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RESUMEN

En la actualidad el estudio de la interaccion entre proteinas y ADN se restringe a
técnicas como EMSA, footprinting DNAasa, inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) y
sus variantes, sin embargo, estas técnicas tienen sus limitantes ya que brindan un panorama
general que requiere obligatoriamente del conocimiento previo de al menos uno de los
elementos reguladores asociados a la cromatina en el locus de interés. Actualmente ninguna
metodologia facilita un andlisis comparativo de la composicion proteica de la cromatina en
un locus especifico como el del ERa (Receptor de estrogenos alfa) implicado en la
respuesta clinica de las pacientes con cancer. Diversos grupos de investigacion han
concluido que dicha problematica requiere del desarrollo de nuevas herramientas. Nosotros
proponemos un sistema que permita identificar diferencias en el revestimiento proteico de
la cromatina que pudieran asociarse a la respuesta clinica que presentan las pacientes que
son diagnosticas con cancer de mama triple negativo (aquellas que no expresan los
receptores Her-2, ERa y PRp). El presente trabajo se enfoco en la generacion de un sistema
tipo “presa-anzuelo”, que permita estudiar el revestimiento proteico de regiones especificas
de la cromatina, mediante la construccion de dos plasmidos: pGL3-pABERa y pcDNA3.1-
GFP-DBD, los cuales se transfectaron en la linea celular de rifion embrionario humano
HEK-293T. La expresion de la proteina recombinante “anzuelo” (GFP-DBD) se evalu6 por
microscopia de fluorescencia, citofluorometria y Western blot. Por otro lado, se valido la
obtencion y funcionalidad del plasmido “presa” (pGL3-pABERa) mediante RT-PCR, PCR
y ensayos de restriccion. Con base en los datos obtenidos, se demostrd que el sistema de
expresion de la proteina recombinante ‘“anzuelo” es eficiente, sin embargo, falta por
demostrar si esta proteina tiene la capacidad de unirse al plasmido “presa”. A pesar de
contar con una construccion del plasmido “presa”, éste aun carece de los elementos de
respuesta al factor transcripcional de levadura Gal4 (UASga4), esenciales para la union con
la proteina “anzuelo”. El montaje completo de un sistema de este tipo, podria contribuir al
analisis del revestimiento proteico de la cromatina de un locus especifico implicado en

estados patologicos como el cancer.
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1. INTRODUCCION:

1.1 Generalidades

El cancer es una patologia heterogénea, la cual se caracteriza por la acumulacion de
diversos cambios a nivel del genoma, en donde se encuentran involucrados una amplia
variedad de genes, muchos de ellos con funcidén desconocida. Todas estas modificaciones
llevan finalmente al establecimiento de una proliferacion celular descontrolada. El
incremento de la proliferacion (por independencia a sefiales de crecimiento, insensibilidad a
sefiales inhibitorias, evasion de los programas de muerte celular), la pérdida de inhibicion
por contacto y de la estructura membranal, asi como la presencia de vesiculas en el
citoplasma e inmortalidad, son algunas de las alteraciones que identifican a una célula

tumoral. (Fig. 1). (Hanahan and Weinberg., 2000).

Fig.1. Esquema de las alteraciones que identifican a las células tumorales.

PMDCB-UNAM-INCMNSZ Pag.2
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1.2 Epidemiologia del cancer de mama en México

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el céncer mas
frecuente entre las mujeres es el de mama, que a nivel mundial representa el 16% de todos
los canceres femeninos. Se estima que cada afo se detectan 1.38 millones de casos nuevos.
Este padecimiento representa la primer causa de muerte por cancer en la poblacion
femenina de paises desarrollados, pero tiene mayor impacto en la poblacion de paises de
bajos y medios ingresos como México en donde representa uno de los mayores problemas
de salud tanto por su incidencia como por su elevada tasa de mortalidad (Curado, 2011). En
cuanto a México, el cancer de mama ocupa desde el ano 2006 el primer lugar de mortalidad
por tumor maligno en las mujeres mayores de 25 afos, desplazando al céancer
cervicouterino; en 2010 la tasa de mortalidad fue de 18.7 por 100 mil mujeres de 25 y mas
afios, lo cual representa un incremento del 49.5% en los tltimos 20 afos. (Fig. 2.) (Curado,

2011).

Fig. 2. Grifico de defunciones y tasa de incidencia de cincer de mama en México de 1990-2010. Fuente:
CENIDSP/INSP. Base de datos de defunciones 1990-2010

PMDCB-UNAM-INCMNSZ Pag. 3
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1.3 Glandula mamaria

La glandula mamaria estd conformada por diversos tipos celulares que incluyen a
las células mioepiteliales, epiteliales ductales y alveolares (Fig.3). Estas células epiteliales
se disponen en dos capas perfectamente diferenciadas: la capa basal y luminal
(dependiendo si se encuentran en el lumen o en la base de la glandula mamaria). Con base
en esta diversidad celular, se ha llevado a cabo una clasificacion de los tumores mamarios
en diferentes subgrupos, los cuales son seleccionados por la presencia de ciertos
marcadores biologicos especificos. Los marcadores utilizados son las citoqueratinas 5 y 17,
la integrina B1 o la laminina, para el caso de las células basales, o bien las citoqueratinas 8
y 18 que son caracteristicas de las células luminales, si las células cancerosas llegan a
presentar este tipo de marcadores, se clasifican como luminales o basales, segun sea el
caso. No obstante los avances en la investigacion moderna han permitido la identificacion
de una serie de marcadores moleculares en cancer de mama, algunos de estos marcadores
tienen valor pronostico debido a que se correlacionan con las tasas de supervivencia, en
cambio otros son de utilidad predictiva ya que permiten seleccionar a pacientes por su
buena respuesta a una determinada estrategia terapéutica (Esteva and Hortobagyi., 2004).
Estos marcadores moleculares son los receptores ERa (receptor de estrogenos alfa), PRj
(receptor de progesterona beta) y HER-2 (receptor de 2 del factor de crecimiento

epidérmico humano).

Mioepiteliales

Lobulares

Fig. 3. Esquema de la glandula mamaria
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1.4 Clasificacion molecular del cancer de mama

En base a los marcadores moleculares, se ha realizado otra clasificacion importante
de los tumores mamarios basada en la presencia o ausencia de los receptores HER-2
(Receptor de 2 del factor de crecimiento epidérmico humano), ERa (receptor de estrégenos
alfa) y PRP (receptor de progesterona beta). Se ha demostrado que la expresion de ERa y
HER-2 representa los determinantes principales de los subgrupos moleculares del cancer de
mama (Sorlie et. al. 2001). Considerando la expresion de estos receptores aunado a las dos
capas celulares mamarias (luminal y basal), se establecieron cinco subgrupos moleculares.
Dos subtipos que son ERa (receptor de estrogenos alfa) positivos: luminal A y luminal B
que expresan las citoqueratinas CK7, CK8, CK18, y CK19, integrina alfa-6 MUC1, BCL2,
ERa, PRB, GATA3, asi como moléculas de adhesion epiteliales, por lo que este tumor se
origina de células luminales diferenciadas. Y otros tres, caracterizados por tener una
expresion baja de ERa y que denominaron: “erbB2-like/HER-2-like” que muestran
expresion aumentada de genes asociados con el erbB2, “mama normal-like (BCNL)”
porque comparte caracteristicas del tejido mamario normal y el “basaloide (BCBL)”
caracterizado por la presencia de células mioepiteliales que expresan citoqueratinas basales
como CK5/6, CK14, CK17, vimentina, p-caderina, caveolinas, EGFR(receptor del factor de
crecimiento epidérmico), asi mismo carecen de la expresion de ERa, PR, HER-2 (Fig. 4)
(Sorlie et. al. 2001). Esta clasificacion no solo es importante por las caracteristicas
moleculares, sino también porque los subtipos pueden pronosticar el comportamiento

clinico de la supervivencia libre de enfermedad.
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Fig.4. Esquema de la clasificacion molecular del ciancer de mama. En donde podemos ver que
dependiendo de los marcadores moleculares como las citoqueratinas o los receptores hormonales que
expresen las células cancerosas, estos pueden ser incluidos dentro del grupo luminal A, B, enriquecido con
Her-2, normal o basaloide.

Tabla de los subgrupos moleculares de cincer de mama y sus caracteristicas.

TIPOS SUBMOLECULARES DE CANCER DE MAMA

MARCADORES
Presentes CARACTERISTICAS
. Las células cancerosas comparten una
v" Positivo a ERa y PRB .. .
: morfologia similar a las células que se
Luminal A v' Her-2 negativo . .
v Baio Ki67 encuentran recubriendo los ductos mamarios.
v CitJo ueratinas 7. 8. 18 v 19 Tiene el mejor prondstico clinico. Se origina
q » 00y de células luminales diferenciadas.
v' Positivo a ERa y/o PR ,
.. Las células cancerosas comparten una
v Her-2 positivo L. ,
. v Her-2 negativo y alta morfologia similar a las células que se
Lot 1 ., .y encuentran recubriendo los ductos mamarios.
expresion de Ki67 . . .,
, ., Tienen una alta tasa de proliferacion en
v' Moléculas de adhesion . .
. comparacion con los luminal A.
epiteliales
. . v" ERa negativo o baja Pueden ser detectados a una edad temprana,
Enriquecido con Her-2 N8 PRp negativo son positivos al crecimiento de ganglios
v' Her-2 positivo linfaticos. El 30% puede no expresar Her-2.
Normaloide (BCNL aja expresion de ERa omparte caracteristicas con el tejido
( ) v' Baja expresion de ER Comp isti 1 tejid
v Expresion de mamario normal.
v" Negativo a los receptores Los tumores tienen células con caracteristicas
Basaloide (BCBL) ERa, PRP y Her-2 similares a las de las células exteriores que
v Citoqueratinas 5, 6, 14y 17 rodean los conductos mamarios. Son mas
v' Vimentina, p-caderina agresivos y tienen mal pronostico clinico.
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1.5 Cancer de mama triple negativo

La ausencia de ERa (receptor de estrégenos alfa), PR (receptor de progesterona
beta) y HER-2 (receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano), es la
caracteristica esencial del cancer de mama conocido como triple negativo (BCTN). El
BCTN aparece en mujeres jovenes y por lo regular se le asocia con mal pronostico clinico
ya que crece rapidamente y es altamente invasivo. Este tipo de cancer a su vez se
subclasifica en siete diferentes subtipos los cuales son el basaloide 1 (BL1), basaloide 2
(BL2), inmunomodulador (IM), mesénquimal (M), mesenquimal tipo célula madre (MSL),
luminal con receptor de androgenos (LAR) y bajo en claudina (CL). Los subtipos BL1 y
BL2 tienen elevada la expresion de genes referentes a ciclo celular y respuesta al dafo de
DNA, mientras que los M y MSL estdn enriquecidos con genes involucrados en la
transicion de epitelio-mesénquima asi como diferentes factores de crecimiento. Por otro
lado, el subtipo LAR se caracteriza principalmente por la presencia de la via de
sefalizacion dependiente del receptor a androgenos. La carencia de los receptores ERa
(receptor de estrogenos alfa), PR (receptor de progesterona beta) y HER-2 (receptor 2 del
factor de crecimiento epidérmico humano) hacen al cancer de mama triple negativo
resistente a diversas terapias. (Fig. 5). (Seal el. al. 2010; Clark., et. al. 1984; Talman et. al.
2008; Jordan et. al. 2007).

Tamoxifen

Fig. 5. Resistencia a la inmunoterapia por parte del cincer de mama con fenotipo triple negativo.
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1.6 Receptor de estréogenos alfa (ERa)

Diferentes mecanismos moleculares han ocasionado la resistencia de células
tumorales a la terapia con Tamoxifen, dentro de los cuales estd la modificacion de la
expresion del receptor de estrogenos alfa (ERa). El receptor de estrogenos alfa es una factor
transcripcional, que pertenece a la familia de receptores nucleares, el cual regula la
expresion de diversos genes involucrados en el desarrollo, reproduccion, diferenciacion y
transformacion, asi como en la maligna progresion del cancer (Osborn et. al. 2001; Hayashi
et. al. 2003). El ERa (receptor de estrogenos alfa) regula la expresion de estos genes,
cuando se une a pequenas secuencias del ADN que se denominan ERE o elementos de
respuesta a estrogenos, que usualmente se encuentran en los promotores de los genes
regulados (Klinge., 2001). Los EREs tienen como caracteristica que poseen una secuencia

consenso de 13 pb, que contiene dos repetidos invertidos de 5’-GGGATC-3’ (Fig. 6).

En la actualidad se conocen tres tipos de receptores a estrogenos: ERa (receptor de
estrogenos alfa), ERP (receptor de estrégenos beta) y ERm (receptor de estrégenos
membranal), los dos primeros forman dimeros en el nucleo después de unirse al 173
estradiol. De los tres tipos de receptores, los receptores alfa y beta del receptor de
estrogenos (ERa y Erf) son los mas estudiados en el cancer de mama, ya que se ha
observado que regulan algunos de los genes implicados en la carcinogénesis, como c-fos y
c-myc, que promueven el desarrollo de un fenotipo maligno en las células al producir un

descontrol en el ciclo celular y apoptosis (Bland et. al. 2007).

La determinacion de los receptores de estrogenos tiene gran utilidad como marcador
tumoral, ya que se ha descrito que los tumores mamarios positivos a ERa (receptor de
estrogenos alfa) son diferenciados y con baja proliferacion, ademas en la clinica muestran
tiempo prolongado de supervivencia libre de enfermedad y buena respuesta a terapia
dirigida contra la sefializacion errada del ERa (receptor de estrogenos alfa). Mientras que
los tumores negativos a ERa (receptor de estrogenos alfa), son poco diferenciados,
aneuploides, altamente proliferativos y con una baja respuesta a tratamientos anti-ERa

(Nilsson et. al. 2001).

PMDCB-UNAM-INCMNSZ Pég. 8



; Generacidn de un sistema de recuperacidn de plésmidos transfectados en lineas celulares humanas

Fig. 6. Esquema general del mecanismo de accion del receptor de estrégenos.

El gen codificante del receptor de estrogenos alfa (ERa) es una gran unidad genética
que se expande aproximadamente 300 Kb del cromosoma 6 (6q25.1), de las cuales 140 Kb
corresponden a sus ocho exones (Walter et. al. 1985; Gosden et. al. 1986). El gen se
transcribe a partir de al menos dos promotores, dando como resultado una variacion del
transcrito en la region 5° UTR (Ponglikitmongkol et. al. 1988). El gen del ERa (receptor de
estrogenos alfa) contiene mas de un promotor en donde puede iniciar el proceso de
transcripcion, lo cual podria tener implicaciones sobre la regulacion de la expresion del
gen, ya que es probable que la activacion de uno u otro promotor sea tejido especifica,
dando como resultado RNAm caracteristicos para cada tejido (Fig. 7). Se ha demostrado
que en diferentes lineas celulares de cancer de mama el promotor A del ERa (receptor de
estrogenos alfa) es el que se encuentra activo preferentemente (Grandien et. al. 1995). De
igual modo se ha descrito que un incremento en la utilizacion del promotor A, trae como
consecuencia una disminucion de la transcripcion del gen de ERa (receptor de estrogenos

alfa) a partir del promotor B (Weigel et. al. 1995).

En diferentes estudios se ha intentado caracterizar a los promotores del ERa

(receptor de estrogenos alfa), los cuales han arrojado informacion sobre la presencia de
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elementos potenciadores y de diferentes factores de transcripcidon que estan involucrados en
la regulacion de estos promotores en diferentes lineas celulares (Schuur et. al. 2001;
deConinck et. al. 1995; Penolazzi et. al. 2000). No obstante, se ha observado que el ERa
(receptor de estrogenos alfa) tiene la capacidad de autorregulacion. Cabe destacar que los
promotores del receptor de estrégenos alfa no tienen las caja TATA y CCAAT o la caja de
secuencias GC o si estdn presentes no muestran la secuencia consenso bien establecida,
consecuente a esto se han identificado multiples sitios de inicio de la transcripcion en la
region 5° de los exones. De igual modo, se ha demostrado que los promotores del ERa son
mas débiles comparados con otros promotores (Penolazzi et. al. 2000; Castles et. al. 1997).
Los bajos niveles de actividad transcripcional del promotor aseguran que los niveles de la
expresion de la proteina sean bajos y de esta forma no se pueden activar diferentes vias de

regulacion que no sean necesarias para la célula.

La presencia de multiples promotores del ERa (receptor de estrégenos alfa) se ha
discutido en los ultimos afios, llegando a tres posibles hipdtesis: 1) estos son usados de
forma tejido dependiente, 2) el uso de los promotores es dependiente de la etapa de
desarrollo en la que se encuentre el organismo y 3) los transcritos del ERa se producen a
partir de varios promotores, para producir diferentes cortes alternativos, lo cual resultaria en
la expresion de diversas isoformas del receptor. Asi mismo cabe la posibilidad de que todos
los promotores se encuentren activos en todos los tejidos resultando en una expresion basal
del RNAm del ERa y que la mayor activacion de un promotor en especifico (dependiendo
del tejido) potencialice su transcripcion de acuerdo a los requerimientos de la célula
(Hayashi et. al. 2003) Otra caracteristica de estos promotores, €s que se encuentran a una
distancia considerable entre ellos, lo que podria permitir una regulacion epigenética de la

expresion del gen del ERa (receptor de estrogenos alfa) (Kos., et. al. 2001).

Fig. 7. Esquema de la region codificante y regulatoria del gen del receptor de estrégenos alfa. En donde
se puede observar al menos 8 promotores en los cuales se podria iniciar la transcripcion del ERa.
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1.7 Alteraciones epigenéticas sobre el receptor de estrogenos

Las alteraciones epigenéticas que incluyen modificaciones en el ADN, histonas y
cromatina, juegan un papel importante en la regulacion de la transcripcion, este tipo de
alteraciones son reversibles y pueden ocurrir rapidamente durante un cambio ambiental
(Fig. 8). (Bernstein et. al. 2007). En los ultimos afios se ha incrementado evidencia acerca
de que este tipo de modificaciones estan implicadas en diferentes padecimientos, lo cual
podria ser utilizado en un futuro para diagnostico, pronostico y prediccion de la respuesta a

terapias establecidas (Heyn et. al. 2012).

Fig. 8. Representacion general de las modificaciones epigenéticas que regulan la expresion por cambios
en la compactaciéon de la cromatina. Los tratamientos con 5-aza-citidina (5-aza-dc) inhiben la actividad de
las enzimas DN Ametil transferasas involucradas en la adicion de grupos metilo sobre el ADN que llevan a un
cambio conformacional de la cromatina repercutiendo en el silenciamiento génico. Por otro lado, algunos
agentes como la tricostatina A (TSA) inhiben la actividad de las histonas desacetilasas (HDAC) que eliminan
los grupos acetilos de los tallos de las histonas favoreciendo la formacion de heterocromatina.

Algunos estudios han sugerido que las alteraciones epigenéticas estan implicadas
en la resistencia al tratamiento con Tamoxifen en cancer de mama, y que esto se relaciona
directamente con la regulacion de los niveles de expresion del ERa (receptor de estrégenos
alfa). Considerando ademds la complejidad de los promotores de ERa, no seria
sorprendente que numerosos factores, aun desconocidos, afectaran la expresion del receptor
(Fan et. al. 2006; van Agthoven et. al. 1994; Konduri et. al. 2010). No obstante, se ha
postulado que el mecanismo de metilacion no es el Unico proceso para inactivar la

expresion del receptor de estrogenos alfa, ya que hay evidencia creciente de que el

silenciamiento de la expresion tienen asistencia de las enzimas histonas desacetilasas
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(HDAC), que se encargan de la remocion de grupos acetilos de los residuos de lisina que se
encuentran en los tallos de las histonas, especificamente las histonas H3 y H4, que
repercute en la formacion de estructuras mas compactas de la cromatina, con lo cual

disminuye la accesibilidad del gen para ser transcrito (Fig. 9) (Yang et. al. 2000).

Activadores
Transcripcionales
(ERBF-1)

Fig. 9. Esquema de algunos factores que participan en la regulacion de la expresion génica del receptor
de estrégenos alfa (ERa). Cuando los activadores transcripcionales como ERBF-1 se encuentran sobre el
promotor del ERa asi como el ADN desmetilado, la expresion del receptor ocurre de manera normal, no
obstante, se pueden presentar diversos panoramas celulares que inhiba las expresion del receptor como en 1)
donde el promotor se encuentra metilado llevando a una compactacion de la cromatina, aunada a esta
modificacion se suman la pérdida de activadores transcripcionales como el caso de ERBF-1, a su vez un ADN
metilado es reconocido por las enzimas histonas desacetilasas (HDAC1 y HDAC2) que aunada a diversas
proteinas represoras como mSin3A y MeCP2 favorecen un remodelamiento de la cromatina, repercutiendo
finalmente en la pérdida de la expresion del receptor de estrogenos. 2) Por otro lado, en un panorama celular
en donde se pierde la union de los activadoras transcripcionales atin sin un promotor metilado, no se lleva a
cabo la transcripcion del gen codificante del receptor de estrogenos alfa.
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A continuacion se muestra una tabla de los factores de regulacion genética que se presumen
estan implicados en los diferentes niveles de expresion del receptor a estrogenos alfa

(ERa).

Tabla 1. Factores que se han visto implicados en la regulacion de la expresion del
Receptor de Estrogenos alfa (ERa)

Factores de regulacion de

= Caracteristicas Funcion sobre ERo.
expresion génica

Factor transcripcional que se une a un
elemento cis en una region cerca del
inicio de la transcripcion

ERBF-1 Activacion

DNMT-1 DNA metiltransferasa (adiciona un grupo Represion
metilo) de zonas ricas en CpG

Histona desacetilasa (remocion de un
grupo acetilo) principalmente de las
histonas H3 y H4

Corepresor que es componente central de
un complejo de remodelacion de la
cromatina, que es reclutado por varios
represores  transcripcionales. Ademas
posee actividad de HDAC1

Proteina de union a CpG metilada. La
cual puede reclutar a otras proteinas para
llevar a cabo represion transcripcional
Metiltransferasa de la lisina en H3.
Ademads, juega un papel crucial en la
organizacion de la heterocromatina

HDAC1 Represion

mSin3A Represion

MeCP2 Represion

Suv39H1 Represion

p300 Proteina coactivadora que tiene funcion Activacion
acetiltransferasa

Proteina supresora tumoral que se asocia
a complejos remodeladores de la
cromatina

Miembro de la familia de factores
E2F4/5 transcripcionales que se encargan del Represion
control del ciclo celular. Muestra
interacciéon con HDACs

pRb2/p130 Represion

PMDCB-UNAM-INCMNSZ Pag. 13



; Generacidn de un sistema de recuperacidn de plésmidos transfectados en lineas celulares humanas

1.8 Técnicas para el analisis de la regulacion transcripcional

El genoma humano es un almacén vasto pero criptico de informacion, su cerca de
tres mil millones de nucleotidos codifican ya sea directa o indirectamente las instrucciones
para la sintesis de casi todas las moléculas que forman cada célula. La secuenciacion del
genoma proporciond con alta precision las secuencias de ADN para cada uno de los 24
cromosomas, no obstante, en la actualidad se tiene una comprension incompleta de las
porciones codificantes de proteinas, asi como de las transcripciones no codificantes y
elementos genomicos que temporal y espacialmente regulan la expresion génica

(International Human Genome Sequencing Consortium., 2004).

Los mecanismos moleculares por los cuales la informacion gendémica dirige la
sintesis de diferentes biomoléculas ha sido el centro de gran parte de la biologia molecular
en los ultimos tres decenios. Un reto importante en la biologia es identificar los elementos
reguladores de la transcripcion que controlan la expresion de cada gen, su funcionamiento y
coordinacioén de cada uno de estos para ejecutar procesos celulares complejos. En general,
la regulacion de la transcripcion implica la interaccion de multiples componentes, por lo
que la disponibilidad de factores especificos de transcripcion y la accesibilidad de las
regiones genomicas definidas determinan si la transcripcion de una region se lleva a cabo o
no. Sin embargo, la vision actual de la regulacion transcripcional es excesivamente

simplificada, con muchos detalles que quedan por establecer (Maston., ef al. 2006).

Para entender la regulacion transcripcional se ha implementado un catalogo de
herramientas, centrado en la union de proteinas reguladoras y en la estructura de la
cromatina; dentro de las cuales destaca: la inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP),
ChIP-chip y ChIP-PET, en donde se utilizan anticuerpos especificos para identificacion de
complejos nucleoproteicos. Este ADN obtenido puede ser analizado usando ya sea
microarreglos (ChIP-chip) o secuenciacion de alto rendimiento (ChIP-PET). Estas técnicas
en principio incluyen al menos 18 factores y componentes generales de la transcripcion, por

ejemplo, la ARN polimerasa II, TAF1 y TFIIB. A continuaciéon se muestran las técnicas
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utilizadas actualmente para el estudio de la regulacion transcripcional (Ren., et al. 2000;

The ENCODE Project Consortium, 2007; The ENCODE Project Consortium, 2012)

Tabla 2. Técnicas utilizadas para analizar la regulacion transcripcional.

TECNICA

ChIP-chip

CAGE

RNA-PET

ChIP-seq

DNasel-seq

DESCRIPCION
Utilizada para investigar las interacciones entre proteinas y ADN in
vivo. Permite la identificacion de cistromas a gran escala génica. Su
objetivo es localizar sitios de union de proteinas que puedan ayudar a
identificar regiones funcionales en el genoma.
Captura del capuchon metilado en el extremo 5 'del ARN, seguida de
la secuenciacion de alto rendimiento de una pequefia etiqueta
adyacente al capuchon. Usado para determinar el sitio preciso de
inicio de la transcripcion en el genoma.
Captura simultanea del ARN junto con el capuchon metilado y la cola
de poli A, indicativo de un ARN mensajero completo. Una vez
obtenido el ARN, una pequefia etiqueta que cada extremo se somete a
secuenciacion de alto rendimiento. Ayuda a identificar sitios
alternativos de inicio de la transcripcion.
Inmunoprecipitaciéon de la cromatina seguida de secuenciacion. Se
utiliza para identificar regiones especificas de la cromatina unidas a
proteinas, las cuales son identificadas por anticuerpos especificos
dirigidos hacia epitope blanco. La muestra obtenida se somete a
secuenciacion de alto rendimiento para determinar las regiones del
genoma que estan unidas a las proteinas de interés. Generalmente se
utilizan anticuerpos dirigidos a epitopes asociados a la cromatina
incluyendo: factores de transcripcion, proteinas de uniéon a la
cromatina y modificaciones quimicas especificas sobre las histonas.
Basada en el corte obtenido por la enzima DNAsa I, la cual corta
preparaciones de cromatina in vivo en sitios de union especificos de

proteinas (no-histonas) cercanos. Los cortes resultantes son
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secuenciados para determinar aquellos sitios sensibles a DNAsa I que
corresponden a cromatina abierta. Esta técnica es utilizada para
determinar sitios de inicio de la transcripcion.
Esta técnica se fundamenta en el aislamiento de elementos
regulatorios asistido por formaldehido, se obtienen regiones
genomicas carentes de nucleosomas para explorar la diferencia entre
FAIRE-seq regiones con alta concentracion de nucleosomas en comparacion con
aquellas regiones con baja concentracion correspondiente a
secuencias especificas de regulacion. Los elementos obtenidos son
secuenciados para su identificacion.
Los fragmentos inmunoprecipitados pueden ser clonados en un vector

ChIP-cloning o ) _y
y ser secuenciados o marcados fluorescentemente y ser hibridado a

ChIP transitorio ) )
un arreglo de ADN enriquecido con promotores
Ensayo ChIP unido a secuenciacion de alto rendimiento. Usada para
ChIP-STAGE . . o
estudio de redes de regulacion de factores transcripcionales.
La cromatina unida a proteina es enriquecida en un ChIP-chip. Las
secuencias enriquecidas son clonadas aleatoriamente en un vector,
ChIP-PET donde el inserto es flanqueado por un sitio de restriccion tipo II

(Mmml). La liberacion del inserto con la secuencia de restriccion de
la enzima son subclonados en otro plasmido.

= ChIP-chip: Inmunoprecipitacion de la cromatina unida a microarreglos.

= CAGE: Analisis de la expresion génica por capuchon.

= RNA-PET: Secuenciaciéon de ARNm mediante etiquetas unidas en sus extremos.

= ChIP-seq: Inmunoprecipitacion de la cromatina unidad a secuenciacion.

=  DNase-seq: Digestion enzimatica con DNAsa [ unida a secuenciacion.

= FAIRE-seq: Aislamiento de elementos regulatorios asistido por formaldehido unido a secuenciacion

= ChIP-cloning, ChIP transitorio: Inmunoprecipitacion de la cromatina unida a plasmidos o episomas.

= ChIP-STAGE: Inmunoprecipitacion de la cromatina para el analisis de secuencias de etiquetas
enriquecidas gendmicamente.

=  ChIP-PET: Inmunoprecipitacion de la cromatina de secuencias enriquecidas con etiquetas en los

extremos.
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Los procesos biologicos como la transcripcion genética, replicacion de ADN,
recombinacion, reparacion de ADN, segregacion cromosémica, estabilidad cromosomal,
progresion del ciclo celular, silenciamiento epigenético y la regulacion de la expresion

génica estan mediados a través de las interacciones proteina-ADN.

Las técnicas comunmente utilizadas para caracterizar las interacciones entre
proteinas y ADN son EMSA, footprinting DNAasa y las variantes de la
inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP). A pesar de la informacion obtenida acerca de
la regulacion transcripcional con las técnicas mencionadas anteriormente, éstas tienen sus
limitaciones, dificultando la identificacion de proteinas con actividad reguladora.

El ensayo de cambio de movilidad electroforética o EMSA: es un método rapido
y sensible para la identificacién de las interacciones entre una proteina y ADN, sin
embargo, las muestras que son sometidas a dicho procedimiento se encuentran fuera de su
equilibrio quimico durante la electroforesis, brindando una vision sesgada de lo que podria
estar ocurriendo en el ambiente celular. De igual modo, se ha observado que al utilizar esta
metodologia varios complejos son mas estables en el gel que en solucion libre,
favoreciendo interacciones que probablemente no ocurran de manera natural (Gade and
Kalvakolanu., 2012). Ademds en el ensayo de EMSA wusan pequeias sondas de
oligonucledtidos que no son Optimas para el estudio de asociaciéon de complejos proteicos

con el ADN que requieran de factores secundarios (Lavrrar and Farnham., 2004).

La inmunoprecipitacion de la cromatina o ChIP en un proceso con multiples pasos
y cada paso debe de ser estandarizado para obtener 6ptimos resultados. Este ensayo permite
una observacion imparcial sobre los cambios que ocurren en la cromatina en respuesta a
sefales extracelulares, durante la diferenciacion y desarrollo, en donde el reclutamiento de
las proteinas reguladoras hacia €1 ADN es dindmico. En este procedimiento las células
intactas son sometidas a una exposicion con formaldehido para inducir la uniéon covalente
entre la proteina y ADN o proteina-proteina, que podria alterar las funciones e interacciones
proteicas. Los complejos proteina-ADN son cortados mecénica o enzimaticamente y
recuperados por inmunoprecipitacion, para posteriormente ser analizados mediante PCR. El

principal inconveniente de la técnica de ChIP es su inherente variabilidad, debido a la

PMDCB-UNAM-INCMNSZ Pag. 17



; Generacidn de un sistema de recuperacidn de plésmidos transfectados en lineas celulares humanas

mutabilidad del entrecruzamiento con formaldehido, la inmunoprecipitacion o la eficiencia
del lavado del complejo proteina-ADN, por lo que se debe de tener un riguroso control
sobre las condiciones experimentales. Otra restriccion incluye la dependencia sobre la
disponibilidad de anticuerpos altamente especificos asi como la necesidad de altos niveles
de expresion de la proteina de interés y de una alta tasa de interaccion proteina-ADN. Por
otro lado, se encuentra la dificultad para el manejo de una amplia poblacién de proteinas en

donde la proteina de interés se expresa en bajos niveles (Gade and Kalvakolanu., 2012).

Para evitar este tipo de inconvenientes se debe de optimizar: 1) El tiempo de
fijacién con formaldehido, el cual debe de ser especifico para cada anticuerpo a utilizarse,
2) La cantidad de proteina a analizar, lo cual se debe de comprobar por ensayos de Western
blot y 3) La cantidad de anticuerpo usado, ya que la calidad y especificidad de un

anticuerpo contribuye radicalmente al resultado obtenido.

Ademas, los controles positivos y negativos son absolutamente necesarios para la
correcta interpretacion de los datos obtenidos por ChIP, los cuales son dificiles de obtener
debido a que se debe de conocer al menos un gen que interactué¢ con el factor de
transcripcion de interés para que funcione como control positivo. Para control negativo, las
células que no expresan el factor de interés son de gran ayuda, pero se debe de asegurar la
nula expresion del factor, ya que una proteina parcialmente funcional podria unirse al ADN
y consecuentemente obtener una mala interpretacion de los resultados (Gade and

Kalvakolanu., 2012).

Con el objetivo de eliminar las variables y direccionar los ensayos de ChIP, se
desarrollaron nuevas variantes de ChIP para la identificacion in vivo de sitios de union para
factores de transcripcion que se unen al ADN de forma directa (mediante su dominio de
union a ADN) o indirecta (como un coactivador o corepresor). Dicha técnica es conocida
como ChIP- cloning o ChiP transitorio, en donde los fragmentos inmunoprecipitados
pueden ser clonados en un vector y ser secuenciados o marcados fluorescentemente para ser
hibridados a un microarreglo de ADN enriquecido con promotores. Para realizar ChlIP-

cloning se puede utilizar al menos 3 métodos diferentes para determinar cuéles son los
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nucledtidos que son requeridos para la union in vivo: 1) Transfeccion transitoria, 2)
Integracion estable y 3) Episomas. La utilizacion de un método u otro depende de los
requerimientos de la investigacion, ya que se puede optar por la transfeccion transitoria que
es el método mas facil y rapido en comparacion con la integracion estable y los episomas,
pero si se necesita clonar fragmentos de ADN de mayor tamafio el episoma seria la mejor
opcion. Cado uno de estos métodos tiene sus limitantes, ya que el uso de vectores tienen
que ser manejado de forma estricta para mantener el nimero adecuado de copias del vector
con el objetivo de optimizar los ensayos de PCR, de igual modo, la integracion estable
podria ocasionar diversos efectos sobre el sitio de integracion. Por otro lado, el uso de
episomas requiere de lineas celulares compatibles, ademas el tamafio del episoma puede
ocasionar dificultades para su introduccion a la célula hospedera. (Wells and Farnham.,
2002). No obstante, la mayor ventaja de esta técnica es que las proteinas unidas al promotor

de interés y no a otros promotores celulares pueden ser purificadas especificamente.

Una variante de ChIP-cloning, permite conocer que dominio de la proteina
interactua directamente con el ADN, ya que se realizan diversas construcciones que
contengan los diferentes dominios mutados, dichas construcciones debe de tener una
etiqueta como por ejemplo hemaglutinina (HA), ya que un anticuerpo dirigido contra la
etiqueta podria utilizarse para realizar el ensayo de ChIP, y asi evitar una competencia de
union entre la proteina exodgena y enddgena. Para evadir este tipo de inconvenientes se
aconseja inhibir o disminuir la expresion de proteina nativa, lo que significaria realizar mas
procedimientos experimentales que implicarian mayor costo y consumo de tiempo.
Ademas, se aconseja que este tipo de ChIP se debe de acompaiar de células que provengan
de animales mutantes en ambos alelos para la proteina de interés o utilizar células que
contienen bajos niveles de expresion de la proteina silvestre, con la finalidad de evitar una

mala interpretacion de los datos obtenidos por ChIP (Wells and Farnham., 2002).

Los iniciadores requeridos para el andlisis de PCR en ChIP-cloning deben de ser
elegidos cuidadosamente para amplificar solo la construccion y no el loci enddgeno. Para
las células que contienen los plasmidos, se debe de disefiar un iniciador que hibride con la

secuencia insertada y otro que se una a la secuencia propia del vector. De igual modo, se
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pueden generar iniciadores que hibriden entre la union del inserto con el plasmido o si se
obtuvo una linea celular estable se deben de disefiar oligonucleotidos que hibriden con el

gen reportero y el inserto.

En la actualidad, los reportes en donde se ha utilizado la técnica ChIP-cloning o
ChIP transitoria, han usado anticuerpos contra factores transcripcionales conocidos,
basandose en los analisis bioinformaticos y ensayos experimentales previos que sugieren la
interaccion de los factores transcripcionales con los promotores de interés. Ademas, para
realizar ésta variante de ChIP, las lineas que utilizaron eran altamente transfectables y de
facil manejo para los ensayos de ChIP, asimismo contenian el factor de transcripcion de
interés, ya que se observo que la sobreexpresion del factor de transcripcion podria resultar
en falsos positivos (Lavrrar and Farnham., 2004). Aunado a esto, se debe tener un
conocimiento apropiado acerca de las posibles proteinas que podrian estar interactuando
con la secuencia reguladora ya que no se pueden realizar ensayos de ChIP con anticuerpos
dirigidos a proteinas que podrian estar involucradas en interacciones putativas, por lo que
se descarta este método para analizar posibles interacciones no evaluadas con anterioridad
(Lavrrar and Farnham., 2004). Aunque las interacciones putativas podrian ser evaluadas por
ciertos programas bioinformaticos, estos pueden arrojar datos que podrian llevar a una falsa
identificacion, ya que mucha de la informacion disponible se basa en datos referentes a los

sitios consenso de union.

La combinacion de ChIP con un ensayo de Western blot permitiria la
identificacion de interacciones proteicas que solo ocurren sobre el ADN y no en solucion.
La desventaja es que esta técnica no permite la determinacién en cuanto a cudl era la
secuencia a la que se encontraba unida la interaccion proteina-proteina. No obstante, una
vez detectada una interaccidn positiva, el sitio de unidon especifico puede ser determinado
por un ChIP estdndar para determinar si la interaccion proteica identificada por Western
blot ocurrié en el sitio génico de interés. Otra limitante que se tiene en ésta fusion de
técnicas, es que las diversas interacciones proteina-proteina que pueden ser detectadas estan
restringidas debido al nimero de anticuerpos potenciales que pueden ser evaluados (Wells

and Farnham., 2002).
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Este tipo de variaciones inherentes a la técnica de ChIP y sus variantes, pueden ser
evitadas utilizando un anticuerpo dirigido Unicamente contra una proteina exdgena
conocida, precipitando solamente el complejo proteina-DNA que esta fusionado a la
proteina exogena, de este modo se evitaria cualquier competencia de unidén con alguna
proteina endogena que estuviera interactuando con alguna secuencia de ADN, ya que la
unidn de la proteina enddgena podria retrasar y sesgar el andlisis de los perfiles proteicos
obtenidos. Ademas, se debe de tomar en cuenta que la unidon de las proteinas al ADN puede
ser influenciado por la fase del ciclo celular, la concentracion relativa de otras proteinas o
durante el desarrollo tumoral. Cabe destacar que no todos los anticuerpos disponibles
comercialmente tienen la calidad para ser utilizados en ensayos de ChIP, lo que se reflejaria

en la eficiencia de la inmunoprecipitacion.

Por otro lado, una correcta interpretacion de los resultados seria mas eficiente al
generar controles que fuera externos al contenido endogeno celular, como lo seria la
transfeccion de plasmidos que contengan secuencias y genes reporteros provenientes de
otros organismos los cuales pueden ser evaluados de forma cuali y cuantitativamente. Las
secuencias al ser originarias de otros organismos evitarian en sesgo y los falsos positivos

asimismo favorecerian la generacion de controles.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

En el modelo actual, la transcripcion diferencial de genes se asocia a un cambio en
la composicion proteica de la cromatina. Un claro ejemplo de esta variacion de distribucion
proteica se manifiesta en la falta de expresion del receptor de estrogenos alfa (ERa) en
pacientes diagnosticadas con la forma triple negativa de cancer de mama (carentes de los
receptores HER-2-, PRB- y ERa-) de los cuales cerca de un 30% no responden a ningln
tratamiento establecido, lo que se interpreta como un reflejo en la heterogeneidad de los
mecanismos genéticos-moleculares que se organizan, presentan y actuan de forma
especifica y distintiva en cada paciente. La diferencia entre la presencia y/o ausencia de
factores o proteinas involucradas en el silenciamiento del gen codificante del ERa podria
funcionar como firma bioldgica para la separacion intragrupal de pacientes con cancer de
mama triple negativo (HER-2-, PRB- y ERa-). Sin embargo, en la actualidad, las técnicas
utilizadas para el estudio comparativo en la variacion del revestimiento proteico de la
cromatina, se limitan a metodologias que brindan un panorama general, ademas dichas
técnicas requieren obligatoriamente del conocimiento previo de al menos uno de los
elementos reguladores asociados a la cromatina correspondiente al locus de interés, por lo
que diversos grupos de investigacion han concluido que dicha problematica requiere del
desarrollo de nuevas herramientas de analisis proteico. Con lo anterior se planted la
siguiente pregunta: jEs posible generar un sistema plasmidico tipo “presa-anzuelo” que
permita el estudio del revestimiento proteico de la cromatina de un locus especifico, como

la region promotora del ERa?

3. JUSTIFICACION:

En la actualidad, el andlisis comparativo de la composicion de la cromatina es
restringido. La técnica de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) permite el estudio de
interaccion de proteinas y ADN, siempre y cuando exista un anticuerpo dirigido a una
proteina particular. Hasta el momento no es posible analizar la composicion proteica de la
cromatina de una secuencia especifica, como por ejemplo la regiéon promotora del receptor

de estrogenos alfa (ERa). Una herramienta de este tipo permitiria estudiar el revestimiento
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proteico de una regioén gendémica especifica. Los perfiles proteicos obtenidos mediante esta
herramienta contribuirian a la identificacion de marcadores moleculares especificos, lo que
podria aplicarse para la identificacion de subgrupos de pacientes diagnosticados con cancer

de mama triple negativo (carentes de Her-2, ERa, PRp).

4. HIPOTESIS:

Es posible generar ADN recombinante que contengan un locus especifico humano y
diversas secuencias reporteras exdgenas cuya expresion proveeria la base genética de un
sistema tipo “presa-anzuelo” para la recuperacion nativa del ADN recombinante a partir de
un ambiente enddgeno celular hospedero y asi facilitar el analisis del revestimiento proteico

de su cromatina.

5. OBJETIVOS:

5.1 General:

= Generar la base genética de un sistema tipo “presa-anzuelo” para la recuperacion de

la forma nativa de plasmidos transfectados en HEK-293T.
5.2 Particular:

1. Amplificar y clonar el locus del promotor A y B del receptor de estrogenos alfa en

el vector pGL3Basic que contiene luciferasa como gen reportero.

2. Amplificar y clonar la secuencia del dominio de union a ADN del factor
transcripcional de Gal4 de levadura en el sistema de expresion de GFP:
pcDNA3.1/NT-GFP.

3. Transfectar las construcciones obtenidas en la linea celular HEK-293T.

4. Evaluar la expresion del gen reportero de la luciferasa.

5. Comprobar la expresion de la proteina recombinante DBD-GFP.
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ESQUEMA DEL FUNDAMENTO DE LA TECNICA A DESARROLLAR

GFP-Tag

Proteina
recombinante:
DBD de Gal4+ Tag
GFP

“Anzuelo”

v\ﬁe 090

030
>

UAS

\ G

%
%

%

o/‘
pGL3Basic con los ¢

promotores Ay B L ©
del ERa +
Plasmido Elementos de
cromatinizado é union para DBD
Gal4

“Presa”

Se busca generar un plasmido de expresion que contenga la secuencia del dominio de uniéon a ADN del factor
transcripcional Gal4 (DBDg,4) de levadura fusionada a una secuencia de GFP para producir una proteina
recombinante “anzuelo” GFP-DBD, la cual reconocera a los elementos de unioén (secuencias consenso de
uniéon de Gal4) que se encontrardn insertos en un plasmido “presa” que a su vez tendra clonada la secuencia
de los promotores A y B del receptor de estrogenos alfa (ERa). El complejo de union proteina “anzuelo”
GFP-DBD + plasmido “presa” se purificara a través de anticuerpo dirigido contra GFP. UAS: Elementos de
respuesta o union de Gal4, DBD: Dominio de a ADN de Gal4, GFP: Proteina verde fluorescente.
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6. METODOLOGIA:

Objetivo 1:

Extraccion de ADN genomico de linea
celular de cancer de mama (ERa+) MCF-7

Clonar en el vector pCR2.1 TOPO PCR

Disefio de iniciadores para amplificar
los promotores A y B del ERa

Subclonar

Obtencion-seleccion
de clonas (Ap®)

Transformacion
de pGL3 Basic

e

|

Miniprep
Maxiprep
Restriccion con
Hind 111

Almacenar a -70°C

Linealizacion de
pGL3 Basic

Ligacion de pGL3 con la

secuencia pABER« Ob’ter}er E. coli DH5a
quimico-competentes

Miniprep Transformacion en Obtencion y seleccion
Maxiprep E. coli DH5a de clonas (Ap®)

Analisis con || Almacenar a -70°C ||
endonucleasa

E3
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Objetivo 2:

Extraccion de ADN plasmidico de pGBKT7 Disefio de iniciadores para amplificar
DBDGal4

Clonar en el vector pcDNA3.1-
NT-GFP

Obtener E. coli DH5a
quimico-competentes

Miniprep Transformacion de la ligacion Obtencién-seleccion
Maxiprep pcDNA3.1-NT-GFP-DBDg,4 de clonas
Analisis con Almacenar a -70°C
endonucleasas
Obtencion y seleccion
de clonas
Analisis con Miniprep
endonucleasa Maxiprep

Almacenar a -70°C
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Objetivo 3,4 v 5:

Cultivo de la
linea celular
HEK-293T

Transfeccion por Transfeccion por
fosfato de calcio Lipofectamina

Plasmidos Plasmido
pcDNA3.1-GFP-DBD y pGL3-pABERa
pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD

Citofluorometria
Microscopia

Extraccion
Extraccion de ARN
de ARN
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Material biologico

LINEA CELULAR DESCRIPCION REFERENCIA

Linea celular altamente transfectable derivada de
tabulo distal embrionario humano. Competente
HEK-293T para replicar vectores que contienen la region WW\;V'ﬁ;CCCR(}ig3/I2)r106dHCtS
promotora SV40. Ampliamente usada para la a ) '
produccion retroviral, génica y proteica.
Derivada de un sitio metastasico de cancer de
mama (derrame pleural). Conserva varias
caracteristicas del epitelio mamario diferenciado tcc.ore/product
MCF-7 incluyendo la capacidad para procesar estradiol a www/.alf/clz_.lc%ﬁ 320 ucts
través de los receptores de estrogeno a o
citoplasmaticos y la capacidad de formacion de
ctpulas. Expresan el oncogén WNT7B.

Cepa no patogena, disefiada para clonaciones.
Contiene multiples clonaciones que facilita su
alta eficiencia de transformacion. Las mutaciones
Escherichia coli DH50. incluyen: JIlacZJ] M15: seleccion de clonas Hanahan. 1983
recombinante, RecAl: reduce la recombinacion
homoéloga y EndAl: baja degradacion por
endonucleasas

C (P;II\I’IAESlg/gllz)&(Ii?ES DESCRIPCION REFERENCIA
Vector de clonacion para la insercion directa de .
productos PCR amplificados con polimerasa Taq .Thgrm;) Fisher
pCR2.ITOPO en un vector plasmidico para subclonacion. Smen';fi(; 0’()1-\1)01. Cat.
Contiene sitios de restriccion para subclonacion.

Vector de clonacion que proporciona una base
para el analisis cuantitativo de factores
(promotores, potenciadores, factores de union a
ADN, etc.) que regulan la expresion de genes de
mamiferos. Contiene una region de codificacion
modificada para luciferasa que permite el
seguimiento de la actividad transcripcional en las
células eucariotas transfectadas

Promega
pGL3 Control Vector con luciferasa como reportero Corpotation*, No.
Cat.: E1741

Vector de clonacion que permite la fusion de una Thermo Fisher
pcDNA3.1 NT-GFP TOPO proteina de interés a la proteina GFP Ciclo 3. Scientific*, No. Cat.:
Disefiado para la expresion transitoria o estable K481001

Promega
Corporation*, No.
Cat.: E1751

pGL3 Basic
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de las proteinas fusionadas a GFP en una amplia
gama de células de mamiferos.

Clontech
Laboratories, Inc. A
Takara Bio
Company*, No. Cat.:
630489

Vector que expresa las proteinas fusionadas a los
aminoacidos 1 a 147 del dominio de union a
ADN del factor transcripcional Gal4 (DBD),

ademas contiene una etiqueta del epitope c-Myc.

pCR2.1-pAER« Vector que contiene la secuencia del promotor A En este trabaio
del receptor de estrogenos alfa (ERa) J
pCR2.1-pBERa Vector que contiene la secuencia del promotor B .
del receptor de estrogenos alfa (ERa) En este trabajo

Vector que contiene las secuencias de ambos
pCR2.1-pABER« promotores AB del receptor de estrogenos alfa En este trabajo
(ERa)

Contiene las secuencias de ambos promotores AB
pGL3-pABERa del receptor de estrogenos alfa (ERa) en el vector En este trabajo
de expresion pGL3.

Vector de clonacion pcDNA3.1 que contiene la
secuencia DBD para generar la proteina de Science Exchance*
fusion con GFP (expresion en lineas celulares de En este trabajo
mamiferos).

pcDNA3.1-GFP-DBD

Vector de clonacion pcDNA3.1 que contiene la
secuencia DBD para generar la proteina de Science Exchance*
fusion con GFP (expresion en lineas celulares de En este trabajo
mamiferos). Ademas alberga una etiqueta 6x His.

pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD

*Thermo Fisher Scientific: Carlsbad, CA, EUA.

*Promega Corporation: Madison, WI, EUA.

*Clontech Laboratories, Inc. A Takara Bio Company: Mountain, CA, EUA.
*Science Exchance-ProNovus Bioscienc, LL.C: Mountain, CA, EUA.

7.2 Condiciones de Cultivo

Lineas celulares

Las células de la linea celular de cancer de mama MCF-7 (ATCC, Manassas, VA, EUA) se
mantuvieron en medio RPMI-1640 (Invitrogene Life technologies, Grand Island, NY,
EUA, No. Cat. 31800022) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (Cellgro Corning,
Masassas, VA, EUA, No. Cat. 35-010-CV), penicilina 100 pg/ml (GIBCO®, Carlsbad, CA,
EUA, No. Cat. 15240), estreptomicina 100 ug/ml (GIBCO®, Carlsbad, CA, EUA, No. Cat.
15240) y anfotericina-B 0.25 pg/ml (GIBCO®, Carlsbad, CA, EUA, No. Cat. 15290-018) a

37 °C con humedad relativa saturante y 5 % de CO,. La linea celular derivada de tabulo
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distal embrionario humano HEK-293T (donada por el Dr. Luis Covarrubias Robles, IBT,
UNAM) fue cultivada en medio DMEM “Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium” (MP-
Biomedicals, LLC, OH, EUA, No. Cat. 1033120) suplementado con 10 % de suero fetal
bovino (Cellgro Corning, Masassas, VA, EUA, No. Cat. 35-010-CV), penicilina 100 pg/ml
(GIBCO®, Carlsbad, CA, EUA, No. Cat. 15240), estreptomicina 100 pug/ml (GIBCO®,
Carlsbad, CA, EUA, No. Cat. 15240) y anfotericina-B 0.25 pg/ml (GIBCO®, Carlsbad, CA,
EUA, No. Cat. 15290-018) a 37 °C con humedad relativa saturante y 5 % de CO,.

Cultivo bacteriano

Las cepas de E. coli DH5a transformadas con los plasmidos empleados en este trabajo,
fueron crecidas en medio liquido Luria-Bertani (“LB-Broth”, SIGMA—ALDRICHTM, INC,
MO, EUA, No. Cat. 117K0091), incubadas en agitacion a 250 rpm a 37 °C durante 16 h. El
antibiotico empleado en los medios de cultivo fue ampicilina (GIBCO®, Carlsbad, CA,
EUA, No. Cat. A-9518) a una concentracion de 100 pg/ml. La cepa de E. coli DH5a que
contiene al plasmido pGBKT7 fue crecida en medio liquido LB con kanamicina (GIBCO®,
Carlsbad, CA, EUA, No. Cat. 11815024) a una concentracion de 50 pg/ml.

7.3 Extraccion de ADN

Genomico:

La extraccion del ADN gendmico de la linea celular de cancer de mama MCF-7 se inici6
cuando el cultivo se encontraba a un 80 % de confluencia celular. Se recuperaron los
paquetes celulares del cultivo mediante centrifugacion (6000 rpm durante 5 min), el
paquete celular obtenido se resuspendié en 500 ul de solucion de lisis (10 mM de Tris-HCl
pH 8, 100 mM de NaCl, 25 mM EDTA pH 8 y 0.5 % de SDS) complementado con 0.1
mg/ml de proteinasa K y 0.05 mg/ml de RNAsa, la mezcla de reaccion se incubo durante 12
h a 55 °C, posterior a la incubacion se realizaron extracciones orgdnicas consecutivas de
fenol saturado/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1 v/v) y cloroformo/alcohol isoamilico
(24:1 v/v) segin Gong J., et al. (1994). La fase acuosa generada fue precipitada con
isopropanol adicionado con acetato de sodio 0.3 M y MgCl, 10 mM, la muestra obtenida

fue almacenada durante 12 h a -20 °C. Finalmente, después del almacenamiento la muestra
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se centrifugd a 14000 rpm durante 15min, el pellet conseguido se lavo con etanol al 70 %
para a continuacion resuspenderlo en agua estéril. La pureza del ADN gendmico obtenido
fue comprobado mediante una electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % tefiido con bromuro
de etidio (0.5 pg/ul) y se determind la concentracion y rendimiento con una lectura

espectrofotométrica a 260nm UV (DU-62 - Beckman Coulter, No. Cat. 793218978).

Plasmidico:

Al final de la incubacion de 5 ml de cultivos liquidos, se obtuvieron paquetes celulares de
las cepas de E. coli que contenian los plasmidos pCR2.1 TOPO:pAERa, pCR2.1
TOPO:pABERa, pGL3 Control, pGL3:pABERa, pcDNA3.1 NT-GFP control, pcDNA3.1-
GFP:DBD, pcDNA3.1 6x His-GFP:DBD y pGBKT7 mediante centrifugacién a 8000 rpm
durante 3 min. Posteriormente, se efectuo la extraccion de ADN plasmidico mediante el kit
PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega Corporation, Madison, WI, EUA, No.
Cat. A1223), de acuerdo a las siguientes especificaciones: 1) Resuspender el paquete
celular en 600 pl de amortiguador TE (Tris-HCI1 10 mM y EDTA 1 mM); 2) Adicionar 100
ul de solucion de lisis, mezclar durante 15 seg; 3) Agregar 350 pl de solucion neutralizante
fria, mezclar por inversion durante 15 seg; 4) Centrifugar a 14500 rpm durante 3 min; 5)
recuperar el sobrenadante y transferirlo a la columna de purificacion; 6) Agregar 200 pl de
solucion de lavado removedor de endotoxina; 7) Centrifugar a 14500 rpm durante 15 seg;
8) Agregar 400 pl de solucion de lavado ; 9) Centrifugar a 14500 rpm durante 30 seg; 10)
Transferir la columna a un tubo de recoleccion para obtener el ADN; 11) Adicionar de 30-
50 pl de agua estéril sobre la columna y dejar incubando 1 min a temperatura ambiente,
finalmente centrifugar a 14500 rpm durante 15 seg para obtener el ADN eluido. La pureza
del ADN plasmidico fue comprobada mediante una electroforesis en gel de agarosa al 0.8%
tefiido con bromuro de etidio (0.5 pg/pl) y se determind la concentracion y rendimiento con
una lectura espectrofotométrica a 260nm UV (DU-62 - Beckman Coulter, No. Cat.
793218978). Para un mayor rendimiento y concentracion de ADN plasmidico se utilizo el
kit MAXIPREP-“Plasmid Maxi” (QIAGEN®, Hilden, Alemania, No. Cat. 12163),

siguiendo las especificaciones del proveedor.
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7.4 Diseio de Iniciadores

Partiendo de las secuencias nucleotidicas de los promotores A y B del receptor de
estrogenos o (pAERa y pBERa) disponibles en NCBI (Gene ID: 2099,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) se disefiaron pares de iniciadores para la amplificacion de los
promotores, con un producto de PCR esperado de 300 y 350 pb respectivamente. Como
templado para la amplificacion de pAERa y pBERa se empled el ADN gendmico de la
linea celular MCF-7. Por otro lado, para la amplificacion del dominio de union a ADN del
factor transcripcional de Gal4 (DBDga4) se recurrid como templado al plasmido
recombinante pGBKT7, con base a la secuencia de pGBKT7 se generaron pares de

iniciadores para obtener un amplicon de 555 pb.

Secuencia (5" — 3) Caracteristicas

ESR1-21 Hpal Tamafio: 27 pb
Sentido GTT AAC GTA CTT AAA GTT GGA GGC CCG Tm: 67 °C
Contenido de GC: 48 %

ESR1-22 Xhol Tamatfio: 26 pb

antisentido CTC GAC CAG ATG CTT TGG TGT GGA GG Tm: 70 °C
Contenido de GC: 58 %

Tabla 3. Iniciadores para la amplificacion del promotor A del receptor de estrégenos alfa (ESR1).

Secuencia (5" — '3) Caracteristicas

ESR1-31 Hpal Tamatfio: 26 pb

Sentido GTT AAC TAT ATC GGA GTC TGG CAC GG Tm: 65 °C
Contenido de GC: 50 %

ESR1-32 Xhol Tamatfio: 27 pb

antisentido CTC GAG CGG GCC TCC AAC TTT AAG TAC Tm: 70 °C
Contenido de GC: 56 %

Tabla 4. Iniciadores para la amplificacion del promotor B del receptor de estrogenos alfa (ESR1).

Nombre Secuencia (5" — “3) Caracteristicas

fDBDKpnl GGT ACC GCC TCC TGA AAG ATG AAG C Tamaro: 25 pb
sentido Tm: 61.3 °C

Contenido de GC: 52 %

rDBDECORV. | - \ T ATC CAT GGC CAT ATG CAG GTC CTC Tamafio: 27 pb
antisentido Tm: 62 °C

Contenido de GC: 58 %

Tabla 5. Iniciadores para la amplificacion del DBDg,,.
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Para ensayos posteriores de clonacion y comprobacion de expresion proteica se disefiaron
iniciadores para la amplificacion de luciferasa, partiendo de la secuencia nucleotidica de
pGL3-basic, con un producto esperado de 1.6 Kb. Como templado para la amplificacion se
empled el plasmido pGL3-pABERa. De igual modo, se mandoé a sintetizar la secuencia de
los elementos de respuesta a DBDgaiu (UASGas), con un tamafio de 114 pb, aunado a esta
secuencia se disefid un iniciador que permiti6 la secuenciacion de las clonas obtenidas a
partir de la ligacion de pGL3-pABERa con los UASgars. La combinacion de estos
iniciadores se empled para corroborar que la clonaciéon hubiera ocurrido de manera

adecuada.

FLuc23 GTA AAG CCA CCA TGG AAG ACG CC Tamatio: 23 pb
Sentido Tm: 60.5 °C

Contenido de GC: 56.5 %

RLuc25 CCC GAC TCT AGA ATT ACA CGG CGA T Tamafio: 25 pb
antisentido Tm: 60 °C

Contenido de GC: 52 %

Tabla 6. Iniciadores para la amplificacion de Luciferasa.

Nombre Secuencia (5° — "3) Caracteristicas

ACG CGG CCG CCG GAG TAC TGT CCT

UASS5xNotI CCG AGC GGA GTA CTG TCC TCC GAG Tamafio: 114 pb

Sintetizado CGG AGT ACT GTC CTC CGA GCG GAG Tm: 74.3 °C

TAC TGT CCT CCG AGC GGA GTA CTG Contenido de GC: 68.4 %
TCC TCC GGC GGC CGC ACG

UASGalSec21 ACG CGG CCG CCG GAG TAC T Tamafio: 19 pb
Secuenciacion Tm: 67.1 °C

Contenido de GC: 73.7 %

Tabla 7. Secuencia sintetizada para UASg,4 y el iniciador para la comprobacion de su clonacion en
pGL3-pABERua respectivamente.

Todos los iniciadores utilizados en este trabajo fueron sintetizados por la empresa IDT

“Integrated DNA Technologies” (Coralville, [owa, EUA).

7.5 Condiciones para la amplificacion de los promotores A y B del ERa

La amplificacion de los promotores se realizd bajo la siguiente mezcla de reaccion:

concentracion de 10-20 ng de ADN, amortiguador 1X, MgCl, 1.5 mM, dNTP’s 10 mM,
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iniciador sentido 0.5 uM, iniciador antisentido 0.5 uM, HotStarTaq DNA polimerasa 2.5
unidades. Las condiciones de amplificacion fueron: 95 °C 15 min 1 ciclo, 95 °C 30 seg,
hibridacion (Tm de los iniciadores) a 58 °C 1 min, extension a 72 °C 1 min (30 ciclos), 72
°C 10 min 1 ciclo, 4 °C infinito (Fig. 10), de acuerdo con el protocolo de manufacturacion.
La aparicion del amplicon de cada promotor se comprobd por medio electroforesis en gel

de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio (0.5 pg/pl).

95°C | 95°C 72 oC 72 °C |
15:00 00:30 01:00 10:00
4°C
58 °C
01:00
o0
1 2(30x) 3 4

PROGRESO DE LA REACCION
Fig. 1. Esquema de condiciones de PCR para los promotores A y B del Era. Los nimeros en la parte
inferior (1-4) corresponden a los pasos del programa generado.

7.6 Condiciones para la amplificacion del DBD de Gal4

La amplificacion del dominio de union a ADN de Gal4 a partir del plasmido pGBKT7 se
realiz6 bajo la siguiente mezcla de reaccion: concentracion de 10-20 ng de ADN,
amortiguador 1X, MgCl, 1.5 mM, dNTP’s 10 mM, iniciador sentido 0.5 puM, iniciador
antisentido 0.5 pM, HotStarTag DNA polimerasa 2.5 unidades. Las condiciones de
amplificacion fueron: 95 °C 15 min 1 ciclo, 95 °C 30 seg, hibridaciéon (Tm de iniciadores)
60 °C 1 min, extension a 72 °C 1 min (30 ciclos), 72 °C 10 min 1 ciclo, 4 °C infinito (Fig.
11), de acuerdo con el protocolo de manufacturacion. La aparicion del amplicon se
comprobd por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1.0 % tefiiddo con bromuro de

etidio (0.5 pg/ul).
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15:00 1 00:30 01:00 | 10:00
4°C
60°C
01:00
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0
I 2(30x) 3 4 N

PROGRESO DE LA REACCION

Fig. 11. Esquema de condiciones de PCR para el dominio de unién a ADN de Gal4. Los niumeros en la
parte inferior (1-4) corresponden a los pasos del programa generado.

7.7 Condiciones para la amplificacion de Luciferasa

La amplificacion de luciferasa a partir del ADNc obtenido de HEK-293T transfectadas con
pGL3-pABERa, se realizo bajo la siguiente mezcla de reaccion: concentracion de 10-20 ng
de ADN, amortiguador 1X, MgCl, 1.5 mM, dNTP’s 10 mM, iniciador sentido 0.5 puM,
iniciador antisentido 0.5 uM, HotStarTaq DNA polimerasa 2.5 unidades. Las condiciones
de amplificacion fueron: 95 °C 15 min 1 ciclo, 95 °C 30 seg, hibridacion (Tm de
iniciadores) 60 °C 1 min, extension a 72 °C 1 min (30 ciclos), 72 °C 10 min 1 ciclo, 4 °C
infinito (Fig. 12), de acuerdo con el protocolo de manufacturacion. La amplificacion de
luciferasa se comprobd por medio electroforesis en gel de agarosa al 1.0% tefiido con

bromuro de etidio (0.5 pg/ul).

I100“C
95 °C 95 °C 72 °C 72 °C |
15:00 00:30 01:00 10:00
4°C
60°C
01:00
30°C o0
L 2(30x) 3 4

v

PROGRESO DE LA REACCION

Fig. 12. Esquema de condiciones de PCR para Luciferasa. Los niimeros en la parte inferior (1-4)
corresponden a los pasos del programa generado.

PMDCB-UNAM-INCMNSZ Pag. 3a



; Generacidn de un sistema de recuperacidn de plésmidos transfectados en lineas celulares humanas

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fue realizada de acuerdo a las
especificaciones del proveedor (QIAGEN®, Hilden, Alemania, No. Cat. 203443), ajustando

los tiempos para una amplificacion Optima de los productos de PCR.

7.8 Clonacion y Ligacion

Cada una de las clonaciones y ligaciones efectuadas durante el desarrollo del proyecto se
realizaron de acuerdo a Sambrook., ef al (1989). Las enzimas de restriccion utilizadas para
obtener clonaciones sitio dirigidas fueron EcoRI (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA,
EUA No. Cat. ER0271), Xhol (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EUA No. Cat.
ER0691), Notl (New Englands Biolabs, Inc, MA, EUA, No. Cat. R3005), EcoRV (New
Englands Biolabs, Inc, MA, EUA, No. Cat. R0195S) y Kpnl (Thermo Fisher Scientific,
Carlsbad, CA, EUA No. Cat. ER0521), cada una de las enzimas fueron manejadas de
acuerdo a las indicaciones de su proveedor, digiriendo entre 250 ng/ul de ADN plasmidico
obtenido por Miniprep y hasta 1 pg/ul adquirido a partir de Maxiprep, todas las reacciones

de restriccion fueron llevadas a un volumen final de 20 pl.

Para efectuar las reacciones de ligacion se ocupd el kit de ligacion “Rapid DNA Ligation™
(Roche, MO, EUA, No. Cat. 10716359001) siguiendo las instrucciones del proveedor, las

mezclas de reaccion fueron llevadas a un volumen final de 30 pl.

7.9 Transformacion

Para amplificar los plasmidos que resultaron de las clonaciones, éstos se introdujeron en
una cé¢lula hospedera apropiada como E. coli DHS5a previamente sometidas a un tratamiento
quimico para favorecer un estado competente y asi cerciorar la entrada del ADN
recombinante. Se empled el método clasico para generar células competentes que consiste
en generar orificios en las membranas celulares, lo cual se consiguid mediante lavados con
una solucion de CaCl, 60 mM, 15 % de glicerol y 10 mM de PIPES (pH 7) aunados a
tratamientos fisicos, como cambios de temperatura. Las bacterias competentes se generaron

de acuerdo al procedimiento descrito por Chung C. T., ef al (1989). Para la transformacion
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quimica se realizoé el siguiente procedimiento: 1) Diluir 1 pl de la ligaciéon obtenida
previamente en 20 pl de agua estéril, 2) Resuspender la mezcla suavemente, 3) Agregar
100 pul de E. coli DH5a competentes (previamente descongeladas), 4) Incubar la mezcla a 4
°C durante 15 min, 5) Dar choque térmico a 42 °C durante 45 seg, 5) Adicionar 1 ml de
medio liquido LB (“LB-Broth”, SIGMA-ALDRICH™, INC, MO, EUA, No. Cat.
117K0091), 6) Incubar 1 h en agitacion constante a 250 rpm a 37 °C, y finalmente
seleccionar aquellas células portadoras del DNA recombinante utilizado en el proceso, el
cultivo bacteriano obtenido se siembra sobre una caja Petri con 30 ml de medio LB sélido
suplementado con antibiotico, ( “LB-Broth”, SIGMA-ALDRICHTM, INC, MO, EUA, No.
Cat. 117K0091; Bacto-Agar, DIFCO, Michigan, EUA, No. Cat. 0140-01). Todos los
plasmidos empleados en esta tesis excepto el plasmido pGBKT?7 codifican para una [-
lactamasa que confieren resistencia a ampicilina, de forma que sélo las células que
incorporaron dicho vector (con o sin inserto) fueron capaces de crecer en un medio
selectivo suplementado con ampicilina a una concentraciéon de 100 pg/ml (GIBCO®, No.
Cat. A-9518). Para el plasmido pGBKT7 se emple6 kanamicina (GIBCO®, No. Cat.
11815024) a una concentracion de 50 pg/ml. Las clonas obtenidas fueron analizadas con
enzimas de restriccion, con reacciones de PCR y por reacciones de secuenciacion para la

corroboracion de su contenido genético.
7.10  Secuenciacion

Las construcciones obtenidas fueron secuenciadas en la Unidad de Medicina Gendmica y
Biologia Molecular del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran (INCMNSZ). La secuenciacion realizada sobre los plasmidos pGL3-pABERa,
pcDNA3.1-GFP-DBD y pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD se baso en electroforesis capilar
mediante secuenciadoras automaticas establecidas en un sistema capilar para hacer la
separacion de los fragmentos de distinto tamafios. La secuenciacién automética por
capilares es una alternativa al método de Sanger, que consiste en marcar el iniciador o los
terminadores con un compuesto fluorescente que bloquean la posible adicion de mas
nucledtidos. Los productos de la reaccion se separan y detectan directamente durante la
electroforesis al pasar por delante de un laser que al excitar los fluor6foros permite detectar

la fluorescencia emitida. En el caso particular de la Unidad de Medicina Genomica y
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Biologia Molecular se realiza una reaccidon tnica de secuencia en presencia de los cuatro
ddNTPs, cada uno de ellos marcados con una sonda fluorescente distinta. Una vez obtenida
la reaccion, esta se inyectan en el capilar. Este tipo de secuenciadores se utilizan para
lecturas no superiores a unos 450 pb. Las secuencias obtenidas son analizadas por
programas bioinformaticos llevando finalmente a la obtencion de electroferogramas para su

optima visualizacion.

7.11 Transfeccion

El plasmido pGL3-pABERa se transfect6 en la linea celular HEK-293T con el método de
fosfato de calcio ( “Invitrogene-Calcium Phosphate-Transfection Kit”, Carlsbad, CA, EUA,
No. Cat. 44-0052). Partiendo de un pre-cultivo confluente de HEK-293T de 72 h, se sembr6
una densidad celular de 300 x 10’ en una placa de 6 pozos, las células fueron cultivadas en
medio DMEM “Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium” (MP-Biomedicals, LLC, OH,
EUA, No. Cat. 1033120) suplementado con 10% de suero fetal bovino (Cellgro Corning,
Masassas, VA, EUA, No. Cat. 35-010-CV) sin antibidtico durante 18 h, pasado el tiempo
de incubacion se cambi6 el medio 4 h antes de iniciar la transfeccion. Para iniciar la
transfeccion se ocuparon 2 tubos (A y B); el tubo A contenia lo siguiente: ADN (2.5 pg),
fosfato de calcio 2 mM y agua cbp 180 pl; el tubo B contenia 180 ul de amortiguador HBS
2x. Cuando los tubos estaban listos, el tubo B se burbujed con aire a un ritmo constante,
mientras se burbujeaba se le agregd el contenido del tubo A, la mezcla final se incubd
durante 20 min a temperatura ambiente, pasado el tiempo de incubacion se agitd la mezcla
y se tomo el volumen total (360 pl) el cual se verti6 por goteo en cada uno de los pozos
utilizados para las diferentes condiciones a evaluar, 12 h después de la transfeccion se
realizd cambio de medio DMEM (MP-Biomedicals, LLC, OH, EUA, No. Cat. 1033120)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (Cellgro Corning, Masassas, VA, EUA, No.
Cat. 35-010-CV), antibidtico-antimicético (a partir de 100X) penicilina 100 pg/ml
(GIBCO®, Carlsbad, CA, EUA, No. Cat. 15240), estreptomicina 100 pg/ml (GIBCO®,
Carlsbad, CA, EUA, No. Cat. 15240) y anfotericina-B 0.25 pg/ml (GIBCO®, Carlsbad, CA,
EUA, No. Cat. 15290-018). Se vigilé y cuid6 su crecimiento durante 48 h a 37 °C con
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humedad relativa saturante y 5 % de CO,, para disponer de ellas en futuros procedimientos

experimentales.

Los plasmidos pcDNA3.1-GFP-DBD y pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD fueron transfectados
en la linea celular HEK-293T con liposomas comerciales. Se usaron los reactivos
“Lipofectamine” en presencia de “Plus Reagent” para una mayor eficiencia de transfeccion
(“LIPOFECTAMINE™-PLUS™ REAGENT”, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA,
EUA, No. Cat. 11668027-11514-015). Partiendo de un pre-cultivo confluente de HEK-
293T de 72 h, se sembrd una densidad celular de 300 x 10° en una placa de 6 pozos, las
células fueron cultivadas en medio DMEM (MP-Biomedicals, LLC, OH, EUA, No. Cat.
1033120) suplementado con 10% de suero fetal bovino (Cellgro Corning, Masassas, VA,
EUA, No. Cat. 35-010-CV) y sin antibidtico un dia antes de la transfeccion. Pasado el
tiempo de incubacion se cambio el medio 4 h antes de iniciar la transfeccion. Para iniciar la
transfeccion se ocuparon 2 tubos (Lipido R y Lipido Lipofectamina); el tubo Lipido R
contenia 125 ul de medio DMEM, ADN (2.5 pug), 20 ul de “Reagent Plus” (Thermo Fisher
Scientific, Carlsbad, CA, EUA, No. Cat. 11514-015), la mezcla se llevo a una incubacion
de 15 min a temperatura ambiente, una vez terminado el tiempo de incubacion se prepar6 el
tubo “Lipido Lipofectamina” con 125 pl de medio DMEM, 5 ul de Lipofectamina (Thermo
Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EUA, No. Cat. 11668027), ya obtenida la mezcla se le
adicion6 la mezcla del tubo Lipido R y se dejo incubando 15 min a temperatura ambiente.
Mientras transcurrid el segundo tiempo de incubacion se realizaron 2 lavados con medio
DMEM sin suero a cada uno de los pozos que contenian las células a transfectar, con la
finalidad de disminuir la interferencia por los lipidos del suero. Al finalizar los lavados a la
mezcla final de 250 ul (Lipido R + Lipido Lipofectamina) se le adicionaron 750 ul de
medio DMEM sin suero para generar una mezcla total de 1 ml que fue agregada a cada
pozo. 12 h después de la transfeccion se realizd cambio de medio DMEM (MP-
Biomedicals, LLC, OH, EUA, No. Cat. 1033120) suplementado con 10% de suero fetal
bovino (Cellgro Corning, Masassas, VA, EUA, No. Cat. 35-010-CV), penicilina 100 pg/ml
(GIBCO®, Carlsbad, CA, EUA, No. Cat. 15240), estreptomicina 100 pg/ml (GIBCO®,
Carlsbad, CA, EUA, No. Cat. 15240) y anfotericina-B 0.25 pg/ml (GIBCO®, Carlsbad, CA,
EUA, No. Cat. 15290-018). Se vigildé y cuidd su crecimiento durante 48 h a 37 °C con
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humedad relativa saturante y 5 % de CO,, para disponer de ellas en futuros procedimientos

experimentales.

7.12 Microscopia

Las placas de HEK-293T transfectadas con los plasmidos pcDNA3.1-GFP-DBD vy
pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD fueron visualizadas por microscopia de fluorescencia
(Microscopio Olympus/ I1X-71 invertido) con longitud de excitacién/emision de
490nm/530nm en la unidad de microscopia del Instituto de Investigaciones Biomédicas
IIB-UNAM con la asistencia técnica del Dr. Miguel Tapia R. El andlisis se realiz6 con la
finalidad de observar la expresion de la proteina recombinante fusionada a GFP y asi

valorar la eficiencia de transfeccion y la magnitud de expresion en las células transfectadas.

7.13 Citometria de flujo

La células HEK-293T transfectadas con los pldsmidos pReceiver, pcDNA3.1 NT-GFP
control, pcDNA3.1-GFP-DBD y pcDNA3.1-6xHis GFP-DBD fueron cultivadas en una
placa de 6 pozos durante 48 h en medio DMEM (MP-Biomedicals, LLC, OH, EUA, No.
Cat. 1033120) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (Cellgro Corning, Masassas,
VA, EUA, No. Cat. 35-010-CV), penicilina 100 pg/ml (GIBCO®, Carlsbad, CA, EUA, No.
Cat. 15240), estreptomicina 100 pg/ml (GIBCO®, Carlsbad, CA, EUA, No. Cat. 15240) y
anfotericina-B 0.25 pg/ml (GIBCO®, Carlsbad, CA, EUA, No. Cat. 15290-018) a 37 °C
con humedad relativa saturante y 5 % de CO,, posterior al tiempo de cultivo se elimind el
medio DMEM mediante succién al vacio, las monocapas celulares adheridas se lavaron dos
veces con 1 ml de solucion salina (PBS) a temperatura ambiente. Las células fueron
despegadas y disgregadas utilizando una incubacion de 3 min con 0.5 ml de tripsina al 0.05
% a 37 °C para cada pozo. Las células fueron recolectadas (aproximadamente 0.5 ml) en un
tubo que contenia 1 ml de medio de cultivo DMEM para inactivar a la tripsina, los tubos
fueron centrifugados inmediatamente para obtener el paquete celular. El paquete celular
obtenido se lavd con 1 ml de PBS para eliminar los residuos del medio de cultivo que se
utilizo para inactivar a la tripsina, una vez terminado el lavado, el pellet se resuspendi6 en
0.5 ml de PBS y fue colocado en tubos para espectrofotometria. Las muestras se llevaron al

Laboratorio Nacional de Citometria de Flujo ubicado en el Instituto de Investigaciones
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Biomédicas IIB-UNAM para su andlisis en el citometro “FACScan” (BECTON
DICKINSON) con la asistencia técnica del M. en C. José¢ Luis Ventura Gallegos. Los
parametros analizados fueron: 1) Tamano “Forward Scatter”; 2) Complejidad celular
“Side Scatter” y 3) Fluorescencia recogida como FLI1, para el analisis se cuantificaron

10000 eventos para cada muestra.

7.14 Extraccion de RNA

El ARN total fue extraido de las células HEK-293T transfectadas con los plasmidos pGL3-
pABERa, pcDNA3.1 NT-GFP control, pcDNA3.1-GFP-DBD y pcDNA3.1-6xHis GFP-
DBD utilizando el reactivo “TriPure Isolation Reagent” (Roche Applied Science,
Mannheim, Alemania, No. Cat. 11667157001) siguiendo las instrucciones del proveedor.
El procedimiento fue el siguiente: Se adiciond 1 ml de “TriPure Isolation Reagent” a las
cajas Petri por cada condicion experimental, se raspd toda la superficie de la caja donde se
encontraban adheridas las células con una espatula nueva y estéril, todo el material
generado se recuperd en un tubo nuevo y estéril; Se resuspendi6 el volumen obtenido con
una jeringa de 3 ml; Se incubd 5 min a temperatura ambiente; Se adiciond 0.2 ml de
cloroformo al 100 %, se agitd6 vigorosamente durante 15 seg y se incubd 15 min a
temperatura ambiente, posteriormente, se centrifugd 15 min a 12000 g a 8 °C; Se recupero
la fase acuosa y se mezcld con 0.5 ml de isopropanol al 100 %, se agitaron los tubos e
incubaron 5 min a temperatura ambiente; Se centrifugaron los tubos 10 min a 12000 g a 8
°C, se elimind el sobrenadante de cada tubo y el pellet obtenido se lavo con 1 ml de etanol
al 75 % y se centrifugaron 5 min a 7500 g a 8 °C; Se elimin6 el etanol por medio de
aspiracion al vacio y el pellet blanco obtenido se secd a temperatura ambiente hasta
observarlo transparente; Se resuspendio cada pellet en agua estéril y se incubaron a 55 °C
por 15 min. Se verificé la ausencia de proteinas contaminantes asi como la concentracion y
rendimiento con una lectura espectrofotométrica a 260 nm y 280 nm UV (DU-62 -
Beckman Coulter, No. Cat. 793218978). La integridad del ARN total y la ausencia de ADN
gendmico contaminante fue evaluada mediante la separacion electroforética del ARN
ribosomal en gel de agarosa desnaturalizante al 1 % en presencia de formaldehido al 5 %.
Se tomo6 1 pg de ARN total obtenido que fue tratado con una mezcla de formaldehido,

formamida, amortiguador de carga, bromuro de etidio (0.5 pg/ul) y MOPS 10X, ajustada a
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un volumen final de aproximadamente 10 pl, el volumen final de la mezcla fue incubada a
55 °C por 15 min para asegurar la desnaturalizacién de las estructuras secundarias del
ARN. El amortiguador de corrida utilizado para la separacion electroforética fue MOPS

1X.

7.15 RT-PCR

Para obtener el ADNc de las c€lulas transfectadas, se realizo una reaccion de amplificacion
con la enzima transcriptasa reversa utilizando el kit “M-MLV Reverse Transcriptase”
(Promega Corporation, Madison, WI, EUA, No. Cat. M1701), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Se utiliz6 una concentracion de 2 ug/ul de ARN total que fue mezclado con
1 pg de Oligo-dT (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EUA, No. Cat. N8080128) y se
coloco en el termociclador a 70 °C por 5 min, se incubd a 4° C inmediatamente terminado
el ciclo. Posteriormente, a la mezcla anterior se le agregaron 5 pl de amortiguador M-MLV
5X (Promega Corporation, Madison, WI, EUA, No. Cat. M1701), 1 ul de la mezcla de
dNTPs 25 mM (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EUA, No. Cat. R1121), 1.25 pl de
inhibidor de ribonucleasa (Roche, MO, EUA, No. Cat. S02302), 1 ul de la enzima M-MLV
RT (Promega Corporation, Madison, WI, EUA, No. Cat. M1701), la mezcla generada se
colocd en el termociclador a 42 °C por 45 min. Se realiz6 PCR de cada uno de los ADNc

obtenidos, manejando las condiciones de amplificacion mencionadas anteriormente.

7.16 Western-blot

La células HEK-293T transfectadas con los plasmidos pGL3-pABERa, pcDNA3.1 NT-
GFP control, pcDNA3.1-GFP-DBD y pcDNA3.1-6xHis GFP-DBD fueron cultivadas
durante 48 h, posterior al tiempo de cultivo las monocapas celulares se lavaron dos veces
con 1 ml de solucion salina (PBS) a temperatura ambiente. Después de remover el segundo
lavado se adicionaron 200 pl de la solucion de lisis (PBS pH7.4, 1 % de NP40, 0.5 %
deoxicolato de sodio, 0.1 % SDS adicionado con 1 mM de PMSF, 1 mM de ortovanadato
de sodio, 1 mM de NaF y 1X de complete), mojando toda la superficie. La mezcla de
células y solucion de lisis se raspd con una espatula de plastico estéril a 4 °C. Se recupero
toda la suspension con el lisado celular y se centrifugd a 14000 rpm por 10 min a 8 °C. Se

colectd el sobrenadante y cuantifico la cantidad de proteina obtenida de cada extracto
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citoplasmatico mediante el método de Bradford (BIO-RAD, Hércules, CA, EUA). Se
ocuparon diferentes concentraciones de proteina (2.5, 5 y 10 pg) de cada extracto
citoplasmatico que fueron mezclados con el amortiguador LaemmLi 5X. Después de
incubar en ebullicion durante 5 min se pasaron inmediatamente a una temperatura de 4 °C
para su estabilizacion. Se realizd6 una electroforesis de las muestras en un gel de
poliacrilamida discontinuo (concentrador 4 %; separador 7.5 % o 10 %). La corrida
electroforética se efectud a 99 volts durante 1.5 h hasta obtener la separacion proteica
deseada, tomando como referencia el patron de bandeo del marcador de peso molecular
“Precision Plus Protein™ Standars (Dual Color)” (BIO-RAD, Hercules, CA, EUA, No.
Cat. 161-0374). Mediante una electrotransferencia humeda, las proteinas separadas fueron
transferidas a una membrana de PVDF (0.451 pm, Merck Millipore, Darmstadt, Alemania)
a un voltaje aproximado de 50 volts. Las membranas resultantes fueron bloqueadas con una
solucion TBS-TWEEN®20 al 0.1 % (SIGMA-ALDRICH™, INC, MO, EUA, No. Cat.
087K01971) mezclado con leche descremada al 5% (Svelty, Nestlé de México S.A de C.
V.). Después, las membranas fueron incubadas con los anticuerpos primarios diluidos en
TBS- TWEEN®20 al 0.1 % (SIGMA-ALDRICH™, INC, MO, EUA, No. Cat. 087K01971)
mezclado con albimina ( “Bovine Albumin Fraction V’, MP-Biomedicals, LLC, OH, EUA,
No. Cat. 810033) al 1 %, los anticuerpos utilizados fueron: Anti-DBD Gal4 (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, Texas, EUA, policlonal, Sc-577) diluido 1:2000, Anti-GFP (Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, EUA, monoclonal, Sc-9996) diluido 1:1000, Anti-f3
Actina (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, EUA, monoclonal, Sc-4778) diluido
1:1000, Anti-a Tubulina (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, EUA, monoclonal, Sc-
32293) diluido 1:2000. Consecutivamente las membranas fueron incubadas con los
anticuerpos secundarios Anti-conejo y Anti-raton, respectivamente diluidos en TBS-
TWEEN®20 al 0.1 % (SIGMA-ALDRICH™, INC, MO, EUA, No. Cat. 087K01971)
adicionado con leche descremada al 5%. La presencia de las proteinas de interés fue
revelada mediante quimioluminiscencia con el reactivo SuperSignal® West Pico (Thermo
Scientific, Carlsbad, CA, EUA, No. Cat. 34087) a través de una pelicula fotografica
(Kodak, Rochester NY, EUA) sometida a diferentes tiempos de exposicion.
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8. RESULTADOS

8.1 Amplificacion de los promotores A y B del receptor a estrogenos alfa (ERa)

Para la amplificacion de los promotores A y B del ERa, se realiz6 la extraccion de ADN
genomico de un cultivo de la linea celular de cancer de mama MCF-7, positiva a ERa. Una
vez obtenido el ADN, se estandarizaron las condiciones Optimas para el proceso de
amplificacion de los promotores mediante PCR. Para este procedimiento se ocuparon el par
de iniciadores 1-21Hpal y 1-22Xhol para el promotor A, en lo que respecta al promotor B
se utilizaron 1-31Hpal y 1-32Xhol, dichos iniciadores tienen una Tm de 58°C como
temperatura Optima para la amplificacion. La amplificacion conjunta de los promotores A 'y
B, se realiz6 con la mezcla de los iniciadores mencionados anteriormente (1-21 Hpa 1y 1-
32 Xho 1). En la figura 13 se muestra un gel de agarosa donde se observa un fragmento de
300 pb correspondiente al amplicon esperado del promotor A del ERa, el de 350 pb del
promotor B y finalmente el fragmento de 650pb correspondiente a la amplificacién de

ambos promotores (AB).

1 23S AT 0

LIS —
881
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!
l

| Promotores A y B del
ERa Fragmento de 650

vigd %
Promotor B del ERa
> Fragmento de 350 pb

Promotor A del ERa

> c
29% s Fragmento de 300 pb
190, :
>
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Fig.13. PCR de los promotores A y B del ERa. Gel de agarosa tefiido con BrEt con los productos de
amplificacion de los promotores A y B del ERa con los pares de iniciadores 1-21Hpal-1-22Xhol y 1-31Hpal-
1-32Xhol. 1) Marcador de peso molecular, 2) PCR a 58°C del promotor A del ERa, 3) PCR a 58°C del
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promotor B del ERa, 4) Vacio, 5) PCR a 58°C de ambos promotores (AB) del ERa. Se obtuvo la
amplificacion de los promotores A, B y la amplificacion conjunta de ambos promotores AB del ERa.

8.2 Clonacion del promotor A en el vector pCR2.1 TOPO

Una vez obtenido el amplicon de 300 pb del promotor A del ERa, se realizo la clonacion
del mismo en el vector pCR2.1 TOPO para posteriormente llevar a cabo la transformacién
de células de E. coli DH5a. Se seleccionaron aquellas colonias que crecieron en placas
adicionadas con ampicilina y con fenotipo blanco. Una vez seleccionadas, las clonas se
crecieron en medio liquido LB durante 16 h a 37 °C; a continuacion se obtuvo el paquete
celular, al cual se le realizd extraccion de ADN plasmidico. EI ADN obtenido se analizo
mediante restriccion con la enzima Eco R, con la finalidad de comprobar si la clonacion
fue exitosa. Como se observa en la Fig. 14, se obtuvo el ADN de 7 clonas distintas
denominadas como 8, 9, 10, 11, 12, 13 y 14, las cuales mostraron que contenian el
plasmido generado por ligacion “pCR2.1-pAERa”. Al cortar a pCR2.1-pAERa con Eco RI
se generan 2 fragmentos de tamafos diferentes: 1) 3.9 Kb correspondiente al vector pCR2.1

linealizado y 2) 300 pb correspondiente al inserto (pAERa).

Promotor A del ERa
Fragmento de 300 pb

Fig. 14. Restriccion con la endonucleasa Eco RI del ADN de las clonas seleccionadas. Gel de agarosa
teflido con BrEt con los productos de una restriccion con la endonucleasa Eco RI al ADN plasmidico obtenido
de 7 clonas diferentes, para comprobar si tenian el producto de la clonacion entre el vector pCR2.1 TOPO y el
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promotor A del ERa. 1) Marcador de peso molecular, 2) Clona 8, 3) Clona 9, 4) Clonas 10, 5) Clona 11, 6)
Clona 12, 7) Clona 13 y 8) Clona 14.

8.3 Direccionalidad del inserto en pCR2.1 TOPO

Para corroborar la direccionalidad del inserto pAERa (5°—3’ o 3°—5’) en el vector de
clonacidn, se realizd una restriccion con la enzima Xho 1 debido a que el vector pCR2.1
TOPO asi como el extremo 3’ del amplicon del pAERa contienen un sitio de corte para esta
enzima, como se muestra en la Fig. 15, donde se esquematiza el mapa fisico del vector de
clonacion pCR2.1 TOPO. Si la insercion del pAERa en el vector se encontraba en la
direccion 5°—3’ se generaria un fragmento de 4.2 Kb y uno de 40 pb (el cual no se podria
observar en el gel debido a su tamafio), de lo contrario se veria la liberacion del fragmento
de 300 pb correspondientes al pAERa como se muestra en la Fig. 16, en donde también se
puede observar que el plasmido pCR2.1-pAERa de las clonas 8, 9, 10, 11 y 12 contienen el
inserto en la direccion 5°—3’ ya que se obtiene un fragmento de 4.2 Kb, mientras que el
plasmido pCR2.1-pAERa de las clonas 13 y 14 tienen el inserto en la direccion
3’—5’mostrando la liberacion del inserto de pAERa con un peso de 300 pb.

Hpal Xho I

Promotor A
del ERa

Xho'l Hpal

Fig. 15. Mapa fisico del vector de clonacion pCR2.1 TOPO con su sitio de multiclonacién.
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Fig. 16. Restriccion con Xho I del ADN de las clonas seleccionadas durante la clonacion del pAERa. Gel
de agarosa tefiido con BrEt con los productos de la restriccion con Xko I a los plasmidos de las 7 clonas
seleccionadas, para comprobar la direccion del inserto en el vector de clonacién 1) Marcador de peso
molecular, 2) Clona 8, 3) Clona 9, 4) Clonas 10, 5) Clona 11, 6) Clona 12, 7) Clona 13 y 8) Clona 14.

8.4 Comprobacion de la obtencion de pCR2.1-pAERa por PCR

Las clonas que contenian el plasmido pCR2.1-pAERa con el inserto en la direccion 5°—3’
fueron sometidas a un analisis de PCR para corroborar que el inserto que se clon6 en el
vector pCR2.1 TOPO correspondiera a la secuencia del pAERa. Para el PCR se utilizaron
los mismos iniciadores que se ocuparon para la amplificacion original del promotor A
antes mencionada y mostrada. Como se observa en la Fig. 17, el ADN correspondiente a las
clonas seleccionadas resultaron positivos al PCR amplificando un fragmento con un tamafio
de 300 pb correspondiente al tamafio del promotor A. De igual modo se ocupd un control
negativo para asegurar que el procedimiento experimental se realizé de manera adecuada y
de esta forma descartar los falsos positivos por contaminacion de los elementos de la

mezcla de reaccion.
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Fig. 17. PCR del ADN de las clonas con pAERa en direccién 5°—3’. Gel de agarosa tefiido con BrEt con
los productos de PCR, para corroborar que el inserto correspondiera a la secuencia del promotor A del ERa 1)
Marcador de peso molecular, 2) Clona 8, 3) Clona 9, 4) Clonas 10, 5) Clona 11, 6) Clona 12, 7) control
negativo (contiene todo los elementos para una PCR excepto el ADN templado.

8.5 Clonacion de pABERa en el vector pCR2.1 TOPO

Posterior a la obtencion del amplicon de 650 pb, correspondiente a las secuencias de
pABERa, como se muestra en la Fig. 13, se clono en el vector pCR2.1 TOPO, para llevar a
cabo la transformacion constitutiva de células quimicamente competentes de E. coli DH5a.
Una vez realizada la transformacion, se seleccionaron aquellas colonias blancas que
crecieron en las placas de LB con ampicilina. Algunas de las colonias fueron seleccionadas
para su crecimiento en medio liquido LB durante 16 h a 37°C. De los cultivos de las clonas
se obtuvieron los paquetes celulares, a los cuales se les realizd extraccion de ADN
plasmidico como se describe en materiales y métodos. Una vez obtenido el ADN
plasmidico, se comprobd la clonacidén por analisis de restriccion con la enzima Eco RI; los
perfiles de restriccion generados se muestran en la Fig. 18, donde se observa que todas las

clonas seleccionadas contienen el plasmido “pCR2.1-pABERa”. Se analizé el ADN
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plasmidico de 7 clonas, denominadas como 2, 3, 7, 8, 9, 10 y 11, los cuales mostraban los
fragmentos esperados con los cortes realizados con Eco R, en los que se puede observar la
liberacion del vector de clonaciéon pCR2.1 TOPO con un peso de 3.9 Kb y el inserto
pABERa con un peso aproximado de 670 pb, con lo que se comprobd que todas

presentaban la construccion deseada (pCR2.1-pABERa).

1 234 5678

m——! Vector pCR2.1 TOPO
3.9Kb

692 : i s
e . > - - =—3' pABER« de 670pb

Fig. 18. Restriccion con Eco RI de las clonas seleccionadas durante la clonacion de pABERa. Gel de
agarosa tefiido con BrEt con los productos de la restriccion con Eco RI al ADN plasmidico de las 7 clonas
seleccionadas, para comprobar si tenian el producto de la clonacion entre el vector pCR2.1 TOPO y amplicon
de los promotores Ay B del ERa. 1) Marcador de peso molecular, 2) Clona 2, 3) Clona 3, 4) Clonas 7, 5)
Clona 8, 6) Clona 9, 7) Clona 10 y 8) Clona 11.

Una vez que se comprobd que las clonas seleccionadas tenian la construccion deseada
(pCR2.1-pABERaq), se corrobord la direccion en que el inserto se clond en el vector
pCR2.1 TOPO mediante ensayos de restriccion con la enzima Xho 1. El perfil de restriccion
obtenido fue el esperado, ya que si el inserto se encontraba en la direccion 5°—3’ solo se
obtendria al plasmido linealizado con un peso de 4550 pb, de lo contrario el inserto seria
liberado obteniéndose un patron de restriccion con 2 bandas: una con un tamafio
aproximado de 670 pb (pABER«) y una de 3.9 Kb correspondiente al vector de clonacion
pCR2.1 TOPO como se muestra en la Fig. 19, en donde se observa que la insercion de
pABERa en el vector pCR2.1 TOPO de las clonas 3, 7, 8, 9, 10 y 11 fue en la direccion

5’—3’, ya que solo se linealiza el plasmido pCR2.1-pABERa, mientras que la insercion de
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pABERa en el vector pCR2.1 TOPO en la clona 2 fue en direccion 3’—5’mostrando la

liberacion de pABERa con un peso aproximado de 670 pb.
ey 5 iz 8

2 6
-— == “ -— ey == Fragmento de 4550pb
- ' ; 3 Fragmento de 3900pb

69% J
w— =3 Fragmento de 650pb

Fig. 19. Restriccion con Xhol de las clonas seleccionadas con pCR2.1-pABERGe. Gel de agarosa tefiido
con BrEt que muestra el resultado de la restriccion con X#o I al ADN plasmidico a las 7 clonas seleccionadas,
para comprobar la direccion del inserto en el vector de clonacion: 1) Marcador de peso molecular, 2) Clona 2,
3) Clona 3, 4) Clonas 7, 5) Clona 8, 6) Clona 9, 7) Clona 10 y 8) Clona 11.

A todas las clonas seleccionadas se les realizd PCR para corroborar que el inserto que se
clond en el vector pCR2.1 TOPO correspondiera a la secuencia de pABERa. Para el PCR
se utilizd6 como iniciador sentido a 1-31Hpal de pBERa y 1-22Xhol de pAERa como
iniciador antisentido, los cuales se ocuparon para la amplificacion original de los
promotores A y B antes mencionada y mostrada. Los resultados obtenidos de la
amplificacion se muestran en la Fig. 20, donde se observa que las clonas seleccionadas
contienen al plasmido pCR2.1-pABERa, ya que fueron positivas a la amplificacion del

fragmento esperado de 650 pb, correspondiente a pABERa.
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PABER«
650 pb

Fig. 20. PCR de las clonas seleccionadas con el plismido pCR2.1-pABERa. Gel de agarosa tefiido con
BrEt que muestra el resultado de las PCRs de las clonas seleccionadas para corroborar que el inserto
correspondiera a la secuencia de los promotores A y B del ERa 1) Marcador de peso molecular, 2) Clona 2, 3)
Clona 3, 4) Clona 7, 5) Clona 8, 6) Clona 9, 7) Clona 10, 8) Clona 11.

8.6 Subclonacion de pABERa en pGL3Basic

Una vez obtenidas y corroboradas las clonas que contienen el plasmido pCR2.1-pABERa,
se decidio trabajar con la clona 9, la cual se analizé con programas bioinformaticos para
generar un mapa genético como se muestra en la Fig. 21. De esta forma se encontrd una
enzima de restriccion que tuviera un sitio de corte Unico en la region 5’ del sitio de
insercion de pABERa en pCR2.1 TOPO. Esto permitié subclonar a los pABERa en el
vector pGL3Basic, que contiene el ADNc del gen reportero de luciferasa, como se muestra
en la Fig. 22. El analisis in silico mostr6é que la enzima de restriccion Kpn 1 era idonea para
este procedimiento, ya que reconoce un sitio ubicado a 55 pb del sitio de insercion de los
pABERa en el vector pCR2.1 TOPO. Ademas de Kpn I se eligio cortar con la enzima Xho |
para liberar un inserto de 670 pb (perteneciente a la secuencia de pABER«) del vector
pCR2.1 TOPO. El corte generado con ambas enzimas evitaria la insercion de pABERa en

pGL3Basic con direccion 3°—5°.
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Fig. 21. Mapa genético del plasmido pCR2.1-pABERa. Se representa el contexto genético del inserto
pABERa en la direccion 5'—3" asi como los sitios de corte para las enzimas de restriccion Eco RI, Kpn 1,
Xho 1y Pst 1. Es importante resaltar la direccionalidad del inserto para futuras referencias en procesos de

subclonacion.

Fig. 22. Mapa genético del vector pGL3Basic. Se muestran los sitios de corte de las enzimas de restriccion

del sitio de multiclonacion. .
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Para realizar la subclonacion en el vector pGL3Basic, tanto pGL3Basic como la clona 9 se
sometieron a ensayos de restriccion sincronicos con las enzimas de restriccion
seleccionadas (Kpn 1y Xho I). La clona 9 digerida con ambas enzimas dio como resultado
la obtencion de bandas con tamanos diferentes, una con un tamaiio de 3.9 Kb que pertenece
al vector de clonaciéon pCR2.1 TOPO y una pequeiia de 670 pb correspondiente al inserto
de pABERa. Por otro lado, la restriccion del vector pGL3Basic con ambas enzimas genera
un fragmento de 27 pb (ubicadas entre los sitios de corte de Kpn 1y Xho I) que no se
visualiza en el gel, observandose unicamente un fragmento de 4.8 Kb con un tamafno de

escasa diferencia con el vector linealizado (Fig. 23).

233 Kb

9.4 Kb
6.5 Kb

4.3 Kb

23 Kb

i

Fig. 23. Restriccion de la clona 9 y del vector pGL3Basic con las enzimas Kpn I y Xho 1. Gel de agarosa
tefiido con BrEt que muestra la liberacion de pABERa del plasmido pCR2.1-pABERa y digestion del vector
pGL3Basic con las enzimas de restriccion Kpn 1y Xho 1 y. 1) Marcador de peso molecular, 2), 3) y 4)
Restriccion de la clona 9, 5) vacio, 6), 7) Restriccion del vector pGL3Basic y 8) Marcador de peso molecular
lamda Hind 111.

Una fraccion de la reaccion de restriccion fue sometida a ligacion empleando el sistema
“ShotGun” para ligar el inserto de 670 pb correspondiente a pABERa al vector
pGL3Basic.
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8.7 Comprobacion de la obtencion del plasmido pGL3-pABER«

El producto de la reaccion de ligacion con el sistema “ShotGun” fue transformado en E.
coli DH5a, las clonas obtenidas se sometieron a ensayos de PCR para comprobar si la
subclonacion habia ocurrido correctamente, puesto que la desventaja de utilizar la técnica
de “ShotGun” es la ligacion inespecifica de todas los moléculas de ADN que se encuentran
dentro de reaccion, pudiendo generar productos no deseados (vector/vector; re-ligacion;
vector/inserto/vector; entre otras posibilidades). Para la PCR se utilizd el iniciador 1-
31Hpal de pBERa (como iniciador sentido) y 1-22Xhol de pAERa (como iniciador
antisentido), los cuales se ocuparon para la amplificacion original de los promotores A y B
del ERa. Se observa que el ADN plasmidico obtenido de las clonas fue positivo al ensayo
de PCR, amplificando un fragmento con un peso de 650 pb correspondiente al tamafio de
pABERa, sugiriendo que estas clonas contienen efectivamente el plasmido “pGL3-

pABERa” (Fig. 24).

1 2 3 4 5 6 7
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Fig. 24. PCR de las clonas resultantes de la ligacion con el sistema “ShotGun”. Gel de agarosa tefiido con
BrEt que muestra el resultado después de realizar una PCR de los plasmidos recuperados de las clonas
seleccionadas para comprobar que el inserto correspondiera a la secuencia de pABERa 1) Marcador de peso
molecular, 2) Clona 1, 3) Clona 2, 4) Clonas 3, 5) Clona 4, 6) Clona 5, 7) Control positivo (clona 9).

Para corroborar la obtencion del plasmido pGL3-pABERa, las clonas positivas al PCR se
sometieron a ensayos de restriccion con las enzimas Kpn 1y Xho I, mismas que se eligieron
para subclonar, la ligacion por el sistema de “ShotGun” gener6 al plasmido deseado. Como

se observo con la clona 1, la restriccion con las enzimas produciria la liberacion del inserto
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(pABER«) con un tamafio de 670 pb asi como una banda de 4.8 Kb perteneciente al peso

del vector pGL3Basic; si, por el contrario, la clonacidon por este sistema no fue exitosa,
obteniéndose ligaciones aberrantes, se veria un patron de bandeo diferente al esperado.
Como se observa en la Fig. 25, inicamente la clona 1 contiene al plasmido deseado (pGL3-

pABERw).

Vector pGL3Basic

4.6 Kb Vector pCR2.1 TOPO

3.9Kb

Fragmento 670 pb
pABER«

Fig. 25. Restriccion con Kpn 1y Xho 1 del ADN plasmidico de las clonas resultantes del “ShotGun”. Gel
de agarosa tefiido con BrEt que muestra el resultado de la restriccion con las enzimas Kpn 1y Xho 1 para
corroborar la obtencion de la subclonacion en el vector pGL3 1) Marcador de peso molecular, 2) Control
positivo (clona 9), 3) Clona 1, 4) Clonas 2, 5) Clona 3, 6) Clona 4, 7) Clona 5.

8.8 Ensayo comparativo entre la clonacion de pAB del ERa en pCR2.1 TOPO y pGL3.

Una vez que se comprob6 que la clona 1 contenia al pldsmido pGL3-pABERa, se realizd
un analisis comparativo entre la clona 9 (pCR2.1-pABERa) y la clona 1 (pGL3-pABER«).
Esto se realizd con el fin de ilustrar la diferencia de tamafio entre ambas construcciones

(Fig. 26). Para dicho ensayo se utilizaron las enzimas de restriccion Kpn 1 'y Xho I para
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liberar al inserto de 670 pb (pABERa) de los vectores, asi como la enzima Hind 11l para
linealizar a los plasmidos generados (pCR2.1-pABERa y pGL3-pABER®).

—23.3Kb
=—9.4 Kb
=—06.5Kb
=43 Kb
=23 Kb
-2 Kb
1118
881
Fragmento 670 pb

692 pABERa

501

404

331

242

190

Fig. 26. Restriccion de las clonas 9 y 1 con Kpnl-Xhol y HindIIl. Mapas genéticos. Gel de agarosa tefiido
con BrEt que muestra el resultado de un ensayo de restriccion con las enzimas Kpn 1y Xho 1 para el analisis
comparativo de la ligacion de la secuencia de pABERa en los diferentes vectores. 1) Marcador de peso
molecular, 2) Clona 9 Kpn 1-Xho 1, 3) Clona 9 Hind 111, 4) Clona 1 Kpn 1-Xho 1, 5) Clona 1 Hind 1I1 y 6)
Marcador de peso molecular lamda Hind I11.

8.9 Amplificacion por PCR de DBDgay

Para la amplificacion de DBDgau, se realizo la extraccion de ADN plasmidico de un cultivo
de E. coli DH5a que contiene el vector pPGBKT7. Una vez obtenido el ADN, se prosiguio6 a
estandarizar las condiciones Optimas para el proceso de amplificacion mediante la técnica
de PCR. Para este procedimiento se ocupo el par de iniciadores f{DBDKpnl y rDBDEcoRYV,
que tienen una Tm de 60 °C como temperatura dptima para la amplificacidon, obteniéndose

un producto de 555 pb como se observa en la Fig. 27.
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1 2 3 4
1118 ===l S—
88 ===
69—
e )
S501m= — 555pb
404

33]=—

Fig.27. Amplificacion de DBDg,4 a partir del plasmido pGBKT?7. Gel de agarosa tefiido con BrEt que
muestra la amplificacion DBDg,y con el par de iniciadores fDBDKpnl y rDBDEcoRV. 1) Marcador de peso
molecular, 2) PCR a 58°C del DBD de Gal4, 3) PCR a 60°C del DBD de Gal4, 4) Vacio.

8.10 Clonacion del DBDg,y4 en el vector de expresion pcDNA3.1 NT-GFP TOPO

Para obtener la clonacion de DBDgai4 en el vector de expresion pcDNA3.1 NT-GFP TOPO,
el plasmido pGBKT7 y el amplicon de 555 pb de DBDgau, se deshidrataron al vacio
durante 2 h en el equipo de secado SAVANT (“Speed Vac® Plus”, No. Cat. SC210A) a
1000 rpm. Ambos plasmidos deshidratados se enviaron a una empresa especializada en
procedimientos moleculares “Science Exchance-ProNovus Bioscienc, LLC” (Mountain,
CA, EUA) que cuentan con el sistema de clonacion basado en el vector de expresion
pcDNA3.1 NT-GFP TOPO. Una vez obtenida la clonacion, la empresa nos envio los
plasmidos generados (pcDNA3.1-GFP-DBD y pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD) embebidos en
papel filtro, los cuales se reconstituyeron en agua estéril. Las soluciones con cada plasmido
se cuantificaron para conocer su concentracion. Para corroborar la identidad de los
plasmidos pcDNA3.1-GFP-DBD y pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD se realizaron ensayos de
restriccion con la enzima Hind 111, la cual linerealiza a ambos pldsmidos con un peso
aproximado de 6.7 Kb, como se muestra en la Fig. 28. Una vez confirmada la identidad de
los plasmidos, se procedid a realizar restricciones con las enzimas Kpn 1 y Eco RV para
verificar la insercion de DBDg,4 en direccion 5°—3’ en el vector de expresion, como se
muestra en la Fig. 29, en donde se observa la liberacion del inserto de aproximadamente

600 pb correspondiente a la secuencia de DBDg,4 y del vector de expresion con un tamano
de 6.1 Kb.
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A.

B.

23.3 Kb
94Kl
6.5 Kb 6.1 Kb 23.3 Kb
4.3 Kb 94K
6.5 Kb 6.1 Kb
2.3 Kb 4.3 Kb
2 K
2.3 Kl
2 Kb

Fig. 28. Identificacion por ensayos de restriccion con Hind III de los plasmidos pcDNA3.1-GFP-DBD y
pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD. A. Gel de agarosa que muestra el resultado de la restriccion del plasmido
pcDNA3.1-GFP-DBD. 1) Marcador de peso molecular lamda Hind 111, 2) pcDNA3.1-GFP-DBD con Hind III.
B. Gel de agarosa que muestra el resultado de la restriccion del plasmido pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD con
Hind I11.1) Marcador de peso molecular y 2) pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD con Hind III.

1 2 3 4

233 Kb

9.4 Kb
6.5 Kb

43 Kb

pcDNA3.1 NT-GFP 6.1 Kb

2.3 Kb

1118
881
692 DBDgas 600 pb
501

404=——
331
242

190

Fig. 29. Restriccién con Kpn 1y Eco RV de los plasmidos pcDNA3.1-GFP-DBD y pcDNA3.1-6xHis-
GFP-DBD. Gel de agarosa que muestra el resultado de la restriccion. 1) Marcador de peso molecular, 2)
pcDNA3.1-GFP-DBD con Kpn I-Eco RV, 3) pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD con Kpn I-Eco RV, 4) Marcador
de peso molecular lamda Hind 111.
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Posterior a la corroboraciéon de la identidad de los plasmidos, se llevo a cabo Ia
transformacion de E. coli DH5a. Las clonas adquiridas se crecieron en medio liquido LB
durante 16 h a 37 °C; se obtuvo el paquete celular, al cual se le realiz6 extraccion de ADN
plasmidico. Este ADN se sometié a ensayos de amplificacion por PCR y analisis de
restriccion con las enzimas Eco RV y Kpn 1. Se analiz6 el ADN plasmidico de 4 clonas
denominadas como: 3, 8, 11 y 15, las cuales mostraron que contenian los plasmidos
deseados (pcDNA3.1-GFP-DBD y pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD), como se muestra en la
Fig. 30, en donde se puede observar que todas las clonas seleccionadas dieron positivo a la
amplificacion por PCR utilizando los iniciadores fDBDKpnl y rDBDEcoRYV, obteniéndose
un amplicon de 555 pb. Asi mismo, se observan las bandas esperadas por el andlisis de
restriccion liberandose un fragmento de aproximadamente 600 pb y el vector de expresion

con un tamaiio de 6.1 Kb.

A1 2 3 45 B.1 2 3 4

I pcDNA3.1 NT-GFP 6.1 Kb

DBDg,y4 555 pb

1118
881
692

501
404
331

242 e

Fig. 30. Comprobacion de la transformacion de las clonas por PCR y restriccion con Kpn 1y Eco RV.
Gel de agarosa que muestra el resultado de la restriccion con Kpn I y Eco RV. A. PCR. 1) Marcador de peso
molecular, 2) PCR clona 3, 3) PCR clona §, 4) PCR clona 11, 5) PCR clona 15. B. Restricciones. 1)
Marcador de peso molecular 2) Restriccion clona 8 con Kpn I-Eco RV, 3) Restriccion clona 11 con Kpn I-Eco
RV y 4) Marcador de peso molecular lamda Hind 111.
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8.11 Secuenciacion de los plasmidos: pGL3-pABERa, pcDNA3.1-GFP-DBD vy
pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD.

Cada uno de los plasmidos obtenidos (pGL3-pABERa, pcDNA3.1-GFP-DBD vy
pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD) se sometié a analisis de secuenciacion, con el fin de
confirmar que las secuencias clonadas dentro de cada uno de los vectores correspondieran a
los promotores A y B del ERa (pABERa) y al dominio de union a ADN del factor
transcripcional Gal4 (DBDgg4) de levaduras. Para realizar la reaccion de secuenciacion se
utilizaron iniciadores sentido y antisentido de cada una de las secuencias clonadas dentro de
los vectores. Cada iniciador correspondia a una reaccion independiente de secuenciacion ya
que esta técnica enzimatica, a diferencia de una PCR convencional, utiliza s6lo un iniciador
y se agregan dideoxinucledtidos (ddNTPs), los cuales estdin marcados con fluor6foros. En
el momento en que se incorpora un dideoxinucleoétido a la cadena de elongacion se detiene
la amplificacion, dando como resultado amplicones de distinta longitud, cada uno
terminando en un ddNTP. Los fragmentos obtenidos se separan y se analizan
electroforéticamente de manera automatica y mediante un laser se detecta a cada uno de los
ddNTPs marcados con su respectivo fluoréforo, cuya fluorescencia es interpretada por el
equipo en forma de un pico generando un electroferograma de cada uno de los fragmentos
generados. Los electroferogramas se visualizaron en el programa “BioEdit”. En la Fig. 31.
A-B se muestra los electroferogramas visualizados con “BioEdit”, donde se observa parte
de la secuencia obtenida por reaccion de secuenciacion del pldsmido pGL3-pABERa, que

contiene inserto a los promotores A y B del ERa.

A. pABERa

20 30 5 70
FATCAT GGTCAT GGTCCGT GGCCGCGGGCAGGGT GCAGACCOGT GTCCCC GCAGGG CAGAAGGCT CAGAAACCGGCGGGCCACCT
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B. pABERa

20 3 0
CTAC T GT CTT CTATC G:A (AAGCAT GC GATATTT GCC GACTTAAAAAGCTCAAGT GCTCCAAAGAAAAACC GAAGT GC GCCAAGT

I

538, 2307: 4

Fig. 31. Electroferogramas del pliasmido pGL3-pABERa. A. Electroferograma de pGL3-pABERa
generado a partir de la amplificacion con ESR1-31 Hpa 1. B. Electroferograma de pGL3-pABERa generado
con ESR1-22 Xho 1.

En la Fig. 32. A-B se muestra los electroferogramas visualizados con “BioEdit, donde se
observa parte de la secuencia obtenida por reaccion de secuenciacion de los plasmidos
pcDNA3.1-GFP-DBD y pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD, que contienen el inserto del dominio
de union a ADN del factor transcripcional Gal4 (DBDgas).

A. DBDg.

20 30 40 30 60 70
I G C CAT A GGCAGCACATTAGA GAAAGCC GGCCCCT G ATCCOGICTITTCGCOGITTATTITTAAGCCCAGTICTITCCCT GGGC
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B. DBD¢..

20 30 3 T
GC TCT GAGATCAGCTTCT GCTCCT C(AT GAT GGCGGCTCGCCCTATAGT GAGT CGT ATTACAAATT CC GGUGATACAGT CAACT

[ L

Fig. 32. Electroferogramas de los plismidos pcDNA3.1-GFP-DBD y pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD. A.
Electroferograma de pcDNA3.1-GFP-DBD generado a partir de la amplificacion con fDBDKpnl. B.
Electroferograma de pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD generado con rDBDEcoRV.

8.12 Analisis bioinformatico de la secuenciacion

Una vez obtenidas las secuencias de interés, se llevo a cabo un andlisis comparativo “in
silico” con las secuencias disponibles en las bases de datos publicas. Las secuencias se

sometieron a BLAST (“Basic Local Alignment Search Tool ”, http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

para verificar que la secuencia obtenida correspondiera al fragmento que se esperaba. El
analisis BLAST de la secuencia del plasmido pGL3-pABERa mostrd una identidad del
98% con la region promotora del gen ESR1 humano difiriendo sélo en 9 pares de bases,
como se muestra en la Fig.33. Para la secuencia obtenida de los pldsmidos pcDNA3.1-
GFP-DBD y pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD se obtuvieron datos con una identidad del 99%
con parte de la secuencia gendémica del factor transcripcional Gal4 de S. cerevisiae,

difiriendo en s6lo 3 pares de bases, como se muestra en la Fig. 34.
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Fig. 33. BLAST de la secuenciacion de pGL3-pABERa. Se muestra que el analisis bioinformatico arrojo
una identidad del 98% con parte de la secuencia del receptor de estrogenos alfa humano disponible en la red.
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Fig. 34. BLAST de la secuenciacién de pcDNA3.1-GFP-DBD y pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD. Se muestra
que el analisis bioinformatico arrojo una identidad del 99% con parte de la secuencia del gen codificante del
factor transcripcional Gal4 de la cepa S. cerevisiae.
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8.13 Transfeccion de pcDNA3.1-GFP-DBD y pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD en la linea
celular HEK-293T

Con los resultados obtenidos, se inicid la transfeccion de los plasmidos pcDNA3.1-GFP-
DBD y pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD en la linea celular HEK-293T. Para la transfeccion se
evaluaron 5 condiciones: 1) control negativo de transfeccion, que consistid en realizar todo
el procedimiento experimental sobre HEK-293T omitiendo la adicion de ADN en los
reactivos; 2) control positivo de la transfeccion, al cual se le adiciond el plasmido
pReceiver, del que se conoce su buena aceptacion en células receptoras, ademas su
visualizaciébn por microscopia es sencilla ya que contiene GFP (proteina verde
fluorescente); 3) plasmido control pcDNA3.1/NT-GFP, que contiene GFP 4) plasmido
pcDNA3.1-GFP-DBD; y 5) pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD. La transfeccion se visualizo
mediante microscopia de fluorescencia con el fin de observar la expresion de la proteina
recombinante fusionada a GFP y asi valorar de manera indirecta la eficiencia de
transfeccion en HEK-293T. Como se observa en el siguiente panel de micrografias
obtenidas con el microscopio invertido Olympus/ IX-71 (Fig. 35) la comparacion entre una
imagen obtenida por fluorescencia y la superposicion o “merge” entre las imagenes de
fluorescencia y campo claro, aunque se obtuvo una alta eficiencia de transfeccion, no todas
las células expresan GFP. No obstante, las imagenes obtenidas para las células
transfectadas con los plasmidos pcDNA3.1-GFP-DBD y pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD
muestran que la expresion de GFP se restringe a compartimientos celulares especificos.
Para demostrar lo anterior, las células transfectadas con pcDNA3.1-GFP-DBD, pcDNA3.1-
6xHis-GFP-DBD y pcDNA3.1-GFP (como control) se tifieron con el colorante fluorescente
de ADN “Hoechst-33342” (Life technologies, Carlsbad, CA, EUA, No. Cat. H3570) para
la tincidn de nticleos, mostrando que la expresion de la proteina recombinante GFP-DBD se

delimita subcelularmente al nicleo, como se observa en la Fig. 36.
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A. B.

I11.
——
Iv.
——
V.
—

Fig. 35. Micrografias de fluorescencia y sobreposicion o “merge” de HEK-293T transfectadas. Todos los
campos observados a la misma distancia focal, teniendo como punto de referencia una escala de 400 um
(barra blanca en el extremo inferior derecho). A. Microscopia de fluorescencia. I) HEK-293T sin ADN
transfectado (control negativo), II) HEK-293T con pReceiver (control positivo), III) HEK-293T con
pcDNA3.1-GFP, IV) HEK-293T con pcDNA3.1-GFP-DBD y V) HEK-293T con pcDNA3.1-6xHis-GFP-
DBD. B. Sobreposicién o “merge” de la imagen de fluorescencia con la imagen de campo claro. I) HEK-
293T sin ADN transfectado (control negativo), II) HEK-293T con pReceiver (control positivo), 1II) HEK-
293T con pcDNA3.1-GFP, 1V) HEK-293T con pcDNA3.1-GFP-DBD y V) HEK-293T con pcDNA3.1-
6xHis-GFP-DBD
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I11.

I. II.
A. . .

Fig. 36. Micrografia de fluorescencia de células HEK-293T transfectadas teiiidas con Hoechst-33342.
Todos los campos se observados a la misma distancia focal, teniendo como punto de referencia una escala de
200 um (barra blanca en el extremo inferior derecho). A. Microscopia de fluorescencia de la tincion nuclear
con Hoechst-33342. 1) HEK-293T con pcDNA3.1-GFP, II) HEK-293T con pcDNA3.1-GFP-DBD y III)
HEK-293T con pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD. B. Microscopia de fluorescencia sin tincion nuclear. I) HEK-
293T con pcDNA3.1-GFP, II) HEK-293T con pcDNA3.1-GFP-DBD y III) HEK-293T con pcDNA3.1-6xHis-
GFP-DBD.

Asi mismo, se realiz6 citometria de flujo para determinar cuantitativamente el porcentaje de
células transfectadas en las diferentes condiciones evaluadas, ya que en microscopia se
observaron diferentes intensidades de fluorescencia. Los resultados de la citometria de flujo
se muestran en los siguientes histogramas obtenidos por el software CellQuest
perteneciente al equipo de citometria FACScan.(Fig. 37), los ejes de las abscisas de los
histogramas se escalan de forma logaritmica representando la intensidad de fluorescencia,
mostrando un incremento de 100, 10, 2.5 y 3 veces de las células transfectadas con los
plasmidos pReceiver, pcDNA3.1-GFP, pcDNA3.1-GFP-DBD y pcDNA3.1-6xHis-GFP-

DBD, respectivamente, en comparacion con el control.
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Fig. 37. Histogramas de la citometria de flujo de las células HEK-293T sin transfectar o transfectadas
con las diferentes construcciones. M1: region de intensidad de fluorescencia considerada como
autofluorescencia. M2: region de intensidad de fluorescencia considerada como positiva para la expresion de
GFP.
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A continuacidn se muestra la tabla donde se enlistan los datos obtenidos en la citometria de

flujo (Tabla 8)

6.5 % 13.5
73 % 1631
63 % 134
53% 39
48 % 40

Tabla 8. Resumen de datos de la citometria de flujo

8.14 Extraccion de ARN y RT-PCR de HEK-293 transfectadas

Una vez verificada la transfeccion y emision de fluorescencia de las células HEK-293T en
las diferentes condiciones, una parte del cultivo fue sometido a extracciéon de ARN. La
integridad del ARN total y la ausencia de ADN genomico contaminante fueron evaluadas
mediante la separacion electroforética del ARN ribosomal en gel de agarosa
desnaturalizante al 1 % en presencia de formaldehido al 5 %, tefiido con bromuro de etidio
(0.5 pg/ul), como se muestra en la Fig. 38, donde se muestran las bandas correspondientes
al ARN 28s, 188S, 5S. De igual modo, se verifico la ausencia de proteinas contaminantes asi
como la concentracion y rendimiento con una lectura espectrofotométrica a 260 nm y 280

nm UV.

Para corroborar los datos generados por microscopia de fluorescencia y citometria de flujo,
que nos indican que hay expresion de la proteina recombinante GFP-DBD, se realiz6 una
RT-PCR, utilizando las condiciones anteriormente estandarizadas en la amplificacion de
DBDg,4 mediante PCR. Para dicho procedimiento se ocuparon los iniciadores fDBDKpnl
y tDBDEcoRV. Como se muestra en la Fig. 39 A., no se obtuvo el amplicon esperado de
555 pb, no obstante se logré amplificar el DBDgau4 del control positivo, correspondiente a
los plasmidos pcDNA3.1-GFP-DBD y pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD. Pensando en un
procedimiento erroneo de extraccion de ARN total, se realizé la amplificacion por RT-PCR
del ARNm de la enzima glucolitica gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH), un

gen de expresion constitutiva. Como se muestra en la Fig. 39 B, se obtuvo el amplicon
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esperado de 429 pb en cada una de las condiciones evaluadas, descartando asi la posibilidad

de un mal manejo de las muestras.

Fig. 38. Extraccion de ARN total de HEK-293T Transfectadas. Gel desnaturalizante de agarosa tefiido con
BrEt que muestra el analisis electroforético de la extraccion de ARN total de los cultivos de HEK-293T
transfectadas. 1) HEK-293T sin ADN transfectado, 2) HEK-293T con pReceiver, 3) HEK-293T con
pcDNA3.1-GFP, 4) HEK-293T con pcDNA3.1-GFP-DBD y 5) HEK-293T con pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD.

A.  RT-PCR de DBDg,y4 B. RT-PCR de GAPDH

1118

881

692
555 pb 1118
881
692
3

104 429 pb
242
190,

147
10

50Tt
404
331

242
190,
147
100

Fig. 39. Analisis electroforético de la RT-PCR de DBD y GAPDH. A. RT-PCR de DBDg, evaluada en las
diferentes condiciones: 1) Marcador de peso molecular pUC Mix, 2)HEK-293T sin ADN transfectado, 3)
HEK-293T con pReceiver, 4) HEK-293T con pcDNA3.1-GFP, 5) HEK-293T con pcDNA3.1-GFP-DBD, 6)
HEK-293T con pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD, 7) Plasmido pcDNA3.1-GFP-DBD y 8) Plasmido pcDNA3.1-
6xHis-GFP-DBD. B. RT-PCR de GAPDH evaluada en las diferentes condiciones: 1) Marcador de peso
molecular pUC Mix, 2) HEK-293 sin ADN, 3) HEK-293T con pReceiver, 4) HEK-293T con pcDNA3.1-
GFP, 5) HEK-293T con pcDNA3.1-GFP-DBD y 7) HEK-293T con pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD.
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8.15 Western-blot de HEK-293T transfectadas.

Con base en los datos obtenidos en la RT-PCR, se realiz6 un andlisis de Western-blot para
corroborar que la proteina recombinante que contiene GFP y el dominio de union a ADN
del factor transcripcional Gal4 (GFP-DBDga4) se estuvieran expresando en las células
transfectadas con los plasmidos pcDNA3.1-GFP-DBD y pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD. La
expresion de la proteina fue evaluada con un anticuerpo monoclonal dirigido contra GFP y
este, a su vez, reconocido por un anticuerpo secundario anti IgG de raton conjugado con
peroxidasa de rabano (HRP). De igual modo, se realizd un Western-blot con un anticuerpo
policlonal dirigido a DBDgau para confirmar su presencia, ocupando un anticuerpo
secundario anti IgG de conejo acoplado a HRP. Como se muestra en la Fig. 41, sélo se
observo la banda esperada con un peso de 47 KDa en el extracto proteico de las células
transfectadas con los plasmidos pcDNA3.1-GFP-DBD y pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD. La
finalidad de utilizar un anticuerpo monoclonal dirigido contra GFP, es su reconocimiento
de un epitope especifico; ademas, el utilizar un anticuerpo contra GFP nos permitié
observar el cambio de peso entre una proteina nativa de GFP y una de mayor peso debido a
la suma de los aminodcidos correspondientes al DBDga4. Como se muestra en la Fig. 40, se
obtuvieron bandas con pesos moleculares de 25 KDa, 47 KDa y 30-37-40-50-60-80 KDa,
que corresponden al peso estandar de GFP, GFP fusionada a diferentes etiquetas de GFP y
GFP fusionada al DBDga4, respectivamente. Como control de cargado se analiz6 la

presencia de las proteinas constitutivas B-actina y a-tubulina (Fig. 40-41).
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Fig. 40. Western-Blot con anticuerpo dirigido a GFP de HEK-293T Transfectadas. Se cargaron 5 pg de
proteina total para cada condicion. 1) HEK-293T sin ADN transfectado (control negativo), 2) HEK-293T con
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pReceiver (control positivo), 3) HEK-293T con pcDNA3.1-GFP (control), 4) HEK-293T con pcDNA3.1-
GFP-DBD y 5) HEK-293T con pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD.
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Fig. 41. Western-blot con anticuerpo dirigido a DBDg,4 de HEK-293T transfectadas. Se cargaron 5 pg de
proteina total para cada condicion. 1) HEK-293T sin ADN transfectado (control negativo), 2) HEK-293T con
pReceiver (control positivo), 3) HEK-293T con pcDNA3.1-GFP (control), 4) HEK-293T con pcDNA3.1-
GFP-DBD y 5) HEK-293T con pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD.

8.16 Transfeccion de pGL3-pABERa en la linea celular HEK-293T

Una vez obtenida la secuenciacion y el andlisis bioinformatico, se realizo la transfeccion
del plasmido pGL3-pABERa en la linea celular HEK-293T. Para la transfeccion se
evaluaron 3 condiciones: 1) control negativo de transfeccion, que consistio en realizar todo
el procedimiento experimental sobre HEK-293T omitiendo la adicion de ADN plasmidico
en los reactivos, 2) control positivo de la transfeccion, al cual se le adicion6 el pldsmido
pReceiver, del que se conoce su buena aceptaciéon en células receptoras; ademas su
visualizaciébn por microscopia es sencilla ya que contiene la GFP (proteina verde
fluorescente), 3) plasmido pGL3- pABERa que contiene la secuencia de los promotores A
y B del receptor de estrogenos alfa que ademas tiene como reportero a la luciferasa. La
transfeccion se visualizd mediante microscopia de fluorescencia (microscopio invertido
Olympus/ IX-71) con el fin de observar la expresion de GFP del control positivo y asi
valorar de manera indirecta la eficiencia de transfeccion en HEK-293T, como se observa en

el siguiente panel de iméagenes (Fig. 42 A—-B).
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I. II I11.

Fig. 42. Microscopia de fluorescencia y campo claro de HEK-293T transfectadas. Todos los campos
fueron observados a 10X. A. Microscopia de fluorescencia. I) HEK-293T sin ADN transfectado (control
negativo), II) HEK-293T con pReceiver (control positivo) y III) HEK-293T con pGL3-pABERa. B.
Microscopia de campo claro. 1) HEK-293T sin ADN transfectado (control negativo), II) HEK-293T con
pReceiver (control positivo) y I1I) HEK-293T con pGL3-pABERG0.

8.17 Extraccion de ARN y RT-PCR de HEK-293 Transfectadas con pGL3-pABERa

Una vez verificada la transfeccion por microscopia, se realiz6 la extraccion de ARN. La
integridad del ARN total y la ausencia de ADN gendémico contaminante se evaluaron
mediante la separacion electroforética del ARN ribosomal en gel de agarosa
desnaturalizante al 1 % en presencia de formaldehido al 5 %, tefiido con bromuro de etidio
(0.5 pg/ul). En la Fig. 43, se muestran las bandas correspondientes al ARN 28s, 18S, 5S.
Cabe mencionar la aparicion de una banda de ARN en los carriles 2 y 3 (entre los ARNs
ribosomales 28S y 18S), la ausencia de barrido en los carriles 2 y 3 sugiere que esta banda
no es producto de degradacidn sino de la expresion ectopica ocasionada por la transfeccion
de los plasmidos. De igual modo, se verifico la ausencia de proteinas contaminantes asi
como la concentracion y rendimiento con una lectura espectrofotométrica a 260 nm y 280

nm UV.

Para corroborar los datos adquiridos por microscopia, que nos indican que hubo

transfeccion, se efectu6 una RT-PCR, utilizando las condiciones anteriormente

PMDCB-UNAM-INCMNSZ Pag. 73



; Generacidn de un sistema de recuperacidn de plésmidos transfectados en lineas celulares humanas

estandarizadas de la amplificacion de pABERa ocupando los iniciadores 1-31Hpal de
pBERa y 1-22Xhol de pAERa. Como se muestra en la Fig. 44. A, se amplifico el
fragmento esperado de 650 pb correspondiente al tamafo de la secuencia de pABERa. De
igual modo, se logré amplificar a la luciferasa con un tamafio de 1.6 Kb (Fig. 44. B),
corroborando la exitosa transfeccion del plasmido pGL3-pABERo, ademas, la
amplificacion del ARNm de la luciferasa a partir del ADNc indica que los promotores A y
B del receptor de estrogenos se encuentran activos, ya que el sistema comercial de
clonacioén pGL3 carece de promotores. Asimismo, se realizod la amplificacion por RT-PCR
del ARNm de la enzima glucolitica gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH), un
gen constitutivo, como control para la normalizacion de la muestra en la determinacioén de

los niveles de ARNm, obteniéndose el fragmento esperado de 429 pb (Fig. 45).

Syl

.

" — ey
S d -
185 -~

5S

Fig. 43. Extraccion de ARN total de HEK-293T transfectadas. Analisis electroforético de la extraccion de
ARN total de los cultivos de HEK-293T transfectadas. 1) HEK-293T sin ADN transfectado, 2) HEK-293T
con pReceiver (control positivo) y 3) HEK-293T con pGL3-pABERa.
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Fig. 44. Analisis electroforético de la RT-PCR de pABERa y luciferasa. A. RT-PCR de pABER«
evaluada en las diferentes condiciones: 1) Marcador de peso molecular pUC Mix, 2) HEK-293T sin ADN
transfectado, 3) HEK-293T con pReceiver y 4) HEK-293T con pABERa. B. RT-PCR de luciferasa evaluada
en las diferentes condiciones: 1) Marcador de peso molecular pUC Mix, 2) HEK-293T sin ADN transfectado,
3) HEK-293T con pReceiver y 4) HEK-293T con pABER«

429 pb

Fig. 45. Analisis electroforético de la RT-PCR de GAPDH. RT-PCR de GAPDH evaluada en las diferentes
condiciones: 1) Marcador de peso molecular pUC Mix, 2) HEK-293 sin ADN, 3) HEK-293T con pReceiver,
y 4) HEK-293T con pABERo.
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9. DISCUSION:

ANTECEDENTES DE METILACION Y REPRESION TRANSCRIPCIONAL DEL
LOCUS DEL ERa.

La regulacion epigenética es un mecanismo importante por el cual las células
modulan la expresion génica. La metilacion del ADN como mecanismo de regulacion
epigenético ha sido bien documentada, un claro ejemplo, es la falta de expresion del ERa
en pacientes diagnosticados con la forma triple negativa (HER-2-, PRB- y ERa-) de cancer
de mama ya que la pérdida de expresion del ERa estd asociada a un incremento en la
metilacion de regiones ricas en dinucleotidos CpGs, presentes en los promotores A y B del
ERa (Weigel y deConinck., 1993). Sin embargo, se desconoce si en todos los tipos de
cancer de mama que no expresan ERa se presenta el mismo patron de metilacion o si

existen diferencias en otros componentes proteicos de la cromatina.

Diversos estudios han demostrado que la metilacion de la regién promotora del gen
codificante del ERa no es el unico mecanismo para la inactivacion de la expresion, ya que
el silenciamiento de metilacion también involucra la asistencia de desacetilasas de histonas
(HDACs) (Nakao., 2001). No obstante, en los ultimos afios se han incrementado las
evidencias sobre otros posibles eventos que podrian preceder al proceso de metilacion y
desacetilacion, incluyendo la pérdida de activadores transcripcionales o la presencia de
factores que inhiben o activan a las enzimas involucradas en la compactacion de la
cromatina, que también resultaria en el silenciamiento de genes como el que codifica para
ERa (Chen et. al., 1998). La posible existencia de estas diferencias proteicas podria servir

para identificar subgrupos de pacientes clasificados como ERa negativos.

HERRAMIENTAS  MOLECULARES  ASOCIADAS AL  ESTUDIO DEL
REVESTIMIENTO PROTEICO DEL RECEPTOR DE ESTROGENOS ALFA (ERa)

La diferencia entre la presencia y ausencia de factores o proteinas involucradas en el
silenciamiento del gen codificante del ERa podria funcionar como firma bioldgica para la

separacion de grupos de pacientes clasificados en forma general como triples negativos.
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Sin embargo, en la actualidad, las técnicas utilizadas para el estudio en la variacion del
revestimiento proteico de la cromatina, se limitan a técnicas como la inmunoprecipitacion
de la cromatina (ChIP) y sus variantes. Estas metodologias brindan un panorama general,
ademas requieren obligatoriamente del conocimiento previo de al menos uno de los
elementos reguladores asociados a la cromatina en el locus de interés. Actualmente
ninguna de las variantes de ChIP facilita un analisis comparativo de la composicion
proteica de la cromatina de un locus especifico como el del ERa. Diversos grupos de
investigacion han concluido que dicha problematica requiere del desarrollo de nuevas

herramientas (Berdasco y Esteller., 2010).

En esta tesis se propone un sistema que permita identificar diferencias en el
revestimiento proteico de la cromatina que pudieran asociarse a la respuesta clinica que
presentan las pacientes triples negativas. En una segunda etapa podria investigarse si estos
cambios en el revestimiento proteico de la cromatina afecta el nivel de organizacion y la

eficiencia transcripcional del locus del ERa.

DISENO DE UN SISTEMA PRESA-ANZUELO PARA EL ESTUDIO EPIGENETICO.

El presente trabajo se enfocd en la generacion de un nuevo sistema tipo presa-
anzuelo, que permita estudiar el revestimiento proteico de regiones especificas de la
cromatina. Nuestro planteamiento se basa en el reconocimiento de un locus especifico a
través de una proteina capaz de reconocer una secuencia Unica en el genoma humano,
especificamente, elegimos una secuencia exogena al genoma humano, como lo son los
elementos de respuesta al factor de transcripcion de levaduras Gal4 (UASgas). Las células
transfectadas con el ADN recombinante del locus humano y UASgas requeriria de la

expresion transgénica de Gal4 o sélo de su dominio de uniéon a ADN (DBDgau).

Con el objetivo de simplificar este sistema, se clon6 los loci de interés (promotores
A y B de ERa) dentro de un vector carente de promotores (pGL3Basic) para evaluar la
actividad de los promotores mediante la expresion de la luciferasa. A este plasmido se le
insertarian 5 repeticiones en tandem de UASGal4 para asegurar la unién con DBDg,4. Por

otro lado, se realizaria una construccion para DBDg,4 €n un sistema de expresion, basado
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en la insercion de su ADNc en el vector de expresion pcDNA3.1/NT-GFP. Ambas
construcciones serian transfectadas en una linea celular que no expresara el ERa. Una vez
transfectadas se esperaria que la proteina recombinante GFP-DBD se uniera a los UASGau4

contenidos dentro del plasmido presa.

El complejo de GFP-DBDgaatUASGas-pGL3-pABERa (descrito en materiales y
métodos) se recuperaria de un lisado celular mediante la técnica de pull down con un
anticuerpo anti-GF. La presencia de este complejo en el material precipitado se

comprobaria a través de la amplificacion del gen reportero luciferasa.

Una de las limitantes en la realizacion de éste procedimiento experimental es que se
carece del conocimiento acerca de la capacidad que tiene el ADN transfectado
transitoriamente para formar una estructura de cromatina. A menudo se asume que el ADN
plasmidico transfectado transitoriamente permanece como cromatina libre, sin embargo,
nueva evidencia ha sido obtenida, en donde se observa que el ADN plasmidico se asocia
con histonas poco después de ser liberado en el nicleo y forma una estructura nucleosomal
estequiometricamente similar a un fragmento de ADN cromosomal. Ademds se ha
demostrado que las modificaciones posttraduccionales sobre las histonas del nucleosoma
estan presentes en el plasmido, estas modificaciones podrian regular los genes plasmidicos

(Khobta., et. al. 2010).

OBTENCION Y VALORACION FUNCIONAL DEL PLASMIDO “PRESA”.

Para la generacion del plasmido pGL3-pABERa, se obtuvo el amplicon de los
promotores A y B del ERa con un tamafio aproximado de 650 pb, el cual se insert6 en el
vector pCR2.1 TOPO mediante el sistema de clonacion TA. Este tipo de sistema facilita la
ligacion de cualquier inserto obtenido por PCR, ya que las reacciones de PCR adicionan
residuos de adeninas en uno de los extremos del amplicon, facilitando asi su ligacion al
vector de clonacion, que se encuentra de forma lineal con residuos de timina en el sitio de
clonacion. El apareamiento T-A favorece una ligacion exitosa entre el inserto y el vector.
Se decidio insertar inicialmente la secuencia de los promotores A y B del ERa dentro del

vector pCR2.1 TOPO para obtener los sitios de restriccion Kpn 1 y Xho 1 que favorecieron

PMDCB-UNAM-INCMNSZ Pag. 78



; Generacidn de un sistema de recuperacidn de plésmidos transfectados en lineas celulares humanas

la subclonacion en el vector pGL3Basic que contiene estos sitios de restriccion en su sitio

de multiclonacion.

Por otro lado, la expresion del gen reportero luciferasa presente en el plasmido
pGL3-pABERa indica que el plasmido presa después de ser transfectado en la linea celular
HEK-293T cambia su conformaciéon a un estado cromatinizado, ya que una molécula de
ADN desnuda no puede simplemente expresarse, esto debido a que requiere de la unién de
diversos factores de inicio de la transcripcion asi como toda la maquinaria transcripcional.
La union de esta diversidad proteica genera cambios estructurales sobre la molécula de
ADN causando las modificaciones necesarias para el reconocimiento especifico de las
proteinas asociadas a la expresion génica. La cromatinizacion del plasmido es esencial para
el objetivo del proyecto, ya que se podrian analizar diversas proteinas unidas a la molécula
de ADN que participan directa o indirectamente en la inhibiciéon o expresion del gen
reportero luciferasa, lo cual también depende del ambiente celular en donde se realice la

transfeccion del plasmido pGL3-pABERa.

Los cambios en la morfologia celular por la transfeccion no fueron evidentes hasta
24 horas después del procedimiento (Fig. 42), mostrando retraccion y agregados celulares,
sin embargo, el control de transfeccion con el plasmido pReceiver mostrd6 mayor dafio
celular. No obstante, tampoco se descarta que el dafio ocurriera simplemente por el
tratamiento con el fosfato de calcio, aunque en ambas transfecciones se utilizé la misma
concentracion de fosfato de calcio (2mM) segun lo recomendado por el proveedor, sin
embargo se ha reportado que este tipo de cambios sobre la estructura celular son inherentes
a la naturaleza de los métodos quimicos de la transfeccion y dependiendo de su naturaleza
quimica puede observarse o no pérdida celular, menor o mayor toxicidad celular asi como
efectos minimos no deseados que son importantes para la interpretacion de resultados. Cabe
destacar que cada tipo celular responde de diferente manera al tratamiento de transfeccion
por lo que el grado de variacion morfolégica depende de las células (Mirus Bio LLC.,
2012). Los efectos citotoxicos observados en las células transfectadas con el plasmido
pReceiver indican que un exceso en la concentraciéon del plasmido podria también

contribuir a la toxicidad celular.
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Para constatar que la transfeccion del plasmido pGL3-pABERa ocurrié
exitosamente, se realizdé una RT-PCR del gen reportero de la luciferasa, resultando en la
obtencion del amplicon esperado con un tamafio de 1.6 Kb, sin embargo, se observa una
banda tenue (Fig. 44) lo que indicaria que la eficiencia de transfeccion fue baja debido
probablemente a que la transfeccion se realizo cuando el cultivo celular no se encontraba en
la confluencia adecuada (60 — 80% para células adherentes) o las células no se encontraban
en division celular, ya que se ha reportado que altos niveles de transfeccion son obtenidos
cuando las células se encuentran en division, esto es de gran importancia en transfecciones
de plasmidos ya que la envoltura nuclear se encuentra inestable durante la division celular
favoreciendo la introduccion de acidos nucleicos (Mirus Bio LLC., 2012). De igual modo,
cabria la posibilidad de que la seleccion del método quimico para la transfeccion no fue el
adecuado, repercutiendo esto, en una baja produccion de transcrito o bien, pudiera ser que
las condiciones de amplificacion no hayan sido las dptimas para la amplificacion del ADNc
del gen reportero, requiriéndose mas ciclos o tal vez la modificacion de la temperatura en
ciertos pasos que hiciera mas eficiente la amplificacion, no obstante, la modificacion de

temperatura podria ocasionar la amplificacion inespecifica de fragmentos no deseados.

La comprobacion de la expresion de luciferasa a través de los promotores A y B del
receptor de estrogenos alfa (ERa) podria servir como referencia para ensayos en donde se
evaluara la represion transcripcional de estos promotores, que se refleja como cambios en el

revestimiento proteico de la cromatina.

OBTENCIQN Y VALORACION FUNCIONAL DEL SISTEMA DE EXPRESION DE
LA PROTEINA “ANZUELO” (GFP-DBDgas).

Para la generacion del plasmido que expresaria la proteina recombinante GFP-
DBDgaus, inicialmente se realizaron ensayos de restriccion con las enzimas Kpn 1y Eco RV
sobre el sitio de multiclonacion del plasmido pcDNA3.1/NT-GFP TOPO donado por el
laboratorio de Bioquimica del Dr. Luis Felipe Montafio Estrada, perteneciente a la Faculta
de Medicina de la UNAM. Se eligi6 este sistema de expresion debido a que estd disefiado
para la expresion constitutiva y en altos niveles (por la presencia del promotor CMV) de

proteinas fusionadas a GFP. Se eligi¢ trabajar con un sistema de expresion de la proteina
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GFP debido a que GFP es estable y no requiere de sustratos y cofactores (Liu., ef al. 1999),
ademas mantiene la fluorescencia aun cuando se fusiona a otra proteina tanto en el extremo
amino y/o carboxilo terminal, lo cual le confiere una capacidad 6ptima como etiqueta
fluorescente para monitorear actividades subcelulares, expresion génica, interaccion

proteina-proteina, trafico y localizacion in vivo (Koike., et al. 2013).

La insercion inicial del DBDg,4 en el plasmido mencionado, brindd resultados
preliminares positivos para la amplificacion DBDgg4 a partir del ADNc obtenido de las
células transfectadas con el plasmido generado (pcDNA3.1/NT-GFP-DBD). Sin embargo,
no se obtuvo lectura de fluorescencia en la citometria de flujo de las células transfectadas
con pcDNA3.1/NT-GFP-DBD. Para corroborar los datos obtenidos por citometria, las
células se analizaron por microscopia de fluorescencia obteniéndose el mismo resultado
(fluorescencia nula). Para asegurarse que la falta de fluorescencia no fuera un falso
negativo, se realizaron ensayos de Western-blot de extractos proteicos de las transfectantes,
los cuales resultaron negativos a la expresion de DBD, dichos resultados no se muestran en
la tesis. De estos resultados se concluy6 que el transcrito del DBD si era producido por la
maquinaria transcripcional de la célula hospedero, sin embargo, no se obtuvo la proteina
recombinante esperada debido a que el plasmido donado era en realidad el plasmido de
control del sistema de clonacion pcDNA3.1/NT-GFP. Aunada a la correcta identificacion
del plasmido, los analisis realizados mostraron que el sitio en donde se realizé la insercion
de DBDgais (sitios de reconocimiento para Kpn 1y Eco RV) correspondia a una region
esencial para la expresion de GFP, por lo que el corte con las enzimas Kpn [ y Eco RV
ocasiond la pérdida de dicha region, repercutiendo en la emision fluorescencia y en la
generacion adecuada de la proteina recombinante. Esto representaba un serio problema para
el objetivo de este proyecto, ya que al no generarse la proteina recombinante que expresara
la etiqueta GFP se reduciria la probabilidad de recuperacién por pull down de dicha
proteina. Para resolver este problema se decidi®6 mandar la secuencia y amplicon de

DBDgais @ una empresa especializada en procesos experimentales de biologia molecular.

El DNA plasmidico de pGBKT7 que contiene la secuencia de DBDgai4 asi como el

amplicon de 555 pb correspondiente a DBDg,4 se deshidrataron para enviarse a la
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compaiia Science Exchance-ProNovus Bioscienc, LLC (Mountain, CA, EUA), experta en
biologia molecular, debido a que ellos cuentan con el sistema de clonaciéon pcDNA3.1/NT-
GFP. Una vez obtenida la insercion de DBDg,4 (pcDNA3.1-GFP-DBD) en el sistema de
clonacién antes mencionado, se solicitd que a dicho plasmido se le adicionara una etiqueta
de histidinas (6xHis) para facilitar la recuperacion de la proteina recombinante en futuros
ensayos mediante columnas de niquel. La adicion de histidinas a pcDNA3.1-GFP-DBD
generd al plasmido pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD.

Ambos plasmidos (pcDNA3.1-GFP-DBD y pcDNA3.1-6xHis-GFP-DBD) fueron
analizados por PCR, andlisis de restriccion y secuenciacion para comprobar que el inserto
en los plasmidos correspondiera a la secuencia de DBDg,4 (Figs. 28-32). Una vez
comprobada la identidad de los plasmidos, se transfectaron de forma independiente en la
linea celular HEK-293T. La expresion de la proteina recombinante (GFP-DBDg,4) fue
evaluada por microscopia de fluorescencia, citometria de flujo y Western-blot (Figs. 35-37;
40-41) en las cuales se obtuvieron resultados positivos. No obstante, cuando se evalud la
presencia del transcrito de la proteina recombinante mediante RT-PCR ésta resultd negativa
al amplicon de 555 pb correspondiente a DBDgau (Fig. 39). La baja expresion observada
tanto en microscopia como en la detectada en citometria (Figs. 35-37) se debid
probablemente a que los genes transfectados transitoriamente solo son expresados por un
periodo limitado y no se integran en el genoma y la expresion se puede perder por factores

ambientales y la division celular.

De igual modo, se optod por la transfeccion transitoria del sistema de expresion de
GFP debido a que varios estudios han reportado que existe una baja eficiencia en la
produccion de lineas celulares estables que produzcan GFP (Koike., et al. 2013). Ademas
se ha comprobado que la dificultad para obtener células con una expresion de GFP
constante se atribuye a los periodos largos de excitacion de GFP que pueden generar
radicales libres los cuales son genotoxicos para la célula. Asimismo se ha observado que
los niveles de expresion de GFP aunque sean minimos inducen apoptosis estimulando una
via de sefializacion similar a la desencadenada por la infeccion del virus del dengue (Liu.,

et al. 1999; Koike., et al. 2013).
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Por otro lado, aunque se observo la presencia de la proteina recombinante de forma
significativa en el ensayo de Western-blot (Figs. 40-41), los resultados mostraron que el
brillo de GFP no se correlaciona con los niveles de expresion de GFP, esto debido a que la
fluorescencia de GFP es determinada principalmente por la emision y la excitacion de la
longitud de onda de GFP. Asimismo se ha demostrado que las longitudes de onda varian de

acuerdo a la modificacion del gen de GFP respecto a la GFP silvestre (Liu., et al. 1999).

La expresion localizada de la proteina recombinante DBD-GFP (Figs. 35 y 36) se
atribuia a que la proteina se posicionaba en espacios subcelulares especificos debido a la
secuencia de aminodcidos que contenia. Sin embargo, diversos estudios han demostrado
que este tipo de expresion se debe a que ciertas fusiones con GFP pueden generar proteinas
recombinantes inestables que tienden a formar agregados perinucleares, los cuales resultan
ser toxicos para las células. Asimismo, se ha observado que la adicion de un péptido en la
region C-terminal de GFP promueve el desplegamiento o multidimerizacion resultando en
una proteina que es propensa a agregacion y sujeta a degradacion proteosomal mediada por

chaperona en la linea celular HEK-293T (Link., ef al. 2006).

La diferencia de expresion y de distribucion entre la proteina recombinante DBD-
GFP vy los controles pReceiver y pcDNA3.1/NT-GFP podria deberse a que la adicién de
residuos en el C-terminal de GFP puede convertir la proteina soluble en un agregado. Esta
observacion es un contraste rigido para muchos ejemplos donde las proteinas de fusion
permanecen solubles o asumen la distribucion celular de la proteina de fusion a la que se
unié GFP. Lo que sugiere que la fusion de proteinas conduce a una Unica caracteristica
estructural dependiente de la composicion aminoacidica que le da propiedades bioquimicas
de solubilidad. La fusion podria resultar en una interferencia con el plegamiento de GFP

favoreciendo a la predisposicion de formacion de agregados fluorescentes.

Se ha reportado que colonias de células que expresan transitoriamente la proteina
amarilla fluorescente (YFP) y la proteina fluorescente cyan (ECFP) pueden propagarse a la
obtencion de clonas estables (Koike., ef al. 2013), estos datos se podrian considerar para

futuros ensayos donde se tenga como objetivo la expresion constitutiva de un etiqueta
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fluorescente. Ademas se ha visto que la citotoxicidad de YFP es mas baja que la inducida
por GFP, lo que sugiere que la seleccion de la proteina debe ser de gran importancia para

prevenir efectos adversos sobre las células.

Las incongruencias entre la expresion de la proteina GFP-DBDg,4 y la falta de
amplificacion de su transcrito (Fig. 39 A) puede tener diferentes explicaciones: 1) vida
media corta del transcrito, 2) dificultad en la generacion del ADNc del transcrito y 3)

dificultad del reconocimiento eficiente del transcrito para su amplificacion.

Cabe destacar que a pesar de obtener un acercamiento mediante las diversas
técnicas desarrolladas in vitro a los procesos genéticos-moleculares que regulan la
expresion génica dentro de un ambiente celular, hay que tomar en cuenta que el
reclutamiento de las proteinas reguladoras puede ser diverso, ya que se pueden unir
directamente a un sitio consenso 0 no consenso a través de un domino de unidn, o bien,
unirse de forma indirecta en donde no necesita de un dominio de unién pero si podria
requerir de una interaccion adicional proteina-proteina o asas de ADN podrian ser
demandadas tanto para una proteina con un dominio de union a ADN o para una

interaccion entre los dominios de proteina-proteina.
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10. CONCLUSIONES

O Se obtuvo la construccion parcial del plasmido “presa” pGL3-pABERa, ya que alin
carece de los elementos de respuesta a Gal4 (UASgau), esenciales para contar con la

totalidad del sistema planteado en este proyecto.
U Se obtuvo el sistema de expresion de la proteina recombinante DBD-GFP “anzuelo”

que demostr6 ser eficiente, ya que produce los niveles de proteina suficientes para su

deteccion por microscopia de fluorescencia, citofluorometria y Western blot.

11. PERSPECTIVAS

» Completar la construcciéon del pldsmido “presa” con la insercion de las 5
repeticiones en tdndem de los elementos de respuesta a Gal4 (UASgaus) en el sitio de
corte de la enzima de restriccion Not I ubicado en la region 5° de los promotores A

y B del ERo.

* Cotransfectar ambos plasmidos (pGL3-pABERo+ UASgas y pcDNA3.1-GFP-

DBD) en lineas celulares humanas

= Recuperar el complejo DBDgau-pGL3-pABERa de un lisado celular de las
transfectantes mediante un ensayo de pul/l down con un anticuerpo anti-GFP o a

través de una columna de niquel.

= Identificar las proteinas que se asocian al ADN plasmidico recuperado en el pull

down a través de espectrometria de masas.
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