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Figura 13. Andlisis transcripcional de los genes lacZ y mHPRT en ratones
transgénicos portadores de la construccion RP1600N. Se obtuvo RNA total de diversos
6rganos (A) y dreas seleccionadas del SNC (B) y se analizaron los niveles transcripcionales
mediante transcripcién reversa y reaccion en cadena de la polimerasa. Los tamafios esperados de
los productos lacZ, HPRT y B-tubulina (control interno) son 822, 418 y 650 pb, respectivamente.
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Las secuencias entre -1681 y -885 son requeridas para la
especificidad neuronal

Los resultados descritos en las tres dltimas secciones sugieren que la
secuencia hHPRT de -1681 a -122 contiene los elementos nuclectidicos necesarios
para dirigir la expresién preferencial cerebral. Para determinar si dichos
clementos estén localizados entre las posiciones -1681 y -885 o entre -885 y -122,
disefiamos el cartucho de expresion RP80ON (Fig. 3) y lo utilizamos para generar
las familias transgénicas DRL-117, DRL-132 y DRL-174 (Tabla 1). Cuando se
analizaron animales transgénicos de las lineas DRL-117 y DRL-174, no se detectd
coloracion azul en ninguno de los tejidos no neuronales después de la reaccion
con X-gal, sin embargo, en el cerebro se observé un color azul muy tenue a nivel
de la habénula e hipocampo (Fig. 14C). Por otra parte, la descendencia
transgénica de la linea DRL-132 exhibié niveles detectables de B-galactosidasa
unicamente en ¢l cerebelo (células de Purkinje), lo cual creemos es debido a la
influencia de secuencias adjuntas al sitio de integracidon del transgen (33,33).
Todas estas observaciones sugieren que la regién de -1681 a -885 es necesaria
para distribuir adecuadamente la expresiéon genética en ¢l sistema nervioso
central, ya que su delecion de la secuencia -1681 a -122 afecté el patron de
expresion que se obtiene normalmente con el transgen RP1600N (Fig. 14B).

hHPRT-NE: un elemento regulador con_funciones activadoras y
represoras

Recientemente se ha demostrado la funcionalidad de varios elementos
negativos en ratones transgénicos (87,92). Por lo tanto generamos la construccion
RP1600ANE (Fig. 3) para investigar si el patron de expresidn del transgén
RP1600N es alterado cuando la secuencia represora (hHPRT-NE; -570 a -388),
identificada en cultivo celular, es especificamente deletada. La eliminacién de
dicha secuencia causd una desrepresion del gem lacZ, lo cual produjo una
expresién aberrante de B-galactosidasa en tejidos no neuronales, tanto en etapas
embrionarias (Fig. 15B, D), como en animales adultos de cuatro diferentes
familias transgénicas (Tabla 1). Interesantemente, la delecién de dicho elemento
provocd también una pérdida total de la expresion cerebral del genm reportero
(Fig. 15B, D) en tres de cuatro lineas transgénicas (DRL-164, DRL-168 y DRL-
169). Unicamente en la linea DRL-107 se observaron niveles apenas detectables
de B-galactosidasa en algunas estructuras del cerebro medio y cerebro anterior, lo
cual creemos es debido a la influencia de las secuencias que flanquean el sitio de
integracién del transgen (33), en esta familia en particular. Asi que tomando en
consideracién los datos descritos en la seccidn anterior, proponemos que por lo
menos dos regiones nucleotidicas estdn involucradas en la expresién preferencial
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tisular del gen hHPRT. Una regi6n distal, localizada entre las posiciones -1681 y
-885, es aparentemente necesaria para especificar la distribucién de la expresién
genética en diversas estructuras cerebrales. La otra regién corresponde a la
secuencia hHPRT-NE, la cual es necesaria no solamente para dirigir altos niveles
de expresion hacia el cerebro, sino que también es necesaria para reprimir la
actividad del gen HPRT en 6rganos que requieren niveles basales de expresion.

Figura 14. Deteccién de B-galactosidasa en el SNC de ratones transgénicos
portadores de diferentes cartuchos hHPRT-lacZ. Las figuras representan secciones
horizontales de ratones adultos portadores de las construcciones RP112N (A), RP1600N (B),
RP8OON (C) vy RP1600ANE (D), después de haber sido sometidos a una tincién con X-gal. En la
parte superior de las figuras se esquematizan los cartuchos de expresién correspondientes.
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RP1600ANE

Figura 15.- Expresion aberrante del gen lacZ en ratones transgénicos portadores
de la construccion RP1600ANE. A y C corresponden a embriones transgénicos RP1600N
recuperados a los 12.5 y 17 dias de gestacién, respectivamente. B y D corresponden a embriones
RP1600ANE obtenidos al mismo tiempo de gestacién. En la parte superior se esquematizan los
cartuchos de expresion correspondientes. Nétese que la delecion del elemento negativo (NE) causé
una pérdida de la expresion del gen lacZ en el cerebro y produjo expresion de B-galactosidasa en
tejidos no neuronales.
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hHPRT-NE forma complejos con_proteinas neuronales y ubicuas

Puesto que los estudios en animales transgénicos revelaron que la secuencia
hHPRT-NE es importante no solamente para amplificar la expresién en el SNC
sino también para reprimir la transcripcion en tejidos no neuronales, decidimos
investigar la existencia de proteinas nucleares que pudieran estar involucradas en
esta funcién transcripcional. As{ que mediante ensayos de retardo electroforético,
examinamos la habilidad de dicha secuencia para unir proteinas nucleares
obtenidas a partir de diversas fuentes neuronales y no neuronales. Dos
prominentes complejos de DNA-protefnas, designados I (infenor) y I (superior),
fueron detectados al utilizar extractos de cerebro de ratén y células neuronales de
rata (PC12), mientras que dnicamente ¢l complejo II fue detectado al utilizar
extractos nucleares de origen no neuronal (Fig. 16). Estos complejos fueron
debidos a interacciones secuencia-especificas, puesto que dnicamente el exceso de
hHPRT-NE no radiactivo inhibié la formacién de los complejos con la sonda
radiactiva, mientras que un exceso de secuencias heterdlogas no relacionadas
fracas$ para competir por dichas interacciones. Estos resultados demuestran la
existencia de factores nucleares, neuronales y ubicuos, capaces de interactuar
especificamente con la secuencia hHPRT-NE.

El complejo 1 es especifico de neuronas y su formacién_correlaciong
con un incremento en la transcripcion del gen hHPRT

Los hallazgos descritos en la seccidn anterior sugieren que los factores del
complejo I estdn presentes exclusivamente en células neuronales. Para confirmar
el origen neuronal de las proteinas que interactiian en el complejo I, hicimos
ensayos de retardo electroforético utilizando extractos de células humanas
NT2/D1 cultivadas en la presencia o ausencia de 4cido retinoico. La Fig. 17A
muestra que el complejo I fue producido solamente cuando la diferenciacién
neuronal de dichas células habia sido inducida por el dcido retinoico, aunque su
migracién electroforética fue mas rdpida que la del correspondiente complejo en
extractos de cerebro de raton. Esta discrepancia puede ser debida a diferencias en
el peso molecular de las proteinas entre diferentes especies o a diferencias en
algun proceso de modificacién postraduccional.

Para investigar si la formacién del complejo I pudiera estar asociada con la
activacién de la transcripcion neuronal, comparamos los niveles de RNAm de
hHPRT entre células NT2/D1 diferenciadas y no diferenciadas. El andlisis
transcripcional se llevé a cabo mediante transcripcidn reversa y reacciéon en
cadena de la polimerasa (TR-RCP). Para ello amplificamos el RNAm de hHPRT
junto con el RNAm de G3PDH, ¢l cual fue utilizado como un control interno del
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Figura 16. Deteccion de proteinas nucleares que se unen a la secuencia hHPRT-
NE (-570 a -388). Ensayo de retardo electroforético que muestra la formacién de complejos de
DNA y proteinas al mezclar extractos nucleares, provenientes de los indicados 6rganos murinos y
cultivos celulares, con la sonda hHPRT-NE. Las flechas indican las posiciones de los complejos T
y II. La formacién de dichos complejos fue visualisada mediante electroforesis y subsecuente
autorradiograffa.
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proceso de amplificacién. Interesantemente, encontramos que la formacion
exclusiva del complejo I en células diferenciadas correlaciona con un incremento
de 4 veces en los niveles de RNAm de hHPRT en dichas células (Fig. 17B). Este
hallazgo sugiere que el complejo I juega un papel muy importante en la activacién
de la expresion del gen hHPRT en c€lulas neuronales.

aracterizacion bioquimica de los complejos I

Para caracterizar bioquimicamente a los factores neuronales y ubicuos que
interactian con la secuencia hHPRT-NE, decidimos investigar si sus
correspondientes asociaciones con el DNA pudicran ser selectivamentc afectadas
por la adicion de agentes quelantes, detergentes, o por preincubacidn a diferentes
temperaturas. Se ha demostrado que algunos factores de transcripcién contienen
dominios aminoacidicos que requieren cationes divalentes para unirse a su
secuencia consenso (29). Para determinar si las proteinas de los complejos 1 y 11
requerieren iones metdlicos para interactuar con el DNA, se agregaron cantidaes
crecientes de EDTA (0.1-10 mM) a varias reacciones de unién, en las cuales la
sonda radiactiva (hHPRT-NE) se¢ mezclé con extractos nucleares de cerebro e
higado murino. Después de separar los productos por electroforesis, encontramos
que los complejos [y Il son relativamente estables a bajas concentraciones de
EDTA, mientras que concentraciones por encima de 4 mM afectan la formacion
de ambas interacciones (Fig. 18A). Posteriormente encontramos que los
complejos I y Il pueden ser distinguidos por su sensibilidad al SDS. Como se
muestra en la Fig. 18B, las proteinas del complejo II son gradualmente disociadas
al aumentar la concentracién de SDS pero son relativamente estables hasta
concentraciones de 0.005%, mientras que los factores del complejo I son
completamente disociados a concentraciones mayores de 0.002% de SDS.
También pudimos distinguir ambas interacciones al estudiar la sensibilidad de las
proteinas, cerebrales y hepdticas, a diferentes temperaturas antes de utilizarlas en
reacciones de unién. La Fig. 18C muestra que los factores del complejo II son
relativamente termoestables, puesto que la preincubacién de los extractos hasta
temperaturas de 62°C no afectd la formacién de dicho complejo, mientras que los
factores del complejo I son térmicamente inactivados a temperaturas mayores de
46°C. Todos estos resultados indican que aunque las proteinas de los complejos |
y Il son similarmente sensibles a la presencia de agentes quelantes, son
diferencialmente afectadas por la presencia de SDS y exhiben diferentes perfiles
de inactivacién térmica. Estos hallazgos sugieren que los complejos 1 y 1I deben
ser considerados como entidades bioquimicamente distintas.
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Figura 17. La formacién del complejo I correlaciona con un incremento en la
transcripcion del gen HPRT durante la diferenciacién neuronal. (A) Ensavo de retardo
electroforético que muestra los eventos de unién al mezclar la sonda hHPRT-NE con extractos de
células NT2/D1 cultivadas en la presencia o ausencia de dcido retinoico. Nétese que el complejo I
no se forma con extracto de células no diferenciadas. El extracto de cerebro murino fue utilizado
para comparar la migracién de los complejos resultantes. Las flechas indican las posiciones de los
complejos I y IL. (B) RNA total obtenido de células NT2/D1 diferenciadas y no diferenciadas fue
utilizado para analizar los niveles de hHPRT mediante transcripcion reversa y reaccion en cadena
de la polimerasa. Los tamafios esperados de los productos G3PDH (control interno) v hHPRT son
983 y 794, respectivamente. Las posiciones de los marcadores de peso molecular (M). en pares de
bases, se indican a la izquierda de la fotografia. DMSO, dimetil sulféxido; AR, 4cido retinoico.
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Figura 18. Andlisis bioquimico de las proteinas que interactian con la secuencia
hHPRT-NE. (A v B) Efecto del EDTA y el SDS sobre la formacion de los complejos I y II.
Extractos nucleares de higado y cerebro murino fueron incubados con la sonda hHPRT-NE en la
presencia de cantidades crecientes de EDTA (A) o SDS (B) en la reaccién de unién. (C) Efecto de
la temperatura sobre la formacién de los complejos I y II. Extractos nucleares de higado (H) y
cerebro (C) murino fueron preincubados por 5 min a las temperaturas indicadas antes de ser
afladidos a reacciones de unién que contienen la sonda hHPRT-NE. Los complejos de DNA y
proteinas fueron analizados por electroforesis en geles de poliacrilamida al 4% y posterior
autorradiografia.
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Los complejos I y II se forman dentro de una regién de 60 ph: el
fragmento Ff

Para delimitar la regién en la que interactdan los factores nucleares dentro
de la secuencia hHPRT-NE (182 pb), hicimos varios ensayos de retardo
electroforético utilizando extractos de cerebro e higado murino. Para ello
generamos mediante la reaccidn en cadena de la polimerasa, varios fragmentos
que cubren la totalidad de la secuencia hHPRT-NE (-570 a -388) y los marcamos
con radiactividad para usarlos separadamente en varias reacciones de unidn.
Como se muestra en la Fig. 19, las propiedades de union a las proteinas se
observaron en dos de cuatro fragmentos de 90 pb, identificados como Fb y Fe.
Sin embargo, el fragmento mds pequeiio capaz de producir los dos complejos es
un fragmento de 60 pb identificado como Ff, el cual estd contenido dentro de los
fragmentos Fb y Fc. Estos resultados indican que el sitio de formacién para
ambos complejos estd localizado entre las posiciones -510 y 451 (fragmento Ff).

Las proteinas que interactian con e] fragmento Ff representam nuevos
factores de transcripcion

Para averiguar si la formacidn de los complejos [ y II pudiera ser debida a
la participacién de algunos de los factores de transcripeién que ya han sido
caracterizados por otros investigadores, hicimos ensayos de competencia in vitro
utilizando diversos oligonucledudos no radiactivos que contenian secuencias de
reconocimiento para varios factores de transcripcion (Spl, APl, AP2, AP3,
GRE, NF-xB, OCT1, CREB, y CTF/NFI1). Extractos nucleares de cerebro
murino fueron mezclados separadamente con un exceso de 100 veces molar de
cada oligonucleétido, en relacién con la concentracién de la sonda radiactiva
(fragmento Ff). En caso de que alguno de los mencionados factores de
transcripcién estuviera involucrado en las interacciones, dicho factor seria
secuestrado por el oligonucledtido correspondiente y esperariamos la
desaparicidon de las bandas radiactivas correspondientes a los complejos 1 y 1L
Como se muestra en la Fig. 20, ninguno de los oligonucledtidos competidores
inhibid la formacién de dichas interacciones, sin embargo la adicién de 100 veces
molar del fragmento Ff no radiactivo, inhibié la asociacién de los complejos
radiactivos I y II. Ademds, al hacer estudios computacionales (Transfactors,
Intelligenetics) no encontramos ninguna similitud entre la secuencia Ff y
secuencias que son sitios de unidén para proteinas en otros genes (13). Estos
resultados sugieren que los factores que interactiian con la regién Ff representan
nuevos reguladores transcripcionales.
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Figura 19. Localizacion de las regiones de unién a las proteinas dentro de la
secuencia hHPRT-NE (-570 a -388). Diferentes fragmentos que cubren la extensién de la
secuencia hHPRT-NE fueron producidos mediante RCP y se marcaron radiactivamente. Cada uno
de los fragmentos se analizé en reacciones de unién con extractos de cerebro (B) e higado (L)
murino y los productos resultantes se resolvieron por electroforesis. Los nimeros en la parte
superior indican la posicién de cada uno de los fragmentos en relacién al sitio de iniciacion de la
traduccién. (-) indica ausencia de extracto nuclear. Las flechas indican la formacién de los
complejos obtenidos al utilizar los fragmentos que tienen la actividad de unidn a las proteinas.



2 DNAs COMPETIDORES
c 5 ™ (100 X la molaridad)
Snals. B ~p
i - &3 i,
KvmiiE G a2 LA
o LJ T = PR, S . o T ﬁ ;.%
B R N, e B L e
c/? &) Qr- e TNsCHon O (RN B QL)
a e hlistohedol ol Wi il dne Be- XS
- . . * s % A%

Figura 20. Ensayos de competencia con oligonucleétidos que contienen
secuencias de reconocimiento para diversos factores de transcripcion. Un exceso de
100 veces molar de cada uno de los oligonucleétidos as{ indicados, también como de la secuencia
Ff no radiactiva, fueron mezclado con extractos de cerebro murino antes de la adicion de la sonda
Ff radiactiva. Los productos de las reacciones de unién fueron analizados por electroforesis y
autorradiografia. Nétese que la formacién de los complejos I y II fue afectada tinicamente por la
accién de la proteinasa K o por un exceso de la secuencia Ff no radiactiva.
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El complejo II un modulador negative de expresidon_genétic

Nuestros estudios en animales transgénicos indicaron que la secuencia
hHPRT-NE (-570 a -388) es requerida no solamente para conferir altos niveles de
expresién en el cerebro sino también para reprimir la expresidon genética en
tejidos no neuronales. Habiendo establecido anteriormente que la formacién del
complejo I estd asociada con un incremento en la transcripcidn neuronal del gen
hHPRT (Fig. 17A, B), postulamos que la formacion del complejo Il pudiera ser
responsable de disminuir la transcripcién en células que exhiben niveles basales
de HPRT. Para probar esta hipdétesis, el fragmento Ff (-510 a -451), el cual
produce Unicamente ¢l complejo II en tejidos no neuronales, fue examinado para
determinar si era capaz de reprimir la transcripcidn en cultivo celular. Para ello
generamos una serie de vectores en los cuales el fragmento Ff fue subclonado, en
ambas orientaciones, en el extremo 5’ de varios promotores que estaban
fusionados al gen CAT. Primeramente, insertamos el fragmento Ff junto a la
region promotora escencial del gen hHPRT (-233 a -122) presente en el vector
pPPLOCATA, con lo cual construimos los pldsmidos pPP10FfA y pPP10FfB.
Para averiguar si el fragmento Ff podria ser capaz de reprimir promotores
heterdlogos, wnsertamos dicha secuencia enseguida del promotor ADA presente en
el plasmido pEN.24CAT, para generar las construcciones pEN.24FfA y
pEN.24FfB, y enseguida del prommotor DHFR en el plismido pD35SRCAT, para
generar los vectores pD35FfA y pD3SFfB. Cada una de estas construcciones (Fig.
21A) fue introducida en células RJK88, cuyos nicleos contienen proteinas
asociadas Unicamente con el complejo II (Fig. 16), y la produccidn de CAT fue
analizada a las 48 h después de la transfeccién. La insercién del fragmento Ff en
el extremo 5’ de los promotores HPRT, ADA o DHFR, caus6 una marcada
reduccion en los niveles de expresion de CAT por factores de 18, 16 y 14 veces,
respectivamente (Fig. 21A, B). Estos resultados indican que el fragmento Ff
puede reprimir promotores heterélogos independientemente de la orientacién.
Ademas, los datos aqui presentados sugieren que la asociacion fisica entre las
proteinas del complejo II y la secuencia Ff es el principal determinante en la
represion de la transcripeidn del gen hHPRT.

GAAGCC: el sitio de unién a 1 roteinas de los comple 11

Para determinar los sitios de formacidn de los complejos I y Il decidimos
hacer un tamizaje nucleotidico a través de la secuencia hHPRT-NE, mediante
eusayos de interferencia por metilacién (“footprinting”). Dicha secuencia fue
marcada separadamente en cada una de sus dos cadenas, parcialmente metilada y
mezclada con extractos de proteinas nucleares de ongen neuronal (cerebro
murino y células NT2/D1 diferenciadas) y no neuronal (higado murino y células
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Figura 21. Andlisis funcional del fragmento Ff en cultivo celular. (A) Efecto de la
secuencia Ff sobre la actividad transcripcional de varios promotores de expresién constitutiva. El
fragmento Ff (caja con flechas) fue clonado en ambas orientaciones en los pldsmidos
pPP10CATA, pEN.24CAT y pD35RCAT, y las construcciones resultantes fueron analizadas
mediante transfeccién de células RJIK88. La actividad de CAT de los nuevos vectores es expresada
como un porcentaje de la actividad que se obtiene con la clona original correspondiente (Act. Rel.,
actividad relativa). Las flechas indican la orientacién del fragmento Ff dentro de cada construccion.
(B). Ejemplo representativo de los resultados obtenidos en tres experimentos de transfeccion
realizados por duplicado. El carril RTK88 representa ensayos de CAT con células no transfectadas.
pSVOCAT y pSV2CAT sirvieron como control negativo y positivo, respectivamente. Se indican
las posiciones del cloranfenicol (C) y sus derivados acetilados (1Ac y 3Ac).




NT2/D1 no diferenciadas). Después de separar los productos por electroforesis,
se recuperd el DNA de los cmplejos I y 11, asi como también el DNA libre (no
unido), y se analizé tal y como se describe en la seccién de Métodos.
Interesantemente, encontramos que las proteinas de los complejos I y IT hacen
contacto con los mismos residuos guanidilicos, independientemente de la
procedencia del extracto utilizado. Como se ilustra en la Fig. 22, las guaninas (G)
en las que la metilacién interfiere con la interaccién proteica se encuentran
disminuidas en los carriles de DNA acomplejado en relacién con los carriles de
DNA libre. Los residuos nucleotidicos en las posiciones -483, -482 y -479 en la
cadena codificadora (Fig. 22A) y -478 y -479 en la no codificadora (Fig. 22B),
estdn involucrados en la formacién de los complejos I y II. En ninguna de las
cadenas se observé disminuciéon en Ja intensidad de algiin otro residuo
nucleotidico dentro la secuencia hHPRT-NE, en tres experimentos independientes.
Por lo tanto estos resultados definen al heptdmero 5’-GGAAGCC-3' (483 a -477)
como el sitio de interaccién para los complejos I y 1I.

Los complejos I y II estin formados por la asociaciéon de miltiples
proteinas

Para determinar el peso molecular aproximado de las proteinas presentes
en los complejos I y 11, realizamos experimentos de entrecruzamiento con luz UV
de acuerdo al método de Gray y cols. (21). Un oligonucleétido sintético de 30
residuos que contiene el sitio de unién a las proteinas (GGAAGCC), fue marcado
radiactivamente con [y-32P]ATP e incubado con extractos de cerebro ¢ higado
murino, como representantes de fuentes neuronales y no newronales. Las
reacciones de unién fueron fraccionadas por electroforesis en un gel de
poliacrilamida y se cortaron tiras del gel que correspondian a los carriles donde
fueron aplicadas dichas reacciones. Se irradiaron los productos de las reacciones
con luz UV y se sometieron a una electroforesis bidimensional en condiciones
desnaturalizantes tal y como se describe en la seccién de Métodos. Como se
muestra en las Fig. 23A y B, el complejo 1I se resolvi6 en tres manchas intensas
de aproximadamente 51, 97 y 200 kDa, independientemente del origen del
extracto utilizado. Interesantemente, el complejo I, el cual es formado tGinicamente
con extractos de origen neuronal, se resolvié en dos manchas claramente visibles
de aproximadamente 51 y 63 kDa y otra mancha muy tenue de aproximadamente
110 kDa (Fig. 23B). Estos resultados sugieren que los complejos I y II estdn
formadas por la asociacidn de miltiples proteinas, las cuales parecen diferir en
naturaleza, abundancia y distribuci6n tisular.
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Fig'_ll‘a 22. Identificacién de los sitios de unién a las proteinas mediante ensayos
d_e' interferencia por metilacién (“footprinting™). Autorradiogramas que muestran los
sitios de rompimiento quimico de las guaninas metiladas en la cadena codificadora (A) y no
codificadora (B) de la secuencia hHPRT-NE. Los productos de DNA acomplejado (C-I, complejo
I; C-I1, complejo IT) y DNA libre que resultan al utilizar los extractos indicados, fueron analizados
junto con reacciones de secuenciamiento por el método de Maxam y Gilbert. Los nimeros
negativos indican la posicién de las guaninas que, al estar metiladas, interfieren con la uni6n a las
proteinas. DMSO, dimetil sulféxido; AR, écido retin0ICo.

61




Figura 23. Electroforesis bidimensional de los factores nucleares que se unen al
heptdmero GGAAGCC. Un oligonucleétido que contiene el sitio de unién a las proteinas fue
mezclado con extractos de higado (A) y cerebro (B) murino y los productos resultantes fueron
fraccionados por electroforesis. Se cortaron tiras de poliacrilamida correspondientes a los carriles
electroforéticos y se irradiaron con luz UV, Las proteinas que integran los complejos I y II fueron

visualizadas por electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida-SDS y posterior
autorradiografia.
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Las proteinas de los complejos I v _II contienen dominios similares de
unién _al DNA

Hasta aqui habfamos demostrado que los complejos 1 y II estdn formados
por diferentes entidades polipeptidicas, las cuales reconocen la misma secuencia
nucleotidica dentro del elemento negativo del gen hHPRT. Para finalizar este
trabajo decidimos investigar, a groso modo, si las proteinas involucradas en
ambos complejos pudieran compartir alguna similitud en lo que se refiere a los
dominios estructurales de unién al DNA. Para ello hicimos digestiones
proteoliticas en combinacién con ensayos de retardo electroforético (45,77).
Extractos nucleares de cerebro e higado murino fueron utilizados en varias
reacciones tipicas de unién y se agregaron cantidades crecientes de tripsina, la
cual corta los enlaces peptidicos después de los residuos de arginina o lisina. Esta
simple técnica permite detectar, después de electroforesis y autorradiografia, una
coleccién de bandas de migracién rapida que corresponden a diferentes
fragmentos de las proteinas que se unen al DNA. La gran mayoria de las cadenas
peptidicas que han sido liberadas mediante altas concentraciones de tripsina
escapan a la detecccién, mientras que solamente los fragmentos proteicos que
contienen los dominios de unién son monitoreados debido a la radiactividad
presente en el DNA. La Fig. 24 muestra que la tripsinizacién de los complejos I y
IT a altas concentraciones enzimaticas (200 ng) produce un solo complejo de
DNA/polipéptido, el cual exhibe la misma movilidad electroforética
independientemente del origen del extracto utilizado. Estos resultados indican que
aunque las protefnas presentes en los complejos I y II son diferentes en tamafio y
distribucién, dichas proteinas parecen compartir secuencias polipeptidicas
similares en sus dominios de unién al DNA.
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Figura 24. Analisis proteolitico de los complejos I y II. El fragmento Ff radiactivo fue
mezclado con extractos de cerebro (C) e higado (H) murino en varias reacciones de unién. Después
de 20 min de incubacién a temperatura ambiente, se gregaron las cantidades indicadas de tripsina y

se incubé a 37°C durante 5 min. Los productos resultantes fueron analizados por electroforesis y
autorradiografia.



VI. DISCUSION

Rosenbloom y cols. reportaron en 1967 (70) que la distribucién de la
enzima HPRT varia considerablemente en diversos tejidos y demostraron que
existen niveles extremadamente elevados en los ganglios basales y en algunas
otras estructuras del cerebro. A pesar de que los recientes avances tecnoldgicos
condujeron a la determinacion de la estructura y la secuencia nucleotidica del gen
humano HPRT (12,32,57), los eventos moleculares que gobiernan su expresién
preferencial fueron completamente desconacidos hasta autes de iniciar el presente
trabajo. Utilizando técnicas de génetica en reversa y transgénesis animal hemos
estudiado la regulacion de la transcripcion del gen hHPRT. Mediante ensayos de
transfeccion en cultivo celular logramos identificar dos regiones reguladoras en
la regién 5° no traducible de dicho gen. Una de ellas corresponde a la region
promotora esencial, la cual estd contenida en un segmento de 97 pb entre las
posiciones -219 y -122. La otra regidn corresponde a un elemento regulador
negativo, el cual hemos denominado hHPRT-NE. Dicho elemento fue localizado
entre las posiciones -570 y -388.

Una diversidad de elementos negativos han sido reportados en la literatura.
Algunos de ellos parecen reprimir exclusivamente la actividad de su propio
promotor, tal es el caso del elemento represor del gen de la cristalina &1 de pollo
(8). Algunos otros son capaces de inhibir la actividad de promotores heterélogos,
entre los que se incluyen los represores de los gepes de la lisozima y vimetina de
pollo (6,15), insulina y hormona de crecimiento de rata (37,38) y gastrina
humana (89). En este estudio demostramos que elemento negativo del gen hHPRT
no solamente es capaz de reprimir la actividad de su propio promotor, sino que
también puedc reprimir la actividad de promotores heterdlogos, tales como los de
los genes ADA y DHFR. También demostramos que el elemento hHPRT-NE
funciona de una manera independiente de orientacidn, sin embargo, parece ser
dependiente de distancia, ya que no fue capaz de inhibir la transcripcion cuando
fue colocado a 600 pb de la regidn promotora escencial del gen ADA
(PXN.BNEA y pXN.8NEB). Esto sugiere que la represidn por parte de dicho
elemento es dependiente de su proximidad a la regién promotora esencial, lo cual
posiblemente implica interferencia con la unién o la funcidn de alguna proteina(s)
involucrada en el ensamblaje de la “maquinaria “ transcripcional.

Para determinar si las secuencias reguladoras identificadas in vitro
pudieran estar involucradas en la expresién preferencial cerebral, as{ también
como para investigar la existencia de otros elementos que hubiesen escapado la
deteccién en cultivo celular, generamos ratones transgénicos portadores de varias
secuencias hHPRT fusionadas al gen reportero lacZ (B-galactosidasa) (66).

65



Nuestros andlisis revelaron que la regidn promotora esencial del gen hHPRT no
es suficiente para dirigir la expresién genética en animales transgénicos. Aunque
esta secuencia produjo altos niveles de expresién reportera en cultivo celular,
nuestros hallazgos sugirieron que se requiere de secuencias adicionales para
dirigir la expresién in vivo. Un resultado similar fue observado al analizar la
regién promotora esencial del gen aPZ2 en ratones transgémicos (71).
Posteriormente fusionamos la secuencia de -1681 a -122, la cual contiene la
region promotora esencial y secuencias adicionales del extremo 5°, junto al gen
bacteriano /acZ y utilizamos la construccién resultante (RP[600N) para generar
ratones transgénicos. Interesantemente, observamos una expresién intensa del gen
reportero en el SNC, la cual fue muy similar en todos los animales transgénicos
provenientes de cuatro familias independientes. Los productos del gen lacZ
fueron prominentemente expresados en los ganglios basales (nicleo caudado y
putamen), los cuales en humanos son las regiones que exhiben la mayor actividad
de HPRT (70,90). Los andlisis de RNA por TR-RCP ¢ hibridacién in situ
demostraron que el patrén de expresion del transgen se asemeja mucho al patrén
de expresion del gen endégeno (mHPRT), lo cual sugiere que el transgen
RP1600N (-1681 a -122) contiene los elementos reguladores necesarios para
controlar la expresion preferencial neuronal. Aunque hemos descrito a grandes
rasgos la topografia de la expresion del gen lacZ en el SNC, un exhaustivo
andlisis inmunocitoquimico serd requerido para definir los subtipos neuronales
involucrados en la expresidn del transgen, lo cual permitird conocer las células
posiblemente implicadas en la patologia del sindrome de Lesch-Nyhan.

Al menos dos secuencias nucleotidicas parecen ser requeridas para la
expresién del gen hHPRT en el SNC. La regién de -1681 a -885 parece ser
escencial puesto que su delecién resultd en la pérdida de la expresién del gen
reportero en diversas estructuras del cerebro, con la excepcidn de la habénula y
el hipocampo. Esto parece indicar que dicha regién es importante para controlar
la distribucién de la expresién genética dentro del cerebro amterior. Un
minucioso andlisis in vive, en el cual se utilicen construcciones con diversa
deleciones entre las posiciones -1681 y -885, serd requerido para delimitar los
dominios funcionales dentro de dicha region. La otra secuencia importante para
la regulacién de la transcripcién in vivo es la region hHPRT-NE, ya que su
delecion especifica en la contruccién RP1600N abolié por completo la expresién
en el cerebro, mientras que ocasiondé una aberrante expresion de B-galactosidasa
en tejidos no neuronales, Ante esta situacién es vilido especular que existe un
sinergismo entre las secuencias distales (-1681 a -883) y la secuencia hHPRT-NE
(-570 a -388) para conferir la especificidad neuronal. Esta idea se basa en el
hecho de que las construcciones RPS80ON y RP1600ANE, las cuales carecen de
una u otra de las mencionadas secuencias, fracasaron para dirigir la expresion

66



hacia el SNC. Esto quiere decir que dichas secuencias son necesarias pero no
suficientes para dirigir la expresién preferencial y que se requiere el efecto
aditivo de ambas secuencias para conferir altos niveles de expresién genética en el
SNC, tal y como sucede en el caso de la construccién RP1600N.

- Stout y cols. reportaron en 1985 que las secuencias codificadoras del gen
hHPRT contiecnen los elementos responsables de dirigir la expresién preferencial
hacia el SNC (82). Esta aseveracion fue emitida después de anmalizar ratones
transgénicos que portaban ¢l DNAc de hHPRT bajo el control del promotor del
gen de la metalotioneina de rata y la serial de poliadenilacién del gen hGH. Sin
embargo, dichos hallazgos fueron desafiados cuando se encontrd el mismo patrén
de expresidn neuronal al substituir, en la misma construccién, ¢l DNAc de
hHPRT por el DNAc de hGH (83). Los resultados de este trabajo han puesto
punto final a esta controversia, ya que nuestros datos proporcionan sélidas
evidencias de que la regién 5’ flanqueante del gen hHPRT (-1681 a -122) contiene
las secuencias responsables de dirigir la expresion preferencial hacia el SNC. Los
prominentes niveles de expresion del gen lacZ detectados en estructuras
cerebrales asociadas principalmente con funciones cognocitivas, emocionales y
motoras, sugieren que la enzima HPRT debe ejercer una relevante funcién en
dichas estructuras, la cual ain permanece desconocida. Es claro que estos
hallazgos tendrdn importantes implicaciones en lo que se refiere al desarrollo de
vectores para la terapia génica del sindrome de Lesch-Nyhan.

Recientemente aparecieron los primeros reportes sobre proteinas nucleares
que se unen a e¢lementos represores involucrados en la expresidon neurdén-
especifica (34,52). Utilizando ensayos de retardo electroforético hemos
identificado factores nucleares que interactian con ¢l elemento hHPRT-NE (65),
el cual es necesario no solamente para dirigir altos niveles de expresién neuronal,
sino también para reprimir la transcripcidn en tejidos no neuronales. Nuestros
andlisis revelaron la formacion de dos complejos de DNA-proteinas (I y II) al
utilizar extractos de cerebro murino y células PC12, mientras que solamente uno
de ellos (II) fue detectado al utilizar extractos de origen no neuronal. Creemos
que la formacidn de los complejos I y II observados con extractos de cerebro,
representan factores positivos de subpoblaciones neuronales que requieren altos
niveles de HPRT (complejo 1) y factores negativos de otras poblaciones
neuronales y no neuronales, tales como como células gliales, las cuales requieren
niveles basales de HPRT (complejo II). Esta idea es apoyada, al menos en parte,
por el hecho de que los extractos nucleares de un 6rgano completo contienen
factores proteicos provenientes de muchos tipos celulares. Obviamente la
clonacién y purificacion de dichos factores serd el paso terminal para elucidar el
origen de las proteinas involucradas en ambos complejos.
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Puesto que encontramos la formacién del complejo I en extractos de células
NT2/D1, después de inducir la diferenciacién neuronal, creemos que 1a asociaciém
de dicho complejo esta relacionada con la activacién del gen HPRT en células
neuronales, tal y como lo demostramos al detectar niveles elevados de RNAm de
hHPRT en células NT2/D1 que habian sido diferenciadas a neuronas. Por otra
parte, después de definir un fragmento de 60 pb (Ff; -510 a 451) como la regién
involucrada en la asociacién de DNA y proteinas, decidimos analizar su efecto
sobre la actividad de varios promotores de genes constitutivos. Nuestros estudios
de transfeccién revelaron que dicho fragmento es capaz de reprimir la
transcripcidn independientemente de su orientacién. Puesto que los niicleos de
células RJK38, las cuales fueron utilizadas como receptores en los ensayos de
transfeccién, contienen factores que participan solamente en la formacidn del
complejo 1, proponemos que las proteinas detectadas en dicho complejo estdn
involucradas en la represién transcripcional.

Los resultados de los ensayos bioquimicos y los experimentos de
entrecruzamiento con luz UV sugieren que los complejos I y II son entidades
independientes formadas por la asociacién de miiltiples proteinas, algunas de las
cuales parecen ser tejido-especificas mientras que otras parecen ser ubicuas. Sin
embargo, quizés el hallazgo mas interesante de nuestro trabajo es el hecho de que
las proteinas de los complejos I y II interactdan con los mismos residuos
nucleotidicos (5’-GGAAGCC-3; 483 a -477) en ambas cadenas de la secuencia
hHPRT-NE, tal y como se demostré mediante experimentos de “footprinting”,
Para determinar si dicha secuencia pudiera ser un elemento de control comiin en
otros genes realizamos una bisqueda de homologias nucleotidicas mediante
estudios computacionales (Intelligenetics, GenBank), sin embargo, no
encontramos similitud alguna entre el heptimero hHPRT y las secuencias que han
sido reportadas como sitios de unidén para factores de transcripcién en otros
genes, lo cual indica que las proteinas asociadas con los complejos I y II
representan nuevos reguladores transcripcionales.

Cdmo es que las proteinas de los complejos [ y Il se ensamblan en la misma
region nucleotidica para modular la expresidon genética? Es posible especular la
existencia de una proteina “comin” en ambos complejos (~51 kDa), tal y como lo
sugieren los experimentos de entrecruzamiento con luz UV y electroforesis
bidimensional. Sin embargo, es claro que el complejo ubicuo (II) conmtiene
proteinas més grandes en la vecindad del factor “comdn”, las cuales pudieran
servir para reprimir la transcripcién en células que requieren niveles basales de
HPRT. Hemos postulado al menos dos modelos para explicar este proceso de
represion. Primeramente, un factor(es) activador que interactia simultineamente
con el DNA y la proteina “comin” en el complejo I, podria ser reemplazado por
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proteinas mds grandes (complejo II) en aquellas células donde se requieren
niveles constitutivos de HPRT (1,54). Alternativamente, es posible que las
proteinas que activan la transcripcién en poblaciones neuronales (complejo I) son
las mismas que la inhiben en células no neuronales (complejo II), solo que en
estas (ltimas han sido modificadas postraduccionalmente para cambiar su funcién
de activadoras a represoras (24,28). Cualquiera que sea el caso, es de asumirse
que el complejo II debe servir para bloquear la funcién activadora de la regidn
distal (-1681 a -122), la cual parece actuar sinergisticamente con la secuencia
hHPRT-NE. Es probable que la activacién neuronal del gen hHPRT sea mediada
por la regién distal en cooperacidn con las proteinas del complejo I; por lo tanto,
la transicion del complejo I al complejo Il debe ocurrir en aquellas células que
requieren niveles basales de HPRT. Dicha transicion pudiera ser el principal
determinante del patrén de transcripcion al funcionar como un “interruptor”
biologico que modula la expresién preferencial cerebral. Futuros estudios sobre
la regulacion de las proteinas aqui descritas y sus mecanismos de accidn ayudardn
a elucidar el intrigante papel de la enzima HPRT en el sistema nervioso central.

VII. CONCLUSIONES

El conocimiento generado durante el presente trabajo se puede resumir en
las siguientes conclusiones:

1. La expresion del gen humano HPRT es controlada por elementos
nucleotidicos localizados dentro de su extremo 5’ no traducible.

2. La regi6n promotora esencial se localiza entre la secuencia de -219 a -122
y exhibe actividad bidireccional in vitro.

3. Un elemento regulador negativo (hHPRT-NE) se localiza entre las
posiciones -570 y -388 en relacidn al sitio de iniciacién de la transcripcion.

4. hHPRT-NE es capaz de inhibir la actividad de promotores heterSlogos y
funciona independientemente de orientacién, pero parece ser dependiente
de distancia.

5. La regién promotora esencial es activa in vitro pero requicre elementos
adicionales para funcionar in vivo.
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10.

11.

12,

13.

14.

15.

La secuencia de -1681 a -122 contiene la informacién esencial para dirigir
la expresién preferencial cerebral.

La regidn de -1681 a -885 coordina la distribucion de la expresion en el
sistema nervioso central.

La secuencia hHPRT-NE ejerce una doble funcion: dirigir altos niveles de
expresidn hacia el cerebro y mantener niveles basales de expresién en
tejidos no neuronales.

La regién distal (-1681 a -883) parece actuar sinergisticamente con la
secuencia hHPRT-NE para activar la expresion neuronal.

hHPRT-NE interactia con factores de transcripciéon neuronales (I) y
ubicuos (II).

Los factores del complejo I se expresan (nicamente en neuronas y estdn
involucrados en la activacion transcripcional, mientras que los factores del
complejo II son conmstitutivos y participan en la represién de la
transcripcidn.

El heptédmero 5’-GGAAGCC-3’ (-483 a -477) es un sitio de interaccion
comun para las proteinas de los complejos I y II.

Proteinas de ~51, 97 y 200 kDa integran el complejo II, mientras que el
complejo I estd formado por proteinas de ~51, 63 y 110 kDa.

Las proteinas de los complejos I y Il parecen ser sumilares en sus dominios
de unién al DNA,

Las diferencias estructurales y funcionales de las proteinas presentes en los
complejos 1 y II, en coordinacién con la funcidn activadora de la regién
distal, representan los principales componentes del mecanismo que regula
la expresién preferencial neuronal del gen humano HPRT.
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VIII. PERSPECTIVAS

Hemos demgostrado que la expresion preferencial cerebral del gen humano
HPRT es el resultado de la interaccion de secuencias activadoras y represoras con
muiltiples factores de transcripcidn y que la activacién y represién del gen estdn
determinadas por el ensamblaje de diferentes proteinas sobre una misma
secuencia nucleotidica (5’-GGAAGCC-3"). Este hallazgo nos a llevado a iniciar
un exhaustivo andlisis de mutagénesis dirigida para determinar, a un nivel
molecular mds fino, cuales son los nucleétidos involucrados en ¢l contacto con
cada una de las proteinas. Por otra parte, la caracterizacién funcional y
estructural de esas proteinas, asi como la clonacion de sus DNAcs, constituyen el
siguiente paso para determinar si son codificadas por diferentes genes que estin
estrechamente relacionados, o si las diferencias estructurales y funcionales de
dichas proteinas son el resultado de un procesamiento alternativo o una
modificacién postraduccional de los productos de un mismo gen.

Si bien es cierto que el presente trabajo establece las bases moleculares de
la regulacién de la expresion del gen humano HPRT, también es cierto que el
proceso fisiopatoldgico por el cual la deficiencia de HPRT produce la disfuncion
neuroldgica ain permanece desconocido. A este respecto, la disponibilidad de las
lineas transgénicas RP1600N representa una oportunidad tinica para identificar
los subtipos neuronales que pudiesen estar implicados en la patogénesis. Ademds,
futuros estudios sobre los factores reguladores aqui descritos y su posible
asociacién con neurotransmisores y/o segundos mensajeros, a nivel
supramolecular, ayudardn a definir el relevante papel de la enzima HPRT en ¢l
sisterna nervioso central.

Cabe mencionar también que después de haber demostrado la capacidad del
promotor hHPRT (-1681 a -122) para producir altos niveles de expresién en ¢l
SNC, varios grupos de investigadores estdn utilizando dicha secuencia para dirigir
la expresion de diversos genes heterdlogos en modelos animales con el objeto
realizar estudios del desarrollo y/o funcionamiento neuronal.

Por ultimo, y sin duda la aportacién mas importante, estos resultados tienen
implicaciones de incalculable valor en lo que se refiere al tratamiento de la
deficiencia de HPRT mediante la terapia por reemplazamiento genético. Gracias a
nuestro esfuerzo, los lideres de la terapia génica en el SNC (Joseph Glorioso,
Neal DeLuca, Kevin Lee y William Goins) estin utilizando las secuencias aqui
identificadas para construir los vectores terapéuticos apropiados e iniciar las
primeras pruebas en animales de experimentacién. Es probable que el resultado
de esta colaboracién conduzca, en los préximos aios, al establecimiento de
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protocolos de terapia génica para uno de los mds devastadores ¢ intrigantes
desdrdenes neuroldgicos, el sindrome de Lesch-Nyhan.
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