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I). IRE ULTIME E N 

La enzima recombinasa deoxinucleotidil transferasa terminal (TdT), es una DNA polimerasa 

independiente de molde, que cataliza la incorporación de deoxinucleótidos en el extremo 3'-

hidro)rilo de DNA. Se considera que ésta enzima es activa sólo en estadios tempranos de 

maduración de linfocitos y en algunas células leucémicas. Se ha reportado que TdT aumenta la 

diversidad de unión de los segmentos génicos de inmunogbbulinas y del receptor de antígenos de 

los linfocitos T. Previamente identificamos que la activación de la proteína cinasa C inhibe la 

expresión del gen de TdT. Por otro lado, la activación de la proteína cinasa C induce la síntesis de 

las proteínas Fos y Jun, que son los principales componentes implicados en la actividad del factor 

transcripcional AP-1; el cual interactúa con las secuencias de reconocimiento AP-1 en el DNA. Esto 

sugiere que la regulación de la expresión negativa de TdT puede ser mediada, en parte, por el 

factor transcripcional AP-1. Por tal motivo, en el presente trabajo estudiamos el mecanismo 

molecular que regula la expresión del gen de TdT en células linfoides humanas a través del 

análisis de los elementos reguladores AP-1 presentes en la región reguladora 5' de TdT. 

Para ello, subclonamos la región reguladora 5' del gen humano de TdT, a partir de tejidos 

linfoides normales y obtuvimos un fragmento de DNA de 600 pb, que corresponde a la región 

reguladora proximal del gen de TdT (-600 a -1 pb). Por digestión enzimática con Rsa I generamos 

los subfragmentos I, II y III de DNA de 166, 94 y 340 pb respectivamente; y por digestión con Acc I 

generamos los subfragmentos A y B de 397 y 203 pb respectivamente. Mediante experimentos de 

electroforesis de movilidad retardada con proteínas nucleares de células que expresan o no el gen 

de TdT identificamos dos complejos DNA/proteína en las células que no expresan el gen de TdT, 

los cuales se unen al subfragmento de 340 pb. Estos datos sugieren la presencia de complejos 

proteínicos posibles moduladores de la expresión de TdT. Por otra parte, el análisis de la 

secuencia del fragmento de DNA de 600 pb, reveló que los primeros de 397 pb antes del sitio de 
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inicio de la transcripción, es una región rica en secuencias similares al elemento regulador AP-1, y 

que son reconocidas por algún miembro de la familia de factores transcripcionales AP-1. Este dato 

sugiere que estas secuencias pueden tener una influencia relevante en la expresión del gen de 

TdT. Para probar ésta hipótesis, realizamos los experimentos de electroforesis con movilidad 

retardada ahora con el subfragmento de 397 pb y con un oligonucleótido que comprende una de 

estas secuencias similares a AP-1, y con extractos nucleares de células HeLa, como una fuente 

rica de proteínas nucleares AP-1. Las proteínas de unión específica al subfragmento de 397 pb 

son sugestivas para pensar en complejos DNA/proteína y las que se unen al oligonucleótido AP-1-

TdT tienen el mismo patrón de desplazamiento electroforético que los complejos que se unen al 

elemento regulador consenso AP-1. Además, estos complejos compiten específicamente por el 

elemento regulador consenso AP-1. En conclusión, nuestros hallazgos sugieren que la expresión 

del gen humano de TdT pueden participar elementos reguladores similares a AP-1 presentes en la 

región reguladora 5' proximal de TdT. Más aún, con las evidencias de que la activación de la 

proteína cinasa C inhibe la expresión de TdT, por lo tanto, proponemos que la regulación de la 

expresión de TdT puede ser reprimida, en parte, por elementos reguladores AP-1. 



XX). X »T'X'XIC,ID1LYCCI01\T 

El desarrollo de los linfocitos comprende una compleja combinación de eventos genéticos y 

respuestas a estímulos. Este proceso ocurre en un orden secuencial definido y parece requerir 

migraciones celulares, rearreglos génicos, actividades enzimáticas, contactos célula-célula y 

procesos de selección positiva y negativa; todos los cuales requieren de la inducción y/o represión 

de distintos genes en un orden tiempo-especifico. Muchos avances se han realizado en la 

caracterización bioquímica de estadios intermedios de diferenciación de linfocitos T y B, sin 

embargo, nuestro entendimiento de los eventos moleculares que ocurren durante estos procesos, 

aún es escaso. 

Las células linfoides se desarrollan a través de varios estadios secuenciales durante la 

maduración de una célula embrionaria a un linfocito maduro. Diversos eventos ocurren en éste 

proceso como variaciones de actividades enzimáticas y rearreglos génicos. Las actividades de 

diversas enzimas se han usado como marcadores de las diferenciación de células linfoides. Se 

sabe que las actividades de algunas enzimas púricas cambian durante el curso de la diferenciación 

de los linfocitos. Los timocitos tienen afta actividad de adenosina deaminasa (ADA) y la 

diferenciación celular conlleva a la disminución en la actividad de ADA (1). La actividad de la purina 

nucleósido fosforilasa (PNP) es baja en timocitos y en células pre-B, sin embargo; aumenta 

conforme maduran los linfocitos (2). La 5'-nucleotidasa (5'-N1) tiene baja actividad en timocitos, la 

cual aumenta en linfocitos maduros de sangre periférica y de nódulos linfoides; cambios similares 

ocurren en los linfocitos B (3). Las deficiencias genéticas de estas enzimas puede resultar en una 

inmunodeficiencia primaria que compromete la propia vida del individuo (4). La deficiencia de ADA 

produce inmunodeficiencia severa combinada con un desorden del desarrollo normal de la 

inmunidad humoral y celular (5). La deficiencia de PNP resulta en una pérdida selectiva de la 

inmunidad celular (6); y la deficiencia de 5'-NT esta asociada con la diferenciación anormal de los 
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linfocitos T y B (7). Por otra parte, se sabe que la polimerasa deoxinucleotidil transferasa terminal 

(TdT; Terminal transferasa nucleosido-trifosfato; DNA-deoxinucleotidil exotransferasa; EC 2.7.7.31) 

es uno de los mejores marcadores de la diferenciación de los linfocitos, además de que es el 

marcador mejor caracterizado en el diagnóstico de la leucemia linfoblástica aguda (LLA) (leucemia 

linfoblástica aguda) (8). 

METABOLISMO DE LAS ENZIMAS PURICAS. La actividad de TdT se 

encuentra elevada en células linfoides inmaduras y disminuye conforme progresa la maduración 

celular. TdT utiliza como substratos a los metabolitos generados por las enzimas púnicas (ADA, 

PNP y 5'-NT). Este comportamiento sugiere que TdT tiene una función importante durante la 

diferenciación de los linfocitos T y B. El estudio de las actividades enzimáticas de ADA, 5"-NT y 

PNP revela una relación estrecha en el mantenimiento del reservorio metabólico de los 

deoxinucleótidos trifosfatados (dATP y dGTP) intracelulares en timocitos humanos (3). Los niveles 

elevados de éstos metabolitos tienen efectos citotóxicos si se acumulan en las células en 

cantidades no permisibles. Entre las funciones que realiza TdT, se encuentra la reutilización de 

estos metabolitos para aumentar la diversidad inmunológica de Igs y del TcR, a través de la 

incorporación de los mismos al marco de lectura de los genes que codifican para estas proteínas. 

Así como también evita el daño celular por la acumulación de estos deoxinucleótidos (3). 

Nuestro grupo ha estudiado algunas señales que participan en la regulación del gen de 

TdT y hemos identificado que la expresión génica de TdT, ADA y PNP están coordinadamente 

regulados por la acción de los ésteres de forbol en células linfoides humanas (9,10). Los ésteres 

de forbol son capaces de mimetizar la acción del DAG (diacilglicerol) en los eventos de 

transducción de señal e inducir la activación de la proteína cinasa dependiente de Ca++ y 

diacilglicerol (PKC). Estos eventos participan en la activación transcripcional de la mayoría de los 
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genes regulables. Estos resultados correlacionan con otros hallazgos y han permitido proponer que 

éste patrón de regulación coordinada también está presente en LLA (11). 

=ARREGLOS GENICOS. El rearregb de los genes que codifican para Igs y TcR, 

constituye un proceso finamente regulado donde participan señales específicas y la maquinaria de 

recombinación molecular (12). Se ha identificado a TdT como un componente importante de ésta 

maquinaria de recombinación, por lo que la función de TdT en estos eventos parece ser primordial 

en el contexto de la maduración celular. 

TdT fue identificada en 1971 en células de pacientes con LLA (12). Esta enzima es una 

polimerasa tejido-tiempo-específica bien caracterizada y tiene una importante función en la 

generación de la diversidad inmune (13). TdT es un complejo heterodimérico con varias isoformas, 

con un peso molecular que oscila entre 32 y 58 kDa (14). El dominio del sitio activo de ésta 

proteína está conservado en todas las isofomias y los residuos de la región de 224 a 237 de la 

estructura primaria, constituyen el dominio de unión al substrato (14). TdT es una enzima nuclear 

con propiedades de DNA-polimerasa la cual cataliza la adición de deoxinucleótidos en el extremo 

3'-hidrodo del DNA y funciona de manera independiente de un molde (13). Esta actividad está 

restringida a pre-linfocitos de medula ósea, timo y ciertas células leucémicas (8). Durante la vida 

fetal, las células que expresan TdT son primeramente detectadas en timo, pero no en hígado, 

bazo, o médula ósea; y solamente se expresa en médula y bazo hasta el día del nacimiento (15). 

La actividad de TdT ha sido demostrada en la adición de nucleótidos (regiones "N") no codificados 

en línea germinal, entre las uniones D/J, V/DJ o V/J durante el rearreglo de segmentos génicos 

que codifican para Igs o TcR (16-18). La inserción azarosa de nucleótidos en las regiones N se 

piensa que es un evento significativo en el aumento de la diversidad del repertorio inmune (19,20). 

Existen evidencias concluyentes de que la actividad de TdT es responsable para la formación de 
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las regiones N durante el proceso de recombinación (21,22). En estos estudios los ratones 

deficientes en TdT fueron generados por inactivación del gen de TdT por medio de recombinación 

homóloga. En estos animales knockout de TdT carecen de regiones N entre los segmentos V, D y 

J de las secuencias de Igs y TcR. Con estos datos Komori et al han postulado que TdT es un 

componente tejido-específico de la recombinasa de V(D)J. 

ONTOGENIA DE LOS LINFOCITOS. En los linfocitos T, la secuencia de 

rearreglos del TcR y la aparición de los receptores alfa/beta y gamma/delta durante el desarrollo 

tímico, ha sido estudiado en detalle en ratones. En el día 14 de gestación, ocurre el primer 

rearreglo de los genes gamma/delta y los RNAm se expresan abundantemente en el día 15 (23, 

24). El rearregb de los segmentos D-beta con J-beta se inician en el día 14 y los transcritos V-D-

J/beta se detectan después del día 15.5 (25). Los transcritos de la cadena alfa aparecen el día 16 

y aumentan hasta el nacimiento (día 20) (25). Estos datos sugieren que el TcR-gamma/delta es el 

primer receptor en aparecer. En el día 17.5 hay un número similar de linfocitos T gamma/delta y 

alfa/beta, mientras que al nacimiento el porcentaje de linfocitos alfa/beta es mayor (26). Muchas 

evidencias sugieren que el orden de estos eventos es similar en el humano (27,28). Por ejemplo, el 

análisis de los rearreglos y transcritos de los genes del TcR en LLA sugiere que el TcR-

gamma/delta se rearregla antes que el TcR-alfa/beta (29). Se ha propuesto que en timocitos 

humanos los genes gamma/delta se rearreglan primero, y sí éste evento falla, la célula continuará 

con el rearreglo de los genes alfa/beta (la exclusión alélica ocurre unicamente para los genes 

beta). Estas evidencias sugieren que algunos timocitos pueden utilizar rearregbs sucesivos, en el 

esfuerzo de expresar un TcR funcional. Nosotros hemos reportado que los rearreglos de los genes 

que codifican para el TcR humano, es un proceso de relevante importancia para la maduración de 

los linfocitos T (30) y que las señales de calcio y activación de PKC participan en la expresión 
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diferencial del TcR (31,32) La diversidad del TcR se localiza en la tercera región de 

complementariedad determinada, lo que permite proponer un modelo para el reconocimiento de 

antígenos, en donde las regiones V-alfa/beta se unen a las alfa-hélice del complejo principal de 

histocompatibilidad, mientras que las uniones entre V-D-J interactúan con el péptido antigénico. 

Son estas regiones de unión entre los segmentos génicos V-D-J que codifican para TcR, los sitios 

de reconocimiento para TdT (regiones "N") donde se realiza la adición de los deoxinucleótidos. Por 

lo tanto, la función de TdT es importante para la maduración de los linfocitos T y para el aumento 

de la diversidad inmune. Además, éste modelo enfatiza la importancia de la diversidad en las 

uniones de los segmentos génicos y explica las distintas afinidades que tienen los receptores por 

los antígenos. 

En la maduración de los linfocitos B, en el precursor celular (en hígado fetal o médula ósea 

de adulto), ocurren los rearreglados de los segmentos génicos de Igs. El primer rearreglo ocurre 

con los segmentos D y J (linfocito pro-B) y el segundo rearreglo ocurre entre los segmentos V con 

D-J. de los genes que codifican para la cadena pesada de Ig (15). Si el rearreglo V-D-J es 

funcional, se produce exclusión alélica para los genes de cadena pesada. La célula con rearregbs 

del gen de cadena pesada (linfocito pre-B), expresa Igs citoplasmáticas (19). Después del rearreglo 

funcional de genes de cadena pesada, sigue el rearreglo de genes de cadena ligera (segmentos 

V-J) (primero los segmentos kappa y después los lambda con exclusión alélica). Una vez 

realizados los rearreglados funcionales de los genes de cadena pesada y ligera, los linfocitos B 

expresan IgM en la superficie (linfocito B inmaduro). La expresión simultánea de IgM e IgD en 

superficie conllevará al estadio de linfocito maduro, los cuales antes del contacto con el antígeno 

se denominan linfocitos vírgenes. La diversidad del marco de lectura de los transcriptos V-D-J 

rearreglados para Igs, aumenta de manera significativa por la actividad de TdT al adicionar 

deoxinucleótidos entre las uniones de los segmentos V-D-J (18,19). Por lo que nuevamente, la 
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función de TdT tiene una importancia relevante en el desarrollo de los linfocitos B y en el aumento 

del repertorio de la diversidad inmune. 

GEN DE TdT. Se ha reportado la organización y la secuencia completa de DNA del gen 

humano de TdT (33). El gen se ha localizado en el cromosoma 10 q23-q25 y su secuencia ha 

revelado un tamaño de 49.2 kb, que comprende una región reguladora basal 5' de 

aproximadamente 700 pb con varios elementos reguladores (promotor basal); un marco abierto de 

lectura con 11 exones, 10 intrones; y un RNAm con una secuencia líder de 250 nucleótidos (33). El 

análisis de la secuencia del promotor, tomado del "Genebank", muestra varios elementos 

regulables (FIGURAS lA y 1B). Los genes humano y murino de TdT han sido materia de intensos 

estudios. En ambas especies TdT es codificado por un solo gen (33). El promotor del gen murino 

de TdT contiene un elemento iniciador (Inr) que comprende el sitio de inicio de transcripción que se 

superpone con la región reguladora 5' que carece de secuencias TATA (34). El elemento Inr dirige 

la transcnpción basal del gen munno de TdT sin conferir especificidad de tejido (34). La 

especificidad de tejido ha sido identificada en otra secuencia localizada 60 pb antes del sitio de 

inicio de la transcripción, donde se encuentran los elementos LyF-1 y Ets (35). 

La secuencia reguladora 5' del gen humano de TdT muestra una homología limitada en 

relación a otros promotores de eucariontes. Se ha determinado un promotor basal que no contiene 

secuencias TATA ni sitios ricos en GC de unión para SP-1 (36). Además, se han identificado en 

éste promotor, un elemento primario que comprende de la región de -34 a -14 nucleótidos que 

confiere el 80% de la actividad promotora; y un elemento secundario funcionalmente responsable 

del 20% restante de la actividad promotora, y que abarca de -14 a +21 nucleótidos (36). No se 

descarta la posibilidad de la existencia de otros elementos reguladores, aún no identificados en la 
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SECUENCIA 1R EGIVJILIADOWItÁll 	 CIEN 
DE TdT 

- 6 0 0 GAGCAGTTAG AAGCAACAGA 	GCAATTAGAA TACGGATCTG GAAAACATAG 

NF - 1 CAAT 

-550 TTCCAAGTGA AATAAAAAGG 	TGATTGGCAA AATGAGAAAT GTAACAATGC 
E 1 gG - 1 

- 500 CA1-11ATGTA AAGTCAAAAC 	AACCACAAGC AGAATATAAC ACCCATGCAA 

-450 ATAACAGACA TCCAGTACAG 	TGTAATGATT GTCTACAAAA GGAGGAGAAT 

CAAT 

- 400 GCAAGTGAGT TGGGAGG1 1 	AAAGGGGATC AATAAATAAA GACCACAGAA 

AP - 1 TdT A P - 1 - TdT 

-350 GGGCCTCAGT ACA1 ilAGAA 	ATAAATAACA TGCAAACAAT GATGCTTCCC 
AP - 1 - TdT 

- 300 TACCTTCCTC ACGAGGTTAC 	TCTGAGGAGC TAATGAGATT GTGCGTATGA 

AP - 1 -TdT CAAT 

-250 AAACAAAAGT TAATTGACTG 	TCTTCATTAT GATCTCCATA TTGGACAAAT 

NF - 1 NF- El I gG- 2 

-200 gAACTGAACA GAGATAAAAA 	TTCCCCATCA CACTTTGGCA GGAAGCTGTT 
CREB 

-150 GCCAGGGCAG CACCTGTGAA 	GCCCTGGCCT GGCTTCAGAG TCTGCTGGTG 

LyF.1 LyF -1 NF -1 E t s 

-100 AGATGACATC AAAACCCTTC 	GTGTAGGAGG GTGGCAGTCT CCCTCCCTTC 

- 	50 TGGAGACACC ACCAGATGGG 	CCAGCCAGAG GCAGCAGCAG CCTCTTCCCA 

-1 

FIGURA 1A. Secuencia y análisis por computadora de los elementos 
reguladores de la región reguladora basal 5' del gen humano de TdT. 
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FIGURA 18. Esquema representativo de los elementos reguladores presentes 

en la region reguladora 5' del gen humano de TdT. 



región reguladora 5' del gen humano de TdT y que pueden influir en el proceso de la regulación 

transcripcional de éste gen. 

SEÑALES QUE REGULAN LA EXPRESION DE TdT. No obstante del progreso 

realizado para conocer la organización y entender la función del gen de TdT, el mecanismo 

molecular que regula la expresión de éste gen en el contexto celular, aún no se conoce totalmente. 

Hay evidencias experimentales de que varios compuestos que aumentan los niveles de AMPc 

intracelular inducen la síntesis de TdT en líneas de linfocitos B transformadas (37). Además, se ha 

reportado el aumento de la expresión de TdT en timocitos normales y no transformados tanto in 

vivo como in vitro después del tratamiento con limosina (38) y timopoietina (39), los cuales 

aumentan los niveles de AMPc intracelular e inducen la expresión de TdT. Nosotros hemos 

reportado evidencias de que los ésteres de forbol regulan de manera coordinada la expresión 

génica de las enzimas púnicas y de TdT (9,11). Además demostramos que señales mediadas por 

dexametasona y AMPc también regulan la expresión del gen de TdT (79,80). Existen datos que 

demuestran que la expresión del gen de TdT en células normales y leucémicas, parece estar 

regulado a nivel transcripcional y en ésta regulación participa la activación de PKC (40,41). Estos 

hallazgos sugieren el hecho de que la expresión del gen humano de TdT es un proceso finamente 

regulado en donde tiene una importante función la activación de PKC. Hay que tener presente que 

la activación de PKC induce la expresión de los genes que codifican para el complejo AP-1, del 

cual a continuación se mencionaran algunos aspectos de interés. 

ACTIVACION TRANEICRIPCIONAL POR AP-1. El factor transcripcional AP-1 es 

un complejo proteínico, nuclear, heterodimérico compuesto principalmente por los productos de 

los proto-oncogenes c-fos y c-jun (42). El factor AP-1 está involucrado en la regulación de la 

16 



proliferación celular inducida por factores de crecimiento (42) o en la formación de tumores 

inducidos por ésteres de forbol (43, 44). Los miembros de las familias de proteínas Fos y Jun 

pueden formar horrindímeros, pero su estado funcional es en forma de heterodímeros, unidos por 

un dominio de zipper de leucinas. Estos heterodímeros inducen cambios conformacionales a todo 

el complejo para que un dominio básico de cada una de las proteínas reconozca la secuencia 

consenso TGACTCA. (45). Esta secuencia o secuencias similares a ésta, que tiene una alta 

homología y que pertenecen a la familia de AP-1; se encuentran presentes en la mayoría de los 

genes regulables, por lo que representan uno de los mecanismos tempranos de regulación 

transcripcional de un gen. El factor transcripcional AP-1 también tiene una importante función en la 

regulación transcripcional de los genes de citocinas que contienen elementos de activación AP-1 

(46). Se ha reportado que en la regulación de genes de citocinas, AP-1 media la transcripción a 

través de la unión específica al DNA, de manera independiente o en asociación con el factor NF-

AT (47). Además, existen evidencias donde se describe que en linfocitos activados a través de 

CD28, ocurre una regulación diferencial de la expresión de c-fos y c-jun (48). En éste reporte se 

concluye que la expresión de c-jun en ausencia de c-fos, puede evitar la activación inapropiada de 

linfocitos T, causada por el ligando de CD28 en ausencia del estímulo antigénico apropiado. Todos 

estos hallazgos en conjunto sugieren que muchos de los genes que participan en la respuesta 

inmune tienen una regulación mediada a través de los factores transcripcionales AP-1 y sus 

correspondientes elementos reguladores. 

JUSTIFICACION 

La fosforilación de proteínas es el mecanismo regulador de muchos eventos celulares en 

respuesta a cambios en la actividad metabólica y a las condiciones extracelulares. De los eventos 

de transducción de señal, la activación de PKC en la fosforilación de diferentes substratos en 
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residuos de serina o treonina, ha sido uno de los eventos más estudiados (49). Se conoce que la 

activación de PKC induce la expresión de c-fos y c-jun (49) y recientemente se ha reportado que 

TdT es un substrato de PKC (50) Estos datos apoyan el hecho de que la fosforilación de TdT 

podría tener una función importante en la vía de control que regula la activación transc.ripcional y la 

síntesis de ésta proteína durante el proceso de diferenciación de las células linfoides. 

Como ya se mencionó anteriormente, el gen de TdT es expresado exclusivamente en 

estadios tempranos del desarrollo de linfocitos T y B, y es reprimido cuando las células son 

maduras. Este patrón restringido de regulación nos permite estudiar tanto los eventos que ocurren 

durante la inducción así como en la terminación de la activación transcripcional en diferentes 

estadios de maduración de los linfocitos. Por lo tanto, la intención del presente trabajo es estudiar 

parte de los mecanismos moleculares que participan en la regulación de la expresión génica de 

TdT humano, a través del análisis de los elementos reguladores similares a AP-1 presentes en la 

región promotora basal de TdT. 
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III). IIIICOIFESX113 

La activación de PKC induce la expresión, entre otras muchas proteínas, de Fos y Jun 

(complejo transcripcional AP-1); que a su vez regulan la expresión de muchos genes inducibles a 

través de su interacción con los elementos reguladores AP-1. Además, se conoce que la expresión 

del gen humano de TdT es inhibida por la activación de PKC. Por lo tanto, nosotros proponemos 

que la regulación de la expresión del gen de TdT, puede ser mediada en parte, a través de 

elementos reguladores AP-1 presentes en la región reguladora 5' del gen humano que codifica 

para TdT. 

IV). OBJETIVO GI1E1WE1RUILIA 

El objetivo general del presente estudio es contribuir a los conocimientos de los 

mecanismos moleculares que participan en la regulación de la expresión del gen humano de TdT, 

en líneas linfoides y células humanas normales. 

Y). OBJETIVOS ESPECIIFICOS 

1). Subclonar la región reguladora 5' no codificante del gen humano de TdT. 

2). Analizar los elementos reguladores presentes en la región reguladora 5' no codificante 

del gen humano de TdT. 

3). Identificar la formación de complejos DNA/proteína que correspondan a miembros de la 

familia AP-1 y que puedan modular la expresión del gen humano de TdT. 
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MI). MATERZALEB Y IMILIEICODOIS 

MATERIALES Y =ACTIVOS. A continuación se describen algunos de los reactivos 

empleados en el presente trabajo. El [gamma-329-dATP (3000 Ci/mmol) fue comprado de Dupont-

New England Nuclear. La enzima DNA polimerasa 1 fragmento klenow y los dNTPs (dATP, dCTP, 

dGTP y dTTP) fueron obtenidos de Pharmacia Fine Chemical. El Ditiotreitol (DTT) y PMSF fueron 

comprados de Gibco-BRL. El EDTA, EGTA, MgCl2, glicerol, KCI. NaCI, y otros reactivos, fueron 

comprados de Sigma Chemical. La acrilamida, bis-acrilamida, persulfato de amonio y TEMED, 

fueron obtenidos de BIO-RAD. Las enzimas T4 DNA polinucleótido cinasa, T4 DNA ligasa y otras 

enzimas de restricción como Bam Hl , Rsa I, Acc 1, Eco RI, Pst I; fueron obtenidas de Gibco-BRL. 

El poli dl-dC fue comprado de Phamiacia. La enzima Taq DNA polimerasa fue adquirida de Perkin 

Elmer. Los restantes reactivos no citados fueron adquiridos de la más afta calidad, ultrapuros o de 

aplicación en biología molecular para la realización de los experimentos correspondientes. 

CELULAS. Las líneas celulares empleadas en éste trabajo fueron: Las células "DND41" 

que es una línea de células linfoblastoide humana de estirpe T de LLA, fue proporcionada por el 

Dr. Tak W. Mak (Instituto del Cáncer , Universidad de Toronto, Canadá). Las células "I-IYON" que 

es una línea de células pre-B de LLA, fue obsequiada por la Dra. M. Letarte (División de 

Inmunología, Hospital del Niño Enfermo. Toronto, Canadá). La linea de células de leucemia 

promielocítica "HL-60" fue donada por el Dr. M Freedman (División de Hematología, Hospital del 

Niño Enfermo. Toronto, Canadá). Las células "HeLa", que es una línea celular de cáncer cérvico 

uterino infectadas con HPV-18, fueron proporcionadas por el Dr. A. García Carrancá (Instituto de 

Investigaciones Biomédicas. UNAM, México). Las tonsilas y los timos humanos, fueron obtenidos 

del área de cirugía del Instituto Nacional de la Nutrición. Los linfocitos de sangre periférica se 

obtuvieron a partir de individuos adultos sanos del Instituto Nacional de Salud Pública. Las células 
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normales y las líneas celulares fueron separados por centrifugación en gradiente por Ficoll-

Hypaque y mantenidas en medio RPMI 1640 o en medio DMEM, suplementados con 10% de 

suero bovino fetal inactivado por calor, aminoácidos no esenciales, piruvato de sodio, bicarbonato 

de sodio, L-glutamina, antibiotico-antimicótico, y en una atmósfera de 5% de CO2, a 37 °C; a una 

densidad celular de 2.5 a 5 x 106  células/ml. 

AISLAMIENTO DE RNA Y ANALISIS MEDIANTE NORTHERN BLOT. El 

RNA total de las líneas celulares y de las células normales, bajo las diferentes condiciones 

experimentales, se aisló con isotiocianato de guanidinio de acuerdo a Chomczynsky et al (51). El 

RNA se cuantificó en un espectrofotómetro Beckman DU-40. 10 ug del RNA se separaron por 

electroforesis en condiciones de desnaturalización en gel de agarosa al 0.9% y formaldehído 0.66 

M de acuerdo a Lehrach et al (52). La integridad del RNA se determinó por la presencia de las dos 

bandas distintivas del RNA ribosomal 18S y 28S, que se visualizaron con luz ultravioleta en los 

geles teñidos con bromuro de etidio, y se midió por densidad óptica la concentración de cantidades 

iguales de RNA para cada una de las condiciones experimentales. Se realizó la transferencia a 

membranas de nylon según lo describe Thomas et al (53). Las membranas se secaron a 

temperatura ambiente y se hornearon al vacío a 80 °C por 1 hr. A continuación, las membranas se 

prehibridaron durante toda la noche a 42 °C en formamida 50%, SSC 4X (1X SSC = 0.15M NaCI y 

0.015M citrato de sodio, pH 7.0), solución de Denhart 5X (1X de solución Denhart = 200 ug/ml 

Ficoll, 200 ug/ml polivinilpirrolidina y 200 ug/ml albúmina de suero bovino fracción V), fosfato de 

sodio 50 mM pH 6.5, SDS 1% y 200 ug/ml DNA desnaturalizado de esperma de arenque. La 

hibridación se realizó por 16 hr a 42 °C en la misma solución con la adición de las sondas de cDNA 

de C-fos. C-jun, SRF (Serum responce factor), y p-adina; mamadas con (alfa-329-dCTP con 

hexámeros de deoxioligonucleótidos como iniciadores aleatorios (random primer) y la DNA 
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polimerasa I fragmento Kienow. Las membranas se lavaron por 2 hr con 3 cambios de SSC 0.1X, 

50 mM fosfato de sodio pH 6.5 y 1% SDS a 68 °C; y se expusieron a películas radiográficas a -70 

°C con pantalla intensificadora durante 24 hr. 

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA. La reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) se realizó de acuerdo al método descrito por Mullís (54) y se usó para amplificar 

la región reguladora 5' no codificante del gen de TdT. 10 ug de DNA de timocitos humanos (20 ul) 

fue colocado en 200 ul de una solución que contiene 10 mM de cada uno de los dNTPs (dATP, 

dCTP, dGTP y dTTP), 30 pmoles de los oligonucleótidos que delimitan la región reguladora basal 

5' de TdT, 50 mM KCI, 10 mM Tris pH 8.3, 1.5 mM MgCl2  y 100 ul de aceite mineral. La mezcla fue 

calentada a 94 °C por 90 segundos antes de adicionar 5 U de Taq DNA polimerasa. Para 

amplificar la secuencia de DNA de interés se usaron 35 ciclos con las siguientes condiciones: 1.5 

min a 94 °C para desnaturalizar el DNA de doble cadena, 2 min a 67 °C para permitir el 

alineamiento de los oligonucleótidos al molde; y 3 min a 72 °C para la reacción de polimerización. 

Se diseñaron y sintetizaron los oligonucleótidos 5' y 3' de la región reguladora basal 5' del gen de 

TdT, con extremos de reconocimiento para Bam HI, en el sintetizador de oligonucleótidos "Applied 

Biosystems DNA Synthetizer" del Instituto Nacional de Salud Pública. El oligonucleótido 5' 

corresponde de la región -600 a -580 y se nombró como oligonucleótido 1 (Oligonucleótido 1: 

5'-GGATCCGGAGCAGTTAGAAGCAACAGAGC-3'). El oligonucleótido 3' corresponde de la region 

de -21 a -1 y se nombró oligonucleótido 2 (Oligonucleótido 2.: 5'-GGATCCGGGAAGAGGCTGCT 

GCTGCC-3'). Las secuencias marcadas corresponden al sitio de reconocimiento por la enzima 

Bam Hl. El producto de amplificación por PCR fue un fragmento de DNA de 600 pb que se verificó 

exponiendo a luz ultravioleta un gel de poliacrilamida al 6% teñido con bromuro de etidio. La 

secuencia de éste fragmento correspondió a la secuencia originalmente reportada (33). 
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OLIGONUCLEOTIDOS: AP-1 CONSENSO Y AP- I-TDT. La síntesis de los 

oligonucleótidos de doble cadena de DNA para el elemento regulador AP-1 consenso 

(denominado aquí como AP-1Cons) y para la secuencia que comprende el elemento regulador 

similar a AP-1 presente en la región reguladora basal 5' del gen de TdT (denominado aqui como 

AP-1-TdT), se realizó con el equipo de "DNA Synthetizer Applied Biosystems". Las secuencias de 

los oligonucleótidos AP-1Cons fueron: Oligonudeótido 5' 5'-TCCTTCGTCAGTCAGCGGGA-3' y 

oligonucleótido 3' 5'-TCCCGCTGACTGACGAAGGA-3'. Las secuencias de los oligonucleótidos 

AP-1-TdT fueron: Oligonudeótido 5' 5'-AAGGGCCTCAGTACAMAG-3' y oligonucleótido 3' 5'-

GTAAATGTACTGAGGCCCTT-3'. Las secuencias marcadas indican el sitio de reconocimiento por 

el factor transcripcional AP-1 en el oligonucleótido AP-1Cons, y en el oligonucleótido AP-1-TdT la 

secuencia que es similar a AP-1 (55). 

ESTRATEGIA DE CLONACION. Las construcciones generadas en éste trabajo 

fueron derivadas de los vectores de donación pBR322 y de expresión pBLCAT2. El fragmento de 

DNA de 600 pb limitado con extremos Bam HI, (producto de amplificación de PCR), fue donado en 

el vector pBluescript para generar la construcción pBluesTdT. Con ésta construcción se 

transformaron bacteria E coli  de la cepa DH5— y las colonias eficientemente transformadas fueron 

seleccionadas por crecimiento en medio sólido que contiene IPTG (análogo de lactosa y 

desreprime la expresión de IacZ) y el cromógeno X-gal (que es hidrolizado por la actividad de p-

galactosidasa). El fragmento de DNA de 600 pb fue insertado en el sitio Bam Hl dentro del gen 

lacZ de pBluescript, por lo que las bacterias transformadas crecieron en el medio sólido formando 

colonias blancas. La presencia del plásmido se confirmó por la realización de minipreparaciones. 

Las colonias blancas positivas fueron crecidas a gran escala en medio líquido y se realizó la 

extracción de plásmidos (56). El inserto de DNA de 600 pb se aisló de pBluesTdT mediante 
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digestión enzimática con Bam Hl y la secuencia del mismo fue verificada por secuenciación por el 

método de Sanger (57). Por otra parte, el mismo fragmento de DNA de 600 pb fue insertado en el 

vector pBLCAT2 en el sitio Bam Hl y se generó la construcción pBLCATdT. Los procedimientos de 

donación y aislamiento de plásmido fueron los mismo que para la construcción pBluesTdT 

(FIGURA 2). 

PREPARACION DE EXTRACTOS NUCLEARES. Los extractos nucleares fueron 

preparados de acuerdo al método de Dignam (68), a partir de células que expresan y que no 

expresan el gen de TdT, y de células HeLa. Las células en cultivo se lavaron con PBS pH 7.2 (1X 

de PBS = 2.7 mM KCI, 1.2 mM KH2PO4, 8.1 mM Na2HPO4, y 138 mM NaCI), y se colectaron por 

centrifugación a 4 °C por 15 min en 5 ml de buffer de lisis "A" que contiene 10 mM HEPES pH 7.9, 

10 mM KCI .0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 0.5 mM DTT, 0.5 mM PMSF y 4 mg/ml de inhibidores 

de proteasas (aprotinina, leupeptina y pepstatina). Posteriormente se agregaron 500 ul de una 

solución al 10% NP-40 y se agitó vigorosamente por 10 segundos. Después la fracción nuclear se 

separó por centrifugación a 14 000 rpm durante 30 seg. El precipitado se resuspendió en 5 ml del 

buffer de lisis "C" que contiene 20 mM HEPES pH 7.9, 0.4 M NaCI, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 

mM DTT, 1 mM PMSF y 4 mg/ml de inhibidores de proteasas. El homogeneizado se mantuvo en 

agitación constante por 15 min., se centrifugó a 14 000 rpm por 5 min y se colectó el sobrenadante 

que contenía las proteínas nucleares. Se cuantificó la concentración de proteínas de acuerdo al 

método de Bradford (69). Los extractos nucleares se congelaron en alícuotas separadas en 

nitrógeno líquido y se almacenaron a -70 °C hasta su utilización. 

EXPERIMENTOS DE amcmoroitains CON MOVILIDAD 

RETARDADA (EWA). Los experimentos de unión de proteínas al DNA y de electroforesis 
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con movilidad retardada (electrophoresis mobility shifting assay "EMSA"), son una adecuada 

estrategia para el análisis de interacciones DNA/proteínas. Los EMSA fueron realizados como 

previamente se reportó (60) Se analizó el mapa de restricción del fragmento de DNA de 600 pb y 

se generaron tres subfragmentos por digestión enzimática con Rsa I. El subfragmento I 

comprendió de las bases -600 a -434 con un tamaño de 166 pb; el subfragmento II comprendió de 

-434 a -340 con un tamaño de 94 pb; y el subfragmento III comprendió de -340 a -1 con un tamaño 

de 340 pb. Además, se generaron dos subfragmentos por digestión con Acc I. El subfragmento A 

que comprendió de -1 a -397 con un tamaño de 397 pb y el subfragmento B que comprendió de - 

398 a -600 con un tamaño de 203 pb. Los subfragmentos I, II, III, A y B de la región reguladora 5' 

del gen humano de TdT, previamente defosforilados por tratamiento con fosfatasa alcalina, fueron 

marcaron radiactivamente por incorporación de [gamma-32Pj-dATP en el extremo 5'-PO4, usando la 

T4 DNA polinucleótido cinasa. Los oligonucleótidos AP-1Cons y AP-1-TdT fueron de igual manera 

marcados radioactivamente con la misma estrategia. Los subfragmentos I, II y III fueron incubados 

con 5 ug de extractos nucleares de células que expresan y que no expresan el gen de TdT. 

Mientras que los subfragmentos A y B, asi como los oligonucleótidos, fueron incubados con 5 ug 

de extractos nucleares de células HeLa. La reacción de unión de proteínas nucleares al DNA se 

realizó con buffer de unión que contiene 20 mM HEPES pH 7.9, 4 mM MgCl2, 10 mM Tris-HCI pH 

7.5, 50 mM NaCI, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 5% glicerol y 200 ng/ul poli dl-dC. Esta 

mezcla de reacción se incubó en hielo por 15 min. A continuación, los complejos DNA/proteína 

fueron identificados por electroforesis en gel de poliacrilimida al 6% con bajas concentraciones 

iónicas de buffer TBE que contiene 6 mM Tris-HCI pH 7.5, 3.3 mM acetato de sodio y 1 mM EDTA. 

Los geles fueron pre-comdos por 30 min a 200 Volts y las electroforesis se realizaron a 300 volts 

por 2 hr a 4 °C con re-circulación de buffer TBE. Los geles fueron secados y expuestos a películas 

radiográficas con pantalla intensificadora a -70 °C durante 24 hr. Las autorradiografias se 
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analizaron en un densitómetro lasser BIO-RAD modelo GS-700 para determinar los niveles de 

especificidad. 
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YI I ). R E ST,J1JTA/130113 

MALIBU; DE LA EXPRESION DEL RNAm DE C-FOS Y C-JUN 

INDUCIDOS POR ACTIVACION DE PKC EN MULAS LINFOIDES 

HUMANAS. Estímulos externos como hormonas, factores de crecimiento y de diferenciación; 

regulan la expresión de los genes mediante la unión de estos a sus respectivos receptores, los 

cuales generan una cascada de eventos de transducción de señal que tiene efecto en el nivel de 

expresión de los genes involucrados en los procesos de proliferación y diferenciación celular. Con 

la estimulación del TcR se activan dos vías de transducción de señal: la del PIP2 y la de tirosina 

cinasa. Esta estimulación induce un rápido, largo y sostenido aumento de [Ca21i, así como la 

activación de PKC (61). Estos eventos se han reportado en diferentes tipos celulares como 

respuesta a la estimulación de receptores (62). Al comienzo de la estimulación, se induce la 

activación de PLC la cual hidroliza al fosfolípido de membrana PIP2 y genera los segundos 

mensajeros IP3 y DAG (63). Estos segundos mensajeros son los responsables directos del 

aumento de la [Ca2li y de la activación de PKC, respectivamente. Existen evidencias que apoyan 

el hecho de que los ésteres de forbol (TPA) y los ionóforos de calcio (ionomicina) son capaces de 

mimetizar las señales celulares correspondientes a la activación de PKC y al aumento de [Ca24]i 

(10). Estos eventos de transducción de señal concluyen finalmente en la activación o represión 

transcripcional de muchos genes. Entre los genes que son activados por estos eventos, se 

encuentran los que codifican para las proteínas Fos y Jun; y que constituyen los principales 

componentes del factor transcripcional AP-1. 

Con el fin de demostrar que c-fos y c-jun son inducidos por la activación de la PKC, en la 

FIGURA 3 se observa el efecto sobre los niveles de expresión del RNAm de c-fos y c-jun de 

linfocitos estimulados con TPA e ionomicina. Como puede apreciarse, la expresión del RNAm tanto 
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FIGURA 3. ANALISIS POR NORTHERN BLOT DE C-FOS Y C-JUN 
INDUCIDOS POR ACTIVACION DE PKC. Las células linfoides fueron 
incubadas por 4 hr en ausencia (carril 1), o presencia de TPA (carril 
2), de ionomicina (carril 3), y la combinación de TPA/ionomicina (ca-
rril 4). El RNA se aisló y se hibridó con las sondas correspondientes 
como se indica en materiales y métodos. 



para c-fos como para c-jun se incrementa con el tratamiento con TPA, mientras que la acción de la 

ionomicina tiene poco o ningún efecto sobre la expresión del RNAm de estos mismos genes. Sin 

embargo, al realizar el tratamiento simultáneo con TPATionomicina, se observó que los niveles del 

RNAm aumentan substancialmente en comparación con el nivel de expresión basal. A manera de 

un control positivo, se observó que el nivel de expresión del RNAm de SRF (serum response 

factor) aumenta al realizar la estimulación de las células con TPA y con ionomicina. C-Ha-ras se 

utilizó como control interno, ya que éste gen se expresa de manera constitutiva en las células. 

Nosotros concluimos de estos datos que la expresión de los genes que codifican para la proteínas 

del complejo AP-1 (c-fos y c-jun) son regulados positivamente por la activación de PKC a través de 

la cascada de eventos de fosforilación, en respuesta al estímulo de PLC y la generación de IP3 y 

DAG. Estos resultados corroboran que la activación de PKC induce la expresión de los miembros 

de la familia de proteínas AP-1, evidencia previamente demostrada en fibroblastos (55). A 

continuación, nos propusimos analizar sí los elementos reguladores AP-1 (sitio donde se unen Fos 

y Jun), así como los factores transcripcionales AP-1; tienen alguna función en la regulación de la 

expresión génica de TdT. 

INTERACCIONES DNA/PROTEINA EN LA REGION REGULADORA 5' 

DEL GEN HUMANO DE TdT CON EXTRACTOS NUCLEARES DE CÉLULAS 

LEUCEMICAS Y CELULAS LINFOIDES HUMANAS. A partir de la obtención de la 

secuencia completa del gen humano de TdT (34); se donó la región reguladora basal 5', utilizando 

los oligonudeótidos con extremos Bam Hl que delimitan ésta región. De la amplificación por PCR, 

se obtuvo el fragmento de DNA esperado de 600 pb (FIGURA 4). Este fragmento fue donado en el 

sitio Bam Hl del vector pBluescript para generar la construcción pBluesTdT (FIGURA 5) con la que 

se transformaron bacterias y se obtuvieron tres donas positivas llamadas TdT12, TdT35 y TdT45. 
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FIGURA 4. ANALISIS EN GEL DEL PRODUCTO DE AMPLIFICACION 
POR PCR DE LA REGION REGULADORA DEL GEN HUMANO DE TdT. Se 
realizó la amplificación por PCR de la región reguladora 5' del gen hu-
mano de TdT, utilizando los oligonucleótidos 5' y 3' que delimitan ésta 
secuencia. El producto esperado de PCR tiene un peso de 600 pb. PM in-
dica el marcador de peso molecular 4a174/Hae III. 
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FIGURA 5. ANALISIS DE DISTINTAS CLONAS TRANSFORMADAS 
CON LA CONSTRUCCION pBluesTdT. A partir de la extracción de 
plásmido, se aisló la construcción pBluesTdT y se incubó en ausen-
cia (carril 2, -) o presencia (carriles 3, 4, 5, 6, 7, +) de Bam HI, y se ve-
rificó la presencia del inserto de 600 pb que corresponde a la región 
5' del gen humano de TdT, previamente amplificado por PCR. PM1 
corresponde al marcador de peso molecular 4X174/Hae III y PM2 in-
dica el marcador de peso molecular k/Hind III. 



Se realizó la extracción de plásmido y se verificó la presencia de la construcción pBluesTdT. Un 

procedimiento similar de donación se realizó para generar la construcción pBLCATdT (FIGURA 6). 

Además se realizó la secuenciación del inserto de 600 pb de la dona TdT12 por el método de 

Sanger (55) y ésta fue idéntica a la secuencia previamente reportada (34), y de ésta manera 

tuvimos la certeza de que efectivamente estamos trabajando con un fragmento de DNA que 

correspondía a la región reguladora del gen de TdT 

A continuación se realizó la digestión con la enzima Rsa I del fragmento de 600 pb y se 

generaron tres subfragmentos: el subfragmento I con 166 pb correspondió del sitio -600 al -435; el 

subfragmento II con 94 pb comprendió del sitio -434 al -340; y el subfragmento III con 340 pb 

correspondió del sitio -340 al -1. Estos subfragmentos fueron marcados con [gamma-329-dATP e 

incubados en presencia de extractos nucleares de células que expresan y que no expresan el gen 

de TdT y se analizó el patrón de migración electroforética por EMSA. Por ésta estrategia se 

identificó la formación de dos complejos DNA/proteína que se formaron en el subfragmento III y 

que aparecieron de manera distinta en función de la naturaleza de los extractos nucleares que se 

utilizaron (FIGURA 7). También se realizaron los experimentos de EMSA para los subfragmentos I 

y II para probar su habilidad de interacción con proteínas nucleares, pero no fue posible identificar 

la formación de complejos DNA/proteína similares a los identificados en el subfragmento III. No 

obstante, se observó la formación de posibles complejos DNA/proteína en la parte inferior (y 

superior para el subfragmento II) del gel, los cuales se formaron de manera homogénea cuando 

se utilizaron los diferentes extractos nucleares. Estos supuestos complejos que se formaron en los 

subfragmentos l y II no fueron tema de estudio para éste trabajo, ya que la formación de los 

mismos se presenta para todos los tipos celulares aquí estudiados y no muestran diferencias en 

células que expresan y que no expresan el gen de TdT. Sin embargo, no se descarta una posible 
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FIGURA 6. ANALISIS DE DISTINTAS CLONAS TRANSFORMADAS 
CON LA CONSTRUCCON pBLCATdT. A partir de la extracción de 
plásmido, se aisló la construcción pBLCATdT y se incubó en au-
sencia (carriles 2, 4, 6, 8, 10, -) y presencia (carrile 3, 5, 7, 9, 11, +) 
de Bam HI, y se verificó la presencia del inserto de 600 pb que co-
rresponde a la región reguladora 5' del gen humano de TdT, previa-
mente amplificada por PCR. PM  indica el marcador de peso molecu-
lar 4X174/Hae III. 



función que puedan tener en el contexto de regulación de la expresión del gen de TdT. (FIGURA 7, 

Fragmentos I y II). 

A diferencia de los complejos formados en los subfragmentos I y II, se observó que los dos 

complejos DNA/proteína identificados en el subfragmento III se formaron cuando se utilizaron los 

extractos nucleares de las células que no expresan el gen de TdT (HL-60, células tonsilares y 

linfocitos T y B), y se pudo apreciar la formación de un solo complejo cuando se utilizaron extractos 

nucleares de células que si expresan el gen de TdT (DND41, HYON, células de timo) (FIGURA 7, 

Fragmento III). Aunque con los extractos de células de timo se observó la formación de los dos 

complejos DNA/proteína identificados para células que no expresan TdT, cabe hacer la aclaración 

que en éste tipo celular existen poblaciones heterogéneas de linfocitos y que por lo tanto se 

pueden encontrar células que expresan y no el gen de TdT. El patrón de formación de complejos 

DNA/proteína en el subfragmento III, nos llamó la atención por el hecho de que cuando se 

utilizaron los extractos nucleares de las células que no expresan el gen de TdT aparecen los dos 

complejos, y unicamente aparece uno de ellos cuando se utilizaron los extractos de células que sí 

expresan TdT. Con estos datos, concluimos que la formación de estos complejos de DNA/proteina 

en el subfragmento III de 340 pb, sugiere la presencia de proteínas reguladoras (factores 

transcripcionales) que reconocen secuencias específicas en el DNA y que por el hecho de estar 

presentes en las células que no expresan TdT, pueden tener alguna función de regulación 

transcripcional negativa. 

INTERACCIONES DNA/PROTEINA EN LA ~ION REGULADORA 5' 

DEL GEN HUMANO DE TdT CON EXTRACTOS NUCLEARES DE CELULAS 

Hela. El análisis por computadora de la región reguladora 5' del gen humano de TdT, reveló que 

en la región que corresponde al promotor basal de éste gen (primeros 400 nucleótidos antes del 
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FIGURA 7. ANALISIS POR EMSA DE LA REGION REGULADORA 5' DEL 
GEN DE TdT CON EXTRACTOS NUCLEARES DE CELULAS HUMANAS 
NORMALES Y LEUCEMICAS. Los subfragmentos I, II y III de la región regu-
ladora 5' del gen humano de TdT, generados por digestión con Rsa I, fue-
ron marcados radioactivamente e incubados con los diferentes extractos 
nucleares de células leucémicas T (DND41), células mieloides (HL60), cé-
lulas pre-B (HYON), timocitos, células de tonsilas, linfocitos T y linfocitos 
B. Las flechas indican los complejos DNA/proteína. 



sitio de inicio de la transcripción), se encuentran varios elementos reguladores similares a AP-1, los 

cuales comparten una alta homología con las secuencias consenso AP-1 ya reportadas. Para 

interpretar la función de éstos elementos similares a AP-1 presentes en la región reguladora de 

TdT, se diseñó la siguiente estrategia. A partir de la obtención de la secuencia completa del gen 

humano de TdT (34); se clonó la región reguladora basal 5' por PCR y se obtuvo el fragmento de 

DNA esperado de 600 pb (FIGURA 4). A continuación se realizó la digestión de éste fragmento 

con la enzima Acc I y se generaron dos subfragmentos: el subfragmento A con 397 pb que 

correspondió del sitio -1 al -397 donde se encuentran los elementos similares a AP-1; y el 

subfragmento B con 203 pb que correspondió del sitio -.398 al -600. Estos subfragmentos fueron 

marcados con [gamma-3211-dATP e incubados en presencia de extractos nucleares de células 

HeLa, como fuente rica de proteínas nucleares AP-1; y se analizó el patrón de desplazamiento 

electroforético por EMSA. Mediante ésta estrategia se identificó la formación de un complejo de 

retardamiento que correspondió a complejos DNA/proteína presentes en el subfragmento A. 

(FIGURA 8A). Así mismo se realizaron los experimentos de EMSA para el subfragmento B, para 

probar su habilidad de interacción con proteínas nucleares, y de igual manera se apreció la 

formación de un complejo de DNA/proteína, sin embargo; al realizar la competencia inespecífica 

con el competidor poli dl-dC, observamos que la formación del complejo en el subfragmento B se 

compitió de manera parcial a concentraciones mayores de 1600 ng de poli dl-dC, lo que sugirió la 

formación de complejos inespecificos para el subfragmento B. Estas observaciones se 

fortalecieron por el análisis densitométrico que se realizó a éste complejo de DNA/proteína en las 

condiciones de competencia antes descritas (FIGURA 8B). Los datos de densitometría fueron 

comparados con el complejo formado en el subfragmento A de 397 pb, de igual manera en 

condiciones de competencia con poli dl-dC; en donde el complejo de retardamiento permaneció 

aún con las condiciones de competencia (FIGURA 8, carriles 7 a 12. FIGURA 8B). Con estos 
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FIGURA 8A. ANALISIS POR EMSA DE LA REGION REGULADORA 
5' DEL GEN DE TdT CON EXTRACTOS NUCLEARES DE CELULAS 
HeLa. Los fragmentos A y B de la región reguladora 5' del gen huma-
no de TdT, generados por digestión con Acc I, fueron marcados 
radioactivamente e incubados con extractos nucleares de células 
HeLa. A continuación se realizó el análisis por EMSA. La flecha 
indica la formación del complejo DNA/proteína. TdT-203 corresponde 
al fragmento de 203 pb (carriles 1 a 6) y TdT-397 corresponde al frag-
mento de 397 pb (carriles 7 a 12). 
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FIGURA 8B. Analisis densitometrico de EMSA de competencia 
inespecifica de los subfragmentos TdT-203 y TdT-397 pb. 



datos, nosotros concluimos que existe una correlación entre el análisis por computadora de los 

elementos similares a AP-1 presentes en la región reguladora basal del gen humano de TdT y los 

hallazgos experimentales de EMSA en donde se identificó la formación de complejos DNA/proteína 

cuando se utilizaron una fuente rica en proteínas nucleares AP-1 y la región reguladora 5' del gen 

de TdT. Probablemente estas proteínas se unen a la secuencia donde se encuentran los 

elementos similares a AP-1. 

ELEMENTOS MIMARES A AP-1 PRESENTES EN LA REGION 

REGULADORA 5' DEL GEN DE TdT. Como se mencionó anteriormente, se conoce que 

el complejo proteínico Fos-Jun modula la expresión de muchos genes por interacción con 

elementos reguladores AP-1 presentes en la región no codificante 5' de la mayoría de los genes 

inducibles (64). Con base en el análisis por computadora de la región reguladora 5' del gen 

humano de TdT, se identificó que el subfragmento A tiene secuencias similares a sitios AP-1. 

Estas secuencias fueron denominadas como sitios AP-1-TdT (FIGURA 8 y 9). Además, como 

previamente se identificó por experimentos EMSA, existen proteínas que se unen de manera 

específica a éste subfragmento A de DNA. Para investigar la función de estos complejos 

DNA/proteina y la función de los elementos AP-1-TdT, se realizaron los experimentos de EMSA 

utilizando un oligonucleótido que aquí denominamos AP-1-TdT de 20 pb, que contiene una 

secuencia similar a AP-1, y que está ubicada en el subfragmento A (-351 a -332 ver métodos). 

(FIGURA 10). Además, simultaneamente se realizó el experimento de EMSA de un elemento 

regulador AP-1 consenso, utilizando un oligonucleótido que aquí denominamos AP-1Cons de 20 

pb. Ambos oligonucleótidos fueron marcados radioactivamente con [gamma-329-dATP e 

incubados en presencia de extractos nucleares de células Hela. De estos experimentos de EMSA, 

se identificaron complejos de retardamiento de DNA/proteína con un patrón electroforético de AP- 
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FIGURA 9. Esquema de los elementos similares a AP-1 presentes en la 
region reguladora 5' del gen humano de TdT. Acc 1 y Rsa I representa los 
sitio de digestion. Se indica el oligo AP-1-TdT y los subfragmentos 1, II, 
III, A y B. 



1-TdT que fue similar al patrón de electroforesis de AP-1Cons (FIGURA 10, carriles 2 y 3). Estos 

complejos de retardamiento corresponden a complejos DNA/proteína. Para el oligonucleótido AP-

1Cons, se observó la formación de varias bandas que podría suponerse que corresponden a 

complejos DNA/proteína, sin embargo, por experimentos de competencia que otros grupos han 

realizado para AP-1Cons (55), se ha demostrado que las diferentes bandas que se aprecian 

corresponden a interacciones inespecíficos y unicamente un complejo de éstos es el que 

corresponde a una interacción específica DNA/proteína. De igual manera, se aprecian varios 

complejos de retardamiento para AP-1-TdT, y para identificar cual de estos complejos es 

específico y cuales inespecíficos, se realizó los experimentos de competencia correspondientes 

para AP-1-TdT. Con estos hallazgos nosotros concluimos que tanto para AP-1-TdT como en AP-

1Cons, se formaron los complejos de DNA/proteína los cuales tuvieron una migración 

eledroforética muy similar y que podrían tratarse de proteínas muy semejantes de unión al DNA, lo 

cual sigiere que elementos AP-1 presentes en el fragmento de DNA de la región reguladora 5' de 

TdT, tienen una función importante en la expresión de éste gen. 

ESPECIFICIDAD DE LOS ELEMENTOS SIMILARES A AP-1 DEL GEN 

DE TdT. En los experimentos de electroforesis con movilidad retardada de AP-1-TdT, 

identificamos varios complejos DNA/proteína. En función de estas observaciones nos propusimos 

investigar cual de estos complejos DNA/proteína podrían ser interacciones inespecíficas y cual 

correspondería a complejo(s) específico(s), usando como competidor inespecífico poli dl-dC no 

marcado radioactivamente. Para identificar la especificidad de unión en la formación de estos 

complejos DNA/proteína en la secuencia AP-1-TdT, realizamos los experimentos de EMSA de 

competencia inespecífico y analizamos la especificidad de unión a AP-1-TdT con extractos 

nucleares de células HeLa in vitro. Se demostró que cuando se incrementó la concentración del 
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FIGURA 10. ANALISIS POR EMSA DE ELEMENTOS SIMILARES A AP-1 
PRESENTES EN LA REGION REGULADORA 5' DEL GEN DE TdT. Un oligo 
de 20 pb que contiene una secuencia consenso AP-1 (AP-1Cons, carriles 
1, 2) y un oligo de 20 pb que comprende la región reguladora 5' del gen 
humano de TdT (-351 a -332) que contiene un elemento similar a AP-1 
(AP-1-TdT, carriles 3, 4) fueron marcados radioactivamente e incubados 
en ausencia (carriles 1, 4) y presencia (carriles 2, 3) de extractos nuclea-
res de células HeLa para los experimentos de EMSA. Las flechas indican 
la formación de los complejos DNA/proteína. 



competidor, los complejos inespecíficos con una migración electroforética más lenta, fueron 

competidos total y eficientemente (FIGURA 11, parte superior del gel). Aunque uno de los 

complejos (parte central de la figura 11), disminuye su formación y pegado al DNA a medida que 

aumenta la concentración de poli dl-dC, no desaparece totalmente sino por el contrario se 

mantiene a altas concentraciones del competidor inespecífico no marcado, lo cual sugiere que éste 

complejo puede ser específico para el gen de TdT. Para verificar que el complejo con una 

migración más rápida correspondió efectivamente al complejo específico de DNA/proteína de AP-

1-TdT, se realizaron también los experimentos de EMSA de competencia, usando como 

competidor específico autólogo el propio oligonucleótido AP-1-TdT no marcado. En el análisis del 

EMSA de competencia específica (FIGURA 12, parte central del gel), identificamos que el 

complejo con migración más rápida previamente observado, decreció cuando la concentración de 

AP-1-TdT no marcado fue incrementada. Además se determinó que éste complejo fue totalmente 

eliminado cuando la concentración del competidor específico autólogo se incrementó por un 

exceso arriba de 2.2 x 1043  M, lo que representa 100 veces más la concentración del 

oligonucleótido marcado. Con estos datos, nosotros concluimos que solo un complejo específico 

está involucrado en la formación del complejo DNA/proteína en el oligonucleótido AP-1-TdT. Este 

oligonucleótido comprende una secuencia muy similar a los elementos AP-1 consensos y al formar 

complejos con proteínas de extractos de células que son ricos en factores transcripcionales AP-1, 

suponemos por lo tanto que las proteínas que interectuan con el fragmento de DNA de TdT, 

probablemente pertenecen a la familia de proteínas AP-1. 

EL ELEMENTO SIMILAR A AP-1 DEL GEN DE TdT ES COMPETIDO 

POR EL ELEMENTO REGULADOR AP-1 CONSENSO. Varios estudios han 

demostrado que una clase de proteínas de unión al DNA, relacionadas al factor transcripcional AP- 
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FIGURA11. ANALISIS POR EMSA DE COMPETENCIA INESPECIFICA DE 
AP-1-TdT. El oligo AP-1-TdT marcado radioactivamente fue incubado con 
extractos nucleares de células HeLa y con concentraciones crecientes del 
competidor inespecífico Poli dl-dC para los experimentos de EMSA, con 
las siguientes condiciones experimentales: Carril 1, sin extractos nuclea-
res. Carriles 2 al 10, en presencia de extractos nucleares y con O, 50, 100, 
200, 400, 600, 800, 1000, y 2000 ng de Poli dl-dC. 
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FIGURA 12. ANALISIS POR EMSA DE COMPETENCIA ESPECIFICA DE 
AP-1-TdT. El oligo AP-1-TdT marcado radioactivamente fue incubado con 
con extractos nucleares de células HeLa y con concentraciones crecien-
tes del competidor autólogo específico AP-1-TdT. Las condiciones del 
EMSA fueron las siguientes: Carril 1, sin extractos nucleares. Carriles 2 
al 12, en presencia de extractos nucleares y con 0, 5, 10, 50, 100, 200, 
600, 800, 1000, 1500 y 3000 ng de AP-1-TdT no marcado. 



1 (55), contiene vanos miembros que tienen una función importante en la regulación de la 

expresión génica durante el desarrollo de los linfocitos. Los miembros de la familia de proteínas 

AP-1 presentan un dominio el cual media la unión al DNA. Además, se ha reportado que varios 

genes de la familia de AP-1 codifican para factores transcripcionales específicos de secuencia 

(42). Un subgrupo de ésta familia de proteínas está involucrado en la regulación de muchos genes 

durante el desarrollo de los linfocitos. De la información anterior, nosotros nos cuestionamos sí 

algún miembro de la familia de proteínas AP-1 pudiera estar participando en la formación del 

complejo específico DNA/proteína identificado en AP-1-TdT. 

En los experimentos de electroforesis con movilidad retardada, las únicas secuencias 

similar entre AP-1Cons y AP-1-TdT fueron TCAGTCA y TCAGTAC respectivamente. Para 

demostrar que la secuencia presente en AP-1-TdT tiene o no afinidad por las mismas proteínas 

que interactuan con la secuencia de los elementos reguladores AP-1 consenso, se realizaron los 

experimentos de EMSA de competencia usando como competidor el oligonucleótido AP-1Cons no 

marcado radioactivamente, con extractos nucleares de células HeLa. Como se muestra en la 

FIGURA 13, carriles 3 y 4; se observó que el complejo específico que se formó cuando se utilizó 

AP-1-TdT con los extractos nucleares de las células HeLa, el complejo DNA/proteína desaparecio, 

lo que significa que fue competida la interacción de las proteínas que participan en éste complejo, 

cuando se incubó previamente la reacción de unión con el competidor AP-1Cons no marcado Con 

estos resultados concluimos que la misma proteína(s) (factores transcripcionales) participan en la 

formación del complejo específico DNA/proteína al interactuar con los oligonucleótidos AP-1Cons y 

AP-1-TdT. Además, existe la posibilidad de que estas proteínas correspondan a algún miembro de 

la familia de AP-1. Estos hallazgos sugieren que un elemento regulador de la familia de AP-1 y sus 

correspondiente(s) factor(es) transc.ripcional(es) pueden participan en los mecanismos moleculares 

de la regulación de la expresión del gen humano de TdT. 
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FIGURA 13. ANALISIS DE EMSA DE COMPETENCIA DE AP-1-TdT CON 
AP-1 CONSENSO. Las condiciones del EMSA fueron las siguientes: Se rea-
lizaron los experimentos de retardamiento para el oligo AP-1Cons en ausen-
cia de extractos nucleares (carril 1) y para el oligo AP-1-TdT en presencia 
de extractos nucleares de células HeLa (carriles 2 y 4). Adémás se realizaron 
los respectivos EMSA de competencia con el oligo AP-1Cons (carril 3) y 
con el oligo AP-1-TdT (carril 5) no marcados. La flecha indica el complejo 
DNA/proteína. 



DISCUSION 

La regulación de la activación transcripcional es un mecanismo importante para el control 

de la expresión de genes. Los promotores que dirigen la transcripción de genes que son transcritos 

por la RNA polimerasa II, pueden dividirse en dos clases: Promotores que contienen secuencias 

TATA (66), y promotores que carecen de ellas pero que contienen elementos iniciadores (Inr) (34). 

Estos últimos son dependientes del reconocimiento de un solo sitio de inicio de la transcripción 

(66). Las excepciones de estas dos clases de promotores son aquellos que carecen de secuencias 

TATA y/o de elementos lnr, y que inician la transcripción en varios sitios (67). La mayoría de los 

promotores de eucariontes contienen una secuencia TATA la cual usualmente está localizada 

entre los nucleótidos -30 a -25 antes del sitio de inicio de la transcripción. tina proteína de unión a 

la secuencia TATA (TBP) y que comparte secuencias de reconocimiento con la RNA polimerasa II, 

así como otros factores activadores adicionales (TAFs) (66,68); dirigen la localización precisa del 

sitio de inicio de la transcripción de un gen. Además de los genes que contienen secuencias TATA, 

existen otros genes que son transcritos por la RNA polimerasa II y que carecen de secuencias 

TATA en la región reguladora (34). En diversos estudios se ha reportado que varios de los genes 

que no contienen secuencias TATA, contienen un elemento Inr ubicado en la región promotora y 

que comprende al sitio de inicio de la transcripción. El elemento Inr es responsable para la 

especificidad y del sitio de inicio de la transcripción (34). En estos promotores el elemento lnr tiene 

una importante función en la correcta ubicación de la RNA polimerasa II. 

El gen murino de TdT carece de secuencias TATA y sitios de unión para SP-1, pero 

contienen un elemento Inr que es responsable de la transcripción basal del gen. El gen humano de 

TdT también carece de secuencias consenso TATA. Recientemente se ha reportado que TFIID 

esta involucrado en la función del promotor basal del gen humano de TdT y que su función es 

independiente de SP-1 (36). TFIID está compuesto de TBP que se une a la secuencia TATA, y de 
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varios factores activadores asociados (66,68). Los promotores que contienen secuencias TATA 

requieren solo de TBP para la iniciación de la transcripción. Por el contrario, la transcripción de los 

promotores que carecen de secuencias TATA, se ha demostrado que requieren del complejo TFIID 

completo e intacto para la transcripción (68). Los resultado de estudios de inactivación de TBP 

sugieren que TBP es necesaria pero no suficiente para la transcripción de los promotores que 

carecen de secuencias TATA y que contienen elementos lnr (69). El elemento Inr en el gen 

humano de TdT no es análogo a otros promotores que carecen de secuencias TATA, pero éste lnr 

tiene una función promotora similar a la del gen murino de TdT, ya que se ha demostrado que la 

adición de TBP purificada con extractos inactivados de TFIID, fue suficiente para restaurar la 

transcripción (69). Este efecto dramático de TBP en la transcripción del promotor de TdT fue 

observado en ausencia de una interacción estable DNAITBP, y que puede ser detectado por 

EMSA o por footprinting. La activación transcripcional por la adición de TBP a extractos en los 

cuales TFIID se encuentra inactivado, sugiere que TBP es el único componente del complejo TFIID 

necesario para la actividad promotora basal del gen humano de TdT. Estos hallazgos indican que 

el promotor humano de TdT es el primer promotor natural descrito que carece de secuencias 

consenso TATA, en el cual unicamente TBP es capaz de mantener la transcripción. 

Con las evidencias anteriores se ha propuesto un modelo para interpretar el mecanismo de 

activación del promotor del gen humano de TdT. La transcripción basal en los linfocitos es mediada 

por la interacción entre los componentes del complejo de transcripción, la RNA polimerasa II y el 

elemento promotor primario ubicado en -34 a -14 pb. Este elemento primario induce el 80% de la 

actividad promotora. TBP y probablemente otros factores activadores, hacen contacto con el DNA 

en la secuencia ACCCT del elemento promotor primario. Después de la unión de TFIID al elemento 

primario, factores asociados a TBP (TFIIA y TFIIB) se unen a TFIID seguido por la unión de la RNA 

polimerasa II, TFIIF, TFIIE y TFIIH; para completar la formación del complejo de preiniciación de la 
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transcripción. A la secuencia GGGTG, que se ubica en el elemento secundario del promotor basal 

en el elemento lnr; se le unes componentes o factores de unión de lnr. La unión de la RNA 

polimerasa II y del complejo de preiniciación, dirigen el lugar preciso de un solo sitio de inicio de la 

transcripción (36). 

El conocimiento que se tiene de los eventos moleculares que ocurren durante la activación 

transcripcional del gen humano de TdT es relativamente abundante (70-72). Sin embargo, en 

relación a los eventos que participan en la represión de la transcripción de TdT, aun existen 

procesos que no se conocen en su totalidad. Como se discutió anteriormente, se conoce que las 

proteínas TBP tienen una función importante en el inicio de la transcripción del promotor del gen 

humano de TdT (36). Además se ha propuesto un modelo para entender mejor éste proceso. El 

diseño experimental que aquí se presenta es de particular importancia, porque identificamos 

complejos DNA/proteína en la región reguladora 5' del gen humano de TdT con extractos 

nucleares ricos en proteínas AP-1 que interactuan con secuencias que comparte una alta 

homología con elementos reguladores AP-1 consenso. Por lo tanto, el promotor del gen humano 

de TdT representa un buen sistema de estudio para entender parte de los mecanismos 

moleculares de regulación, ya que parece tener características especiales de éste proceso. 

Estudios previos en nuestro laboratorio han permitido identificar que la expresión del RNAm 

de TdT disminuye cuando las células linfoides son incubadas en presencia TPA (11). Con éste 

antecedente y con base en los reportes de que los ésteres de forbol inducen la activación de PKC, 

la cual induce la activación transcripcional de los genes que codifican para c-fos y c-jun (principales 

componentes del factor transcripcional AP-1); nos propusimos investigar si elementos reguladores 

AP-1 se encontraban presentes en la región reguladora del gen de humano de TdT. Nosotros 

identificamos en el promotor del gen TdT, varios elementos similares a AP-1 que pueden influir en 

la actividad transcripcional. Con los experimentos de EMSA in vitro descritos aquí, demostramos 
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que al oligonucleótido AP-1-TdT se unen proteínas reguladoras a partir de extractos celulares ricos 

en proteínas AP-1. AP-1-TdT comprende una región del promotor basal 5' de TdT y contiene una 

secuencia similar a un elemento AP-1 consenso. Además, con los experimentos de EMSA de 

competencia utilizando como competidor la secuencia consenso de AP-1 (AP-1C,ons), nosotros 

demostramos que el oligonucleótido compite por las proteínas nucleares en la formación de los 

complejos DNA/proteína; lo que indica que estas proteínas son de naturaleza muy similar a las que 

reconocen el oligonucleótido AP-1Cons. Con estos resultados, sugerimos que estas proteína que 

se unen al DNA probablemente pertenecen a la familia de factores transcripcionales AP-1. El 

oligonucleótido AP-1-TdT incluye la secuencia TCAGTAC y en AP-1Cons se encuentra la 

secuencia TCAGTCA, ésta última se ha reportado como una secuencia consenso de la familia de 

elementos AP-1 (42). La homología que existe entre ambas secuencias y la similitud en el patrón 

de movilidad electroforética que determinamos al identificar los complejos DNA/proteína que se 

forman para ambas secuencias, nos sugiere que probablemente los factores transcripcionales que 

están participando en el reconocimiento del DNA, puedan ser miembros de la familia de factores 

transcipcionales AP-1. 

C-fos fue primeramente identificado como el oncogen responsable para la inducción del 

sarcoma osteogénico por el virus de sarcoma murino Finkel-Biskin-Jinkins (FBJ-MuSV) (74,75)., 

Subsecuentemente, también fue identificado en dos retrovirus aislados de manera independiente, 

en el virus FBR-MuSV (75,76) y en el virus de sarcoma de pollo NK24 (77). En relación a c-jun, 

éste fue originalmente descubierto e identificado como el oncogen que se encuentra en el virus de 

sarcoma de aves ASV-17 (78). Ambos oncogenes son capaces de inducir la transformación celular 

in vitro y en tumores in vivo. Los oncogenes c-fos y c-jun codifican para proteínas que pertenecen 

a una clase de factores de transcripción caracterizados por un dominio de dimerización compuesto 

por un zipper de leucinas y un dominio adyacente amino terminal de unión al DNA, rico en 
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aminoácidos básicos (73). Aunque existen varios miembros de la familia de proteínas Jun (c-Jun, 

JunB y JunD) y de la familia Fos (c-Fos, Fra 1, Fra 2, Fos B y Fos B2); propiamente c-Jun y c-Fos 

son los principales componentes del factor transcripcional AP-1. Las proteínas de la familia Jun 

pueden formar homodímeros, pero tienen mayor capacidad para dimerizar con los miembros de la 

familia de Fos, lo que facilita la unión a la secuencia consenso TGACTCA en el DNA. Sin embargo, 

Fos y Jun pueden también dimerizar con miembros de la familia de proteínas de unión al 

elementos de respuesta a AMPc (CREB) y estos heterodimeros tienen una afinidad preferencial 

por la secuencia consenso TGACGTCA de CRE. C-Jun también interactúa con el receptor de 

glucocorticoides, afectando la regulación transcripcional dependiente de hormonas. La 

dimerización bien definida y el contacto específico con el DNA, reduce el número de dominios de 

activación transcripcional bien reconocidos 

En función de la homología que existe entre las secuencias TCAGTCA y TCAGTAC de AP-

1Cons y AP-1-TdT respectivamente y en base a los hallazgos de que las proteínas de AP-1 

pueden dimerizar con proteínas de unión a CREB; existe la posibilidad de que los complejos de 

DNA/proteína aquí identificados correspondan a un miembro de otra familia de elementos 

reguladores diferentes a la familia AP-1, y que por ser similares en su interacción con el DNA, 

pudieron ser identificados como complejos DNA/proteína, tanto para el oligonucleótido AP-1-TdT 

como para el AP-1Cons. Para eliminar esta posibilidad y tener la certeza de que se trata de un 

factor transcripcional y elemento regulador en particular, se requiere de la realización de 

experimentos de EMSA en donde se utilicen proteínas purificadas de la familia AP-1 como fuente 

de extractos nucleares, o bien, se empleen anticuerpos dirigidos contra epítope conservados de 

estas mismas proteínas; y analizar el patrón de formación de complejos DNA/proteína que se 

formaría bajo tales condiciones experimentales.. 

En relación a la formación de los complejos entre los miembros de la familia de factores de 

transcripción AP-1, existen complejos que no activan la transcripción, sino por el contrario inducen 
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represión de genes sí se unen a sitios de reconocimiento en la región promotora. Se ha reportado 

que la proteína JunD regula de manera negativa el crecimiento celular, lo que sugiere que los 

factores de transcripción c-Jun y JunD pueden funcionar de una manera opuesta (78). Nosotros 

identificamos la formación de dos complejos DNA/proteína en las células que no expresan el gen 

de TdT. De estos complejos, establecimos por experimentos de EMSA de competencia, que un 

complejo específico compite de manera eficiente con una secuencia consenso de AP-1. Si éste 

complejo se forma cuando la células no expresan el gen de TdT, y además es competido por una 

secuencia consenso AP-1, existe una posibilidad alternativa que podría explicar éste hallazgo. Es 

probable que los factores transcripcionales que participan en la formación del complejo específico 

DNA/proteína en AP-1-TdT pertenezcan a la familia de factores transcripcionales AP-1, como por 

ejemplo JunD o similares a JunD. La función que tienen éstas proteínas en el reconocimiento del 

DNA, en el contexto de células que no expresan el gen de TdT, de igual manera que JunD, seria la 

de reprimir de la transcripción del gen de TdT en células que no expresan éste gen. En 

consecuencia, con estos resultados, proponemos que las proteína(s) que se unen a la secuencia 

TCAGTAC en AP-1-TdT, pueden formar parte de la familia de proteínas AP-1, las cuales pueden 

tener funciones negativas en la activación transcripcional del gen humano de TdT. Nosotros 

suponemos que probablemente estén participando JunD o proteínas similares a JunD. No 

obstante se requiere de los experimentos antes mencionados para confirmar o descartar ésta 

hipótesis. 

Con estos hallazgos, nosotros proponemos un modelo en el cual se interpreta el 

mecanismo de regulación transcripcional para el gen humano de TdT (FIGURA 14). En éste 

modelo, la estimulación de una célula linfoide se realiza a partir de sus receptores de membrana 

específicos. Esta primera señal desencadena la cascada de eventos de transducción de señal en 

donde participa la activación de PKC. La activación de PKC también puede realizarse por 

estimulación con TPA.. Los eventos de transducción de señal se continúan con fosforilaciones de 
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subsecuentes substratos, entre los que se encuentran la activación de cinasas que fosforilan a los 

miembros de la familia de proteínas AP-1 (JNKK, JNK). La fosforilación de la proteínas AP-1 

permite que estas pasen de un estado inactivo a un estado activo y de ésta manera sean capaces 

de intemalizarse en el núcleo donde reconocerán de manera específica secuencias reguladoras en 

el DNA. Estos factores transcripcionales solo se encontrarán activos en células que no expresan el 

gen de TdT, lo cual puede sugerirse por el hecho de que identificamos complejos DNA/proteina 

cuando se realizaron los experimentos de EMSA con diferentes fragmentos de la región reguladora 

de TdT y con extractos nucleares de células que no expresan TdT. El reconocimiento de la 

secuencia TCAGTAC en la región promotora basal del gen humano de TdT por parle de estas 

proteínas reguladoras, producirá un efecto negativo en la regulación de la expresión de TdT y por 

lo tanto la proteína no se sintetizará para estos tipos celulares. A pesar de que éste modelo que 

aquí proponemos se encuentra basado en los hallazgos obtenidos por éste estudio e intenta 

interpretar parte del proceso de regulación génica, no hay que dejar de considerar que los eventos 

moleculares que participan en la regulación génica son altamente complicados y tiempo-tejido-

específico regulados, por lo que contemplar solo al factor transcripcional AP-1 como el responsable 

de la regulación negativa del gen de TdT, equivaldría a tener una perspectiva muy reducida del 

fenómeno. 

A pesar de que se conoce que la expresión de TdT ocurre durante el desarrollo de los 

linfocitos, el auténtico proceso de control transcripcional de éste gen, debe incluir mecanismos de 

expresión restringidos a células linfoides y de manera específica para las células pre-B y pre-T. 

Tales elementos de control como secuencias enhanceres, supresoras, aisladoras, 	o 

silenciadores; pueden estar presentes varios kilobases alejados de la secuencia del promotor basa! 

analizada en el presente estudio. La expresión linfocito-específica o estado-específica del gen de 

TdT puede ser detectada in vitro, pero para comprender éste proceso in vivo y de manera más 

integrada, se requiere probablemente de reconstrucciones de cromatina así como de la asociación 
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de histonas y de la presencia de la maquinaria de recombinación con el DNA molde, además de 

usar secuencias de DNA desnudas (sin proteínas asociada) o de oligonucleótidos que incluyan 

secuencias importantes de interés. 
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CONCLUSIONES 

A partir de los hallazgos anteriormente presentados, llegamos a las siguientes 

conclusiones: 

Los ésteres de forbol (TPA) aumentan la expresión del RNAm de c-fos y c-jun (AP-1) en 

células linfoides, probablemente a través de la activación de PKC. 

* Se identificaron dos complejos DNA/proteína en las células que no expresan el gen de 

TdT y que se unen 340 nucleótidos antes del sitio de inicio de la transcripción. Uno de estos 

complejos se presenta abundantemente en las células que no expresan TdT. El segundo complejo 

se forma también en las células que no expresan TdT pero es menos abundante en las células 

que si expresan TdT. 

* En la región de -397 a -1 del gen de TdT, se localizan secuencias similares a AP-1 que 

forman complejos DNA/proteína cuando se utilizan extractos nucleares ricos en proteínas AP-1; lo 

que sugiere que factores transcripcionales reconocen secuencias génicas reguladoras. 

• Se demostró por experimentos de EMSA que el elemento AP-1-TdT, que comprende 

secuencias similares a AP-1, tiene un patrón de migración electroforética muy similar al elemento 

regulador AP-1 consenso. Además, las proteínas que se unen a AP-1-TdT compiten de manera 

específica y eficiente cuando se utiliza AP-1 consenso como competidor. 

• Es probable que los factores transcripcionales que aquí identificamos interactuen con 

secuencias de DNA que tienen alta homología con elementos reguladores AP-1, pero que no 

pertenecen a ésta familia, o alternativamente que pertenecen a la familia de proteínas AP-1 

semejantes a JunD y que tengan funciones represoras de la transcripción. 

• La regulación de la expresión del gen humano de TdT puede ser modulada 

negativamente en parle, por elementos similares a AP-1 presentes en la región reguladora 5' 
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proidmal del gen de TdT, la cual corresponde a la región promotora basal de éste gen. Sin 

embargo, se requiere de estudios funcionales para demostrar la función de AP-1-TdT. 
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X). 13E1Ft S la 1E ICITALIS 

Con los resultados presentados en ésta Tesis, se contemplan las siguientes perspectivas a 

realizar: 

Se generaran diferentes fragmentos o delesiones de la región reguladora 5' del gen 

humano de TdT, los cuales se utilizarán para hacer las construcciones génicas en un vector que 

exprese el producto de la enzima p-galactosidasa, y con estas construcciones transfectar células 

eucariónticas (que no expresan p-galactosidasa) tanto TdT negativas y TdT positivas, con la 

finalidad de medir la función promotora de estos fragmentos con el gen reportero de p-

galactosidasa. Esta estrategia nos permitirá circunscribir las secuencias en la región 5' de TdT con 

función promotora y correlacionadas con los hallazgos aquí reportados en relación a la 

identificación de los complejos de DNA/proteina que se forman para AP-1-TdT. 

Se realizaran los experimentos de SEMSA (super electrophoresis mobility shifting assays) 

utilizando anticuerpos dirigidos contra epítopes conservados de la proteína jun (anti-jun) para 

fortalecer la evidencia de que en los complejos de DNA/proteína de AP-1-TdT, participan miembros 

de ésta familia de proteínas, o bien, que se trate de otras proteínas diferentes. Así como también 

se realizaran los experimentos de EMSA con proteínas purificadas de la familia de AP-1. 

Con la finalidad de tener una aproximación más biológica de los eventos que están 

ocurriendo durante el proceso de regulación génica de TdT, se contempla realizar la transfección 

del gen de TdT en un sistema celular en el cual se encuentra deletada parte de la maquinaria 

molecular de AP-1 y que no realizan la síntesis de TdT; y se evaluará el nivel y calidad de 

expresión de TdT en éste modelo. Con la información que se genere, además de las señales de 

transducción que participan en la regulación de la expresión (9,11,79,80), se fortalecerán las 

funciones e importancia que tienen los factores transcripcionales AP-1 en la regulación de la 

expresión génica de TdT. 
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