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RESUMEN

La senal del TGF-B regula diversos procesos celulares como la proliferacion y
diferenciacion celular, a través de la activacion de Smad2/3, las cuales forman un
complejo con la proteina Smad4 que capaz de regular la transcripcién de genes
dependientes del TGF-B. SnoN y Smad7 son dos genes blanco del TGF-f. Se sabe
que las proteinas Smads pueden regular a nivel transcripcional la expresién de smad?,
pero poco ha sido estudiado acerca de la regulacion de snoN. En este trabajo se cloné
y analizd la region del promotor de snoN humano, que es regulada por TGF-p.
Estudios bioinformaticos muestran que el promotor de snoN presenta cuatro regiones
de respuesta a TGF-B que se encuentran altamente conservadas en rata y ratéon. El
analisis in silico de factores transcripcionales potenciales indica la posible participacion
de Pax 1, 2, 5y 6, p53, YY1, Sp1, entre otros como reguladores de la expresién de
snoN en ciertos contextos celulares. Estos sitios consenso estan sobrelapados o
aledafios a los SBEs presentes en el promotor de snoN. Ensayos con genes
reporteros muestran que TGF-B activa al promotor de snoN en las células HepG2,
Hek293T y A549. Mediante la técnica de ChIP se demostré el reclutamiento de
Smad2/3 y Smad4 al promotor de snoN humano en respuesta al estimulo de TGF-p.
Por lo tanto snoN es un gen blanco de las proteinas Smads, regulado positivamente
por TGF-B.



ABSTRACT

TGF-B regulates diverse cellular processes such as the proliferation and
differentiation through the activation of Smad2/3, which forms a complex with
Smad4 protein, in order to regulate the transcription of TGF-p dependent genes.
SnoN and Smad7 are two TGF-f targets genes. It is known that Smad proteins
can regulate at transcripcional level the expression of smad7, but little has been
studied about the regulation of snoN gene. In this work we cloned and analyzed
the human promoter snoN. Bioinformatics analysis shows that the snoN contains
four regions responsive to TGF-, which are highly conserved in rat and mouse.
Furthermore, our in silico studies identified sites for several of potential
transcriptionals factors in snoN promoter such as Pax1, 5, and 6, p53, YY1y
Sp1. These factors could be regulators of the expression of snoN in certain
cellular context. Consensus sites for that FTs are overlapping or bordering to
SBEs in the snoN promoter. Assays using reporters genes show that TGF-$
activate the snoN promoter in the HepG2, Hek293T and A549 cells, while using
of ChIP assays was demonstrated the binding of Smad2/3 and Smad4 to the
human snoN promoter region sensitive to TGF-B. Therefore, this work shows
that human snoN is a target gene of Smad proteins, and it is regulated positively
by TGF-p.



1.INTRODUCCION

1.1 Factor de crecimiento transformante beta (TGF-B)

La superfamilia del Factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) esta integrada
por mas de 60 miembros, que han sido identificados en diferentes organismos desde
nematodos e insectos hasta mamiferos. En general, los miembros de la superfamilia
del TGF-B se caracterizan por ser citocinas relacionadas estructuralmente con un
amplio espectro de funciones celulares tales como proliferaciéon, apoptosis,
diferenciacion y migracién. Dentro de esta familia se incluyen a los TGF-Bs, las
activinas y las proteinas formadoras de hueso (BMPs), entre otros, siendo el TGF- el

miembro prototipo mejor estudiado (10, 20, 22, 23).

Existen cinco isoformas del TGF-p (TGF-B1,-p2,-B3,-p4 y —B5) en diferentes
organismos. En aves y anfibios se han reportado las isoformas TGF-p4 y TGF-35
respectivamente y en mamiferos las isoformas TGF-1, -2 y -3 (18, 21, 29). Las
tres isoformas del TGF- en mamiferos son codificadas por genes independientes
pero presentan una alta similitud en la secuencia de amino&cidos (poseen entre si el
80% de identidad). EI TGF-B1 es altamente conservado, ejemplo de ello, es que los
ratones presentan una isoforma con la diferencia de un solo aminoacido con respecto

a los humanos, razén por la que la isoforma mas estudiada es el TGF-1 (23).

A pesar de su estrecha similitud estructural, funcional y de via de sefializacién, se ha
demostrado mediante estudios en ratones knockout, que cada isoforma tiene
funciones especificas y relevantes durante el desarrollo embrionario, debido a que la
carencia de cada una de las tres isoformas del TGF-p presenta diferentes fenotipos,
todos ellos son letales (20, 23, 28). Las isoformas del TGF-p se expresan temporal y
espacialmente durante la embriogénesis y presentan un patron de expresion distinto
durante la morfogénesis. EI TGF-p se expresa en la mayoria de los tejidos en el

adulto, pero con una expresién diferente de una o de las tres isoformas (18, 20).

El TGF-B participa en la regulacién de un gran numero de procesos celulares durante
la embriogénesis, asi como también en el tejido adulto. De esta forma, el TGF-,

dependiendo del tipo y contexto celular, regula funciones celulares como son la



proliferaciéon, diferenciaciéon, apoptosis, respuesta inmune, migraciéon y reparacion
tisular, entre otras. Es por ello que alteraciones en la senal del TGF-B para cumplir con
dichas funciones pueden contribuir a la patogénesis de enfermedades de tipo

autoinmune, de la fibrosis y del cancer (28, 29).

1.1.1 Estructura del TGF-

El TGF- es sintetizado como una molécula inactiva unida a una secuencia de
aminoacidos conocida como péptido asociado a la latencia (LAP), que tiene que ser
proteoliticamente separado para que el TGF-B maduro pueda unirse a su receptor.
Esta forma activa o madura del TGF-B es un polipéptido dimérico de 25 KDa (112
aminoacidos), cuya estructura corresponde a dos unidades monoméricas que estan
unidas por un solo puente disulfuro y por interacciones hidrofébicas. Cada unidad esta
conformada por 7 residuos altamente conservados de cisteina que establecen un
anillo cerrado conectado por tres puentes disulfuro intracaterarios denominado “nudo
de cisteinas”, mediante el cual se unen dos pares de cadenas plegadas tipo beta
antiparalelas (18, 20) (Fig.1).

Chain A

Figura 1. Estructura del TGF-p.
La forma activa del TGF-f es un
dimero que es estabilizado por
interacciones hidrofébicas y
puentes disulfuro.

Chain B

N.] Intra-chain disulfide bonds

1.1.2 Via de senalizacion
El TGF-B utiliza dos receptores, denominados tipo | o ALK-5 (RI) y tipo 1l o TBRII (RII),
en cuya region intracelular presentan un dominio con actividad de cinasa de residuos
de serinas y treoninas. La principal diferencia entre ellos, radica en que la cinasa Rll

es constitutivamente activa. Inicialmente el TGF-B se une al Rll para reclutar al Rl, y



formar un complejo heterotetramérico de receptores. La cinasa de RIl, fosforila la
regidon GS (region rica en residuos de glicinas y serinas) del Rl, activando su dominio
de cinasa, a través del cual son fosforiladas las R-Smads, que entonces se unen a la
Co-Smad (Smad4). El complejo R-Smad/Co-Smad se transloca al nucleo celular e
interactta con otros reguladores transcripcionales modulando positiva o

negativamente la expresion de genes regulados por el TGF-B (18).

R-Smad CITOPLASMA

Smad 2,3

Complejo
activo

Co-Smad

NUCLEO

Cofactoresi
Gen blanco g
de TGF-B

SBE

GTCTAGAC Genes blanco del TGF-B
CAGAC
AGAC

Figura 2. Via de senalizacion candnica del TGF-p

TGF-p se une a los receptores tipo Il y |, a través de los cuales activa a los intermediarios de la
via, las proteinas R-Smads, las cuales se unen a la Co-Smad para formar complejos activos
capaces de translocarse al nucleo y regular la expresion de genes blanco del TGF-g, al unirse a
secuencias de uniéon a Smads (SBEs). Las Smads regulan positiva o negativamente la expresion
de sus genes blanco dependiendo de su asociacion con FT, coactivadores o correpresores. La via
del TGF-p tiene diferentes mecanismos de control, dos de ellos son ejercidos por las proteinas
Smad7 y SnoN, las cuales ademas son genes blancos del TGF-S, participando en un asa de
retroalimentacion negativa para el control de dicha senal.



1.1.2.1 Smads
Las proteinas Smad son las mediadoras de las sefales de los miembros de la familia
del TGF-B. El témino “Smad” es el resultado de la fusién de los nombres Mad y Sma
que reciben las proteinas homologas presentes en Drosophila y C. elegans

respectivamente, donde inicialmente fueron identificadas.

De acuerdo a su estructura y funcionalidad han sido clasificadas en tres tipos:
e R-Smad o Smads activadas por el receptor (Smad 1,2,3,5y 8)
e (Co-Smad o Smad comun (Smad 4)
e |-Smad o Smad inhibitorias (Smad 6y 7)

En la sefal del TGF-B participan la Smad 2 y Smad3, la Smad4 y la Smad7. Las R-
Smads y la Co-Smad presentan en su estructura dos dominios conservados
denominados MH1 y MH2. El MH1 esta localizado en el extremo amino terminal (N-
terminal) y el MH2 en el carboxilo terminal (C-terminal). Ambos dominios estan
conectados por una regidon menos conservada llamada linker o puente. Las |-Smads
posee solamente una minima secuencia similar con el MH1, contrario a esto, el

dominio MH2 es altamente conservado entre todas las Smads (19-21).

El domino MH2 de las R-Smads presenta el motivo SXS en el extremo carboxilo, el
cual es fosforilado por la cinasa del RI. Por otro lado, la Co-Smad y las R-Smads se
unen a secuencias de DNA via su dominio MH1, a través de una estructura p-hairpin u
horquilla beta, con excepcion de la Smad2 que no tiene la capacidad de unirse a DNA,
debido a que posee una inserciéon del exén 3 que codifica para un péptido de 30
aminodcidos en el dominio MH1, y que se localiza entre la B-hairpin de union al DNA 'y
la hélice H2 (19, 21, 27).

El dominio MH2 es una region multifuncional que permite el reconocimiento con
diferentes proteinas. En este dominio se presenta una asa L3, que difiere en sélo dos
aminoacidos entre las R-Smad, y que interacciona con el asa L45 localizada en el
dominio de cinasa del RI. A través del dominio MH2, es posible ademas la
oligomerizacidon de las Smads activadas formando un heterotrimero. También



mediante su dominio MH2, asi como con el MH1, las Smads pueden interaccionar con

una diversidad de factores transcripcionales (28, 29).
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Figura 3. Representacion de los diferentes dominios estructurales y motivos de las Smads
En el MH1 de Smad3 y Smad4 se observa el dominio de union a DNA (beta-hairpin u orquilla
beta). En el linker se encuentran el motivo de interaccion con la ligasa de ubiquitina Smurf (PY) y
sitios de fosforilacion para MAPKs. En el caso de Smad4 se identifica una sefial de exportacion
nuclear (NES, Nuclear export signal), mientras que las R-Smad presentan secuencias de
localizacion nuclear (NLS, Nuclear localization sequence). En Smad4 hay una region de
interaccion con activadores y represores transcripcionales (SAD, Smad4 activation domain). EI
MH2, es multifuncional debido a que presenta una asa L3 (loop L3), a través de la cual
interacciona con el Rl del TGF-p, y se encuentra el motivo SXS en las R-Smads que es fosforilado
por la cinasa del RI, ademas el dominio MHZ2 es importante para la activacion transcripcional y la
oligomerizacion con Smad4. Modificado de Kaivo-oja et al, 2006.

La region linker es rica en residuos de prolina y serina, lo cual es importante porque
un motivo PY (prolina-tirosina) presente en esta region en las R-Smads y en las I-
Smads permite la interaccion con los dominios WW de las ligasas de ubiquitina Smurf1
y Smurf2, lo cual es importante para la degradacién via el sistema ubiquitina-

proteosoma (11, 13, 18).

Otros motivos estructurales son las sefiales de localizacion nuclear (NLS) en el
dominio MH1 de las R-Smads, y sefales de exportacion nuclear (NES) en el dominio
de MH2 de las R-Smads y algunas en la regién linker de las Co-Smads (19).



1.2 Regulacidn transcripcional de genes blanco del TGF-p

1.2.1 SBE (Elementos de union a las Smad)

La accidn transcripcional de las Smads activadas es posible debido a que en la region
promotora de los genes de respuesta al TGF-B se encuentra una secuencia consenso
a la cual se une el complejo de Smads denominada Elemento de uniéon a Smad 'y
conocido por sus siglas como SBE (Smad Binding Element). Los SBEs consisten en
secuencias palindrémicas que inicialmente fueron identificadas como CAGATCTG, sin
embargo, se ha demostrado que las Smad pueden unirse éptimamente con la
secuencia de 5 bp CAGAC e incluso son suficientes las 4 bp CAGA (9,18,19).

Se ha calculado que la secuencia CAGAC estéa presente cada 1024 bp en el genoma o
por lo menos una vez en la regién de regulacion de un gran numero de genes. En
general los genes que responden a TGF-B presentan uno o mas SBEs en sus
promotores. Sin embargo, cabe mencionar que existen estudios, que sefalan que no
todos los genes blanco de las Smad presentan SBEs en su promotor, tal es el caso del
gen goosecoid en ratones. Ademas, se ha reportado, aunque de forma limitada, que
las Smads pueden unirse a secuencias ricas en guaninas y citosinas y no

necesariamente a secuencias SBEs (18-20).

A pesar de que las Smads pueden unirse a SBEs, esta union exclusiva no puede llevar
a cabo la activacion de los genes blanco del TGF-B, debido a que se caracteriza por
ser una union débil por su baja afinidad y selectividad. Bajo estas circunstancias, la
asociacién de factores transcripcionales, juega un papel muy importante, al dar una

mayor afinidad y especificidad a la unién de las Smads con el DNA (20-21).

1.2.2 Activacion y represion transcripcional por TGF-f3
El TGF-B puede activar o reprimir la expresion de ciertos genes. La activacion
transcripcional mediada por TGF-B se debe principalmente a la unién del complejo
activo Smads a los SBE, con la participacion de factores transcripcionales activadores
y ciertos coactivadores.



La represion de la expresién de un gen puede darse de diferentes formas, una de
ellas, consiste en que el complejo de Smads activadas se una a los SBEs y la
presencia o ausencia de factores transcripcionales especificos medie la inhibiciéon de
la expresidon de ese gen. Ademas se ha observado el reclutamiento de correpresores
como SnoN y Ski que pueden a su vez reclutar toda una maquinaria represora que
contribuyen a la compactacion de la cromatina reprimiendo por tanto la expresién de

dichos genes.

No obstante, se han propuesto secuencias diferentes a los SBEs llamadas TIE,
(elementos inhibitorios del TGF-B) o recientemente los SIE (elementos de inhibicion de
las Smads), a los cuales se ha visto que se unen Smad3/Smad4 y diversos factores
transcripcionales, teniendo un efecto inhibitorio en la expresién del gen, ejemplo de
ello es la unién de Smad3/4, E2F4 y p107 al TIE del promotor del gen c-myc, que

confiere una represion transcripcional en respuesta a TGF-§ (24).

En los ultimos anos, se han incrementado las evidencias de otro mecanismo por el
cual el TGF-B regula la expresiéon de algunos genes, a través de su via canonica, en
donde proteinas del complejo de Smads interactian con dominios de ciertos factores
transcripcionales clave para la activacion de cierto gen, liberandolo de su unién al
DNA. Ejemplo de ello es como el TGF- reprime la expresion del gen Pax-6 al prevenir
la autorregulacién de su propio promotor por la interaccién de Pax-6 con Smad3 en el

nucleo (35).

Se han caracterizado diversos factores de unién a DNA con los que interaccionan las
Smads, para la regulacidén transcripcional de genes especificos en respuesta a TGF-
B (Tabla 1). Las R-Smads usan diferentes factores, muchos de los cuales son
expresados solamente en ciertos tipos celulares, confiriendo especificidad celular para
respuestas mediadas por TGF-B, ademas de que un mismo factor transcripcional
puede ser multifuncional y dependiendo de su unidon con otros coactivadores o

correpresores se determina la especificidad de su respuesta (20).

Algunos ejemplos de la importancia de la asociacion de las Smads con ciertos factores
transcripcionales para regular la expresion de genes blanco son los siguientes: La
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autorregulacion de TGF-p3, en donde CREB-1, ATF-2 y c-Jun se unen
constitutivamente al sitio CRE en el promotor de TGF-$3 y son requeridos para la
expresion basal de éste. Después de la estimulaciéon con TGF-B3, Smad3 fosforilada
es también reclutada al sitio CRE, y junto con los otros factores aumenta la
transactivacion de este promotor, incrementando la produccion de TGF-B3. Otro
ejemplo interesante es el complejo formado de Smads con el factor transcripcional
Sp1, que media la induccién transcripcional temprana de Smad7 por el TGF-B en

células de cancer pancreatico (36).

Cofactor Gen Blanco
FAST Mix2, Nodal, Lefty2
Mixer Goosecoid
TFE3 PAI-1

CBFA3 IgA
Jun c-Fos
Lef1/TCF Xtwn

Tabla 1. Ejemplos de diferentes cofactores utilizados con Smad 2 y 3 para regular la expresion
de algunos genes blanco del TGF-p.

1.3 Regulacion de la senal del TGF-
La via de transduccién del TGF- es regulada por diferentes mecanismos a varios

niveles de la cascada de senalizacion, como por ejemplo:

1) Degradacion de diferentes componentes de la via, a través de la ubiquitinacién
y la via el proteosoma.
2) Smad7, una Smad inhibitoria que bloquea la activacién de las R-Smad.

3) Interaccidon de Smads con correpresores transcripcionales como Ski y SnoN.

Las proteinas Smad2/3 activadas y los receptores del TGF-B, son degradados
mediante el proteosoma, que constituye un importante mecanismo de control, ya que
detiene la via de sefalizacion. La degradacién de estos componentes requiere que
éstos sean ubiquitinados mediante ligasas E3 de ubiquitina, que pueden ser Smurf2
(Smad ubiquitin regulatory factor) o APC (Anaphase-Promoting Complex), las cuales

pueden actuar so6lo cuando las Smads estan fosforiladas. De esta forma, cuando las
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proteinas Smads interactian con otros componentes de la via como son los
receptores y con las mismas Smads, las ligasas E3 de ubiquitina realizan su funcion
conduciéndolos a degradacién via proteosoma. Cabe senalar que el proteosoma
puede degradar a correpresores de la via, como Ski y SnoN, pero en este caso
manteniendo la sefal encendida (11,13).

Con relacién a Smad7, a pesar de no poseer un motivo de fosforilacién, ésta puede
unirse al R, evitando la asociacion de éste con las R-Smad y por lo tanto también con
Smad4. Otro aspecto importante, es que Smurf2 interacciona constitutivamente con
Smad7, a través del motivo PY, pero la activacién del TGF-B resulta en un
reclutamiento de Smurf2 dependiente de Smad7 al receptor de TGF- para promover
la degradacion a través del proteosoma (9, 11). A nivel transcripcional un mecanismo
de regulacion de la via, es la inhibicion de la funcién transcripcional de las Smads por

los correpresores Ski'y SnoN.

1.4 SNON

1.4.1 Caracteristicas estructurales de Ski y SnoN
Ski y SnoN son dos miembros altamente conservados de la familia de
protooncoproteinas Ski. Fueron identificadas por su homologia con el producto del
oncogen retroviral Sloan Kettering (v-ski) que causa la transformaciéon de fibroblastos
embrionarios de pollo e hipertrofia muscular en raton. Ski y SnoN se han identificado
en raton, Xenopus, pollo, tilapia y humano, entre otros (5, 15). En el caso de sno se
han descrito cuatro isoformas en humano que corresponden a SnoN, SnoN2, SnoA y
Snol, resultado de “splicing” alternativo, mientras que en el raton se presentan sélo

dos isoformas que son SnoN y SnoN2 (5).

En general, todos los miembros de la familia Ski, muestran una region altamente
conservada en el extremo N-terminal de aproximadamente 270 aminoacidos, mientras
que la region C-terminal muestra una minima homologia, presentando en algunos
casos los dominios necesarios para la homo o heterodimerizacién de varios miembros

de la familia. No obstante, sélo la region homoéloga es necesaria y suficiente para su
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actividad de transformacion y diferenciacion. Dentro de esta misma region, se exhibe
ademas el dominio conservado SAND, el cual mediante una asa llamada I-loop
interactia con el asa L3 de Smad4 constitutivamente (4-9, 15). Ski y SnoN tienen la
capacidad de interactuar, a través de una secuencia de aproximadamente 97
aminoacidos en la region N-terminal, con el dominio MH2 de Smad2 y Smad3 de
manera dependiente de la senal del TGF-f, es decir con Smad2 y 3 activadas (12,13,

16,19).

A pesar de que SnoN y Ski son altamente similares, su expresion es regulada por
diferentes mecanismos y al parecer no siempre tienen la misma funcién, sino que en

ciertos contextos cada una de estas proteinas puede tener funciones especificas.

—— mmmm=  Uni6n a Smad2/3 (?)
Union a Smad 4
v-Ski | | SAND | | 435aa
C-SKi | | SAND | [ |l 728aa
o-SnoM | | | saND | ] 884aa
SnoM2 | I | sAaND | [ 628aa
SnoA | | |sanND [ | 415aa
snol | | [sanD] 299aa
| |
Transformacion
Diferenciacian

D Regidn conservada de Ski

|sAND| Dominio S&MD [ ]| Dominio dimerizacian

Figura 4. Representacion de la estructura de los miembros de la familia de

protooncoproteinas SkKi.

Todos los miembros de esta familia tienen su region N-terminal altamente conservada y
presentan una secuencia suficiente para la actividad transformante de estas proteinas. En la
region C-terminal existen dominios de homo-heterodimerizacion. (Modificada de Luo, 2004)
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1.4.2 El papel de SnoN
SnoN es una proteina expresada en bajos niveles virtualmente en todos los tejidos
adultos y embrionarios, sin embargo, existe una desregulacion de sus niveles de

expresion en algunos estados fisioldgicos especificos y en diversas patologias.

1.4.2.1 SnoN en la tumorigénesis
La funcién de SnoN en la tumorigénesis ha sido discutida, debido a que varios
estudios muestran que SnoN es una oncoproteina, porque su sobreexpresion resulta
en una transformacion oncogénica de fibroblastos embrionarios de pollo, ademas de
que también se observa su sobreexpresion en diferentes tipos de cancer y lineas
celulares tumorales humanas derivadas de melanoma, de cancer de seno, pulmén,
esofago, estbmago y prostata (3, 22, 24, 26).

Estudios con ratones deficientes del gen snoN, muestran un incremento en la
susceptibilidad a carcinbgenos quimicos, mientras que en ratones knockout la
ausencia de snoN es letal para la embriogénesis (2, 4, 5, 15). Tales resultados indican
el papel dual que SnoN puede tener como oncogen o supresor de tumores
dependiendo del tipo celular, y por tanto su relevancia en mantener la homeostasis

celular.

Recientemente se ha demostrado dicho papel dual de SnoN en la tumorigénesis. En
experimentos con ratones desnudos, se ha visto que la inyecciéon de células A549
(adenocarcinoma de pulmédn humano) que presentan niveles elevados de SnoN,
favorece la formacién de un tumor, mientras que esto no ocurre en ratones a los que
se les inyectan las mismas células con los niveles de SnoN abatidos por RNAI. Sin
embargo, a pesar de que la ausencia de SnoN evita el desarrollo del tumor, favorece
la metastasis de estas células hacia hueso y pulmén (45).

La complejidad de la funcién de SnoN se ha relacionado con el rol dual que también
presenta el TGF-B, debido a que se sabe que en células no transformadas y en
estados tempranos de oncogénesis, las Smads inhiben el crecimiento, pero en
presencia de mutaciones en los receptores del TGF-p o cuando hay una

sobreexpresién de oncogenes tales como ras, disminuye la respuesta inhibitoria del
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TGF-B y da pie al crecimiento del tumor. Ademas las células tumorales pierden su
habilidad para responder al TGF-B y progresan a un estado maligno. La estimulacion
por TGF-f causa en estas células una transicion de epitelio a mesénquima
conduciendo a un incremento de la metastasis e invasion. En estos eventos la
regulacién de los niveles de Skiy SnoN puede estar implicada (10, 22).

La razdn por la cual existe la sobreexpresion de SnoN en diversos tipos de cancer, ha
tratado de ser esclarecida. Se ha reportado que en lineas celulares de cancer de
esofago resistentes a la inhibicién del crecimiento por TGF-B, se presenta una
asociacion de SnoN con Smad3 sobre el elemento TIE del promotor del gen c-myc.
SnoN evita la represion de la expresién de c-myc inducida por TGF-B. Al parecer en
este tipo de cancer existe una resistencia a la degradacion de SnoN, lo cual evita la
represién causada por TGF-f de la transcripcidon de c-myc (24). La resistencia a la
degradacion de SnoN podria ser un mecanismo para explicar la resistencia a la
disminucion de crecimiento inducida por TGF-B en cancer esofagico (24), y

posiblemente en otros tipos de cancer.

Por otra parte también se ha observado la amplificacién del gen snoN en el cancer
esofagico, lo cual puede contribuir a los altos niveles de SnoN. Hasta ahora, no se
sabe como puede estar siendo regulado el promotor del gen sno en diversos tipos de

cancer.

1.4.2.2 SnoN en la regeneracion hepatica

Interesantemente, miembros de nuestro laboratorio, empleando un modelo de
proliferacion celular diferente al de cancer, que consiste en la regeneracion hepética,
han mostrado una regulacién de los niveles de Ski y SnoN principalmente durante la
fase de proliferacién celular, indicando que estas protooncoproteinas son capaces de
inhibir la actividad de las Smads en esta fase, con el objetivo de permitir la
proliferacién celular en el proceso de regeneracion del higado ante las sefales
antiproliferativas del TGF-f (17).
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1.4.2.3 SnoN en la fibrosis
Otro aspecto relevante, es el efecto profibrético del TGF-f que puede conducir a
distintas patologias, tales como alteraciones renales cronicas. Investigaciones actuales
muestran que la disminucién de los correpresores Ski y SnoN ocurre progresivamente
con el curso de algunos modelos de fibrosis renal, es decir, que inicialmente en un
rindn normal se encuentran niveles elevados de SnoN y Ski, los cuales son
marcadamente reducidos en el rinén en un estado fibrético inducido en ratén, lo que
indica que estos correpresores de las Smads antagonizan la accién del TGF-B1 y su
disminucién puede jugar un papel importante en la patogénesis de la fibrosis renal
cronica (25).

1.4.2.4 SnoN en la diferenciacién muscular
Se sabe que la sobreexpresion de SnoN conduce a la diferenciacion muscular de
células embrionarias de codorniz, ademas el ratén transgénico de SnoN conduce a
alteraciones en las fibras musculares tipo |, indicando la relevancia de SnoN en el
proceso de diferenciacion muscular (47). En nuestro laboratorio se ha observado, que
la expresion basal de SnoN es mayor en miotubos (células musculares diferenciadas)
que en mioblastos (células musculares no diferenciadas). Estos estudios indican que
SnoN al parecer se regula diferencialmente cuando la célula estd o no diferenciada.

1.4.3 Mecanismos de regulacion de la via del TGF-B por SnoN
Ski y SnoN son reguladores negativos de las sefales del TGF-B, ya que homo o
heterodimeros de éstos, pueden interactuar con las proteinas Smads y reprimir su
actividad transcripcional (15).

Se ha demostrado que SnoN es una proteina localizada en el citoplasma de tejidos
normales, asi como células no malignas, sin embargo en lineas celulares y tejidos
malignos, algunos autores muestran que es una proteina exclusivamente nuclear (14),
mientras que otros muestran ademas altos niveles de SnoN en el citosol bajo estas
condiciones (46). Es probable que en ciertos tipos de tumores haya un cambio en la
localizacion subcelular de SnoN predominantemente hacia el nacleo, o bien que SnoN
se encuentre tanto en citoplasma como nucleo, inhibiendo a las Smads en ambos

niveles.
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Los mecanismos que se han descrito, por los cuales SnoN inhiben las sefales del
TGF-p son:

a) Secuestro de proteinas Smads.
Se ha demostrado que SnoN puede asociarse con Smad4, Smad3 y Smad2, y se ha
propuesto que SnoN interfiere con la interaccion entre Smad4 y R-Smad como lo hace
Ski (5). Por otra parte, se ha reportado que la sobreexpresién de SnoN silvestre
mantiene su localizacién nuclear y no afecta la acumulacion de las proteinas Smads
en el nucleo, mientras que la sobreexpresién de la mutante de SnoN cuya secuencia
de localizacién nuclear fue deletada, permanece y retiene a las Smads en el
citoplasma en presencia del TGF-B. Lo anterior sugiere que SnoN es capaz de
secuestrar a dichas proteinas en el citoplasma y/o en el nucleo, con el objetivo de
impedir que los complejos activos de las proteinas Smad se unan a sus promotores

blancos y evitar la activacion de genes que responden al TGF-$ (Fig. 5).

b) SnoN como correpresor.
SnoN puede unirse a las Smads ya posicionadas en sus promotores blanco y reclutar
una serie de correpresores transcripcionales como N-CoR, mSin3A, HIPK2 y MeCP2,
que a su vez reclutan desacetilasas de histonas, con lo cual previene la unién de
coactivadores como p300/CBP y de esta forma reprimen la expresion de genes blanco
del TGF-B (5,8, 15,16). Este tipo de regulacion se ha descrito recientemente en

nuestro laboratorio para el gen de Smad7 (12,16) (Fig.5).
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Figura 5. Representacion de los mecanismos propuestos de regulacion de la

actividad de las Smads por SnoN.
SnoN puede unirse a las Smads y alejarlas de sus genes blanco, o bien asociarse con las

proteinas Smad posicionadas en los promotores de genes responsivos a TGF-p y reclutar
una maaquinaria represora para evitar la expresion de dichos genes.
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1.4.4 Regulacion de la expresion de SnoN

1.4.4.1 Regulacion de SnoN por TGF-
Como anteriormente se menciond, a pesar de que Ski y SnoN, muestran gran
semejanza estructural y funcional, existen diferencias importantes en la regulacion de
su expresion. A diferencia de Ski, SnoN es regulado a nivel de RNAm y proteina por el
TGF-B.

El gen snoN esta localizado en el cromosoma 3926, y se ha demostrado que posterior
a1 6 2 horas de estimulo con el TGF-B hay un incremento en los niveles de su RNAm.
Sin embargo hasta hace poco tiempo nada se sabia acerca de su regulacion
transcripcional, lo cual justifica el objetivo de este trabajo.

El TGF-B regula ademas los niveles de proteina de SnoN, debido a que induce la
degradaciéon de SnoN via el sistema ubiquitina-proteosoma, a través de la directa
interaccién de SnoN con las proteinas R-Smads activadas, que sirven de adaptadores
para las ligasas de ubiquitina APC y Smurf2, y recientemente se ha reportado para la
ligasa de ubiquitina Arkadia (fig.6).

Para la ubiquitinacion y degradacion de SnoN en respuesta a TGF-$3, se requieren al
menos tres regiones de esta proteina:

e Dominios de uni6on a Smad2/3

¢ Residuos de lisina que son ubiquitinados

e (Caja D que es blanco de CDH1-APC

Mutaciones de cualquiera de estas regiones bloquea la degradacion de SnoN,
inducida por TGF-B.

El dominio MH2 de las R-Smad pueden asociarse con la region N-terminal de SnoN, y
al mismo tiempo puede asociarse mediante su motivo PY con el dominio WW de
Smurf2. De esta forma Smad2 recluta a Smurf2 a SnoN, permitiendo que el dominio
HECT de Smurf2 ubiquitine la regién C-terminal de SnoN para su subsiguiente
degradacioén. La caja D (caja de destruccién) es reconocida por CDH1-APC y esta
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interaccion es favorecida por Smad3 o Smad2. El dominio MH2 de R-Smads se ha
encontrado que interacciona con los componentes de APC, Cdc27 y Cdc16.

SnoN es un importante regulador de las senales del TGF-f que funciona para
mantener el estado de represion de genes blanco en la ausencia del ligando y en el
control por retroalimentacién negativa de la sefal del TGF-B. La degradacién de SnoN
inducida por TGF-B es un paso trascendental inicial para la activacion de la senal.
Recientemente se ha demostrado que la estabilidad de SnoN es regulada por la
fosforilacién llevada a cabo por la proteina cinasa TAK1, la cual se une y fosforila a
SnoN. Al inactivar TAK1 se evita la degradacion de SnoN inducida por TGF-$, lo cual
afecta la induccién de genes blanco de las Smads (46). La fosforilacién de SnoN es
una modificacion postraduccional llevada a cabo por TAK1, al parecer necesaria para
mediar su degradacién en respuesta al estimulo de TGF-B, para permitir la expresion

de genes responsivos a esta citocina (46).

1.4.4.2 Otros mecanismos de regulacion de SnoN
SnoN es un gen blanco del TGF-f (50) y recientemente se ha mostrado que también lo
es del factor de crecimiento de hepatocitos (HGF). La citocina antifibrética HGF, que
antagoniza la accién del TGF-p1, induce la expresion del RNAm y de la proteina del
correpresor transcripcional SnoN en células HKC, pero no de otros correpresores
incluyendo a Ski, lo cual podria contribuir a abatir la accion profibrética del TGF-31
(22).

Otros estudios sugieren que el gen snoN es un gen blanco de EVI1 (la proteina
asociada a la leucemia), la cual podria jugar un papel critico en la transformacion
inducida por EVI1. Ademas es posible que EVI1 inhiba la senal del TGF-p a través de
un incremento en la expresion de Ski y SnoN, aunque esto no ha sido completamente
demostrado (23).

Por otra parte, en nuestro laboratorio se ha demostrado que la anisomicina, un
inhibidor de la sintesis de proteinas y potente activador de las vias de MAPKs, es
capaz de inducir la degradacibn de ambos correpresores por un mecanismo
independiente de Smads, de la activacion de MAPKs y de la inhibicidén de la sintesis
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de proteinas. Un punto relevante al respecto, es que esto sugiere que existen
mecanismos alternos que pueden regular los niveles de las proteinas Ski y SnoN, y
que son independientes de la via del TGF-B (12). Aunado a lo anterior, cabe recalcar
la importancia que tiene la degradacion de SnoN, ya que este evento es el primer paso
para la expresion de genes blanco de Smads y en algunos tipos de cancer existe una
resistencia a la degradacion de dicho correpresor.
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Figura 6. Regulacion de la expresion de SnoN por TGF-p.

SnoN mantiene reprimidos genes blanco de las Smads en estado basal. A) TGF- induce la

degradacion de SnoN para mediar la expresion de sus genes blanco via el sistema ubiquitina-

proteosoma mediante la union de Smads fosforiladas que sirven de reclutadoras y adaptadoras
para las ligasas de ubiquitina APC, Smurf y Arkadia. B) Para reprimir nuevamente a los genes

blancos de las Smads y regresarlo a un estado basal, el TGF-f induce la expresion de SnoN,

con lo cual se incrementan los niveles de RNAm y proteina de SnoN, para que medie la

represion de dichos genes.
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1.4.5 Regulacion de la via del TGF-p por SnoN

En nuestro laboratorio se comprobd que el TGF-B induce la expresién del RNAm de
snoN, ademas de demostrarse la regulacion por TGF-f de los niveles de la proteina
SnoN en una manera dependiente del tiempo (6, 50). De esta forma, se sabe, que
SnoN funciona para mantener un estado de represion de genes blanco del TGF-$ en
ausencia del ligando, pero que en presencia de éste ocurre una rapida degradacion de
SnoN via el sistema ubiquitina-proteosoma, mediada por la unién de Smad3 o Smad2
activadas.

La degradaciéon de SnoN permite a las Smads activar la transcripcion de genes de
respuesta a TGF-B. Ademas, se ha visto que a tiempos largos (1 h o mas), el TGF-$
induce un incremento del RNAm y de la proteina SnoN, con el objetivo de apagar la

sefal del TGF-f3 como una asa de retroalimentacion negativa (4, 7).

Al respecto, smad7, es un gen blanco del TGF- y en el laboratorio se demostré en
células HepG2 y A549, éste gen es reprimido por SnoN y Ski en el estado basal, por la
interaccién de estos correpresores con Smad4 y su uniéon a dicho promotor. Sin
embargo, tras el estimulo de TGF-B, la degradacién de Ski y SnoN, causa una
disminucién de los niveles de estas proteinas, lo que permite la expresién de Smad?7,
para que posteriormente a 2 horas del estimulo, la induccién de SnoN por TGF-p
permita el incremento del RNAm y de la proteina SnoN, que entonces reprimira la
expresion del gen de smad7 para regresarlo nuevamente a su estado basal (Figura 6 y
7). Es probable que esto conduzca a mantener bajos niveles de Smad7 con lo cual se
facilite la propagacion de la sefial del TGF-p (4). Este es un ejemplo de la importancia
de la regulacion de la expresién de SnoN por el TGF-B, que repercute en el control que
el correpresor SnoN tiene sobre la via del TGF-$ para regular la expresion de genes

blanco de las Smads, tales como el gen de smad?.
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Figura 7. Regulacion de la via del TGF-S por SnoN

La expresion de Smad7 en estado basal es reprimida por SnoN, tras el estimulo de TGF-£ se media la
degradacion de SnoN y la activacion del gen smad7. A las dos horas del estimulo del TGF-S se
incrementan los niveles de RNAm y proteina de SnoN. SnoN reprime la expresion de smad7. Este
mecanismo puede llevarse a cabo para otros genes blanco de SnoN y las Smads.
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2. ANTECEDENTES

En nuestro laboratorio y en otros, se ha investigado el control que puede ejercer el
TGF-B sobre la expresién de snoN a nivel de RNAm y de proteina. El efecto del TGF-8
sobre la expresion de snoN hace posible que se regule dicha senal mediante
retroalimentacién negativa. Ante estas circunstancias un hecho importante es conocer
como el TGF-B regula la expresion de snoN a nivel transcripcional, siendo un punto

clave el analizar y caracterizar al promotor de este gen.

En nuestro laboratorio se comenz6 a analizar la secuencia promotora del gen snoN en
raton, sin embargo a finales del 2005, fue reportada la clonacién del promotor del gen
snoN de ratén, por Luo y cols (1). A pesar de ello, no reportan la secuencia promotora
de snoN, pero senalan la presencia de una zona de respuesta al TGF- comprendida en
la regiébn promotora de aproximadamente 400 bp. Los ensayos de footprinting que
realizaron muestran que las proteinas Smad se unen al promotor de sno, en 4
secuencias especificas que denotaron como SBE1, 2, 3 y 4. Por otro lado, a través de
geles de retardo (EMSASs), se observé que mutaciones especificas en estas secuencias
SBE, sitios consenso de unién a Smads, afectan la interaccion de las Smads con el

promotor.
Secuencia 5-3°
SBE1 atcctGTCTgagccgggcaccgcAGACagcegcecgt 35
SBE2 ccagccgceccAGACggegeGCCggag 25
SBE3 ccacaataggcCAGAcggcgegegceg 26
SBE4 cggccggAGACQggegGeggeGTCTgeggga 30

Tabla 2. SBEs detectados en la zona de respuesta al TGF-f del promotor de snoN de
ratén.La tabla muestra las secuencias de los oligonucledtidos disefiados con base en la
secuencia promotora de snoN de raton por Luo y cols, para los EMSA realizados. En
mayusculas se muestras las bases mutadas que afectaron la union de las Smads. Estas
son las unicas secuencias reportadas en relacion al promotor de snoN.

Por medio de estudios con genes reporteros, se observa que mutaciones
independientes en cualquiera de los SBE no influye considerablemente en la actividad
promotora, mientras que si los cuatro SBE son mutados se abate significativamente
dicha actividad. Otro dato interesante que arroj6 este estudio, fue que Smad2 y Smad3
juegan papeles diferentes en la regulacion del gen snoN. Por su parte, Smad2 se une a
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los SBEs, para inducir la expresion de SnoN, pero no asi Smad3. Al parecer snoN es un
gen blanco del TGF-B cuya induccién es dependiente exclusivamente de Smad2/4,
mientras que Smad3/4 se une a una secuencia de DNA diferente a SBE, denominada
SIE (elemento inhibitorio de Smad), causando un efecto inhibitorio sobre la activacion de

la expresion del gen snoN (1) (fig.8).

e Y N
SBE SIE
400 kb 400 kb
- A J
| 11 |
| T Tl |
12 3 4
kb -4.8 -2.8 -2.4 -2.0 +1

Promotor de snoN \—V Transcrito

Fig. 8 Representacion del promotor de snoN de raton, realizada con base en lo descrito por
Luo y cols 2005

Esta accién opuesta entre algunas R-Smads, es un hecho interesante, ya que en pocos
casos se ha reportado, como por ejemplo en el gen goosecoid murino que se expresa
durante la embriogénesis y que también muestra una regulacién diferente por las R-
Smads. Smad3 compite con Smad4 por la unién a la misma secuencia en el promotor
de goosecoidy previene la union al DNA del complejo Smad2/4 y de otros coactivadores
como FAST2 (26).

Es importante mencionar que pocos articulos han reportado la presencia de SIE o TIE
en los promotores de genes blanco del TGF-f y en algunos de éstos al parecer la union
de Smad3 es importante. Por lo tanto, es probable que Smad3/4 pueda cumplir una
funcién de regulador negativo y que esta accidén pueda verse alterada como resultado
de mutaciones en Smad4, lo cual afectaria la oligomerizacién con Smad3, y ademas
podria ocurrir en diferentes tipos de cancer en donde se han reportado mutaciones en
Smad4 (1, 4, 7, 26). Sin embargo, hacen falta més estudios al respecto.
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SB.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

SnoN es un importante regulador de las sefiales del TGF-. Para cumplir con su funcién,
la expresién de SnoN es regulada por TGF-B a nivel de RNAm y de proteina. SnoN
mantiene reprimidos a genes blanco de las Smad en ausencia del ligando, pero TGF-$
induce la degradacion de SnoN unos minutos después de la estimulacion e induce un
incremento en los niveles de su RNAm y de su proteina posterior a las dos horas del
estimulo, para detener la expresion de genes blanco del TGF-B y regresarlos a un
estado basal. De esta forma, SnoN participa en un asa de retroalimentacion negativa
para controlar dicha sefal (1, 6, 50).

TGF-p esta implicado en la regulacién de una serie de procesos celulares, en los cuales
la participacidon de los reguladores de dicha sefal, como Ski y SnoN, es transcendental.
El mantenimiento de los niveles de SnoN es primordial en la homeostasis celular y su
patrén de expresion parece ser caracteristico en distintos eventos fisiologicos y puede
encontrarse alterado (sobreexpresion o disminuciébn de sus niveles) en distintas
patologias. Es por ello que se ha descrito la participacién de SnoN en diversos eventos
celulares como la tumorigénesis, la regeneracion hepatica, la diferenciacion musculary ,
la fibrosis renal, entre otros (17, 25, 26, 45, 47).

Ante este panorama resulta interesante saber como el TGF-f modula la expresion del
gen snoN. Ademas, es significativo estudiar si su expresion es regulada de forma
independiente o dependiente de las Smads, y si a pesar del hecho de que es un
correpresor y responde al TGF-2, se regula como otros promotores tipicos de respuesta
a dicho factor. Recientemente se han reportado algunos aspectos relacionados con el
promotor de snoN de ratdn, sin embargo, es necesario hacer mas estudios al respecto
que confirmen tales resultados, pero ademas es fundamental comparar si esta misma
regulacion sobre la actividad promotora de snoN es igual entre el ratén y el humano, o
bien si existen diferencias que pudieran repercutir en la funcién de SnoN y en el control
sobre TGF-.

La caracterizacion del promotor de snoN permitira entender como esta siendo regulada
la expresion de SnoN en los diversos contextos celulares en los que hasta ahora se
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sabe esta involucrado, y reconocer si es posible que mediante su regulacién

transcripcional, se controlen algunas de sus acciones.
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4.HIPOTESIS

Si en la secuencia del promotor de snoN humano se identifican regiones como los SBEs
entonces el TGF-B podria regular positivamente la expresion del gen snoN humano de
forma dependiente del complejo activo de las Smads (S2/4), el cual se uniria a los SBEs
localizados en el promotor de dicho gen.

5.0BJETIVOS

Objetivo general
O Clonar y caracterizar la region del promotor del gen snoN humano que responde
al TGF-p.

Objetivos particulares

O Definir la secuencia promotora del gen snoN que contiene las regiones de
respuesta a TGF-p.

O Clonar la regién del promotor del gen snoN humano que responde al TGF-f y
generar un gen reportero en donde esta region promotora regule la expresién de
la luciferasa, para analizar la respuesta del promotor snoN humano al TGF-p.

O Establecer posibles sitios de union de factores de transcripcién potenciales para

regular la region del promotor del gen snoN humano que responde al TGF-.
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BIOINFORMATICA
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Bioinforméatica. Analisis de genomas y secuencias

El analisis por bioinforméatica consistio en la identificacion y ubicacion del gen snoN en el
genoma de raton, de rata y en el de humano, utilizando el software Genomatix. A partir
de estos resultados, fue posible la localizacién y obtencién de las secuencias del Gen
Bank correspondientes al cromosoma 3, en el cual se encuentra el gen snoN de ratén y
de humano y en el caso de la rata en el cromosoma 2. Para el raton se utilizo la
secuencia AC117590 y para el humano y la rata se emplearon las secuencias
AC073288/ NT_005212 y NW_047625, respectivamente. Posteriormente para delimitar
la zona de respuesta a TGF- se realizé un blast, con el software BLAST2 Sequences,
de las secuencias de las clonas mencionadas, y de cada una de las secuencias de los 4
SBEs detectados en la region de respuesta al TGF-f del promotor del gen de snoN de
raton reportadas por Luo y cols. De esta forma, se determiné si realmente los SBEs
reportados estan presentes en el promotor del gen snoN de ratdon y la presencia o
ausencia de éstos en el humano, asi como la semejanza y diferencias entre las
secuencias de las tres especies. La secuencia del promotor de Smad7, se obtuvo
directamente del Gen Bank: AF254791, AF167314, AF156727 para el raton, rata y

humano respectivamente.

Con estos resultados fue posible delimitar secuencias mas cortas de las regiones
promotoras de interés que presentan los SBEs para el raton y el humano, ya que son
las secuencias de interés en este trabajo por responder a TGF-B, y a partir de las
cuales, se realizo el analisis in silico de posibles factores transcripcionales que pudieran
estar involucrados en la interaccion de las Smads con el DNA. Para el analisis de
factores transcripcionales que se unen al promotor de los genes snoN y smad7, se
utilizaron los programas Genomatix, Consite, y ALGGEN (Algorithmics and Genetics

Group).

Ademas, se identificd el probable sitio de inicio de la transcripcion en el gen de snoN.
Para ello, se efectu6 un blast con la secuencia del gen que codifica para la proteina
SnoN obtenida del Gen Bank y la clona correspondiente. Para el humano se utilizo la
secuencia de RNAm U70730.1 y para el raton U10532.1. Con la misma finalidad, se
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utilizé también el programa DTSS HOME (Data base transcriptional start sites) y los

posibles sitios de inicio de la transcripcion fueron comparados.

Se realizo el analisis de restriccion, con lo que se escogieron las enzimas de restriccion
(ER) adecuadas para la clonacion de dicho promotor y para la comprobacion de los
fragmentos esperados de PCR. Ademas, con base en dichas secuencias que contienen
a los SBEs, fue posible el disefio de oligonucleétidos especificos para el PCR. El
analisis de restriccion se llevé a cabo con el programa WATCUT, y finalmente los
oligonucleotidos disefiados fueron analizados por el software DNAMAN, determinando la

Tm, la formacion de hairpin, el %GC y la longitud de los oligonucleétidos.

6.2 Disefio de oligonucledtidos especificos

Los oligonucléotidos para la amplificacion de los fragmentos de interés del promotor
snoN (de 400 y 770 bp para el raton y de 430y 670 bp para el humano) por PCR, fueron
disefiados con base en la secuencia del promotor del gen de snoN que contiene los 4
SBEs, extraida del analisis de bioinformatica llevado a cabo. Todos los oligonucleoétidos
contienen el sitio de restriccion para la enzima Kpnl en el extremo 5, y para la enzima
Sacl en el extremo 3’, cuyos sitios de restriccion estan también presentes en el sitio de
multiclonacién del vector pGL3-Basic. De esta forma, el sitio de restriccion para dichas
enzimas se adiciond a los oligonucleotidos con el proposito de que sirvan para la
clonacion posterior del producto de amplificacion. Para la amplificacion del promotor de
smad7 se utilizaron los oligonucleétidos S7 sense y antisense, que no tenian ningan

sitio de restriccién integrado.

6.3 Extraccién de DNA gendmico
En general, para el desarrollo experimental de este proyecto se emplearon reactivos de
la compafia Sigma-Aldrich (se especifica qué proveedor en caso contrario). La

preparacion de las soluciones empleadas se anexa en el apéndice.

La extraccion de DNA gendmico se efectud con solventes organicos mediante la técnica
fenol-cloroformo modificada (30, 31), a partir de higado en el caso de ratén y de sangre
total para el humano. En el caso del ratén, se extrajo el higado, se peso6 y se agregaron
diez volimenes de amortiguador de lisis por cada gramo de tejido. Se incub6 en

agitacion 2 horas a 37 °C. Se adicion06 proteinasa K a una concentracion final de 100
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ug/ml y se incubé 2 horas a 50 °C en agitacion. Se adicioné un volumen de
Fenol/Cloroformo/Alcohol Isoamilico (Invitrogen) y se mezclé por 5 minutos, y a
continuacion se centrifugé a 6000 xg a temperatura ambiente por 15 minutos para
obtener la fase acuosa, y luego se repitié el procedimiento dos veces mas. Se agrego al
sobrenadante final, 0.1 volumen de acetato de sodio 3 M y 2 volumenes de etanol al
100%, y se dej6é reposar a temperatura ambiente 30 minutos. Se obtuvo el DNA y se
enjuagdé con 4 ml de etanol al 70%. El DNA se resuspendié en amortiguador TE y se

determind su concentracion y pureza.

En el caso del humano, la sangre obtenida se mezclé con 3.5 mL de anticoagulante
(ACD) y se centrifug6 15 minutos a 4 °C. Se obtuvo con cuidado la capa de leucocitos y
se transfirid a un tubo para repetir la centrifugacion bajo las mismas condiciones. El
sobrenadante se resuspendio en 15 mL de amortiguador de lisis y se incubo6 1 hora a 37
°C. Los pasos subsiguientes corresponden a los ya descritos para la extraccion del DNA
de raton (30, 31).

6.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las diferentes PCRs se realizaron empleando como cebadores a los oligonucleétidos
disefiados. Se utilizd 1 ug de DNA gendmico por reaccion. Se uso el Kit Master mix Taq
PCR (Qiagen) para amplificar el gen de smad7 y para amplificar el gen snoN murino y
humano se utilizé el kit AccuPrime GC-Rich DNA pol (Invitrogen). El perfil de PCR para
cada par de oligonuclebtidos fue estandarizado para definir condiciones de

amplificacion. El programa empleado se muestra en la tabla 3.

PCR smad7 snoN ratén snoN humano/ ratén snoN humano
Ciclos 400 bp (670/770) 430 bp
1 5 minutos 95°C 5 minutos 95°C 5 minutos 95°C 5 minutos 95°C
1 minuto 95°C | 30 segundos 95°C 30 segundos 95°C 30 segundos 95°C
30 1 minuto 65°C | 30 segundos 58°C 30 segundos 65°C 30 segundos 63.5°C
1 minuto 75°C 1 minuto 75°C 1 minuto 75°C 1 minuto 75°C
1 5 minutos 75°C 5 minutos 75°C 5 minutos 75°C 5 minutos 75°C
Fin de la 4°C 4°C 4°C 4°C
reaccion

Tabla 3. Programa utilizado para la amplificacion del promotor de smad7 y snoN.
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Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1.5 o0 2 %, y se aislaron y
purificaron mediante el método de QIAquick Gel Extraction (Qiagen). Este método
consiste en fundir el pedazo de gel de agarosa que contiene el fragmento de interés y
mediante una columna que contiene una resina con alta afinidad por el DNA, este acido
nucléico se purifica de la agarosa y otras impurezas, al ser retenido por la columna y

finalmente eluido para su purificacion.

6.5 Clonacién de los promotores del gen smad7 y del gen snoN

El vector de clonacion utilizado fue pGL3-Basic (Promega). Este vector se eligio porque
esta disefiado para el andlisis cuantitativo de los factores que regulan la expresion
génica en los mamiferos, como son los promotores. El vector pGL3-Basic carece de una
region promotora eucariota y de cualquier otra secuencia amplificadora, por lo que es
posible clonar secuencias reguladoras de la transcripcion hipotéticas. Este vector
contiene el gen de resistencia a amplicilina, y una secuencia modificada de cDNA del
gen de la luciferasa de Photinus pyralis denominada Luc®. También contiene un sitio de
multiclonacién con sitios para las enzimas de restriccion Kpnl, Sac |, Mlu I, Nhe I, Sma |,
Xho I, Bgl Il'y Hind Il (Fig. 9).

Figura 9. Mapa del vector pGL3-Basic

Con este plasmido se transformd, la cepa DH5a de bacterias competentes de E. coli
(Invitrogen). En condiciones de esterilidad se colocaron en un tubo eppendorf 20 ul de

células competentes DH5a de E. coli y 1 ul del pldsmido pGL3-Basic (Promega). Se

32



llevo a cabo el choque térmico, que consistio en la incubacion de 25 segundos a 37 °C,
seguido de otra incubacién de 2 minutos a 4 °C. Se agregaron 500 ul de medio LB y
después de mezclar se efectud la ultima incubacién de 30 minutos a 37 °C. Las
muestras se centrifugaron a 13K rpm 3 minutos. El sobrenadante se eliminé dejando
aproximadamente 100 pl, con los cuales se resuspendio la pastilla y posteriormente se
sembraron en cajas petri con medio agar LB/amplicilina. Las cajas se incubaron a 37 °C
por 24 horas. Se eligié una de las colonias obtenidas, la cual se inoculé en 150 mL de
medio LB/ amplicilina a una concentracién de 200 ug/ml y se dej6é en agitacion toda la
noche a 37 °C. La purificacion de DNA plasmidico se hizo a través del Plasmid Mini Kit
(Qiagen). El vector pGL3-Basic obtenido fue linearizado con las enzimas de restriccion
correspondientes para la clonacién y posteriormente desfosforilado con la fosfatasa

alcalina (Roche) para clonar los productos de PCR.

6.5.1 Clonacién del promotor de smad7 humano

La region promotora del gen smad7 humano que presenta un SBE obtenida por PCR ya
purificada, se clond directamente en el plasmido pCR4 (Topo-cloning TA), de acuerdo
con la metodologia que recomienda el proveedor. El plasmido resultante se denominé
pPpCR4-TOPO-smad7, el cual se sometié a digestion con la enzima de restriccion EcoRl,
para la liberacion del inserto, el cual se subclon6 en el vector pcDNA3 y se nombro
pcDNA-smad7, para posteriormente efectuar su digestion con las enzimas de restriccion
Kpnl y Xhol, para liberar el inserto de interés. Dichas enzimas se utilizaron para la
digestion del vector pGL3-Basic, que enseguida fue desfosforilado. De esta forma el
inserto de smad7 proveniente de las subclonaciones descritas se ligd finalmente en
pGL3-Basic digerido con Kpnl y Xhol para obtener el gen reportero pGL3-smad7 (Fig.
10).

6.5.2 Clonacién del promotor del gen snoN de ratén y de humano

Dado que los oligonucleotidos disefiados para la amplificacion de snoN tenian integrado
el sitio de reconocimiento para las enzimas de restriccion Kpnl y Sacl, se efectuaron
digestiones del producto de PCR purificado y del vector pGL3-Basic con estas enzimas.
Los productos de la digestion se purificaron y ligaron con T4 ligasa al igual que los casos
anteriores. De esta manera se obtuvo el gen reportero pGL3-SnoN (Fig. 10).
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Figura 10. Representacidn de la estrategia efectuada para clonar al promotor de smad7

(A) y de snoN (B), en el gen reportero pGL3-basic.
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6.6 Lineas celulares

Se utilizaron las células A549 (adenocarcinoma de pulmoén humano), las HepG2
(hepatoma de humano) y las Hek293T (linea celular de rindbn embrionario humano). Las
células A549 se cultivaron en medio F12-Ham’s (Gibco BRL) y las HepG2 y HEK293T
en DMEM (Gibco BRL). En todos los casos el medio se complementd con 10% suero
bovino fetal (Multicell, Wisent), 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina, y
las células se cultivaron en una atmodsfera de CO, al 5% a 37°C. Las células se
ayunaron 2 horas o una noche previa con 0.2% de suero fetal bovino, con el objetivo de
evitar que se enmascare el efecto de TGF-$ por los factores de crecimiento del suero.
La concentracion utilizada de TGF-B fue de 200-300 pM (0.2-0.3nM), excepto en
experimentos de inmunoprecipitacion de cromatina donde se utilizé6 una concentracion
de 0.5 nM.

6.7 Ensayo de Luciferasa

Para el ensayo de luciferasa, las células A549 y HepG2 fueron transfectadas
transitoriamente usando lipofectamina (Invitrogen) y por el método de fosfato de calcio
respectivamente. Los plasmidos transfectados incluyen a los genes reporteros de la
luciferasa, uno bajo el control de una region del promotor de smad7 que contiene al SBE
de 132 bp, y otro con una regiéon del promotor de snoN de 400 y 770 bp que contiene
cuatro SBEs en el caso del raton y de 430 y 670 bp para el humano, clonados para el
desarrollo de este trabajo. Para estos ensayos, las células se cotransfectaron con los
plasmidos que contenian al gen de la pB-galactosidasa bajo el promotor CMV (pCMV-

Bgal) que sirvié para normalizar la actividad de luciferasa.

6.8 Inmunoprecipitacion de Cromatina

Preparacion de la cromatina

La inmunoprecipitaciéon de cromatina (ChlP) se realizé con las células A549 a un 70 %
de confluencia y en ayuno desde una noche previa al experimento. Las células fueron
tratadas con formaldehido 11 % a 37 °C por 20 min, con el fin de entrecruzar a las
proteinas con el DNA. La reaccién se detuvo con la adicion de glicina 0.2 M dejando las
células en hielo durante 5 min. Las células se recolectaron y lavaron en PBS y se
centrifugaron a 2000 rpm. La extraccion de nucleos se efectud al resuspender la pastilla

de células con 5 ml de amortiguador de lisis incubando durante 10 min a 4 °C en

35



agitacion, centrifugando a continuacion a 2000 r.p.m. La pastilla obtenida se agitdo 10
min a 4 °C y se resuspendié en 4 ml de amortiguador 2. La pastilla, conformada por los
nacleos de las células, se resuspendié con 3 ml de amortiguador 3. En el amortiguador 3
se sonic6 10 veces en hielo, con ciclos de 30 s de sonicacion y 1 min de descanso, con

una potencia del sonicador Fisher Sonic Dismembrator 300.

La cromatina obtenida se preincub6é con 30 ul de proteina G bloqueada previamente
como se indica en el apéndice, mezclandola toda la noche a 4 °C. Al otro dia se
centrifugd a 13,200 rpm, y se transfirié el sobrenadante (cromatina “limpia”) a un tubo

nuevo, y después se guardo a —70 °C, o se continuo con el protocolo.

Inmunoprecipitacién de cromatina

Con la cromatina “limpia” se realizdé la inmunoprecipitacion de proteinas de interés,
utilizando 250 ul de cromatina, 250 ul de amortiguador de precipitacion y 5 ul del
anticuerpo correspondiente. Se reservaron 100 ul de cromatina en un tubo adicional por
cada condicion experimental, para cuantificar la cantidad inicial de cromatina (input).
Esta mezcla se incub6 toda la noche a 4 ° C en agitacion, al dia siguiente se agregaron

20 pl de proteina G y se incub6 a 4 °C durante 3 h en agitacion.

Las muestras se centrifugaron a 13,200 r.p.m por 10 s, se elimin6 el sobrenadante y se
agrego el amortiguador de lavado, lavando las perlas 7 veces. La pastilla de proteina G
se resuspendio en 100 ul de TE y se agrego también 1 ul de RNasa, 5 ul de SDS 10 %
y 1 ul de proteinasa K a 20 mg/ml. Las muestras se incubaron a 55 °C por 3 h, después

se cambio a 65 °C y se incubd toda la noche.

Recuperacion del DNA

Las muestras se centrifugaron 5 s a 15 000 r.p.m. y se recupera el sobrenadante, al
cual se afadio 1 vol de fenol-cloroformo-isoamilico y se agité por 10 s, y se centrifugo a
13,200 r.p.m. a temperatura ambiente por 5 min. La fase acuosa se trat6 agregando 1
volumen de cloroformo y nuevamente se centrifugaron a 13 200 r.p.m. a temperatura
ambiente por 5 min. La capa acuosa obtenida se recuperé y se precicité con 1/10 de

volumen de acetato de sodio 3 M pH 5.2, y 2.5 volumenes de etanol absoluto a -70°C

36



por 30 min. La pastilla de DNA se resuspendio en 20 ul de H,0 y se guardé a —20 °C,

hasta su uso.

PCR

Las muestras de DNA obtenidas se amplificaron con las condiciones antes descritas
para el promotor de snoN y smad7. Las muestras se corrieron en un gel nativo de
acrilamida al 6 %, y al finalizar la corrida se tifi6 con bromuro de etidio. Al gel se le tomo
una fotografia bajo luz ultravioleta, para identificar las bandas correspondientes al

producto de interés.
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7. RESULTADOS

7.1 Bioinformatica

7.1.1 Obtencion de las secuencias del promotor de snoN de humano y de ratdén que
responden al TGF-$

La caracterizacién del gen snoN se realiz6 empleando las secuencias del Gen Bank y el
programa Genomatix. Este analisis mostré que el gen snoN se localiza en el cromosoma

3 en el caso del humano y del ratén y en el cromosoma 2 para la rata.

Para delimitar la zona promotora del gen snoN de ratdén que contiene a los SBEs, se llevd
a cabo el alineamiento de cada SBE reportado con la clona AC117590 de ratén que
contiene la secuencia del cromosoma 3. Como se esperaba, se localizaron los 4 SBEs
reportados para el promotor del gen snoN de raton. Sin embargo es importante sefialar
gque aunque Luo denomind a cada una de estas regiones como “SBE”, en realidad estas
son regiones de respuesta a Smad y cada una de ellas presenta dos sitios consenso de
union a Smad, es decir 2 SBES, con excepcidn de la tercera secuencia que presenta 1
SBE. No obstante manejando su misma terminologia, en este trabajo se denominé a

cada una de estas secuencias como SBEs.

La region del promotor del gen snoN, que contiene los SBEs, obtenida del analisis
bioinformético para el raton y para el humano respectivamente se muestra en las figuras
11,12y 13.

Usando estas secuencias SBEs reportadas para el ratén, se efectuaron alineamientos
simples con las secuencias donde se localizaba el gen snoN de interés para el humano y
rata. Se realiz6 ademas el alineamiento multiple de las posibles secuencias promotoras
del gen snoN de raton, humano y rata. De esta manera fue posible delimitar la region
promotora del gen snoN de humano, ratén y rata responsiva a TGF-$ las cuales no han
sido reportadas. Este andlisis demostré por tanto que los SBE son secuencias altamente

conservadas en estas especies.

Las regiones promotoras obtenidas para cada especie, a través del reconocimiento de
SBEs muestran entre si una gran similitud. El SBE4 es igual para las tres especies,
mientras que el SBE2 es igual para raton y rata. Los SBE1 y 3 difieren en algunas bases
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como se observa en la tabla cuatro, estas diferencias se presentan en algunas bases que
no intervienen con el sitio consenso de unién a las Smads (SBEs). En seguida se
muestra la tabla comparativa de los SBEs de raton, rata y humano (Tabla 4).

Luo y cols, reportan una region de 400 bp que contiene a los SBEs. Los analisis que
nosotros hemos llevado a cabo sefialan que el fragmento que contiene a los SBEs
reportados corresponde a una region de 340, 349 y 325 bp en el caso del ratén, la rata y
el humano respectivamente. Las posiciones de los SBEs en las secuencias promotoras
son similares para raton y rata, y diferente solo para el SBE3 del humano, el cual se
localiza aproximadamente 20 bp rio arriba de alineamiento multiple donde esta el SBE3
ratdn. Esto se debe a que la region que comprende a los SBE en el caso del humano es

menor (325 bp) que la de raton y de rata (340 bp).

Especie Secuencia 5-3 B %
H | atcctgtctgcgeccgggtgcaccgcagacagcgccg 36 | 92
% R | atcctgtctgcgeccggg--caccgcagacagtgecg 34 | 94
M | atcctGTCTgagccggg--caccgcAGACagcgccg 34 | 100
H | ccagcttcccagacggcgcgegggg 25 88
% R | ccagccgcccagacggecgecgecggg 25 | 100
M | ccagccgcccAGACggegeGCCggg 25 1100
H | ccacaataggccagacggcacgcgcg 26 | 96
g R | ccacaataggccagacggcgcgcgcg 26 | 100
M | ccacaatagggCAGAcggcgcgcgceg 26 | 100
H | cggcecggagacggeggeggegtetgecggga 30 | 100
% R | cggccggagacggcggeggcegtectgecggga 30 | 100
M | cggccggAGACggcgGeggcGTCTgeggga 30 | 100

Tabla 4. Comparacion de la secuencias SBEs de raton y de humano. La tabla muestra
las secuencias SBEs de raton (M), rata (R) y de humano (H). En amarillo se resalta a la(s) 5
base(s) diferentes en los SBEs entre ambas especies. # indica el nUmero de bases de cada
SBE. "%” es el porcentaje de similitud entre ambas secuencias SBEs que como se observa 1
es de 88-100%. En mayuscula se muestran las bases mutadas por Luo, que afectan la union
de Smads a SBEs en geles de retardo (EMSA). Las diferencias entre los SBEs de estas dos
especies son minimas, y estan presentes en zonas que aparentemente no interaccionan con
las Smads. Luo, defini6 a estas regiones como SBE1,2,3,4 pero en cada una de estas
regiones presenta 2 sitios consenso SBEs, excepto la region 3 que solo presenta 1 SBE
(mayusculas azules).
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Figura 11. Comparacién del promotor del gen snoN de raton y de humano. Existe una alta
similitud entre ambos promotores y los SBEs se encuentran altamente conservados entre estas
especies. Hay 4 SBEs para el ratén (arriba) y el humano (abajo). El fragmento de la secuencia
que contiene a los SBEs es de aproximadamente 340 para el raton y 325 para el humano. La
distancia entre unay otra SBE es diferente entre ambas especies.

Mediante alineamientos de dos secuencias fue posible localizar al SIE reportado en el
promotor de snoN de ratdon, pero también en el caso del humano y rata, teniendo una

similitud de 93% y 100% respectivamente.
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Especie Secuencia 57 -37 0%
w M | CGA CGG CGACGG CGACGG 18 | 93%
2z H | CGA G CGG CGACGG CGGCGG 19

Figura 12. Localizacion del SIE en el promotor de snoN de raton y su similitud en el
humano
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Figura 13. Alineamiento multiple de la secuencia delimitada de la clona AC_117590,
NW_047625 y AC073288 para el ratdn, larata y el humano respectivamente a partir de
las SBEs reportadas. En rojo se muestra la region de respuesta al TGF-£ para el raton por
contener a los SBEs reportados. En azul se muestra la localizacion del SBE3 para el
humano, el cual es similar al SBE3 de raton y de rata, pero no se localiza en la misma
posicién. En distintos tonos verde se muestra el SIE. En amarillo y en gris se muestran las

Se utilizO como control positivo para una serie de experimentos que se muestran a
continuacion al promotor del gen smad7, el cual es otro gen blanco del TGF-B, que
presenta un SBE perfecto en su region promotora. En la figura 14 se muestra un
alineamiento multiple de 132 bp del promotor de smad7 de raton, rata y humano, en el

gue se observa su similitud y la conservacion del SBE entre estas especies.

RATON TAGAAACCCGATCTGTTGTTTGCGAAACACAATCGCTTTTTTTTTTTTT--AAAGCGACA 58
HUMANO TAGAAACCCGATCTGTTGTTTGCGAAACACAATCGCTTTTTTTTTTTTTTTAAAGCGACA 60
RATA TAGAAACCCGATCTGTTGTTTGCGAAACACAATCGCTTTTTTTTTTTT---AAAGCGACA 57
RATON GGGTGTCTAGACGGCCACGTGACGAGGCCGGAGCCGGGCGCGC-ACTGCGCAGTGGAACC 117
HUMANO GGGTGTCTAGACGGCCACGTGACGAGGCCGGAGCCGGGCGCGCCACTGCGCAGTGGAACC 120
RATA GGGTGTCTAGACGGCCACGTGACGAGGCCGGAGCCGGGCGCGCCACTGCGCAGTGGAACC 117
EAAEAXEAAXEAAXAAXAEAAXAAXAXAEAAXAAXAXAAXAAXAAAXAAAXAAXAXAAXAX KA XAAAXAAAXxALAhhAixhx
RATON AGCCGAGCAGAGG 130
HUMANO AGCCGAGCAGAGG 133
RATA AGCCGAGCGGAGG 130
*AhIkIhdhkidk Fhkkik

Figura 14. Regién promotora del gen smad7 de 132 bp.

Este promotor se utilizo como control positivo por ser un gen blanco de Smads y por conocer
como se regula por TGF-4. En este alineamiento se observa la conservacién de la secuencia
promotora entre las distintas especies.

7.1.2 Anadlisis de restriccion

Mediante el analisis de restriccion de las regiones promotoras se eligieron las enzimas de
restriccion Kpnl y Sacl para ser utilizadas en la clonacién del promotor snoN, para no
cortar la region que contiene a los SBEs y para tener un sitio de corte en la zona de
multiclonaciéon del plasmido pGL3-Basic que se utilizara como vector de clonacion.
También se seleccionaron diferentes enzimas de restriccion (tanto para el ratbn como
para el humano) capaces de cortar la secuencia que contiene a los SBEs, para emplearla
en ensayos de digestion de los posibles fragmentos de interés que se obtengan, y con el
fin de demostrar que es el fragmento buscado a través de los fragmentos generados de
la digestion, asi como para descartar que se trate de otro fragmento aparentemente del

mismo tamano.



7.1.3 Disefio de oligonucleotidos

Con base en la secuencia del promotor snoN de humano y de ratén, obtenida como se

describié anteriormente, se diseflaron oligonucledtidos sintéticos para la region que

comprende a los SBEs (Fig 15 y tabla 5).
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Figura 15. Esquema de los diferentes pares de oligonucledtidos empleados para

amplificar la region de interés del promotor snoN que contiene a los SBEs. En la parte
superior se indica el par de oligonucleotidos y en la parte inferior el producto de PCR esperado
correspondiente a cada par.

Nombre Secuencia 5"-3° Tamafio | Tm Producto
esperado
R | FW ATAGGTACCTGGGGCCGAGGGAACAT 26 57 400 bp
REV ATAGAGCTCACGTCACTGGCGGAGACA 27 55
H | SBEhi CGCGGTACCGCGGTGAGGGTGGGGTG 26 59 400 bp
SBEhf CGCGAGCTCACGTCACTGCGGAGACA 26 55
Hfw CGGCGGGGTACCTGGGGACTAGAGGAAGGAA 31 62 670 bp
Hrev GGGGAGCTCTCGACGAGCTTTGTGAATTCC 30 63
H/ | S7 sense CCTCTGCTCGGCTGGTTCCAC 21 62 132 bp
R | S7 antisense | TAGAAACCCGATCTGTTGTTTGCG 24 64

Tabla 5. Oligonucledétidos sintéticos. Secuencias de los oligonucleétidos disefiados para
amplificar la region de SBEs del promotor del gen snoN de ratén y de humano. Algunos pares
de oligonucleédtidos se disefiaron con el sitio de restriccion para las enzimas Kpnl y Sacl
integrado, en los cuales se muestra en naranja la secuencia de reconocimiento para la
enzima de restriccion Kpnl y en azul para Sacl. En verde se muestran las bases adicionadas
para facilitar el ensamble de la Taqg polimerasa durante la amplificacién del DNA. En gris claro
se muestran las condiciones de Tm de la secuencia del oligonucleétido. Consideraciones:
Sitios de reconocimiento para ER (enzima de restriccion): Kpnl= GGTACC. Sacl= GAGCTC.
Se muestran ademas los oligonucleotidos utilizados para la amplificacion del promotor del
gen Smad?7, utilizado como un control positivo, los cuales sirven para la amplificacion para el
promotor tanto de humano como de raton.



7.1.4 Andlisis de factores transcripcionales

El andlisis de factores transcripcionales (FT), se realiz6 mediante el programa ALGGEN-

PROMO, el cual predice qué factores pueden unirse al DNA, de acuerdo con la similitud

gue presenta la secuencia problema con la secuencia consenso para un FT determinado.

Para validar el empleo del programa ALGGEN-PROMO, inicialmente se buscaron los 4

SBEs reportados (1). El programa identifico los SBEs reportados para ratdn con una

similitud del 95-80% con el sitio consenso, y se pronostico la unién de Smad3 y Smad4
en dichos SBEs (Fig 16).

ANALISIS FACTORES TRANSCRIPCIONALES: Smad 3 / 4 en promotor snoN raton y humano

-

Sec consenso

tgtctgegee
accgcagaca
ttcccagacg
aggccagacg
cgtctgcggg
tgtgtgtcte
tgtctcegea
ctgtctgegee
accgcagacag
aggccagacgg

%
Consenso
95.0

95.3
79.8
81.7
79.6
84.2
79.4
90.3

90.6
80.8

Posicion | Sec consenso %
Consenso
55-64 tgtctgagce 94.9
69-78 accgcagaca 95.3
™
5 | 94-103 | cgcecagacy 79.0 1 tgagcgactc gaggaaggaa ggagggcggc gggggtgggg ccgagggaac atcctgtctg
g 253-262 | aggccagacg 81.7 61 agccgggcac cgcagacagc gccgtgcgec agecgeccag acggegegec gggccageag
o | 282-291 | tggctggege 82.0 121 cgeggggtac gcgcgaggyy ggcgggggag cgggageacy cgegtgegey gecgaggege
181 caggcgegeg ccceggtegg ggetggggac gegegegeag cctgecagtgt geageccgec
379-388 | cgtctgcggg 79.6
241 gggagccaca ataggcecaga cggegegege geccgagggg ctggetggeg cggggecgey
395-404 | _ tgtctecgea 79.4 301 cggcgeeget ggettegtte cctcecctee ccegeccgee gecctegetg teeccecggge
< 54-64 ctgtctgagcec 88.2 361 ggccggagac ggeggeggeg tetgegggaa gecgtgtcte cgcagtgacyg tgggcgggec
T | _69-79 | accgcagacag 90.8
UE) 253-263 | aggccagacgg 80.8
281-291 | ctggctggege 80.4
Posicion
5-14
21-30
o | 46-55
@
1 ATCCTGTCTG CGCCGGGTGC ACCGCAGACA GCGCCGCGCG CCAGCTTCCC AGACGGCGCG £ 149-458
61 CGGGGCCAGA AGCGCCGGGC GCGCGCCTGG GGGGAGGGGC ACGCGCGCGA GACGACGGGG 0 | 316-325
121 CCAGGGGGGC GCTCTGAGGA GCCACAATAG GCCAGACGGC ACGCGCGTCC ACGAGGGGGC 330-339
181 CGGGAGCCGC GAAGTGGCGG CGGCGGCGAC GACGCCGGCG GGCCCGCGCG CGCGGCGCCG 334-343
241 CCGCTGGCTC CGTTCCCTTC CCCTCCCCCT CCCCGCCGCC CTCGCTCTCC CCCGGGCGGC 4-14
301 CGGAGACGGC GGCGGCGTCT GCGGGAAGCT GTGTGTCTCC GCAGTGACGT GGGCGGGCCG <
361 AGGACTCGGT GACGTCAGAG GGC o 2131
(% 149-159
329-339

ctgtgtgtctc

83.1

Figura 16. Comparacién entre el andlisis bioinformatico de los SBEs en el promotor de
snoN de raton y de humano, usando el programa ALGGE-PROMO, y la evidencia
experimental. En verde se indica el andlisis del raton y en azul el de humano. En el caso
del raton se muestran en gris las secuencias SBEs reportandas por Luo y cols y en azul los
SBEs indicados por el programa. En la tabla correspondiente se indica la posicion,
secuencia y % de similitud de esa secuencia con el sitio consenso establecido para Smad3 y
Smad4. Para el humano, se comparan en gris los SBEs identificados mediante blast con los
SBEs de raton y en azul las secuencias consenso identificadas por el programa para la
unién de Smad3 y Smad4, como se indica en la tabla correspondiente.




Cabe reiterar que las Smads regulan la expresion de un gen positiva o hegativamente, a
través de su union con el DNA y de su interacciébn con otros reguladores de la
transcripcion como FT, coactivadores o corepresores. La combinacion de interacciones
entre las Smads y ciertos FTs da un mecanismo basico para la regulacion coordinada de
genes especificos. En el caso de snoN, que es un gen blanco del TGF-f, no se sabe que
FTs estan involucrados en el control de su expresion, es por ello la importancia de la

prediccién de los FTs implicados generada con este programa.

Algunos de los FTs determinados por ALGGEN-PROMO se muestran en la tabla 6. Estos
resultados se basan en la similitud mayor o igual al 90% de la secuencia problema con el

sitio consenso para los factores transcripcionales mostrados.

La mayoria de los factores transcripcionales mostrados (Tabla 6) han sido involucrados
en el control de la expresion de otros genes blanco del TGF-f mediante su asociacion
con las proteinas Smads o bien por participar en la regulacion de procesos de
proliferacion y diferenciacion celular, por lo que entonces podrian también participar en la
regulacion del gen snoN tanto de humano como de ratén, aunque esto debe ocurrir de

una forma dependiente del tipo y contexto celular.

Unidn de factores transcripcionales al promotor de SnoN de ratén y humano

Pax-1,2,5,6 Sp1,3 WT1 C/EBPa,B,8 YY1l
NF-kB Miogenina MyoD p53 AhR
RXR-B VDR STAT4A AP-2 ATF
Nkx2-1 GR o,B MF3 NF-1 E2F-1

Tabla 6. FT aue potencialmente podrian unirse al promotor de snoN de ratén v de humano

Comparaciéon de la unién de factores transcripcionales al promotor de snoN de

raton y de humano

Dado que la region promotora del gen snoN de raton y de humano son secuencias con
alta similitud en las zonas donde radican los SBEs (Fig 11y 13), en general, el programa
ALGGEN-PROMO pronostica sitios consenso para los mismos FTs (Fig 16), y s6lo en
algunos casos, se presentan diferencias entre el patréon de FTs potenciales de union al

promotor de snoN de ambas especies, principalmente en las secuencias entre los SBES,
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con lo que se comprueba que los SBEs son secuencias conservadas. Considerando lo
anterior, la figura 17 muestra los FTs que podrian unirse al promotor de snoN y que se
encuentran aledafios y/o sobrelapados con los SBEs. Se ha demostrado
experimentalmente para algunos de estos FT que interaccionan con las Smads y que
controlan la expresion de genes blanco del TGF-B, sin embargo otros de los FT

encontrados aun no han sido estudiados (Tabla 7).

FT con evidencia experimental FT sin evidencia experimental de
de interaccion con Smads interaccion con Smails
! Pax 1,2 56
WOR EZ2F1
pa3 STAT-4
Miogenina
Spl
CIEBP
Myl
MF-kappal

Tabla 7. Prediccion de FT que se unen al promotor de snoN de ratén y/o humano, cuyo sitio
de unién es cercano o esta sobrelapado con los SBEs.



Figura 17. Prediccion de FT que pueden potencialmente regular la expresién del gen snoN
de raton y de humano. Cada linea de color corresponde a un FT y se encuentra posicionada
debajo de la secuencia que reconoce. Dada la simitud entre el promotor de snoN de ambas
especies, la mayoria de los FT que se predicen son iguales en ambos casos.
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FTs que se predice se unen al promotor del gen snoN, y que ademas existe una

evidencia experimental de su interaccion con las Smads.

Dentro de los FTs que se ha probado que interactian con las Smads, y que se muestran
en la tabla 6, se tiene como ejemplo a YY1, que es capaz de reprimir la actividad
transcripcional de las Smads de una manera gen especifica, y que regula la

diferenciacion celular inducida por el TGF-f (31).

Por otro lado, la via de sefializacion de la vitamina D y el TGF-B se relacionan, ya que
sus mediadores transcripcionales: VDR (receptor de la vitamina D) y las Smads
respectivamente, requieren unirse a su sitio consenso en el DNA, los cuales se

encuentran cercanos en el promotor de snoN.

Algunos de estos FTs son clave en procesos cancerigenos como es p53, el cual se ha
propuesto que puede cooperar con algunos efectores del TGF-f como las Smads e
incluso con SnoN para mediar una modificacion de la cromatina y la represion
transcripcional de algunos genes (33). También se ha sugerido que la sefial del TGF-$
via las Smads podria mediar la apoptosis dependiente de p53 en lineas celulares de

hepatoma (43).

Un ejemplo es el caso de C/EBPbeta, que es esencial para la coordinacion de la
expresion de genes blanco del TGF-f y que su sobreexpresion podria desencadenar una
evasion de estas respuestas en cancer de mama (41). Algunos otros de estos FTs son
importantes en la diferenciacién celular como es el caso de miogenina y MyoD, que
interaccionan con Smad3 y que juegan un papel critico en la diferenciacion miogénica,

regulando la expresion de genes especificos de masculo (37, 38, 40).

Recientemente se ha propuesto un nuevo mecanismo de comunicacion cruzada entre la
via de sefalizacion del TGF-B y la via de NF-kB, en donde la activacion del receptor tipo |
es requerida para la activacién del NFkB y éste coopera con Smad4 para mediar la
expresion de genes como IkBa y smad7, actuando este ultimo como un regulador que
inhibe la actividad transcripcional mediada por la sefal del TGF- y de NF-kB a través de

bloquear la fosforilacion de IkBa y la translocacion de Smad4 al nacleo (39).
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FTs que se predice se unen al promotor del gen snoN, pero que no existe una

evidencia experimental de su interaccion con las Smads.

No se ha demostrado que los FTs como Pax 1, 2, 5y 6, que se predice se unen al
promotor de snoN, interactien con las Smads. La familia de genes Pax (paired box) se
sabe que son reguladores del desarrollo embrionario y que codifican para FT nucleares
gue se expresan tempranamente durante la embriogénesis y que estan involucrados en
organogénesis (principalmente en el SNC). Ademas, estos FTs normalmente presentan
disminuidos sus niveles en el estado adulto. Mutaciones de pax se relacionan con
enfermedades humanas como el sindrome de Waardenburg y Aniridia, y ademas estan
asociados con el desarrollo de cancer, por lo que se consideran proto-oncogenes (44).

Existen subgrupos de los genes Pax Il (Pax2, Pax5 y Pax8) y Pax Ill (Pax3 y Pax7) que
son expresados en una amplia gama de tipos de cancer, al conferir motilidad celular,
sobrevivencia y autosuficiencia en sefiales de crecimiento. Por otra parte (Pax1 y Pax9) y
el subgrupo IV (Pax4 y Pax6) estan menos relacionados al cancer o su expresion resulta

ser un indicio de un prondstico favorable, como se observa para Pax6 y Pax9 (40).

Todos los blancos de Pax son genes involucrados en procesos de desarrollo, en
proliferacion, diferenciacion, regulacion hormonal, organogénesis, adhesion celular y

migracion. Muchos de ellos, interactian con otros FT, como p53 (40).

En cuanto a E2F1, se sabe que regula la expresion de genes que participan en
procesos de angiogénesis, invasion y metastasis, por lo que se ha considerado que
tiene un papel central en muchos aspectos del desarrollo de cancer. Se ha
demostrado que su sobreexpresion conduce a apoptosis solo o0 en cooperacion con p53,

para proteger a los organismos del desarrollo de tumores (36).

Los STATs son una clase de factores transcripcionales involucrados en el control del
crecimiento celular, diferenciacion y respuesta inmune. STAT-4, es un miembro de esta
familia, del cual hasta ahora se sabe que es un activador transcripcional que juega un
papel importante en la respuesta inmune, al ser activado en respuesta a IL-12 (35).

La importancia de clonar el promotor del gen de snoN, para posteriormente estudiar con

mas detalle su regulacién, se justifica una vez mas en el hecho de que no existe
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evidencia experimental de la participacion de otros factores transcripcionales, diferentes

a las Smads, en la regulacion transcripcional del gen de snoN de raton y de humano.

Por otra parte, la secuencia SIE, también se analizdé sin embargo, en este caso pocos
son los FTs que se predice que tienen una unidn de un 85-100%. Algunos de ellos, se
muestran en la figura 18. Cabe sefalar que a diferencias de los SBEs, en el SIE de
humano y raton varian los FT, que se predicen como es el caso de Pax-6 para el raton
pero no para el humano y E2F-1 que se predice para el humano pero no para el ratdn
(Fig. 18).

RATON TCGCGAGCGA (GGCGACGGC CGACGGLGGGC ACAGGT
A e}
Pax-5 p53
Pax-6
E2F-1
HUM ANO GGGCGAGCUGE CGACGGUGGT GEIGGIGGEC ACAGGT
Pax-5 Pax-5
E2F-1
e J e}
p53 p53

Figura 18. Prediccion de FT que pueden potencialmente unirse en la region SIE.
Cada linea de color corresponde a un FT y se encuentra posicionada debajo de la
secuencia que reconoce. Dada la simitud entre el promotor de snoN de ambas especies,
la mayoria de los FT que se predicen son iguales en ambos casos.

7.1.5 Andlisis del sitio de inicio de la transcripciéon del gen snoN

Para determinar el posible sitio de inicio de la transcripcion del gen snoN, se efectud el
alineamiento de la secuencia que contiene al promotor del gen de snoN (secuencia del
cromosoma 3 AC117590 y NC_005412 para el ratdbn y humano respectivamente) con la
secuencia del RNAmM maduro correspondiente (U14655 y U70730 para raton y humano
respectivamente). En la fig. 19 se muestran los RNAm reportados en el Genbank para la

isoforma snoN2 de raton y de humano que se utilizaron para realizar el blast.
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Figura 19. El esquema representa las secuencias de los RNAm del gen snoN para
humano y para ratén, obtenidas del Genbank, y utilizadas para la determinaciéon del
sitio de inicio de la transcripcion de este gen. Secuencia Genbank: Humano mRNA

U70730. Raton mRNA U14655.

325 bp 2252 bp

SBEs l:é
III I ONA Chr 3 ACTTTRS0
n

415831 81369 dd411 105533 bp
51T
5°UTR 3'UTR

2018 bp

[RiAm snol U14655 |

338 bp 2006 bp

SBEs lil
—*

DHA NT_005212 |

105533 bp

TR JUTR

|2?DE (]}

1 [RNAmM UT0730 SnoN2

Figura 20. Representacién del sitio potencial de inicio de la transcripcion.

Se muestra la secuencia del mMRNA empleado y la distancia desde donde se alinea con la
secuencia AC117590 y NT_005212, que corresponden a la secuencia que contiene al
cromosoma 3 donde se localiza el gen snoN

Los resultados obtenidos se esquematizan en la figura 20. En el caso del raton, de
acuerdo con lo reportado por Luo y cols, las SBEs se ubicaron a 2800 bp del sitio de
inicio de la transduccion. Mediante este analisis las SBEs se localizaron a 2577 bpy a

2344 bp del SIT para el raton y para el humano respectivamente.
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7.2 Resultados experimentales

7.2.1 DNA genOmico de ratén y de humano.
Se llevo a cabo la extraccion de DNA gendmico del higado de raton y de
leucocitos de sangre periférica humana. La concentracion del DNA extraido

determinada por absorbancia, se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 8. DNA extraido de ratén y humano

Muestra Concentracion A260/A280
DNA raton 6.7 ng/ul 1.9
DNA humano 0.8 ng/pl 1.8

Para comprobar la integridad del DNA gendémico obtenido, se utiliz6 una
muestra sin digerir y otra digerida con la enzima de restriccion Sacl y se corrio
en un gel de agarosa al 0.8 %. En el DNA sin digerir se observo solo una
banda sin la presencia de productos de degradacion, mientras que en el caso

de las digestiones, las enzimas cortaron eficientemente (datos no mostrados).

7.2.2. Reaccion en cadena de la polimerasa para la amplificacion del
fragmento del promotor que contiene las SBEs y/o SIE para ratéon y

humano

El fragmento del promotor del gen snoN que contiene los SBEs y/o SIE para el
ratén y el humano se obtuvieron a traves de la técnica de PCR utilizando como

molde el DNA gendémico obtenido.

Para tener un control positivo de los experimentos a realizar, se llevo a cabo la
amplificacion por PCR de una region de 132 bp que contiene a un SBE del
promotor de smad?7, el cual se sabe por nuestro laboratorio y por otros grupos
de investigacion que es capaz de responder al TGF-B3. La secuencia promotora
de 132 bp de raton, rata y humano de smad7 presenta una alta similitud, por lo
qgue la amplificacién por PCR de este fragmento para las tres especies puede

efectuarse con los mismos oligonucledtidos.
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Dado que el promotor del gen snoN se caracteriza por ser una secuencia rica
en GC, y por el hecho de partir de DNA gendmico como molde para la
realizacion de la PCR, fue necesario realizar un proceso de estandarizacion.
Para lograr amplificar la region promotora snoN, previamente se utilizaron
diferentes gradientes de temperatura y diferentes concentraciones de MgSOQy,
asi como DNA gendmico digerido y sin digerir como molde, diferentes pares
de oligonucleétidos y combinaciones de éstos y distintas enzimas Taq
polimerasas, con el objetivo de optimizar las condiciones para la obtencion del

producto de interés.

En la mayoria de los casos, las amplificaciones por PCR generaban un gran
namero de productos inespecificos y en ocasiones bandas que a pesar de
corresponder aparentemente al tamafio esperado no eran el producto de PCR
de interés. Es por ello que para comprobar que se trataba del producto de
interés se efectud una reamplificacion, una PCR anidada, ensayos de digestion

y finalmente la secuenciacion (Fig 21).

m Tm
Estandarizacion MgCl,, DMSO
de condiciones
PCR < I Digestion de
DNA genémico

Producto de Purifica el fragmento
PCR esperado de interés

Electroforesis

A
\ 4

anidada

Reamplificacion Ensayos de digestion PCR Secuenciacion

Figura 21. Obtencion y comprobacién del fragmento promotor de interés.
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Los fragmentos del promotor del gen snoN de respuesta al TGF-f que se
lograron amplificar, mediante la técnica de PCR, para el humano y el raton se
resumen en la tabla 9 y se muestra el producto obtenido por PCR en la figura
23y 24.

Especie Tamanfo Region Gen
promotora
Raton 400 bp SBE
770 bp SBE+SIE
Humano 430 bp SBE snoN
670 bp SBE+SIE
Raton/Humano 133/132 bp SBE smad7

Tabla 9. Insertos obtenidos por PCR, correspondientes al promotor de snoN o smad7. Estos
insertos fueron clonados en el vector pGL3-Basic. SBE= elemento de unién a Smad. SIE=
Elemento inhibitorio de las Smads.

Una vez estandarizadas las condiciones, se lograron amplificar a partir de DNA

genomico, los fragmentos promotores de snoN de raton y de humano.

- o

Figura 22. Obtencion de la region del promotor de 132 bp smad7 que
comprende a su Unico SBE de humano y ratén.
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Figura 23. Obtencion de la regién promotora de snoN de ratdén a partir de DNA
gendmico de raton Ay B: Se observé el producto de PCR esperado de 400 bp (A) y
770 bp (B), el cual fue purificado. C y D. Reamplificacion del probable producto de
interés que fue purificado y ensayos de digestion con ER (Bgll y Pstl). Estas ER
cortan las secuencias SBEs, por lo que se obtuvieron los productos de digestion
esperados, que corresponden al fragmento de interés.
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Figura 24. Obtencion de la region promotora de snoN de humano a partir de
DNA gendmico de humano. A: Se observaron los productos de PCR esperados de
430y 670 bp, los cuales fueron purificados. C. Producto obtenido de la PCR anidada
del probable producto de interés purificado. D: Ensayos de digestién con ER (Bgll).
Estas ER cortan las secuencias SBEs, por lo que se obtuvieron los productos de
digestidén esperados, que corresponden al fragmento de interés.
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7.2.3 Clonacién de fragmentos de los promotores smad7y snoN

Un fragmento del promotor de snoN humano y de ratdn se clonaron
directamente en el vector pGL3-Basic. Dado que los oligonucleétidos
disefiados para la amplificacion de snoN tenian integrado el sitio de
reconocimiento para las enzimas de restriccion Kpnl y Sacl, se llevo a cabo la
ligacion de los productos de PCR digeridos con Kpnl y Sacl al vector pGL3-
Basic con estas enzimas, tanto para el promotor snoN humano como el de

raton.

La presencia del inserto en las clonas obtenidas se comprobé por el analisis de
PCR sobre clona (Fig. 25). El pldsmido purificado de las clonas seleccionadas
se sometid a ensayos de digestion con las enzimas de restriccion utilizadas
para la clonacién (Kpnl y Sacl) y algunas otras que de acuerdo al analisis
bioinforméatico, eran capaces de cortar la secuencia promotora (Rasl, Bgll y/o
Pstl). De esta forma se confirm6 la obtencion del gen reportero para el

promotor del gen snoN de raton y de humano (Fig. 26 y 27).

La region promotora de smad7 de 132 bp que contiene al SBE obtenida por
PCR, se cloné en el vector pCR4 Topo-cloning TA y posteriormente se llevaron
a cabo dos subclonaciones, la primera en el vector pcDNAS y finalmente en
pGL3-Basic. En la figura 28 se muestran los resultados de la estrategia de

clonacion para el promotor de smad7.

Fig. 25 PCR sobre clona, para la verificacion clonas recombinantes con el
inserto de interés. En la figura se muestra como ejemplo, la verificacion de la
presencia del inserto de snoN de raton y humano de 770 y 670 bp
respectivamente, utilizando como molde la clona obtenida de la transformacion de

pGL3-snoN correspondiente.
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Fig. 26 Comprobacién de la clonacion del promotor snoN 400bp de ratén en pGL3-
Basic mediante ensayos de restriccién. Los ensayos con la enzima Rasl, o Sacl y Kpnl
o0 sin digerir como se observa en la parte superior. El esquema representa al producto de la
digestion de pGL3-snon con Rasl. Rasl corta el pldsmido y el inserto snon generando
varios fragmentos, entre ellos, uno de 346 bp. Cuando se digiere con Rasl, Kpnl y Sacl se
libera el inserto (por Kpnl y Sacl, que fueron las enzimas utilizadas para la clonacion) y el
inserto es cortado por Rasl, generando un fragmento de 288 bp y eliminando la presencia

del fragmento de 346 bp.
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Fig. 27 Comprobacion de la clonacién del promotor de snoN 430 bp humano. Se
efectuaron ensayos de digestion, utilizando a las ER Sacl y Kpnl, para identificar al
inserto y con el empleo de Sacl, Kpnl y Bgll se verificd que se trataba del inserto de
interés, que corresponde al promotor de snoN humano de 430 bp.
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Fig. 28 Comprobacion de la clonacion del promotor de smad7. Se realizé la
clonacion del producto de PCR de 132 bp de smad7 en pCR4 Topo-cloning TA. A) Se
muestra mediante la digestion con EcoRI la presencia del inserto. B) Subclonacion en
pcDNAS3, confirmada por la liberacion del inserto mediante la digestion con las enzimas
Kpnl y Xhol. Mediante estos sitios de restriccion fue clonada finalmente en pGL3-Basic
como se muestra en C).
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Los vectores reporteros obtenidos (Tabla 10 y Fig. 29) pGL3-smad7, pGL3-
snoN400R, pGL3-snoN770R, pGL3-snoN430H y pGL3-snoN670H, una vez
analizados mediante los ensayos de digestiébn con enzimas de restricciéon, se

llevd a cabo su secuenciacion.

pGL3-smad7

pGL3-snoN400R
pGL3-snoN770R
pGL3-snoN430H
pGL3-snoN670H

Tabla 10. Vectores reporteros obtenidos con el gen reportero de la luciferasa controlado
por el promotor de snoN humano y ratén y smad?.

SBEs
— [
5 ﬁ . y
1 Ak

SBEs

SE (_% B
5 ,
A ] g

Figura 29. El esquema representa las regiones responsivas a TGF-f que estan
presentes en el promotor de snoN y que fueron clonadas. Los vectores reporteros
pGL3-snoN 400R y 430H presentan Unicamente la region de SBEs, mientras que los
vectores pGL3-snoN770R y 670H contienen los SBEs y el SIE. (H=HUMANO

La secuenciacion confirmé que se clonaron los fragmentos promotores de
interés. No obstante, inicamente en el caso de pGL3-snoN400R, se observé la
delecidn de 3 pares de bases (GGC) en la regiéon denominada SBE4, la cual no

afecta los sitios de union de Smad.
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7.2.4 Regulacién transcripcional del promotor de snoN humano y raton
por TGF-B

Con el objetivo de demostrar que el fragmento del promotor de snoN clonado
es inducido por TGF-B, se llevdo a cabo la transfeccion de los plasmidos
reporteros descritos previamente en diferentes tipos de células, tales como
HepG2, A549 y HEK293T, todas ellas responsivas al TGF-B. Por otra parte, las
células A549 y HepG2 presentan altos niveles de SnoN, mientras que sélo las
células HepG2 presentan altos niveles de Ski detectables por
inmunoprecipitacion y Western blot a diferencia de las células A549. Se
transfectd como control positivo a pGL3-smad7, que fue clonado en este

trabajo y 3TP-lux, los cuales son dos genes responsivos a TGF-.

El plasmido 3TP-Lux es un reportero quimérico que contiene elementos del
promotor de colagenasa humana y PAI-1 (inhibidor activador de plasmindgeno)
fusionado al gen reportero de la luciferasa, por contener tres repeticiones de un
elemento responsivo a 12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetato (elementos
responsivos a PMA) méas un fragmento del promotor PAI-1. Este reportero es

activado por el estimulo de TGF-B en una variedad de células.

Los resultados mostraron que los reporteros, empleados como controles
positivos: pGL3-smad7 y 3TP-Lux, respondieron como se esperaba al TGF-f.
Se observa que el tratamiento con TGF-B indujo un aumento de la actividad de
luciferasa de 2 a 3.5 veces con respecto al control, en todos los tipos celulares
utilizados (Fig. 30 Ay B).

El estimulo de TGF-§ fue capaz de activar al promotor de snoN, tanto para el
ratbn como para el humano en las células HepG2, Hek293T y A549. No
obstante, se observo que los niveles basales de la actividad de luciferasa
estaban elevados en las lineas celulares HepG2 y Hek293T, pero no en las
células A549, empleando las mismas condiciones de transfeccién. Los niveles

basales eran tan altos que el sistema HepG2 y Hek293T, que no respondia
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satisfactoriamente al estimulo de TGF-$ (Datos no mostrados). Bajo estas
circunstancias se utilizé para las células HepG2 y HEK293T, una dilucion 1:100
de pGL3-snoN430H respecto a la concentracion utilizada para transfectar a las
células A549. Con lo anterior, se disminuyé de forma importante la actividad
basal de luciferasa, y se obtuvo una mayor induccion de snoN (2 a 2.5 veces
con respecto al control) en las células HepG2, HEK293T y A549 (Fig 30C y 31,
32).

De acuerdo con los resultados observados en las figuras 30C, 31y 32, la zona
promotora del gen snoN que contiene los SBEs, tanto de humano como de

raton responde al TGF-p.
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Figura 30. El promotor de snoN es regulado positivamente por TGF-B. A) Se
observa la induccion del control positivos pGL3-smad7 por TGF-gen las células
HepG2 y Hek. B) Induccion del control positivo 3TP-Lux por TGF-# en las mismas
células. C) Andlisis de la induccién de snoN 430 humano en las células HepG2 y Hek

por TGF-4.
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Figura 31. El promotor de snoN de raton es regulado positivamente por TGF-S.
Se observa en, lla induccion del promotor de snoN de ratén de 400 bp que contiene los

SBEs, en las células A549 por TGF-5.

Para reafirmar lo anterior, se utilizé el inhibidor de la cinasa del RI del TGF-p,
30 minutos antes del tratamiento con TGF-. Como se observa en la figura 32,
en las células A549 con las condiciones de transfeccion utilizadas se observo
una induccién de 2 veces y el inhibidor “SB431542”" disminuy6 los niveles
basales de la actividad de luciferasa e inhibié la induccion por TGF-B. Esto
comprueba que la activacion del promotor de snoN es debida a la sefial del

TGF-.

Para determinar si la presencia del elemento SIE, descrito por Luo en el
promotor de snoN de ratén y definido en los estudios bioinformaticos de este
trabajo en el promotor snoN humano con una similitud del 93% con el SIE de
raton, tenia algun efecto sobre la activacion de los SBEs por TGF-p, se efectud
la transfeccion de los plasmidos reporteros pGL3-snoN770R y 670H en las
células A549.

La presencia del SIE al parecer no afecta la respuesta de la zona promotora de
snoN que contiene los SBEs al TGF-B, como se muestra en la gréfica de la
figura 33 con el reportero pGL3-snoN 670 H en las células A549. En este caso,
se comprueba también que la activacion del promotor de snoN que contiene

los SBEs y SIE es debida al estimulo de TGF-B, por el uso del inhibidor
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SB431542, que fue capaz de disminuir la actividad basal y prevenir la

induccion por TGF-.
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Figura 32. El promotor de snoN humano que contiene los SBEs es regulado
positivamente por TGF-Ben las células A549. Las células fueron tratadas con el
inhibidor de la cinasa de Rl “SB431542", el cual disminuyé la actividad de luciferasa
basal y fue capaz de prevenir la induccion por TGF-4.
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Figura 33. El promotor de snoN que contiene los SBEs y el SIE es regulado
positivamente por TGF-g las células A549. El tratamiento con el inhibidor de la
cinasa de RI del TGF-f (SB431542) disminuye la actividad basal de luciferasa y
previene la induccién por esta citocina.



7.2.5 Inmunoprecipitacion de cromatina

Para entender como se regula la expresion del promotor del gen snoN humano
se efectud la técnica de ChIP, utilizando a las células A549, estimuladas con
0.5nM TGF-B por diferentes tiempos e inmunoprecipitando a Smad2/3 y
Smad4. Se identificd el reclutamiento de Smad2/3 y Smad4 en la regiéon que
flaguea a los SBEs y SIE, localizados en el promotor de snoN, que comprende
670 bp.

En las células A549, se observa que Smad2/3 se encuentran unidas al
promotor del gen snoN después del estimulo con TGF-f (45 minutos), pero no
significativamente en estado basal ni luego de 2 horas de la estimulacién, y lo
mismo se observa para el gen smad?7, lo cual indica que ambos promotores se

regulan positivamente por TGF-p.

Smad4, esta unido al promotor de snoN en estado basal y al parecer su
reclutamiento se incrementa luego del estimulo, mientras que su unién al
promotor de smad7 es discretamente mayor en estado basal y luego de dos
horas del estimulo y menor a los 45 minutos de dicho estimulo con TGF-p (Fig.
35).

De esta forma los resultados del ChIP realizado para el promotor de smad7,
utilizado como control positivo por conocerse su regulacion en las células
A549, concuerdan con lo reportado. El distinto patrén de union a los
promotores de snoN y smad7 sugieren que la regulaciéon de smad7 y snoN

podria ser diferente.
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Figura 35. Inmunoprecipitacién de cromatina (ChlP) A) ChIP promotor snoN humano. B)
ChIP promotor smad7 empleando las células A549. Luego de 45 min con el estimulo de
TGF-p, se observa en ambos casos el reclutamiento de Smad2/3. Smad4 es reclutado al
promotor de smad7 principalmente en estado basal y luego de 2 horas del estimulo y
disminuye discretamente a los 45 minutos de tratamiento, mientras que en el promotor de
snoN se encuentra basalmente y su reclutamiento se incrementa luego de la estimulacion.
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8. DISCUSION

SnoN es una proteina reguladora de la sefal del TGF-B. Interesantemente, la
expresion de SnoN es regulada por el propio TGF-B. Diversos grupos de
investigacion incluyendo a nuestro laboratorio, han demostrado que 1 a 2
horas de estimulo con TGF-B causan un incremento en los niveles del RNAmM
de SnoN, dejando claro que snoN es un gen blanco del TGF-f, pero quedando

pendiente describir cdmo se regula su expresion a nivel transcripcional.

Luo y cols (2005) clonaron el promotor del gen snoN de raton y demostraron
que el complejo de proteinas Smads puede regular diferencialmente la
expresion de este gen. Complejos de Smad?2/4 activan la transcripcion de snoN
por su union directa a los cuatro SBEs presentes en su promotor, mientras que
el complejo Smad3/4 inhibe este proceso, a través de su unidén a un nuevo sitio
consenso descrito denominado SIE (elemento de inhibicion de las Smads). No
obstante, la secuencia del promotor de snoN de ratdon no fue reportada en

dicho estudio.

El promotor de snoN humano no habia sido clonado, por lo que el analizar su
regulacion podria ser importante para entender su patrén de expresioén en
diversos procesos en los que se ha visto implicado a SnoN, como por ejemplo
el papel dual que se ha sugerido tiene durante la tumorigénesis que se ha

sugerido que tiene (45).

En relacion a lo anterior, en experimentos con ratones atimicos, la inyecciéon de
células A549 (adenocarcinoma de pulmdén humano) que presentan niveles
elevados de SnoN, favorece la formacion de un tumor, mientras que esto no
ocurre con la inyeccién de las mismas células con los niveles de SnoN
abatidos por RNAI. Sin embargo, a pesar de que la ausencia de SnoN evita el
desarrollo del tumor, favorece la metastasis de estas células hacia hueso y

pulmon (45).
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Esto indica la importancia que tiene un adecuado balance de los niveles de
SnoN vy la trascendencia de los mecanismos implicados en su regulacién,
puesto que niveles elevados pueden contribuir a desordenes como en este
caso a la formacion de tumores localizados, pero también el descenso de sus

niveles puede influir en procesos que contribuyen a la metastasis del tumor.

El conocer como esta siendo regulada la expresion de snoN, podria contribuir
a comprender su comportamiento dual hasta ahora descrito en la
tumorigénesis, considerando ademas que en diversos tipos de cancer se
observa la sobreexpresion de snoN. Aunado a lo anterior, en otros escenarios
como la regeneracion hepatica o la fibrosis renal, en donde existe un
desequilibrio en los niveles de SnoN, no se sabe como SnoN pudiese estar

regulado.

Con el objetivo de evaluar y caracterizar la regulacion de la expresion del gen
snoN se clond y analizé bioinforméticamente al promotor correspondiente al
gen snoN humano que presenta la zona responsiva al TGF-f, estableciendo su
regulacion por TGF-B y la posible participacion de las Smads en el control de

Su expresion.

Analisis bioinforméatico del promotor snoN

Mediante estudios bioinformaticos, se obtuvo la secuencia promotora de snoN
para raton, rata y humano, delimitando el andlisis a las secuencias promotoras
con elementos de interés que presumiblemente son regulados por el complejo
de las Smads y con los cuales se efectuaron alineamientos de 2 secuencias
asi como alineamientos multiples. Los resultados obtenidos muestran que el
promotor de snoN de ratdén, rata y humano presenta cuatro zonas de
respuesta a TGF-B, que coinciden con las secuencias establecidas como SBE,
todas ellas conservadas. La secuencia denominada como SIE por Luo, que
se sugiere como el sitio de union para el complejo de Smad3/4 para reprimir la
expresion de snoN, también fue identificada en el humano con un 93% de
similitud, siendo completamente igual para la rata. Por lo tanto, los SBEs y SIE

en el promotor de snoN son elementos altamente conservados.

70



Los resultados del andlisis bioinformatico del promotor snoN resultaron
relevantes por varios aspectos. Por una parte, la mayoria de los promotores
blanco de las Smads descritos presentan uno o dos SBEs, pero pocos
promotores se han caracterizado con cuatro o mas SBEs. Al respecto, algunos
proponen que la presencia de multiples SBEs favorece las interacciones
cooperativas entre los SBEs y los complejos de las Smads (48). En lo
reportado por Luo, la mutacion de cualquier SBE individualmente no afecta la
respuesta al TGF-B, pero mutaciones en los cuatro SBEs simultaneamente
abate completamente la activacion del promotor de snoN, por lo que pudiese
existir una cooperacioén entre ellos, de hecho un aspecto interesante seria
saber el efecto de la combinacion de mutaciones de dos y tres SBEs, lo cual
no fue reportado. Esto podria indicar la importancia que tienen distintas
regiones de respuesta a Smads en la respuesta a TGF- y a mecanismos de

regulacion transcripcional.

A pesar de ello, en algunos casos como en el del promotor p21, que presenta
cuatro SBEs, esta cooperacion entre multiples SBEs-Smads no es suficiente y
de igual forma que en promotores que presentan un SBE, se requieren la
asociacion con otros factores transcripcionales que hagan efectiva la unién de
Smads al DNA (48). Es por ello, la relevancia de determinar los posibles FTs

que pudieran modular la expresion de snoN.

Los posibles FTs potenciales para regular la expresion de snoN se definieron a
través del programa ALGGEN-PROMO. Dada la similitud de las secuencias
promotoras de interés, la mayoria de los factores transcripcionales que se
predicen coinciden para las tres especies. En general estos factores se han
relacionado con el control de procesos como proliferacion y diferenciacion
celular y algunos de ellos se sabe pueden interaccionar con las Smads,
ademas de que sus sitios consenso se encuentran aledafios o sobrelapados
con los SBEs, por lo que FTs especificos pudieran participar en conjunto con
las Smads para regular la expresion de snoN dependiendo del tipo celular. Tan
s6lo dos ejemplos sobresalen como FTs potenciales para regular la expresiéon
de snoN: Pax y p53 (33, 44).
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Los FTs Pax 1, 2, 5y 6 se predice que se unen al promotor de snoN. No
existen muchas evidencias de que estos FT interactien con las Smads. No
obstante, recientemente un estudio sefiala que Smad3 puede asociarse con
Pax-3 de manera dependiente de TGF-B, en donde Smad3 secuestra a Pax-3
evitando su union al promotor pax-3, inhibiendo de esta forma su expresion
(44).

Ademas estos FTs resultan interesantes, porque se sabe que son reguladores
del desarrollo embrionario, por lo que sus niveles estan normalmente
disminuidos en el estado adulto y su sobreexpresion relacionada con
padecimientos como el cancer. Mientras Pax 2 y 5 son expresados en
diferentes tipos de céancer, involucrados en la motilidad celular y sobrevivencia,
la expresion de Pax 1,6 resulta ser un indicio de un prondstico favorable,
desconociendo los mecanismos implicados en esto (44). Principalemente Pax
5y 6 se predice se unen a la mayoria de los SBEs, por lo que pudieran regular

la expresion de snoN.

Otro factor que resultod interesante es p53, el cual se ha propuesto que puede
cooperar con las Smads e incluso con SnoN para mediar la represion
transcripcional de algunos genes tales como la alfafetoproteina (AFP), cuyo
incremento en sus niveles se considera un marcador de cancer de higado (33).
El sitio consenso de p53 se encuentra en la mayoria de los SBEs y zonas inter-
SBEs del promotor snoN, por lo que podria contribuir a su regulacion

transcripcional.

El promotor de snoN es inducido por TGF-4

Para demostrar la regulacion del promotor snoN humano por TGF-§, se clond
el fragmento promotor snoN humano que contiene a los SBEs y el que posee
tanto a los SBEs como al SIE. Las mismas regiones promotoras de snoN de

ratén fueron clonadas en el vector reportero pGL3-Basic.

Dos de los genes responsivos a TGF- son smad7 y PAI-1. El promotor de

smad7 contiene un SBE, mientras que 3TP-lux presenta tres repeticiones de
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unién a Smads, correspondientes al promotor PAI-1. Tanto smad7 como 3TP-

lux fueron utilizados como controles positivos.

El andlisis de genes reporteros se efectué en las células Hek293T, HepG2 y
A549 que responden a TGF-B. En el caso de las A549 presentan altos niveles
de SnoN pero no de Ski, contrario a las HepG2 que presenta altos niveles de
ambas proteinas. Los resultados muestran que el promotor de smad7 clonado
en este trabajo y el 3TP-lux se inducen tras el estimulo de TGF-f como se

esperaba por ser responsivos a esta citocina.

En cambio en las células A549 se obtuvieron niveles basales menores y se
observé una induccién con el estimulo con TGF-B. El uso del inhibidor de la
cinasa de RI “SB431542” disminuyO la actividad de luciferasa basal y el
estimulo de TGF-f tras la preincubacion con el inhibidor, confirmando que la

via de sefalizacion del TGF-f induce la expresion de snoN en estas células.

Los ensayos con genes reporteros muestran por tanto que la zona que
contiene los SBEs del promotor de snoN responde al TGF-B. A pesar de ello,
los altos niveles basales y la induccion maxima obtenida (2-2.5 veces) en los
contextos estudiados, sugieren un mecanismo mas complejo en su regulacion,
en donde dependiendo del complejo formado de Smads, la presencia de
correpresores SnoN y Ski y de FTs tejido especificos, pudieran estar

implicados en su regulacion.

En las células Hek293T y HepG2, los altos niveles de actividad basal y la
discreta induccién por TGF-B obtenida en los ensayos con genes reporteros
del promotor de snoN, sugieren la importancia que tendria clonar todo el
promotor de snoN y evaluar su regulacién por TGF-, ya que es posible que
otros elementos pudieran estar implicados. Ademas FTs especificos del

contexto celular pueden estar implicados en la regulacién de snoN.
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Otra secuencia conservada en el promotor de snoN es el SIE. El SIE es un
elemento recientemente propuesto como una secuencia consenso para el

complejo Smad3/4, que media la represion de snoN.

Para mostrar el efecto total que TGF-f tiene sobre el promotor de snoN
humano que contiene tanto a los SBEs como al SIE, se realizaron ensayos con
el gen reportero que esta controlado por el promotor de 670 bp de humano.
Los resultados obtenidos, no muestran diferencias importantes con respecto a
la induccidén observada con los reporteros de los fragmentos promotores que
contiene solo los SBEs en las células A549. Al parecer en estos estudios, la
presencia de SIE no altera la actividad promotora en respuesta a TGF-§ en las
células A549. Esto podria indicar que la presencia de SBEs es suficiente para

la induccion del promotor por TGF-p.

El andlisis de FT en el SIE, muestra algunas diferencias en el humano y raton
que podrian influir en su regulacién, ya que SIE humano parece tener sitios

potenciales para E2F-1, mientras que el SIE de raton para Pax-5.

Por lo tanto, el promotor de snoN humano se induce por la sefal del TGF-p,
pero considerando la regulacion diferencial de snoN propuesta, establecida por
el complejo de Smads, es posible que la proporcion de las proteinas Smads,
pudiera influir en que complejos de Smads se formen (Smad2/4 o Smad 3/4)
en cada tipo de célula tras el estimulo de TGF-B, y dependiendo de este

complejo se obtenga una mayor o menor induccién de snoN.

Lo anterior puede ser evidenciado en varios tipos celulares donde Smad2 y
Smad3 regulan diferencialmente la transcripcion de genes blanco del TGF-p.
Por ejemplo en HepG2, la sobreexpresion de Smad3/4 causa la activacion del
promotor p21, pero no Smad2/4. Otro ejemplo interesante es que Smad2/4 se
asocia con FAST-2 para inducir al promotor del gen gooscoide, mientras que

éste es reprimido por Smad3/4 (49).
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Aunado a lo anterior, los niveles de Ski y SnoN propios de cada contexto
celular, pueden influir en la respuesta al TGF-$, del promotor de snoN. No
obstante, cabe la posibilidad de que se requieran FT especificos para inducir
la expresion de snoN y alguno de los FTs potenciales establecidos en este

trabajo pudiesen tener una participacion importante en ello.

Smad 2/3y Smad4 son reclutados al promotor de snoN en respuestaa la
sefial del TGF-g

Para evaluar el reclutamiento de las proteinas endégenas Smad2/3 y Smad 4
al promotor de snoN en las células A549 se efectud la técnica de ChIP y se

utilizé en todos los casos al promotor de smad7 como un control positivo.

Al parecer el reclutamiento de Smad2/3 al promotor de snoN y smad7 es
similar, en donde después de 45 min del estimulo con TGF-§ se observa su
posicionamiento en el promotor y no esta presente significativamente en el
promotor ni antes ni después de 2 horas del estimulo con esta citocina (33). El
reclutamiento de Smad4 parece incrementar con el estimulo de TGF-p en el
caso del promotor de snoN, siendo mayor su reclutamiento en estado basal y
luego de las dos horas del estimulo en el caso del promotor de smad?.

Este hecho pudiera ser significativo, para conocer como el promotor de snoN
pudiera ser regulado por otros FTs y por los correpresores Ski y SnoN. Al
respecto, Ski y SnoN se han propuesto como reguladores de la expresion de
genes blanco de las Smads (15). Sin embargo, no se cuenta con evidencia
experimental de todos los genes que se proponen blanco de estas proteinas,
por lo que snoN podria ser un gen blanco de estas proteinas.

En estado basal se sabe que el promotor de smad7 es reprimido por Ski y
SnoN, en donde se ha demostrado que Ski se une al SBE a través de su
interaccion con Smad4 y se ha sugerido lo mismo para SnoN (16). Esto
justifica los resultados obtenidos para el reclutamiento de Smad4 al promotor

de smad7, en estado basal y luego de 2 horas de la estimulacién. Si SnoN y
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Ski pueden unirse a través de Smad4 al promotor de snoN y la relevancia de

este hecho, son cuestiones que deben ser evaluadas.

Considerando lo anterior, es posible que SnoN y Ski tengan un papel
importante en el control de la expresion de snoN a nivel basal y luego del
estimulo del TGF-B. Los niveles de SnoN y Ski pueden estar influyendo en la
activacion del promotor de snoN por TGF-B. Ademas estos correpresores
podrian regular la expresion de snoN de forma diferente a como lo hacen con

smad7, sin embargo se requieren mas estudios al respecto.

Con relacion a lo descrito, podria especularse que la participacion del complejo
activo de las Smads puede repercutir en la funcidon de SnoN y Ski. Ademas,
SnoN y Ski pueden necesitar la participacion de otros factores para integrarse

a determinado complejo de Smads y mediar la expresion o represion de snoN.
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9. CONCLUSIONES

Se definié, caracterizé y clondé la secuencia promotora del gen snoN de
humano y ratébn que contiene los elementos responsivos al TGF-B: SBEs

(Elementos de unién a Smads) y SIE (Elemento Inhibitorio de las Smads).

La secuencia responsiva del promotor de snoN (SBEs + SIE) al TGF-p es
altamente conservada entre las especies raton, rata y humano. Factores
potenciales como Pax, p53, YY1, Sp1, c-myc, entre otros fueron identificados
por andlisis bioinformatico y podrian regular la expresion de snoN dependiendo
del contexto celular.

Se clond la region que responde al TGF-p por poseer un SBE del promotor del

gen smad7, para ser utilizado como un control positivo.

El promotor del gen snoN que contiene sélo los SBEs, asi como el que posee

los SBEs y SIE, son regulados positivamente por TGF-B, en humano y ratén.

El reclutamiento de Smad2/3 al promotor de snoN a los 45 minutos del estimulo

del TGF-pB es similar al mecanismo descrito para el promotor de smad?>.

Smad4 esta unido al promotor de snoN humano en estado basal, y parece
incrementar su reclutamiento hasta dos horas después del estimulo de TGF-,
estando principalmente unido en estado basal y luego de 2 horas de dicho
estimulo al promotor de smad”. Por lo que la regulacion de la expresion de
snoN humano por correpresores como SnoN y Ski podria no ser similar a lo
descrito para smady?.
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10. PERSPECTIVAS

Clonacién de una zona promotora de snoN mayor y evaluar su
regulacion por TGF-p.

Analizar si SnoN ejerce un efecto represor en la expresion de snoN.

En nuestro laboratorio se ha mostrado que la anisomicina induce la
degradaciéon de SnoN. Mostrar si en las células A549 incubadas con
anisomicina, ésta es capaz de desreprimir a snoN y contribuir a una
mayor induccién en los niveles de mensajero para las células tratadas
con animsomicina y estimuladas con TGF-p.

Comprobar si SnoN y Ski ejercen un efecto distinto o similar en la
expresion de snoN. Como herramienta podria utilizarse RNAi para SnoN
y Ski y confirmar el efecto que el abatimiento de cada una y ambas
proteinas tiene sobre la expresion transcripcional de snoN.

Analizar la regulacion diferencial de la expresion de la zona de
respuesta del promotor snoN (SBEs y/o SIE) por los complejos de las
Smads. Con la sobreexpresion de complejos Smads: Smad2/4 o 3/4,
analizar el efecto sobre la actividad del promotor, lo cual podria
contribuir a entender por qué su induccién por TGF-p es diferente en los
diferentes contextos celulares estudiados.

Para probar también el punto anterior, el ChIP, inmunoprecipitando
Smad2, 3 y 4 podria sugerir a través de cuales complejos de Smads
estan siendo reclutados al promotor snoN y cdmo podria estar siendo
regulados, positiva o negativamente.

Determinar si existe un complejo formado por las Smads, Ski y SnoN
posicionado en el promotor de snoN que medie su regulacién, a través
de la técnica de Re-ChiP.

Analizar si algunos FTs, que parecen clave en procesos regulados por
TGF-B, pudieran regular la expresion de snoN en determinaos contextos

celulares.
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11. APENDICE
Inmunoprecipitacion de cromatina

Solucion de Formaldehido 11%

Para preparar 5 ml Concentracion

Final

1.5 ml 37 % Formaldehido 11%

100 pl 5 M NacCl 0.1 M

10 pl 0.5 M EDTA (pH 8) 1 mM

10 pl 0.25 M EGTA (pH 8) 0.5 mM

250 pl 1 M Hepes (pH 8) 50 mM
3.1 ml H-O

Extraccion de nucleos

Amortiguador de Lisis (Amortiguador 1)

para preparar 100 ml Concentracion Final
5ml 1 M Hepes-KOH pH 7.5 (0 7.4) 50 mM
2.8 ml 5 M NaCl 140 mM
0.2ml 0.5 MEDTA 1mM
10 ml glicerol 10 %
5mi 10 % NP-40 0.5%
0.25 ml Triton X-100 0.25 %

Anadir los inhibidores de proteasas al momento de utilizar

Amortiguador 2

para preparar 100 ml Concentracién Final
4 ml 5 M NaCl 200 mM
0.2 ml 0.5 M EDTA (pH 8) 1mM
0.1 ml 0.5 M EGTA (pH 8) 0.5 mM
0.5 ml 2 M Tris-HCI (pH 8) 10 mM

Anadir los inhibidores de proteasas al momento de utilizar

Amortiguador 3

para preparar 100 ml Concentracion Final
0.2ml 0.5MEDTA (pH 8) 1 mM
0.1ml 0.5MEGTA (pH 8) 0.5 mM
0.5ml 2 M Tris-HCI (pH 8) 10 mM

Anadir los inhibidores de proteasas al momento de utilizar
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Mezcla de inhibidores de proteasa

Anadir a las concentraciones finales que se sefialan.
Aprotinina 0.1 pg/ml (preparar solucién stock a 5 mg/ml en H,O, guardar a —20 °C)
leupeptina 0.1 pug/ml (preparar solucion stock a 5 mg/ml en H,O, guardar a —20 °C)

Glicina2.5 M

Para preparar 2 ml
375 mg en H,O

Bloque de la proteina G

Se bloquean 500 ul de proteina G con 30 ul de DNA de esperma de salmén a 10 mg/mi
(Promega) y 15 ul de albumina sérica bovina a 20 mg/ml, mezclando durante toda la noche.
Al siguiente dia la proteina G se lava centrifugando a 3000 r.p.m. por 2 min, desechando el
sobrenadante y repitiendo este proceso 2 veces mas. Al final la proteina G bloqueada se
resuspendié en TE 1:1 (vol/vol), se guardo a 4 °C hasta el momento de utilizarse.

Amortiguador de inmunoprecipitacion

Para cada inmunoprecipitacion Concentracién Final
195 ul TE

50 pl  triton X-100 1%

5ul  deoxicolato de sodio (prepararlo fresco) 0.1%

Anadir los inhibidores de proteasas al momento de utilizar

Amortiguador de lavado (RIPA)

Concentracion Final

50 mM Hepes pH 7.6

1 mM de EDTA

0.7% deoxicolato de sodio
0.5 M cloruro de litio

1% NP-40

Anadir los inhibidores de proteasas al momento de utilizar
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