by diverse factors
performing differential activities in order to achieve a specific gene expression response
pattern. This vision is supported by our finding showing that the a-SG promoter
incorporates positive and negative regulatory elements acting differentially in C2CI12
myotubes, and by the fact that a-SG full-length promoter is differentially regulated by NFI
family of transcription factors during myogenic differentiation (19). Moreover, this
regulatory element is down regulated by Spl in transiently transfected C2C12 myoblasts
(our unpublished observations), supporting the notion that a-SG expression pattern is
regulated by a plethora of transcription factors and mechanisms.

E-boxes are known to positively regulate muscle promoters and enhancers in
differentiated muscle cells (14, 15). We found that E-box! and E-box2 modulate the a-SG
core promoter in C2C12 myoblasts and myotubes. This fact suggest that E-boxes play a
different role from activating muscle promoters in differentiated muscle and suggest them
to participate in finer transcriptional modulation mechanisms. This notion supports the fact
that MyoD activity is regulated in the context of its recognition sequence (25). Since MyoD
activate muscle genes, its modulation seems to be a critical task from the biomedical
perspective since abnormal over-expression of a muscle gene had been related to muscular



dystrophy (9). This also raises the idea that besides muscle-specific regulators activity,
basal transcription factors frans-activation potential must be modulated in some way in
order to maintain proper expression levels of muscle genes. In this regard, the association
of MyoD with basal transcription machinery and their recruitment to the modulator turns to
be relevant, since support the notion that basal transcription factors activity could be
controlled by contacting muscle specific regulators during myogenesis.

The modulator element posses a 61% of identity between mouse and human,
whereas E-box2 core sequence is fully conserved between both species, supporting its
central contribution to the MyoD modulator effect over a-SG promoter. E-box2 is flanked
by conserved nucleotides, which are critical for E-box2 recognition by MyoD and mediate
its trans-activation potential modulation. These facts are in agreement with data showing
that core and flanking sequences, besides the central variable nucleotides are involved in
the specificity and affinity of E-boxes recognition by bHLH family of transcription factors
(26, 27). Instead, E-box! is not fully conserved and it does bind neither MyoD nor
myogenin in vitro, although it contributes to the MyoD frans-activation potential
modulation over a-SG core promoter in myoblasts. One possible explanation is that MyoD
and myogenin require a co-factor like EI2 or E47 to bind E-boxl, since
heterodimmerization confers DNA binding specificity to MRFs (28). This fact suggests the
implication of such bHLH factors in the MyoD trans-activation potential modulation
mediated through E-box 1, although this issue has not been assessed.

We observed that MyoD positively affects a-SG core promoter activity despite this
region lacks E-boxes, suggesting the DNA binding and promoter activation being mediated
through an intermediary protein. This intermediary could be part of basal transcription
machinery since MyoD is known to stabilize TFIIB binding to the transcriptional pre-
initiation complex (23). Specifically, MyoD binding to the a-SG core promoter DNA
fragment tested, which lacks E-boxes, could be achieved through TAFII,so, required for
core promoter function (29, 30). TAFIlso could also be involved since a complex
containing it, besides TAFIl;so and TBP, activate a core element as shown through
reconstituted transcription assays (31). MyoD interaction to a-SG core promoter could also
be achieved through the Mediator complex since it is contacted by specific transcription
activators (32), although, Mediator-MyoD interactions remain to be tested. These evidences
favor the possibility that MyoD, through contacting basal transcription factors is able to
bind and stimulate core promoters. Such scenario seems to be supported by our ChIP
results over a-SG core promoter in C2C12 myotubes, stage where the full-length promoter
is active, and by over-expression assays, showing that a-SG core promoter is contacted and
trans-activated by MyoD, respectively.

MyoD repress muscle gene expression through recruitment of histone deacetylases
(HDAC) to E-boxes in undifferentiated muscle cells, whereas it works as a transcriptional
activator in differentiated muscle through several mechanisms, like chromatin remodeling
(18). We detected MyoD, TFIID and TFIIB to interact constitutively with the a-SG
modulator element over C2Cl12 differentiation, and with the core promoter only in
myotubes, where full-length promoter is completely active. These facts support a
mechanistic model for the modulator way of action, where MyoD is in charge of tethering
basal transcription machinery and HDAC activities to the a-SG modulator element in



myoblasts, favoring the establishment of a transcriptionaly inactive status, which could
explain the absence of TFIID, TFIIB and MyoD at the a-SG core promoter. In myotubes,
where a-SG promoter is active, it has been demonstrated that MyoD recruits p300/CBP
histone acetyltransferase complex (33) and PCAF to muscle promoters (18). Moreover,
MyoD regulates differentiation through the action of the ATP-dependent SWI/SNF
chromatin remodeling complex (34). In addition, we found MyoD to interact with TFIID,
which contribute to chromatin remodeling activities through TAFIl,s (35). Based on these
interactions, we can hypothesize that MyoD promotes acetylation of a-SG core promoter in
myotubes, making it accessible for general transcription factors that in turn recruit MyoD to
such regulatory region, resulting in «-SG gene expression. At this differentiation stage, the
a-SG core promoter, which is trans-activated by MyoD, could be modulated through
MyoD and basal transcription machinery preferential binding to the modulator element
over the core promoter. This notion is supported by our findings showing that the
modulator element affects «-SG core promoter activity, and that it modulates MyoD trans-
activation potential over such regulatory region in myotubes. This mechanism of MyoD
modulation is strengthened by the fact that E-box2 conserved central and flanking
nucleotides mediate MyoD binding and activity modulation despite they do not form part of
the E-box2 core sequence. These results favor the idea that E-box2 is a high affinity
element for myogenic factors recognition.

MyoD expression is down regulated during myogenesis of the developing mouse
(36), what could underestimate the necessity of modulating the MyoD trans-activation
potential over the a-SG promoter in myotubes. However, we found that even in low
quantities, MyoD acts as a strong trans-activator over the a-SG core (Fig. 2) and full length
promoter (data not shown), supporting the relevance of the modulator, which could
participate in the establishment of a highly regulated expression pattern induced by MyoD
during myogenic differentiation.

' MyoD regulates a complex transcriptional network determining muscle promoters
activity pattern through myogenesis. To this end MyoD perform diverse activities through
binding and recruitment of co-activators or co-repressors (18). In addition, MyoD activity is
modulated by several mechanisms mainly involving post-translational modifications (37)
like phosphorylation (38), acetylation (39) and, ubiquitination (40). Our results suggest that
besides these interactions and modifications, a MyoD regulated specific expression pattern
can be achieved through basal transcription machinery targeting to muscle promoter
modulator elements, suggesting a mechanism by which basal transcription could be
controlled by a myogenic master regulator through interaction with E-box sequences in a
muscle-specific promoter way.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. DNA sequence containing the «-SG promoter region (accession number
AY648297) . The 2.6 kb nucleotide sequence was analyzed through Matlnspector 7.2. The
identified putative binding sites for transcription factors are indicated. MRF s binding sites
are shown as E-boxes. E-box1 and E-box2 are located between nucleotides -1885 to -1805.
The modulator and the a-SG core promoter containing sequences are shaded. Transcription
initiation site is indicated as +1.

Figure 2. a-sarcoglycan promoter activity is controlled by positive and negative regulatory
elements. (a) a-SG promoter constructs driving luciferase gene (LUC, open arrow)
expression. Construct numbers are indicated in bold. Promoter fragment lengths with
respect to transcription initiation site (arrow) are indicated. (b)1 pg of each construct were
transiently transfected in C2C12 cells. Luciferase activities in transfected myoblasts (open
bars) and myotubes (solid bars) are shown as normalized luciferase units. The average of
three independent experiments performed in duplicate is shown. SE bars are shown here
and in the following experiments. (¢) C2C12 myoblasts (MB) and myotubes (MT) cell
culture microphotographs. Scale bar corresponds to 50 um. (d) Anti-myogenin (a-myog)
Western-blot using 20 pg of C2C12 myoblasts (MB) and myotubes (MT) protein extracts.
Arrow shows position of the myogenin signal in the membrane Ponceau red staining, that is
presented as loading control.

Figure 3. E-box] and E-box2 modulate MyoD trans-activation potential over a-SG core
promoter. (a) | pg of a-SG core promoter (CP) and core promoter with the modulator
containing the E-box1 and E-box2 (CP+MOD) constructs were transfected in C2C12 cells.
Fold reduction of CP+MOD versus CP activity in myoblasts and myotubes is shown. The
average of three independent experiments performed in duplicate is shown. (b) 1 pg of a-
SG core promoter (CP) and core promoter with E-box! and E-box2 (CP+MOD) constructs
were co-transfected with 300 ng, 500 ng and | pg of pcMyoD-N-myc (MyoD), encoding
N-myc-MyoD or 1 pg of pcMyogenin vector, encoding N-myc-myogenin (myogenin) in
C2C12 cells. Normalized luciferase units from myoblasts and myotubes are shown. An
average of three independent experiments performed in duplicate is shown. (c¢) E-box1 and
E-box2 ablation relieves MyoD trans-activation potential over a-SG promoter. Constructs
CP, containing the a-SG core promoter, CP+MOD containing the core promoter and the
modulator element, CP+EIMUT, CP+E2MUT and CP+E1-2MUT, incorporating mutations
in E-box1, E-box2 and E-box1 and E-box-2 respectively were co-transfected with pcMyoD
vector, expressing N-myc-MyoD (+) in C2C12 cells. Fold activation in myoblasts and
myotubes is shown. Data represent the average of three independent experiments performed
in duplicate.
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Figure 4. The modulator element and E-box-2 interact in vitro with both MyoD and
myogenin. (a) The modulator probe was incubated with C2C12 myoblasts (MB) and
myotubes (MT) nuclear extracts (NE). Anti-MyoD antibody (a-MyoD) incubation with
nuclear extracts formed a super-shifted retarded complex (SS). Arrows denote protein
interactions with modulator in myoblasts. Solid arrowheads denote complexes formed in
myotubes. Comp, competitor. Coupled in vitro transcription/translation TNT (c)
unprogrammed (UN), MyoD and myogenin (myog) extracts were incubated with (b) the
modulator (MOD), (d) E-box1 (E-1) and (e) E-box2 (E-2) probes. Arrows indicate retarded
complexes. * indicate unspecific retarded complexes for E-1 and E-2. Solid arrow heads
indicate the E-2 specific complexes. Comp, competitor. Comp M, mutated competitor.

Figure 5. E-box2 conserved central and flanking nucleotides contribute to MyoD binding
and modulation over a-SG core promoter. (a) DNA sequence alignment of mouse and
human a-SG promoter E-box1, E-box2 and adjacent sequences. E-box1 and E-box2 are
shown in bold. * indicate matched nucleotides. Gaps (-) were introduced to achieve the best
alignment. Conserved nucleotide sequences are boxed. Probes containing E-box2 with
substitutions of the conserved nucleotides are indicated as mutl to 6. (b) The probes were
used in EMSA assays in presence of in vitro transcription/translation MyoD extracts. Band-
shifts where competed (Comp) with the corresponding unlabeled probe and with E-box1
(E-1), which is unable to bind MyoD. Band intensities were quantified by Imagequant.
Intensity percent with respect to wild-type E-box2 probe is shown in the lower panel. (c) |
pg of the corresponding constructs containing mutations at the E-box2 conserved
nucleotide tracts in the context of CP+EIMUT were MyoD co-transfected in C2C12 cells.
The reported gene activity was compared to that of the a-SG core promoter (CP), core
promoter with the modulator element (CP+MOD) and core promoter with the modulator
mutated at E-box1 (CP+EIMUT). Values represent the average of three independent
experiments performed in duplicate.

Figure 6. MyoD and basal transcription machinery bind in vivo to the a-SG promoter
modulator in myoblasts and both modulator and core promoter in myotubes. (a) The a-SG
promoter modulator (MOD), core promoter (CP), and a-SG exon 4 (E4) DNA regions were
PCR amplified from the unbound (U) and bound (B) fractions of immunoprecipitated
chromatin from C2C12 myoblasts using antibodies directed against MyoD, TFIID, TFIIB
and an IgG unspecific (UN) antibody. (b) The same experiments as in (a) were performed
from C2C12 myotubes immunoprecipitated chromatin. Chromatin immunoprecipitations
were performed independently at least twice with the same results.
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Figure 7. MyoD interacts with TFIID and TFIIB in C2C12 myoblasts and myotubes. (a)
C2C12 myoblasts (B) and myotubes (T) cell lysates were incubated with antibodies against
MyoD, TFIID, TFIIB and c-myc unspecific antibody for immunoprecipitation (IP).
Western-blots (WB) were performed using anti-MyoD, TFIID and TFIIB antibodies. (b) N-
myc and N-myc-MyoD (MyoD) C2C12 stably transfected myoblasts protein extracts were
subjected to Western-blot using an anti-MyoD antibody (a-MyoD). Unspecific bands (UN)
serve as loading control. (c)Immunoprecipitated (IP) material with a c-myc antibody from
C2C12 myoblasts (MB) and myotubes (MT) stably expressing N-myc-MyoD (MyoD) or
N-myc alone, were subjected to Western-blot with anti-MyoD, TFIID and TFIIB
antibodies.
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Abstract
Introduction

The first observations that suggested the existence of one or some myogenic
regulators arisen from experiments consisting in the treatment of 3T3 and
CH3/10T1/2CL8 mouse fibroblastic cell lines with 5-azacitidine or 5-aza-2'-
deoxicitidine (Taylor and Jhones., 1979). These are cytosine analogue compounds
incapable of being methylated, that, after incorporated into the DNA molecule during
replication, avoid the methylation mediated repression of gene promoters, causing
general expression de-regulation (Jones et al., 1979). The treated fibroblasts presented
three different mesenchimal phenotypes, one of them characterized as striated muscle
(Taylor and Jhones., 1979). To confirm this finding, 10T1/2 cells were treated with 5-
azacitidine to induce the myogenic phenotype. Cells from the same line, without 5-
azacitidine treatment were transfected with the myoblastic treated cells DNA. These
experiments revealed that one of 15,000 transfected cell colonies became myogenic
(Lassar et al., 1986). Through this way, the existence of one or several myogenic
inducing factors was inducted, whose expression is repressed in non-muscle cells, and
induced when the methylation of their regulatory regions is suppressed.

With the aim to identify the putative myogenic factor/s, a myocites cDNA
subtractive library screening was performed using as probe myoblasts DNA. As result,
three cDNAs were selected, and transfection of one of them into fibroblast and other
cell lines conferred stable muscular phenotype (Davis et al., 1987). The identified
cDNA was named “myoblast determination gene number one” or MyoD, whose mRNA

expression is detected only in striated muscle (Davis et al., 1987).



Three more myogenic factors were later identified: Myf5, Myogenin and MRF4
or Myf6, also called herculin (Braun et al., 1989; Edmonson and Olson, 1989; Rhodes
and Konieczni, 1989; Wright et al., 1989; Miner and Wold, 1990). These are known as
myogenic regulatory factors or MRFs, which control the myogenic program (Sabourin

and Rudnicki, 2000).

MyoD structure and function

General protein structure

MyoD, as the MRFs, form part of the bHLH transcription factors, which posses
a region composed of basic residues and a helix-loop-helix motif (Garrel and
Campuzano, 1991). MyoD is composed by 318 aminoacids (aa) forming discrete
domains. aa 1-60 from amino terminus form an acid domain (Fig. 1). aa 62-101 contain
a cistein and histidine rich sequence, that participate indirectly in chromatin remodelling
(Gerber et al., 1997). The basic region is located between aa 102-124 (Tapscott et al.,
1988), which is critical in the MyoD DNA recognition and in muscle-specific
transcriptional activation (Davis et al., 1987) as further described. Between aa 143-162
an homologous region contained in Myc transcription factors is encoded, which
mediates oligomerization (Lee, 1989; Davis et al., 1987; Zhuang et al., 1992). This
region is involved in cellular specification and sexual determination in Drosophila.
Factors including such motif include achaeste-scute, daughterless and twist (Villares
and Cabrera, 1987; Caudy et al., 1988; Thisse et al; 1988). The carboxi-terminus of
MyoD is located in aa 163-318 (Tapscott et al., 1988), and contains an a-helix (H3)
between aa 245 and 258 (Fig. 1) (Berkes et al 2004). The C-terminus, as the cistein-

histidine rich region at N-terminus, participates indirectly in chromatin remodelling in



transcriptionaly repressed regulatory regions (Gerber et al; 1997). These regions are
relevant in stable MyoD binding to muscle-specific regulatory regions through
interaction with a complex containing the homeodomain Pbx protein (Berkes et al
2004).

Most of the MyoD functions had been explained through its three dimensional
structure, resolved in a resolution of 2.8 Angstroms by the analysis of the bHLH
dimmer crystal (Ma et al., 1994). This fact raised the possibility of explaining partially
the MyoD mediated transcriptional mechanism. Each bHLH MyoD monomer, including
residues 102-116 forms two a-helix structures connected through an 8 aa loop. The first
helix (H1) contains the basic region. Regions H1 and helix 2 (H2) form a “bundle” of

four left-turned helixes (Ma et al., 1994) (Fig. 2).

Amino terminus

The activating MyoD region is located in this aa tract, that can be substituted by
the VP16 activation domain without loosing myogenic activity in the dimeric context
(Black et al., 1998). The N-terminal activating region had been mapped in 53 aa, and its
activity increments when other portions of the protein are deleted, suggesting that this
domain is encrypted (Weintraub et al 1991). This structural conformation could be
releva.m since N-terminus is a ubiquitination target to proteosome mediated degradation
in nucleus (Lingbeck et al 2003). To activate the N-region, MyoD must contact DNA,
besides oligomerize with other bHLH factors in order to induce a conformational
change that exposes the activating region (weintraub et al 1991). The N-terminus is
relevant for cooperative DNA binding, as demonstrated through a MyoD deletion

mutant protein lacking aa 3-56, which binds a single recognition site and fails to bind



the two E-boxes in the muscular creatinin kinase (MCK) enhancer cooperatively. This
seems to be important, since in vivo, occupancy of two or more E-boxes by MyoD is
required for transcriptional activation of a reporter gene (Weintraub et al 1990). The N-
terminal histidine cysteine rich region has been demonstrated to be critical in
myogenesis as a global process, since, as the H3 domain, participate in the
transcriptional regulation of a discrete subset of genes after MyoD induced myogenesis

in MyoD“"’Mny"'{' mouse embryonic fibroblasts (Berkes et al 2004).

Basic region

Structure and function

This region, rich in Arginine, Lysine and hydrophobic residues (Anthony-cahil
et al1992) is located 5° from the HLH domain, and is critical in MyoD DNA binding to
the mayor groove (Davis et al 1990) (Fig. 2). Basic region is indispensable for the
myogenic function, since when substituted by the analogous sequence of the Drosophila
achaete-scute protein, muscle-specific gene activation is abolished. MyoD DNA
binding is not sufficient to activate the myogenic differentiation program, since, such
MyoD basic region substitution allows DNA recognition in vitro. (davis et al 1990).

The oligomerization and DNA binding functions of the bHLH domain are
structurally separated in sub-domains. The myogenic critical region of the basic aa
sequence contains 13 aa, 6 of which are different in the homologous region of E12
factor (aa B1, B2 and B3) (weintraub et al 1991) (Fig. 1), that like E47, is part of bHLH
transcription factors family, recognizing the same DNA sequence as MyoD members
(E-box), but that lack myogenic activity (Murre et al 1989b). This difference in aa

composition between both factors suggest that the MyoD basic region encodes for a



myogenic specificity function, separable from the DNA binding function. These facts
had been experimentally confirmed through substituting the MyoD basic region by the
corresponding in E12. Thi_s MyoD chimerical protein is able to bind DNA, but lacks
myogenic potential (Davis et al 1990). MyoD DNA binding is mediated trough aa pairs
B2 and B3 (Fig. 1), that when mutated, DNA binding, besides muscle-specific
activation are abolished (Davis et al 1990). Two key aa for the basic region functions
had been identified: Alanine 114, whose substitution causes a considerable decrement in
the MyoD DNA affinity, and Threonin 115, that participates, in the regulation of
transcriptional activation (Weintraub et al 1991), which is modulated through such
residue phosphorylation in mitogenic stimuli conditions (ie, high serum concentrations),
where MyoD activity is attenuated (Liu et al 1998).

The analysis of a chimerical E12 protein, where the basic region was substituted
by the corresponding to MyoD, which acquires myogenic conversion capacity,
permitted the identification of three aa, from the four separating the basic tract from H1,
that are critical for myogenic conversion (davis and weintraub 1992) (Fig. 1). Mutation
of the third aa of this region (Lysine), does not abolish myogenic conversion, suggesting
that this residue is dispensable for such phenomenon (op cit). The relevance of this
critical residues, is explained by the fact that when MyoD forms homodimers, the basic
region is arranged in an a-helix, that is continued with H1 (Fig. 1), so, this sequence,
that lacks Proline or glysine (that do not favour the formation of a-helixes) (Anthony-
cahil et al 1992), must conserve its primary structure in order to acquire the right three-
dimensional conformation to bind DNA in a dimer context (ma et al 1994).

The DNA sequence specific recognition by MyoD is indispensable to the

activation of the myogenic program through the regulation of muscle-specific



promoters. The DNA recognition specificity is encoded at the basic region, as
demonstrated through a chimerical MyoD protein with the E12 basic region harbouring
a site directed mutation that re-establishes Alanine 114. This substitution confers to the
protein the capacity of activating transcription through the recognition of E-boxes, as
shown through reporter genes co-transfection assays (weintraub et al 1991). As we can
appreciate, the DNA recognition specificity and muscle-specific transcriptional
activation are related to oligomerization. It had been demonstrated that the
transcriptional activation mediated by MyoD homodimers, is less efficient than the
induced for example by MyoD-E47 heterodimers, that show more cooperativity in DNA
binding (Bengal et al 1994). This notion is supported by the fact that heterodimers of
proteins harbouring mutations at the basic region, maintain their DNA binding capacity,
although they lack transcriptional frans-activation activity over a reporter gene. In
addition, they have high dissociation rates during multiple E-boxes binding (Bengal et
al 1994), confirming the relevance of oligomerization in the DNA binding specificity

and muscle-specific activation.

DNA recognition

bHLH transcription factors recognize DNA at sequences called E-boxes, which
consensus is CANNTG, where NN represents any particular nucleotide. These
sequences were originally identified as in vivo protein recognition sites in
immunoglobulines enhancers (Church et al 1985; ephrusi et al 1985). E-boxes were
later identified in muscle-specific genes regulatory regions (Lassar et al 1989). DNA
recognition is achieved through the bHLH domain (Fig. 2), that forms two amphipatic

a-helixes, although most of the DNA contacts are established through the basic region



(Ma et al1994). There are two highly conserved aa in H1 (Leucine and Phenylalanine),
whereas in H2 there are five conserved residues. H1 and H2 are separated by a loop, and
interact to DNA through their hydrophobic surfaces (Murre et al 1989).

The specificity in MyoD DNA recognition and transcriptional activation is
regulated at two levels: at oligomerization and in the composition of the consensus
sequence. In the former level, specificity depends on the proteins interacting with
MyoD, that influence the basic region conformation at which binding is achieved
(Blackwell and weintraub 1990; Kopengnavon et al 2000), what results in differential
preferences for the target sequence (Kopengnavon 2000). In the second level, MyoD
DNA binding preferences are determined by the flanking, besides the consensus
variable central nucleotides (Blackwell et al., 1993; Walhout et al., 1998; Delgado-
Olguin et al. unpublished observations), although these are not contacted by MyoD (Ma
et al 1994). It had been determined that MyoD preferentially recognizes the consensus
sequence NTCACCTGAA, or GG as variable nucleotides (in bold) (Blackwell and
Weintraub 1990). An example of the relationship between DNA binding specificity and
regulation of MyoD activity by the E-box composition had been described in the IgH
gene enhancer, which is not activated by MyoD although it posses two E-boxes
(weintraub 1994). One of such E-boxes was found to impede activation and even
repress a reporter gene, since its mutation increases reporter activity. Further
experiments revealed that such repression is mediated through two nucleotides flanking
such E-box, that when mutated, permit activation by MyoD. These results raised the
hypothesis postulating that the IgH enhancer has evolved to contain repressors directed
to MyoD, and not to activators like E12 (Weintraub et al 1994), that functions in B cells

(Kadesch 1992), where the enhancer is active (Kadesch 1986).



The identification of the aa involved in the E-box recognition was possible
through the MyoD bHLH motif dimmer crystal analysis. Glu 118 is particularly
important in the consensus recognition. A lateral chain Oxygen of this residue accepts a
H bond with the nucleotide C5 (Fig. 3). Other Oxygen of this base establishes a week H
bond with the N6 of A6 nucleotide. On these bases, the DNA chain is slightly curved,
and is modified by the basic domain binding. The wide groove becomes narrower (10.8
Angstroms vs 12.3 Angstroms of B DNA), and the wide groove widens (8.1 Angstroms
vs 4.8 Angstroms in B DNA) (Ma et al. 1994).

Arg 111 recognizes the bases T and G, it concedes a H bond to the N7 of the
base G10" (Fig. 3). It also establishes a contact mediated by H20 with the O6 of
nucleotide G10’, besides contacting an O phosphodiester in the same nucleotide. The
side chain of this residue forma a H bond with the OH group of Thr 114, that by
hydrophobic bonding contacts the methyl group of nucleotide T9" through the y carbon
(op cit 1994).

In a MyoD homodimer, Alanine 114 and threonine 115 are buried in the DNA
mayor groove (Fig. 2). This suggest that their role in transcriptional activation resides in
the conformation of Arginina 111, that is also positioned in the DNA-protein interface
(op cit 1994). Analysis of the structure of the non-myogenic bHLH factor Max,
revealed that Arginine 111 locates outside of the mayor groove (ferre de amare et al
1993). This observations suggest that such aa must stay buried in the DNA-protein
interface in order of myogenic activity to occur (Ma et al 1994). In this scenario, when
Ala 114 ar Thr 115 are mutated, the Arg 111 position is compromised as also is the

myogenic activity of MyoD (Weintraub et al 1991).



MyoD activation through the basic region

As clearly demonstrated, the basic region, specifically aa Ala 114 and Thr 115
are responsible for miogénesis induction, nevertheless, the MyoD activating region had
been mapped at the amino terminus (weintraub et al 1991). In this section we aboard the
relationship between these domains in transcriptional regulation. First, its important to
remember that there are evidences indicating that the N-domain is encrypted in the
MyoD context, and that it is exposed only when it contacts co-activators (op cit 1991)
and specific DNA recognition is established (Huang et al 2000). It had been recently
demonstrated that the basic domain myogenic aa act as transmitter of the activation
signal to the N-terminus (Black et al 1998). This hypothesis is based in the fact that a
MyoD hybrid protein, containing the E12 basic domain harbouring mutations in the
myogenic residues, is not able to activate muscle-specific transcription through
contacting MEF2C co-factor. This interaction confers MyoD the activation signal, that
in turn is not transmitted through the non-functional basic region to the N-terminus.
Based in these evidences, it is postulated that the protein-protein contact confers the
activation signal, but it is not enough to mediate myogenesis, and that also the
transmission of such signal is required (op cit 1998). The activation signal transmission
is accomplished through intra-molecular structural changes (Huang et al 2000). This
affirmation is based on the observation that MyoD with a substitution in Ala 114-
Asparagin or hystidine (that are bulky aa) is not able to activate a reporter gene (op cit
1998). The same research group demonstrated that these changes cause Arg 111,
engaged in DNA contacts in wt MyoD dimmers, to become exposed. This exposure is
thought to impede Arg 111 to contact the N7 of the last G of the E-box at the mayor

groove. In addition they show that the conformational change induced by the Ala 114

10



substitution is propagated to the activation region at the N-terminus, obstructing the
MyoD-co-activator heterodimer response (Op cit 1998). These observations, besides the
fact that Ala 114 is only present in myogenic bHLH factors, suggest that the activation
domain functions only if the basic region myogenic code is intact. During MyoD DNA
binding, such myogenic code determines the conformation of the basic and activation
regions. In this scenario, the activation domain is only exposed when there is DNA
binding in the correct sequence, supporting a regulation way for MyoD activity
specificity (op cit 1998).

The bHLH domain

This domain, homologous to the corresponding region in Myc family of factors,
as the basic region, is critical in the myogenic MyoD capacity, but not for nuclear
localization as determined through analysis of functional domains by directed deletions
(tapscott et al 1988). The required minimal region required to induce myogenesis in
10T1/2 stably transfected cells spans 68 aa including the region homologous to the Myc
domain and the basic region (tapscott et al 1988), that are necessary for homo and
hetero dimerization with widely expressed factors as E12 and E47 (Zhuang et al 1992)
and for DNA specific recognition ( Lassar et al 1989, davis et al 1990).

MyoD heterodimerization with E12 and E47 factors is important from the
perspective of transcriptional regulation (lassar et al 1991). The MyoD-E12 or E47
complexes recognize E-boxes with more affinity than homodimers, and H2 is necessary
for the recognition (Murre et al 1989). The E-boxes recognition by these complexes
constitute a central point in the myogenic regulation, since act synergistically in
potentiating expression of genes containing their target sequences, as of reporter genes

regulated by multimerized E-boxes (lassar et al 1991). Cystein 126 in H1 and

11



Asparagine 146 and GIn 152 in H2, are important in MyoD specific heterodimerization
with E12, since establish attraction pairs with such factor ( Shrirakata et al 1993).

The MyoD bHLH domain, specifically through the basic region, H1 and the aa
separating them (Kaushal et al 1994) (Fig.1), that are the portions with myogenic
activity (davis and weintraub 1992), n;ediate MyoD heterodimerization with MEF2A
(muscle enhancer factor 2). This factor belongs to the “MCM1 agamous deficiens and
serum response factor” (Yu et al 1992) super family, that as the MRFs, play a central
role in myogenic differentiation (naya and olson 1999). Such role is achieved through
its cooperation in the muscle-specific gene activation by binding E-boxes or AT rich
DNA sequences, that constitute MEF2 target sites (olson et al 1995). The cooperativity
of both factors has been demonstrated through fibroblasts co-transfection, what showed
that over-expression of both, causes an increment in myogenic conversion in
comparison to the number of colonies myogenically committed by MRFs alone
(molkentin et al 1995). It is interesting to note that the recognition sites for both factors
had been found close to each other in muscle gene promoters, what suggest the
relevance of the physical contact of both in the constitution of an activation complex.
Another relevant aspect concerning to this organization resides in the hypothesis of
MEF2 in conferring specificity to MyoD in the activation of muscle promoters (Kaushal
et al 1994). Al together, these observations highlight the relevance of MyoD
oligomerization through the HLH domain, that is critical in the specificity and the

modulation of the MyoD and directed transcriptional control (Davis et al 1990).
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The loop region

The MyoD protein sequence corresponding to the loop separating H1 and H2 is
conserved in length and composition between mouse, C. elegans, Drosophila and frog
(hoopwood et al 1990, Murre et al 1989; Krause et al 1990; michelson et al 1990), what
suggest its functional relevance. Nevertheless this sequence is tolerant to variation,
since, alterations in aa composition does not alter the MyoD myogenic activation

function (Davis et al 1990), althought length variations influence remain to be tested.
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Figure legends

Figure 1. MyoD protein structure. MyoD spans 318 aminoacids, and posses in its
amino terminus (N) a cystein rich region (CH), followed to 3" by the basic, junction (J)
and helix loop helix (bHLH) domains. Helix 1 (H1) and helix 2 (H2) are indicated. This
domain is continued by the carboxy-terminal protein portion (C), which contains the
helix 3 (H3). The position of aminoacids limiting some domains are indicated. The
aminoacids composing each part of the bHLH domain are showed. Aminoacid groups

B1, B2 and B3 are indicated. Taken from Davis et al, 1990 [40].

Figure 2. Three dimensional MyoD bHLH homodimmer crystal structure. The structure
shows the four “bundle” a-helixes formed by MyoD homodimmerization through
helixes 1 and 2. The basic region, that interacts with the DNA double helix mayor
groove, forms a continued a-helix with helix 1, which is separated from helix 2 through
a loop. Aminoacids delimiting such domains are indicated. Taken from Ma et al, 1994

[37].

Figure 3. MyoD ribbon like structure of the bHLH motif. Aminoacids Thr 115 and Ala
114 are buried into the DNA mayor groove, whereas Arg 111 contacts DNA positioned
our of the mayor groove. Lys 124, that forms part of the junction region separating the

basic domain from Helix 1 is indicated. Taken from Kopengnavon et al, 2000 [53].
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Figure 4. MyoD aminoacids that contact the DNA recognition site. The scheme
represents a DNA double helix as two parallel lines, containing the corresponding bases
represented as boxes. The wide lined boxes represent consensus CAGCTG. The bases
marked as " represent their position in the 3'-5" DNA chain. Circles represent phosphate
groups, being the grey circles the groups contacted by MyoD. DNA bases and
phosphate groups contacted by the corresponding MyoD aminoacids are indicated by
arrows. Double pointed arrows indicate the interactions established by MyoD

aminoacids. Taken from Ma et al, 1994 [34].

Figure 5. MyoD suffers activation structural changes when binding DNA and
contacting co-activators. (A) The DNA specific recognition by the basic region (dark
grey) produces a structural change constituting an activating signal that (B) must be
propagated to the amino terminal region, constituting the activation domain (AD) in

order to be able to contact co-activators (c) and initiate myogenic activation (A).
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