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RESUMEN

El gen de la Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) es el gen humano mds grande
conocido hasta el momento, y se ha reportado que mutaciones en este gen conllevan al
desarrollo de la Distrofia Muscular de Duchenne, la distrofia mds severa y frecuente en
nifios (1/3,500 varones) a nivel mundial. El gen DMD posee al menos siete diferentes
promotores con regulacion independiente y especifica de tejido. El producto maés
pequeno codificado por el gen DMD es una proteina de 71 kDa denominada Dp71, la
cual se expresa en todos los tejidos no musculares. La funcién especifica de Dp71 es
desconocida; sin embargo existe evidencia de su participacion en procesos de desarrollo
neuronal. Diversos modelos celulares han sido estudiados para evaluar los mecanismos
moleculares que regulan la expresion de Dp71, por ejemplo, en células musculares la
expresion de Dp71 se ve disminuida durante la miogénesis, debido a la ausencia de los
factores activadores Spl y Sp3; por el contrario, la induccion de la expresion de Dp71
durante la diferenciacion neuronal es causada por la liberacién de la represion por AP2a
y la activacion del promotor por el factor transcripcional Spl. Previamente se ha
reportado que el xenobidtico B-naftoflavona (BNF) reprime la expresiéon de Dp71 en
células hepaticas a nivel de mRNA y proteina. Debido a que el higado es el principal
organismo involucrado en el metabolismo de xenobidticos se considera que el
conocimiento de la regulacion de la expresion de Dp71 en células hepéticas es necesario
para el entendimiento y definicién de su funcién en éste 6rgano. El objetivo de este
trabajo fue identificar los complejos transcripcionales asociados al promotor proximal de
la distrofina Dp71 en células hepéticas y su alteraciéon por efecto de BNF. Con la
finalidad de elucidar el mecanismo regulatorio a nivel transcripcional de Dp71 en el
sistema hepdtico, se llevé a cabo el andlisis de la secuencia del promotor proximal de
Dp71 utilizando los software en linea AliBaba y TESS, los cuales revelaron que la
region de -224 a +65 posee elementos de unién a factores de transcripcion de la familia
Sp, AP2a, E2F-1, YY1 y un elemento de respuesta a xenobidticos o XRE. Mediante
ensayos de retardamiento en gel de poliacrilamida (EMSA), usando sondas de DNA
marcadas con [y-""P]JATP que abarcan el promotor basal de Dp71, se revelé la
interaccion de los factores de transcripcion Spl, Sp3 y YY1 a sus respectivos sitios de
unién. La participacion de estos factores fue demostrada mediante ensayos de super-
retardamiento utilizando anticuerpos especificos contra Sp1l, Sp3 y YY 1. Para evaluar el
efecto de BNF sobre la formacién de los complejos transcripcionales observados, se
realizaron ensayos EMSA con extractos nucleares de células tratadas con BNF, los
cuales mostraron una disminucién en la formacién de los complejos previamente
mencionados. Como conclusién, los factores transcripcionales Spl, Sp3 y YY1
interactian especificamente con el promotor proximal de Dp71, y esta asociacién es
alterada por efecto de BNF.
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ABSTRACT

DMD gene is currently the largest known gene in humans, and mutations along this gene
lead to the development of Duchenne Muscular Dystrophy, the most severe and
frequently dystrophy in male children (1/3,500) worldwide. The DMD gene has at least
seven promoters that encode seven different proteins with independent regulation and
tissue-specific. The smallest product is a protein of 71 kDa, named Dp71, which is
expressed in all non-muscular tissues. The specific function of Dp71 is not yet defined;
however, there is evidence that support its participation in neuronal differentiation
process. In order to evaluate the molecular mechanism that underlined the Dp71
expression several cell models have been studied, e.g. in muscular cells, Dp71
expression is down-regulated during myogenesis by the lack of activating factors Spl
and Sp3; otherwise, the induction of Dp71 expression in neuronal differentiated cells is
caused by activation of the promoter by Sp1 factor and the relief of repression by AP2 o
binding. Previously, it has been reported that xenobiotic - naphthoflavone (BNF)
downregulates the Dp71 mRNA and protein expression in hepatic cells. Hence liver is
the key organ involved in xenobiotic metabolism, it is considered that knowledge on
Dp71 expression in liver cells is necessary for understand and define its function in this
organ. The aim of this work was to identify the transcriptional complex associated with
the proximal promoter of the dystrophin Dp71 in liver cells and its alteration by the
effect of BNF. In order to elucidate the regulatory mechanism of Dp71 in the hepatic
cells, a sequence analysis of the proximal Dp71 promoter was performed using Alibaba
and TESS software. This analysis revealed that -224 to +65 region of Dp71 promoter
sequence contains several Sp-, AP2a-, E2F-1-, YY1-binding sites and a Xenobiotic
Response Element or XRE. Electrophoretic mobility shift assays (EMSA) using eleven
double strand DNA probes labeled with [y-"’P]ATP spanning basal promoter region,
revealed the interaction of the Sp-family factor, Spl and Sp3, and YY1 transcription
factor to their respective DNA elements. This specific interaction was confirmed
through supershift assays using anti-Sp1, anti-Sp3 and anti-Y'Y1 antibodies. To evaluate
the effect of BNF on transcriptional complexes, EMSA assays were performed with
nuclear extracts from PBNF-treated cells, which showed a decrease in complexes
formation. As conclusion, Spl, Sp3 and YY1 transcriptional factors are able to interact
on proximal Dp71 promoter sequence, and this interaction is affected by BNF.

Xiv



1. INTRODUCCION

El gen DMD, relacionado a la Distrofia Muscular de Duchenne, es el gen humano
con mayor extension identificado hasta el momento. Dp71 es el producto mas pequeio
codificado por el gen DMD y el mas abundante durante la embriogénesis (Lederfein et
al., 1993). Dp71 esta presente en todos los tejidos conocidos excepto en miusculo

esquelético adulto, sin embargo, atin se desconoce su funcion.

Previamente se han reportado los factores involucrados en la regulacion de la
expresion de Dp71 en el sistema muscular y nervioso. En el sistema muscular la
regulacidn negativa de Dp71 durante la miogénesis estd mediada por los factores Spl y
Sp3 (de Leon et al.,, 2005); mientras que en el sistema nervioso el aumento de la
expresion durante la diferenciacion neuronal es regulado por los factores Spl, Sp3 y AP-

20, (Morales-Lazaro et al., 2010).

En el sistema hepdtico, trabajos previos reportaron la disminucién en la expresion
de Dp71 por efecto del xenobidtico B-naftoflavona a nivel de RNA mensajero (mRNA)
y proteina. Se demostré que la estabilidad del mRNA no se ve alterada por este
xenobidtico, lo cual sugiere que la regulacién negativa de la expresion de Dp71 podria

ser a nivel de promotor.

El conocimiento del mecanismo de regulaciéon en la expresion de genes y de los
factores involucrados es de suma importancia cuando se pretende definir la funcién de
una proteina en un tejido especifico. El presente trabajo pretende abordar las factores y
elementos asociados a los mecanismos regulatorios a nivel transcripcional de la

distrofina Dp71 en células hepaticas murinas por medio de ensayos de interaccion DNA-



proteina (Electrophoretic Mobility Shift Assay, EMSA) con la finalidad de identificar los
complejos transcripcionales que se asocian al promotor y que regulan la expresion de la

Dp71 en este tejido, asi como el efecto de B-naftoflavona sobre éstos complejos.



2. HIPOTESIS

Los complejos transcripcionales que interactian con elementos del promotor de
Dp71 se ven alterados por efecto de la [-naftoflavona en células hepaticas,

disminuyendo la actividad transcripcional de este gen.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar los complejos transcripcionales asociados al promotor proximal de la
distrofina Dp71 en células hepdticas y su alteracion por efecto del xenobidtico

B-naftoflavona.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Identificar los elementos potenciales en el promotor proximal de la Dp71 para el

sistema hepatico.

2) Revelar la identidad de los complejos transcripcionales asociados al promotor

proximal de Dp71 en células hepaticas.

3) Determinar las alteraciones de los complejos transcripcionales por efecto de

B-naftoflavona.



4. ANTECEDENTES

4.1 El gen DMD

El gen de la Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) es el gen humano mds largo
estudiado hasta el momento, ubicado en la banda 21 del brazo corto del cromosoma X,
abarca cerca del 0.01% del genoma total humano (Koenig et al., 1987). El gen DMD
posee una extension total de 2.5 millones de pares de bases (pb) conteniendo 79 exones
que conforman solamente el 0.6% del gen (Figura 1), el resto corresponde a intrones
muy extensos de hasta 400 kb. El tamano extenso del gen DMD lo predispone a

mutaciones en su region codificante (Ahn and Kunkel, 1993).

El producto principal del gen DMD deriva de un RNA mensajero (mRNA) de 14
kb que da origen a una proteina de 427 kDa denominada distrofina. Se ha demostrado
que mutaciones en este gen provocan la ausencia o falta de funcién de la distrofina en
tejido muscular llevando al desarrollo de la Distrofia Muscular de Duchenne, una
enfermedad letal con un patrén de herencia de tipo recesivo ligado al cromosoma X que
afecta a uno de cada 3,500 varones nacidos vivos (Monckton et al., 1982; Koenig et al.,
1987). La DMD provoca la degeneracion progresiva y severa de los tejidos musculares y
en el 30% de los casos se presenta retraso mental no progresivo (Blake et al., 2002). El
desarrollo de esta enfermedad culmina en una afectacion mortal del sistema muscular y

respiratorio a temprana edad (Yiu and Kornberg, 2008).

La distrofina consta de 3685 aminoécidos y se puede dividir en cuatro dominios
con distintas afinidades: el dominio N-terminal que une a la distrofina con el
citoesqueleto mediante su asociacion con la proteina actina. Un dominio central de

aproximadamente 25 repetidos de 109 residuos de tipo espectrina abarcando cerca del

5



75% de la proteina total y que le confiere la estructura helicoidal (Koenig et al., 1988).
Un tercer dominio rico en cisteinas que permite la interaccion de la distrofina con la
membrana (Suzuki et al., 1992). Finalmente un dominio carboxilo terminal el cual se
encarga de la asociacién de la distrofina con el Complejo de Proteinas Asociadas a

Distrofina (Ahn and Kunkel, 1993) (Figura 1B).

La distrofina ha sido ampliamente estudiada en tejido muscular, en donde forma
un complejo con proteinas asociadas a la matriz extracelular y el citoesqueleto, actuando
como amortiguador en los procesos de contraccién muscular. Su ausencia provoca la
desestabilizaciéon del complejo de glicoproteinas asociadas a la distrofina y como
consecuencia se genera el dafio progresivo a los tejidos musculares (Sunada and

Campbell, 1995).

4.1.1 Regulacion transcripcional del gen DMD

El gen DMD posee una regulacion transcripcional compleja debido a que contiene
siete promotores independientes que controlan la sintesis de por lo menos siete proteinas
distintas. Los promotores que se localizan en la region del extremo 5° codifican para la
expresion de las distrofinas de 427 kDa especificas de tejido muscular, neuronal y
células de Purkinje (Nudel et al., 1988; Nudel et al., 1989; Gorecki et al., 1992). Los
promotores internos restantes regulan la expresiéon de cuatro proteinas mds pequeiias
truncadas en su extremo N-terminal denominadas de acuerdo a su peso molecular como
Dp260, Dp140, Dp116, y Dp71 (Bar et al., 1990; Barnea et al., 1990; Byers et al., 1993;
Lederfein et al., 1993; D'Souza et al., 1995; Lidov et al., 1995) (Figura 1A). Los mRNA
se originan de manera regulada durante las etapas del desarrollo por la seleccion de
promotores alternativos o bien por procesamiento alternativo del mRNA (Dickson et al.,

1988).
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Figura 1. Organizacion del gen DMD y sus productos. Panel A, se muestra la estructura
genémica del gen, los exones (cajas amarrillas con nimeros) y las regiones intrénicas, donde la
flechas indican los sitios de inicio de la transcripcién de los promotores internos. Un
procesamiento alternativo en el primer ex6n da lugar las distrofinas de mayor longitud (1B:
cerebro, 1M: miuisculo, 1P: células de Purkinje). Panel B, se muestran las diferentes proteinas de
distrofina derivadas de distintos promotores internos (Dp427, Dp260, Dp140, Dp116 y Dp71).
Los dominios estructurales principales estdn representados, incluyendo el dominio NH,-terminal
unico de cada isoforma (N, en diferentes colores), el dominio central parecido a la proteina
espectrina (barra verde), el dominio rico en cisteinas (CYS, violeta) y el dominio COOH-
terminal (rojo). En la figura, todas las regiones génicas y los dominios proteicos no se
encuentran a escala (Perronnet and Vaillend, 2010).

4.2 Dp71

La distrofina Dp71 es la proteina mas pequefia codificada por el gen DMD. Su
promotor se localiza entre los exones 62 y 63, en el extremo 3’ del gen DMD, y produce
un mRNA de 4.5 kb que codifica para un producto de 70.8 kDa (Lederfein et al., 1992).
Un procesamiento alternativo del mRNA de Dp71 en los exones 71 y/o 78 provoca la
formacion de las isoformas Dp71d y Dp71f, las cuales tienen distinta localizacion
subcelular, ya sea nuclear o citoplasmatica (Gonzalez et al., 2000; Marquez et al., 2003).

Dp71 consiste de 622 aminodcidos y conserva las regiones carboxilo terminal y el



dominio rico en cisteinas de la distrofina de 427 kDa; sin embargo, posee una regién

amino-terminal dnica de 7 aminoécidos (Lederfein et al., 1992) (Figura 1B).

Dp71 es el primer producto del gen DMD detectado durante la embriogénesis
(Rapaport et al.,, 1992) y se expresa de manera ubicua en tejidos diferenciados no

musculares como cerebro, retina, higado, pulmoén, vasos sanguineos, entre otros (Hugnot

et al., 1992)(Figura 2).

Se destaca su abundancia en cerebro en donde se ha reportado que la expresion
normal de Dp71 es esencial para el crecimiento neuronal participando en la adhesion
celular y en la estabilizacién del complejo de proteinas asociadas a distrofina en este
organo (Bar et al., 1990; Greenberg et al., 1996; Acosta et al., 2004; Enriquez-Aragon et
al., 2005). Se ha demostrado que mutaciones que afectan la expresién de Dp71
contribuyen a la severidad del retraso mental en pacientes con DMD, debido a que juega
un papel regulatorio importante en la organizacién y funcionamiento de la sinapsis

neurotransmisora (Daoud et al., 2009a; Daoud et al., 2009b).
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Figura 2. Expresion de Dp71 en tejidos humanos y lineas celulares. Autoradiografia de un
ensayo Southern blot donde se muestra la presencia del transcrito de Dp71en diferentes tejidos y
lineas celulares. El transcrito para la L-piruvatocinasa (L-PK) se sefiala como control interno
(Hugnot et al., 1992).



Ademais, la expresion de Dp71 en células gliales de Miiller es critica para el
agrupamiento y estabilizacion del canal de potasio Kird.1 y la acuaporina AQP4,
indicando un rol crucial en la funcién retinal (Claudepierre et al., 2000; Connors and

Kofuji, 2002; Dalloz et al., 2003).

Se ha demostrado que la expresion ectépica de Dp71 en ratones knockout para
distrofina es capaz de restaurar los niveles de las proteinas asociadas a la distrofina a sus
valores normales. Sin embargo, esta sobreexpresion no contribuye a la regeneracion del
tejido muscular, indicando que su funcién es diferente a la distrofina (Cox et al., 1994;
Rafael et al., 2000). A pesar de su relativa abundancia y prevalencia en tejidos no

musculares su funcion exacta sigue siendo desconocida.

La expresion de Dp71 difiere durante el desarrollo murino en distintos tejidos. En
el sistema muscular se detecta el transcrito de Dp71 en la etapa fetal y decae en su
expresion a medida que se diferencian las células musculares. Lo contrario sucede en el
sistema nervioso en donde se observa un incremento del transcrito en las etapas de
diferenciaciéon neuronal. En tejido hepdtico, los niveles de Dp71 parecen permanecer

constantes (Lambert et al., 1993; de Leon et al., 2005; Morales-Lazaro et al., 2010).
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Figura 3. Expresion de Dp71 tejido-especifica. Ensayo de RT-PCR que muestra la regulacién
de la expresion de Dp71 durante las diferentes etapas del desarrollo murino en musculo, cerebro,
higado y corazén. Los signos — y + indican la omision o realizacién, respectivamente, del paso
de transcripcion reversa. El transcrito de la aldolasa humana A se muestra como control interno.
La abreviatura “dpc” indica dias post-coito (Lambert et al., 1993).



4.2.1 Promotor de la Dp71

La expresion de la distrofina Dp71 estd regulada por un promotor constitutivo o
housekeeping independiente de la distrofina muscular, la cual se localiza a mas de 2000

kb al extremo 5° (Hugnot et al., 1992; Lederfein et al., 1992; Rapaport et al., 1993).

Un secuenciacién parcial del promotor de la Dp71 revel6 que éste no posee cajas
TATA o CAAT (secuencias regulatorias promotoras rica en residuos timidina y
adenina), pero si posee una regién rica en GC (guanina y citosina) con elementos
potenciales para la unién de elementos transcripcionales de la familia Sp (Lambert et al.,

1993). Posteriormente, De Ledn et al. (2005) report6 la secuencia completa del promotor

Mus musculus dystrophin Dp71 gene, promoter, exon 1 and partial cds

GenBank: AY321586.1
GenBank Graphics

>gi| 32527634 |gb|AY321586.1| Mus musculus dystrophin Dp71 gene, promoter, exon 1
and partial cds
GATCCTTACTCAATTGATTICTAATAGTTACAAGTGTCCACGCTGTGAGGGCTGTACCTICTCCTTGAAG
TAAACARTATTTAAGTGATGTCCAGCATCGGTGCGATGATTACTCTAACTGATTTACTTITAGAAGCACTG
CITTCTCATCAAAGGCCACTAATGCCTGCACTCTAGAGAGAGGCAGACTTGGAATCTACTTTITAGGCCTA
CGGACATCCTICGCCCAAARATAAGTCTIGAGTIGTIGTCCTCCTTAGACCGCACTAGCAGCTGCCTCTICAGC
TCACTAGCTCAGAACTGCTARAGCATTACAAGCACCAGACTGAGTCGCTGAAGAGARATGCCAARARATG
ACATCTITIGCTTTAAAATAGCARCGCTAGGCTTACCTACAGGCACATATCTTITAGTGGTAACGTTTIGCAT
TTTTATITGGTTTGICAAAAGTAATGAAGAAGCCGCCARGTCCCCTTTITACTTITCTICCATTICTIGCCICT
TTGITGIGCCGTACCATACCAATAAATGGARATTGATGTTTGCAGGTCCTTTAGGCTTAAACAATCTAAG
CAATARATGTAGAGGGGAGAARAGATGATATTTARRAACATAARAGGARAACACGTARAACGTAGACTTA
AGGGGATGAACCCTCCAGARGAGATTGARAGATARARAAGARAAAGACTAGCTCCTTGGATTICTAATCTA
TGAAGTAGAGAGTGIGGGCAATTICTIGTIGCTAATAGAGTTTICCTTTCAACGGGAATATCTCCAAGTTICA
ARACAGTTIGCATTTAGTAGAATTCTACCTICCTATGACAGCTTCTGATATGAGTCACGCTAGGCCCTICARA
GGCCTACTTACTITTCAAATCCAGTGCTATACTGGAAAGAGAGATCCTTCCAGATTITTTICTAACACTTIC
AAGATARARACACCAGTGCTIGCTAGGCTCTGAGTICTTTATCTGCGCCTCTCCAACTTTAATGTIGTTICAGE
TTTIGATTIGGTACATTCAGGTTGAGGCTCTTGGGGGAGCGTGGGGTGGACTTTCTAAGAAGTICTTCIGG
TGATGGIGARACTCTTAGTICTAGAAGGACATTTTARGAATCAGTGCTATAATATCAARGGTTIGITICTIT
ARGAATCCAGGGTAGCCGGGTATTIGTGGTGTACACCTTITAATCCTAGCAATGGGGAGGAAGARACAGETG
GATATCIGTGAGTTCAAGACCAGCCTGGTCTGATCTACTTAGTGAGTTCTAGGACAGTCAGAACTATGIG
AGAGACCCTIGTCTCAARRARATARATAAATARAGATTCATAGACTCAGGATAAGTTTGATTITITITIICCIG
TCCTACTTCTTTAATTTICAGTIGAGGAAGACAAGGGTGTAGAAGGGAGGTGAATACTICTCATGTGATT
ATTTTITCCTITTCATTIITCTAARAAGAAAACGCCAAGCCCACACACTAATTATCTACGATGAGGTCATIT
GCACCTAGGTCATTTATTTAGGCAACAAGTAGCCTTGCCAGAAGATTTTTARGGGGATGTTGGCARGAGS
GGATGTGGCTTCCAGGTICTIGGGTCTAGCTTICAACTCCTTITCGATCTTITCTTTATGTCACCACCCACCC
CCCATTICTGTITCTGCTTTGARAGGGCTCACTGCCCTGTCCCTGGCTATCCAGGTTCCCAGGTICCTITAGG
TGGGGGAGGAGCCCTTCCCAGCCCCGCCCCGTCTGCACGCAGCTCCCCCTCCCTGTICCCGCCCGCCCGCC
AGCCCGCCAGCCAGCGGCGGCTCCTCCGCAGTGCTTICGGCTGCGAGCCTGGGCGGCGGCGCTTIGACTTIT
CGGGGAGCCCCGTGGCTTGGGCAAGCTTACTCCTCCGCTCTAAGCGTCCGCCCCTCACTGCCTGTGARAC
CCTTACARCCATGAGGGARCACCTCARAGG

Figura 4. Secuencia del promotor de Dp71 murino. Informacién obtenida del banco de genes
con nimero de acceso AY321586.1, donde también se incluye la regién del primer exén y la
secuencia 5” no traducida.
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de Dp71 en ratén (GenBank: AY321586.1), la cual mostré la presencia de diversos
elementos de unién para factores de transcripcion de la familia Sp, asi como elementos

AP2 y cuatro elementos de respuesta a xenobidticos (XRE), entre otros (Figura 4).

El promotor de Dp71 muestra una actividad tejido-especifica durante el desarrollo
y diferenciaciéon de varios tejidos (Sarig et al., 1999). Hasta la fecha solo se han
reportado los mecanismos moleculares de la regulacién transcripcional de Dp71 en el
sistema muscular y neuronal. Por ejemplo, en el tejido muscular el promotor basal de la
Dp71 se encuentra en la posicion -224 a +65, y es activado por los factores de
transcripcion Spl y Sp3. Durante el proceso de diferenciacion muscular, los factores Sp1
y Sp3 decaen en su expresion y provocan la disminucion de la actividad promotora de la
Dp71 y por tanto la ausencia de esta proteina en tejido muscular adulto (de Leon et al.,
2005). Por otro lado, en el sistema nervioso la induccién de la expresion de Dp71 en
células neuronales diferenciadas es el resultado de la activacion o represién del promotor
basal de la Dp71 por los factores transcripcionales Spl y AP2a, respectivamente,
resultando en altos niveles de proteina en células neuronales maduras (Morales-Lazaro

et al., 2010).

4.2.2 Efecto de xenobidticos sobre la expresion de la Dp71

La secuencia del promotor de Dp71 permiti6 la identificacién de cuatro elementos
de respuesta a xenobidticos (XRE) en las posiciones -1165, -952, -757 y -6 (Bermudez
de Leon et al., 2006) (Figura 5). Los elementos XRE son sitios de interaccion del dimero
receptor a hidrocarburos arilo (AhR) y translocador nuclear de hidrocarburos arilo

(ARNT) (Denison et al., 1988).

El AhR forma parte del mecanismo de induccién génica para la detoxificacion
celular o en procesos metabdlicos adaptativos. Al ser activado por un ligando como la
dioxina 2,3,7,8-TCDD se ha demostrado una interaccién con los XRE, y una induccién
en la transcripcion de genes (Fujisawa-Sehara et al., 1988). El gen del citocromo

CYP1Al ha sido el mas estudiado como modelo inducible por dioxinas. La induccién
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dependiente de AhR/ARNT se lleva a cabo mediante el reconocimiento de las
secuencias XRE en la region reguladora de ese gen, asi como de muchos otros genes

involucrados en los procesos de metabolismo de xenobidticos.

Region del promotor

ATG
-1165 -952 =157 -61 r
ey O]
XRE XRE XRE XRE

Figura 5. Representacion esquematica de elementos de respuesta a xenobioticos dentro del
promotor murino de Dp71. Las cajas indican la posiciéon de los elementos de respuesta a
xenobidticos (XRE) potenciales con respecto al sitio de inicio de la transcripcién (indicado por
una flecha). El sitio de inicio de la traduccién estd indicado por ATG. Los XRE fueron
identificados usando el programa Transfac 4.0 y el acceso No. AL645848 del GenBank
(Bermudez de Leon et al., 2006).

En andlisis previos, se demostré la inhibicién de la expresion de Dp71 a nivel de
mRNA y proteina por el efecto del xenobidtico poli-aromatico B-naftoflavona (BNF),
pero no con otros compuestos ampliamente usados en ensayos de metabolismo de
xenobidticos como dioxina 2,3,7,8-TCDD o benzo[a]pireno en una linea celular hepatica

murina (Bermudez de Leon et al., 2006) (Figura 6).

En la linea celular humana HepG2, también se demostro la represion del mRNA
de Dp71 en presencia de BNF, lo cual sugiere un mecanismo inhibitorio de la expresion
de Dp71 conservado en células hepaticas humanas y murinas (Blancas-Sénchez, 2010).
Ademads, ensayos de decaimiento del mRNA de Dp71 en células tratadas y sin tratar con
BNF demostraron que la estabilidad del transcrito no se ve afectada por la presencia del

xenobidtico (Blancas-Sanchez, 2010) (Figura 7).

Por esta razén se sugiere que el mecanismo de regulacion de la Dp71 por -

naftoflavona en células hepéticas puede estar ocurriendo a nivel de la regién promotora.
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Figura 6. Expresion de Dp71 en células Hepa-1 tratadas
con BNF y Benzo[a]Pireno. Panel A, ensayo RT-PCR que
muestra la presencia de mRNA de Dp71. Panel B, expresion
de proteina de Dp71 por medio de Western Blot. Panel C,
expresion relativa de mRNA y proteina de Dp71. CYP1Aly
Actina fueron usados como control endégeno y control de
carga, respectivamente (Bermudez de Leon et al., 2006).

120

100 [\ T
NG

60

¢ Control
Tx B-NF
40

<} \ ----- Lineal (Control)
i Lineal (Tx B-NF
0 S . (Tx B-NF)

0 =) 10 15 20

% de mRNA de Dp71 restante

Tiempo (h)

Figura 7. Efecto de BNF en la vida media del mRNA de Dp71. Se
muestra el decaimiento gradual de los niveles del mRNA en células
sin tratamiento y con tratamiento de BNF (Blancas-Sanchez, 2010).
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5. METODOS

5.1 Cultivo de la linea celular

Las células Hepa-1 (ATCC, CRL-1830), derivadas de hepatoma murino, fueron
cultivadas en medio DMEM High Glucose 1X suplementado con 10% de suero fetal
bovino, 100 UI/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). Las células fueron mantenidas, en una incubadora NuaireTM, a 37°C en

atmosfera himeda y con 5% de CO,,

5.1.1 Tratamiento con -naftoflavona

Un dia previo a los tratamientos con B-naftoflavona (BNF, Sigma-Aldrich N3633),
1X10° células Hepa-1 fueron sembradas en placas de 100 mm. La dosis utilizada de pNF
fue de 50 uM, disuelta en dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich 5879). Las células
tratadas con BNF o DMSO, como control, se incubaron por 24 h en las condiciones
arriba descritas. Posteriormente del periodo de incubacion, las células fueron colectadas

y almacenadas.

5.2 Obtencidn de extractos nucleares

Los extractos proteicos nucleares fueron obtenidos a partir de 2X10° células Hepa-
1 tratadas con BNF, DMSO 6 sin tratamiento. Las proteinas fueron extraidas de acuerdo
al protocolo descrito por Schreiber et al. (1989) con sélo la modificacién en el ndmero
inicial de células (Schreiber et al., 1989). Brevemente, las células fueron lavadas dos

veces con solucion salina amortiguadora (PBS 1X) y cosechadas mediante un raspado
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con gendarme (también llamado cell scraper) en 1 mL de PBS 1X. Posteriormente, las
células fueron centrifugadas en microcentrifuga (Eppendorf 5417R) a 5000 rpm por 5
min a 4 C°, y se desecho el sobrenadante. La pastilla celular fue resuspendida en 400 uL
del buffer de lisis frio (Apéndice A), el cual es una solucién hipoténica. La pastilla
celular resuspendida fue incubada por 15 min en hielo para favorecer la citdlisis.
Después, se adicioné 25 pL de Igepal (Sigma) al 10% y la muestra se agit en vortex
vigorosamente durante 10 s para posteriormente centrifugarla a 13,000 rpm por 30 s a 4
C°. La pastilla nuclear fue resuspendida en 50 puL de buffer de extraccion frio (Apéndice
A), el cual es una solucién hiperténica, y colocada en una plataforma de agitacion
constante a 4°C durante 30 min. Después, las muestras fueron centrifugadas a 5000 rpm
a 4°C durante 5 min para recuperar el sobrenadante, el cual es el extracto proteico
nuclear. Las proteinas fueron almacenadas en alicuotas de 20-30 pL a -70°C en

microtubos de 0.5 mL hasta su uso.

5.2.1 Cuantificacién y evaluacién de integridad de los extractos nucleares

La determinacion de la concentracion de proteinas se realizé de acuerdo al método
de Bradford (Bradford, 1976). La curva estandar fue realizada utilizando albimina sérica
bovina (BSA) (Pierce, USA) a una concentracion de 2 pg/mL y el reactivo de Bradford
al 1X (Bio-Rad). Se incluyeron ensayos s6lo con agua desionizada como blancos. Para
la realizacién de la curva estdndar se utilizaron diferentes concentraciones de BSA, las
cuales fueron de 0, 2, 4, 6, 12 y 24 ng. El ensayo se llevé a cabo por duplicado para cada
muestra en microplaca de 96 pozos, en donde se colocaron tanto 5 pl de las muestras
como la curva estdndar. Los estindares y las muestras fueron llevadas a un volumen
total de 100 pl con agua desionizada, y se afiadié 200 pl del reactivo de Bradford al 1X.
Después de una incubaciéon por 5 min, se midi6 la absorbancia a 630nm en un
espectofotometro de microvolumenes (Nanodrop 2000, Thermo Scientific). Los analisis
de regresion lineal fueron llevados a cabo por el mismo software del equipo Nanodrop®,
donde se extrapolaron los datos de las muestras a los generados por la curva, y

determinar la concentracion de proteinas nucleares en microgramos por microlitro.
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Para evaluar la integridad de los extractos nucleares obtenidos, se realizé una
electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida desnaturalizante usando una cdmara
de electroforesis vertical (Thermo Scientific). Brevemente, se preparé un gel separador
de poliacrilamida desnaturalizante al 10% que permite la separacién de las proteinas y
un gel concentrador al 4% en la parte superior para que la muestra se concentre y migre
posteriormente por el gel separador (Apéndice A). La solucién para el gel separador fue
vertida en el soporte vertical de la cdmara y posterior a su polimerizacién se agregé la
solucién para el gel concentrador. Una vez polimerizado el gel, se procedi6 a la adicion
de las muestras de los extractos totales y nucleares. Se prepararon las muestras en un
volumen 1:1 con buffer de muestra 2X (Apéndice A) y se hirvieron durante 5 minutos
antes de ser cargadas en el gel.

Las condiciones de corrimiento electroforético fueron 30mA constantes durante 3
h a temperatura ambiente con Buffer Tris-Glicina (Apéndice A). Una vez terminada la
electroforesis, el gel fue tefiido en una solucién de Metanol al 50%, Acido Acético al
10% y Azul de Coomassie G al 0.25% (Sigma-Aldrich). El gel fue incubado en
agitacion constante por una hora a temperatura ambiente. Posteriormente, el gel fue
destefiido utilizando una solucién decolorante (metanol al 50% y acido acético al 10%)
en agitacion constante hasta observar una definicién clara de las bandas

correspondientes a las proteinas.

5.3 Disefio y generacion de DNA de doble cadena

Once pares de oligonucleétidos fueron disefados a partir de la secuencia del
promotor proximal de Dp71 (Acceso GenBank No. AY321586.1), y fueron nombrados
como 1A, 2B, 3C, 4D, 5E, 6F, 7G, 8H, 91, 10J y 11K (de la regién 5°a la 3”) (Tabla I).
El andlisis de la secuencia para el disefio de las sondas fue llevado a cabo con los
software en linea AliBaba 2.1 y TESS utilizando pardmetros preestablecidos (Apéndice
B); las once sondas fueron disefiadas sobre los elementos de reconocimiento para
factores de transcripcion especificos dentro de la secuencia de -224 a +65 del promotor
de Dp71 y se consider6 una secuencia flanqueante. Los once pares de oligonucledtidos,

cuya longitud varié de 25 a 35 bases, son complementarios y fueron sintetizados por
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Sigma-Aldrich México. Los oligonucledtidos fueron cuantificados para ajustarlos a una
concentracion de 1 pg/pl. La integridad y cantidad de los oligonucleétidos se observé
en un gel de agarosa de bajo punto de fusién al 4% tefiido con bromuro de etidio (10
mg/mL), y la separacién electroforética se realiz6 en una cdmara de electroforesis

horizontal EasyCast B2 (Thermo Scientific) durante 5 min a 100V constantes.

Tabla 1

Oligonucleétidos sintéticos analogos a secuencias del promotor proximal de Dp71

Coordenadasen . .
Sonda K — Secuencia nucleotidica
F 5/ —CTTTCGATCTTTCTTTATGTCACC—37
1A -201/-178
R 3’ -GGTGACATAAAGAAAGATCGAARG-5'
F 5’ -CACCACCCACCCCCCATTTCTGTTCTGCTTTGA-3'
2B -181/-149
R 37 -TCAARAGCAGAACAGAARTGGGGGGTGCGTGGTG-5"
F 5'-AGGGCTCACTGCCCTGTCCCTGGCTAT-37
3C -147/-121
R 3’ -ATAGCCAGGGACAGGGCAGTGAGCCCT-5"
F 5’ -GGTTCCCAGGTCT TAGGTGEGGGAGGAGCCCTTC-31
4D -117/-83
R 3’ -GAAGGGCTCCTCCCCCACCTARGACCTGGGAACC-57
F 5’ -CCTTCCCAGCCCCGCCCCETCTGC 37
5E -87/-63
R 3’ -TGCAGACGGGGOGGGECTGGGARG-5'
F 5’ -CCCGTCTGCACGCAGCTCCC-37
6F -72/-53
R 3’ -GGGAGCTGCGTGCAGACGGG-5'
F 5'-CTGCACGCAGCTCCCCCTCCCTGTCCCG-3"
7G -67/-40
R 3’ -CGGGACAGGGAGGGGGAGCTGCGTGCAG-5'
F 5'-CTCCCTGTCCCGCCCGCCCGCCAGCCCT-3"
8H -51/-24
R 3’ -AGGGCTGGCGGGCGEECCGGACAGGGAG-5"
F 5'-CCAGCCCGCCAGCCAGCGGCGGCTCCTCCGCASTG-37
9l -31/+4
R 3’ -CACTGCGGAGGAGCCGCCGCTGECTGGOGGGCTGGE-5"
F 5’ —CTTTCGGCTGCGAGCOTGGECGGOGECECTTGA—3 1
10J +5/+37
R 37 -TCAAGCGCCGCOGCCCAGGCTCGCAGCCGARAG-5'
F 5’ -CTTTCGGEGAGCCCCGTGECTTGGECAR-3 '
11K +38/+65
R 3’ -TTGCCCAAGCCACGGGGECTCCCCGRAAG-5'

F: secuencias sentido (forward)
R: secuencia antisentido (reverse)
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Para la formaciéon de DNA de doble cadena, se tomaron 5 pL de cada
oligonucledtido complementario (100 ng/pL) y se resuspendieron en tubos eppendorf de
0.5 mL. Posteriormente los tubos fueron colocados en un termoblock (Accublock,
Labnet) a 94°C, el cual fue apagado inmediatamente para permitir que la temperatura
disminuyera gradualmente hasta los 25-28°C y asi favorecer la hibridacién. La adecuada
formaciéon de DNA de doble cadena fue verificada en un gel de agarosa de bajo punto de
fusién al 4% tefiido con bromuro de etidio. Como referencia, se utilizaron los
oligonucledtidos de cadena sencilla de cada diplex. Para todos los casos, el registro de
imagenes de los geles se llevo a cabo en un fotodocumentador Multi Doc It Imaging

System (UVP).
5.4 Marcaje radioactivo de DNA de doble cadena

Los procesos que involucraron el marcaje y manipulacion del isotopo radioactivo
se realizaron en las instalaciones de bioseguridad en radioactividad del Centro de
Investigaciéon Biomédica del Noreste, bajo la supervision del Personal

Ocupacionalmente Expuesto.

El marcaje radioactivo del DNA doble cadena se realiz6 utilizando el is6topo [y-
32P] ATP (TOP Institute of Isotopes, USA) siguiendo las instrucciones del proveedor de
la T4 polinucledtido cinasa (Invitrogen). Brevemente, en un microtubo de 0.2 mL se
colocaron: 1 pL de [y-""P]ATP (20uCi), 1 pL del DNA de doble cadena (100 ng/pL), 10
unidades de enzima T4 polinucledtido cinasa, 2.5 puL de buffer 10X para la enzima T4
polinucledtido cinasa y 19.5 pL. de agua libre de nucleasas (Invitrogen) para un volumen
total de 25 pL. La mezcla se incub6 a 37°C por 30 minutos, y después se inactivé la
enzima a 65°C por 10 minutos. La reaccion se llevo a cabo en un termociclador Veriti
(Applied Biosystems). Se agregaron 75 pL. de agua libre de nucleasas para un volumen

final de 100 pL.

Para evaluar la eficiencia del marcaje radioactivo, las once sondas fueron

sometidas a un corrimiento electroforético en gel de poliacrilamida nativo al 6%

18



(Apéndice A). Para la separacion se utiliz6 una cdmara de electroforesis vertical de
20x20 cm (Thermo Scientific) en buffer TBE 0.5X durante 2 h a 100V constantes.
Como indicadores de corrimiento electroforético se utilizaron los colorantes xilencianol
y azul de bromofenol. Al terminar la electroforesis, el gel se secé sobre papel filtro
(Whatman) por 45 min a 80°C en un secador de geles (Labconco) acoplado a una bomba
de vacio (Fisher LAV-3). Una vez secado, el gel fue expuesto a una placa radiogréfica
Kodak® durante 72 h a -70 °C. Las placas fueron procesadas con soluciones reveladoras
y fijadoras Kodak® GBX, y las 1imdagenes fueron capturadas wusando un

fotodocumentador.

5.5 Ensayos de retardamiento en gel de poliacrilamida nativo (EMSA)

Para los ensayos de retardamiento se utilizaron extractos nucleares de células
Hepa-1, sin tratamiento y con tratamiento de BNF o DMSO. Los ensayos de
retardamiento en gel se llevaron a cabo usando geles nativos de poliacrilamida al 6%
(Figura 8). Brevemente, se utilizé buffer de proteinas 2X (Apéndice A), cuya funcion es
servir como amortiguador en la reaccién de unidn, buffer de espermidina (Sigma-
Aldrich) y magnesio al 4 mM, poly(dI-dC)-poly(dI-dC) (Sigma-Aldrich) a 1 pg/pL,
como competidor no especifico, y 7 pg de extracto nuclear. Después de 10 min de
incubacién, se agregd 1 pl. de cada sonda de DNA marcada radioactivamente. La
interaccion DNA-proteina se llevd a cabo a 4°C durante 20 minutos (Ausubel et al.,
1994). El corrimiento electroforético se realizé en un gel de poliacrilamida nativo al 6%,
usando buffer TBE 0.5X durante 4 h aproximadamente a 100V constantes en una
camara de electroforesis vertical de 20x20 cm. Como indicadores de corrimiento
electroforético se utilizaron los colorantes xilencianol y azul de bromofenol, los cuales
flanquearon los ensayos de retardamiento.

Al finalizar la electroforesis, como se mencioné previamente, el gel se secld y se
expuso a una placa radiogréfica, la cual se revel6 y la imagen, con la sefal de los

complejos formados, fue registrada en un fotodocumentador (Figura 8).
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Ensayos de competencia:

- Buffer de proteinas 7 Seagrepa un exceso molar de

- Buffer de Espermidina /Mg?* competidor consenso, mutado y
- poly{di-dC)- poly (dI-dC) heterdlogo.
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/ Ensayos de super retardamiento:
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Figura 8. Esquema general del ensayo de retardamiento en gel de poliacrilamida o EMSA.
Para detalles ver el texto.
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5.5.1 EMSA con competidores especificos

Para los ensayos de competencia se utilizaron oligonucleétidos sintéticos de doble
cadena (Santa Cruz Biotechnology Inc.), los cuales poseen la secuencia consenso o
mutada para factores de transcripcion identificados en la secuencia del promotor de
Dp71 (Tabla II). Para la competencia con los complejos observados, los
oligonucledtidos se usaron en un exceso de 100 veces, y fueron incorporados a la mezcla
de unidén previo a la adicién de las sondas marcadas radiactivamente, como se describid
en el apartado anterior. Como controles heterélogos fueron usados oligonucleétidos con

una secuencia no relacionada a los elementos de la sonda.

Tabla 11

Oligonucleétidos competidores para ensayos de retardamiento

Competidor Secuencia nucleotidica

Ap_'] cns 57-CGC TTG ATG ACT CAG CCG GAA-3’

mut 57-CGC TTG ATG ACT TGG CCG GAA-37

AR cns 37 -GAA GTC TGG TAC AGG GTG TTC TTT TTG-37

mut 57 -GAA GTC TGC TAC AGG GTC ATC TTT TTG-37

C/EBP cns  57-TGC AGA TTG CGC BAAT CTG CR-3'

mut 537"-TGC AGA GAC TAG TCT CTG CA-3'

CTCE cns  57-GGC GGC GCC GCT AGG GGT CTC TCT-3

mut 57 -GEC GGC TAA TAG AGG GGT CTC TCT-37

E2F-1 cns  5-'ATT TAA GTT TCG CGC CCT TTC TCA A-3'

mut 5-"ATT TAA GTT TCG ATC CCT TTC TCA A-37

IRE-1 cns 5’ -GGA AGC GAA BAT GAL ATT GAC T-3'

mut 5 -GGA AGC GRG GAT GAG GTT GAC T-3'

NF-1 cns ot=ITT Toe ATT Ak GO0 AAT ATe AT A2

mut 5F-TTT TEG ATT GAA TAA AAT ATG ATA A-37

PR cns 57-GAT CCT GTA CAG GAT GTT CTA GCT ACA-37

mut 37 -GAT CCT CAA CAG GAT CAT CTA GCT ACA-37

Sp‘] cns 5 -ATT CGA TCG GEG CGE GGC GAG C-3f

mut 57-ATT CGA TCG GIT CGG GGC GAG C-37

YY1 cns ohetime Tod 0 B0 BT Tlea s 50T HeT-3

mut oreel Too €U ATT ATC Tleals o1 oET-370

cns: consenso; mut: mutado. Las secuencias subrayadas corresponden a las bases mutadas
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5.5.2 EMSA con anticuerpos especificos

Los ensayos con anticuerpos especificos o también llamados de super-
retardamiento fueron realizados utilizando 10 pg de anticuerpos especificos (Santa Cruz
Biotechnology Inc.), los cuales reconocen a factores de transcripcion especificos (Tabla
II). Los anticuerpos fueron incubados con los extractos nucleares a 4°C durante 24 h, y
después se prosiguid con la adicion de la sonda marcada de acuerdo al protocolo descrito
previamente. Como control heterélogo se utilizé un anticuerpo no relacionado con los

factores de transcripcion probables asociados a la secuencia de la sonda.

Tabla IIT

Anticuerpos especificos para ensayos de super-retardamiento

Nimero de

. * Sitio de reconocimiento Peso molecular
catalogo

Anticuerpo

Amino acidos 121-345 del extremo N-terminal de Sp1 de

Sp1 Sc-17824 origen humano, pero reconoce tambien Sp1 de origen 106 kDa.
murino.
Sp3 So-644 Péptido del extremo C-terminal de Sp3 de origen 28/100/115 kDa

humano, pero reconoce también Sp3 de origen murino.

Amino acidos 1-414 que representa el tamaho total de
YY1 Sc-1703 YY1 de origen humano, pero reconoce tambien YY1 de 60 kDa
origen murino.

CTCF Sc-15914 Péptido cercano al extremo C-terminal del factor CTCF 150 kDa

*Los anticuerpos fueron adquiridos con la compaiifa Santa Cruz Biotechnology Inc.
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6. RESULTADOS

6.1 Analisis in silico de la secuencia del promotor proximal de Dp71.

Con la intencién de identificar los probables sitios de interaccién de factores de
transcripcion involucrados en la regulacion de la expresion de Dp71, se llevo a cabo un
andlisis de la region de -224 a +65 de la secuencia correspondiente al promotor de la
Dp71 (Acceso de GenBank AY321586.1). Se utilizaron dos software en linea: AliBaba
2.1 (www.gene-regulation.com/pub/programs/alibaba2) y TESS (www.cbil.upenn.edu/
cgi-bin/tess/tess), los cuales predicen los posibles sitios de union a factores
transcripcionales descritos previamente en la literatura. Con base en los resultados
obtenidos del analisis in silico, se realiz6 una discriminacion de los elementos, donde
solo fueron considerados para el andlisis los elementos con expresion ubicua, y fueron

eliminados aquellos que no tuvieran relacion con el tejido hepatico.

Se identificaron nueve elementos potenciales de interaccion con factores de
transcripcion de la familia Sp, cuatro elementos de interaccién con la familia AP-2a, un
elemento para el factor E2F-1, un sitio de unién para el factor YY1, y un elemento XRE
(Figura 9, Apéndice). Derivado del andlisis de la secuencia del promotor proximal de la
Dp71, se disenaron 11 sondas andlogas a dicha regiéon conteniendo los elementos

anteriormente mencionados (Figura 9).
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Figura 9. Estructura del promotor proximal de Dp71. La linea continua representa la
secuencia de -224 a +65 del promotor de Dp71 de ratén. La flecha indica el sitio de inicio de la
transcripcion (+1). Los simbolos representan los sitios de reconocimiento para los factores de
transcripcién mostrados en la caja. Las sondas, de 1A a 11K (cajas grises), fueron disefiadas para
albergar los elementos probables de interaccién con el promotor de la Dp71.

6.2 Estandarizacion del ensayo de retardamiento en gel de poliacrilamida.

Con la finalidad de identificar los factores de transcripcion asociados a los
potenciales elementos en el promotor proximal de la distrofina Dp71, fue necesario
establecer las condiciones apropiadas para llevar a cabo los ensayos de interaccion
DNA-proteina, o de retardamiento, y su separacion en geles de poliacrilamida.

De acuerdo al protocolo para la obtencion de extractos nucleares descrito en la
seccion de Métodos, se obtuvieron lotes de proteinas nucleares y totales de células
hepdticas Hepa-1. Se evalu6 la integridad de las proteinas obtenidas mediante la
visualizacion en un gel de poliacrilamida desnaturalizante tefiido con azul de Coomassie,
observdndose una buena definicién de las bandas (Figura 10A). Se utilizé el perfil de
proteinas de un extracto celular total como referencia donde se observan bandas
diferenciales correspondientes a proteinas citoplasmaéticas (Figura 10A, carril Extractos
totales). La cuantificacion espectrofotométrica reveld la concentracion de los lotes de
extractos nucleares entre 0.35 y 1.5 mg de proteina por mililitro, y para definir
apropiadamente la formacién de complejos, se utilizé el lote con mayor concentracion

de proteina por mililitro.

24



A B

Extractos Extractos nucleares Extractos Extractos nucleares
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Figura 10. Integridad de extractos nucleares de células Hepa-1. Geles SDS-PAGE al 10%
tefiidos con azul de Coomassie donde se muestra la integridad de cantidades variables de los
extractos nucleares obtenidos de células Hepa-1 sin tratamiento (panel A, lotes 1 a 3), y 11.7 pg
de extractos nucleares de células tratadas con B-naftoflavona (BNF) y dimetil sulféxido (DMSO)
respectivamente (panel B). Como referencia, se muestran extractos totales obtenidos de las
mismas células (E. Totales). M.P.M: Marcador de peso molecular en kilodaltones (kDa).

Después del diseno y sintesis de oligonucledtidos con secuencias homoélogas a
elementos del promotor de la Dp71, se verific6 la cantidad e integridad de éstos usando

la separacion en geles de agarosa (Figura 11).

1A 2B 3C 4D ©G6E ©6F 7G 8H 9 10J 11K

S a5 $ a5 $ as §$ a5 S as s as s as S as § as § as s as

Figura 11. Integridad de oligonucleétidos sintéticos de cadena sencilla. Imagen de geles de
agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio. Se sefialan los nombres de cada par de
oligonucledtido (de 1A a 11K) y sus respectivas cadenas complementarias: (s) sentido y (as)
antisentido.
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Después de la cuantificacion de cada uno de ellos, se realiz6 la hibridacién de
cada cadena sentido con su respectiva cadena complementaria o antisentido, y se
observo en geles de agarosa la formacion del DNA de doble cadena o duplex (Figura
12). Estos oligonucleétidos de doble cadena fueron marcados radiactivamente con [y-
2P]ATP, y la eficiencia de marcaje fue determinada por electroforesis en gel de
poliacrilamida y su posterior exposicion en placa radiografica (Figura 13). Para todas las

sondas hubo una buena eficiencia de marcaje.

3C 4D

& &
§ S as .§ S as
Q Q

dsDNA —
ssDNA —

Figura 12. Formacion de oligonucleétidos sintéticos de doble cadena. Imagen
de gel de agarosa al 4% tefiido con bromuro de etidio. Se muestra la formacion de
DNA de doble cadena (dsDNA, diplex) para cada par de oligonucleétidos 3C y
4D. Se incluyen para su comparacién las respectivas cadenas sencillas (ssDNA)
sentido (s) y antisentido (as).
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Sonda 1A 2B 3C 4D 5E 6F 7G 8H 9l 10J 11K

Figura 13. Eficiencia de marcaje de DNA de doble cadena. Imagen radiogréfica de
las once sondas (1A-11K), las cuales fueron marcadas radiactivamente y separadas por
electroforesis un gel de poliacrilamida nativo al 6% como se describe en la seccién de
Meétodos. La flecha blanca indica las sondas de DNA de doble cadena marcadas
radiactivamente, y las flechas negras indican las sondas de cadena sencilla marcadas
radiactivamente y el exceso del isétopo [y-"P]ATP.

Con la finalidad de determinar la concentracion 6ptima de extractos nucleares para
la formacién de complejos con elementos del promotor, se llevd a cabo un ensayo de
retardamiento en gel de poliacrilamida nativo con la sonda 91, donde se utilizaron 0, 3, 6,
12 y 18 ng de extractos nucleares. Después de la electroforesis y la exposicién en placa
radiografica se observd un aumento en la formacion de complejos proporcionalmente a
la cantidad de extractos nucleares utilizados (Figura 14). Con base a lo observado, se
decidié utilizar la cantidad de 7 pg de extractos nucleares para los ensayos de

retardamiento posteriores.
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Figura 14. Titulacién de extractos nucleares. Imagen radiografica del ensayo
de retardamiento en gel de poliacrilamida nativo al 6%. Se utiliz6 la sonda 91 para
determinar la concentracién de extractos nucleares apropiados. Carril 1, sonda 91,
Carril 2 a 5, sonda 91 més 0, 3, 6, 12 y 18 pug de extractos nucleares de células
Hepa-1, respectivamente. El origen de la migracién (Ori) y la sonda libre estdn
indicados.

6.3 Identificacion de complejos especificos en el promotor proximal de Dp71.

Para determinar si los sitios de unién presentes en la region del promotor proximal
de Dp71 interactdan con las proteinas nucleares de las células Hepa-1, se llevaron a cabo
ensayos de retardamiento en geles de poliacrilamida con las sondas de DNA de doble

cadena marcadas radioactivamente, las cuales contienen a los elementos potenciales de
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union para factores de transcripcion de la familia Sp, AP2a, YY1, E2F-1 y AhR/ARNT,

éste ultimo capaz de reconocer a elementos XRE.

A 181 Sp1/Sp3 YY1 149

5’ ~CACCACCCACCCCCCATTTCTGTTCTGCTT TGA-3’
3’ -GTGGTGGGTGGGGGGTARAGACAAGACGARARACT -5
IS

AP-2
B : Sp1 AP-1 YY1 C/EBP
Competidor (100x)  — = 2B a5 00t Gns mut ons mut cns
ExtractoNuclear (7 ug) — + + + + + + + + +
Carril 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

. a3 @ | ——Ori

Sonda libre

Figura 15. Caracterizacion de complejos de la sonda 2B con extractos nucleares de células
Hepa-1. (A) Secuencia nucleotidica de la sonda 2B, homdéloga a elementos del promotor de la
Dp71, donde se sefialan los elementos de reconocimiento para los factores de transcripcién
Spl1/Sp3, AP-2 y YY1. Las coordenadas respecto al sitio de inicio de la transcripcién estin
indicadas con la numeracién en la parte superior. (B) Se realizé el ensayo de retardamiento en
gel de poliacrilamida usando la sonda 2B marcada radiactivamente con [y-""P]JATP y 7 pg de
extractos nucleares extraidos de células Hepa-1 (carril 2) y como referencia se utilizo la sonda
sin extractos (carril 1). Para la caracterizaciéon de los complejos formados (C1 a C5) se
adicionaron oligonucleétidos competidores en exceso de 100 veces conteniendo la misma
secuencia de la sonda 2B sin marca radiactiva (carril 3), las secuencias consenso y mutadas para
los factores Spl (carriles 4 y 5), AP-1 (carriles 6 y 7), YY1 (carriles 8 y 9) y C/EBP como
competidor heterélogo (carril 10). El origen de la migracién (Ori) y la sonda libre estdn
indicados.
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El ensayo de retardamiento de la sonda 2B (Figura 15A) con los extractos
nucleares mostré la formacién de complejos DNA-proteina que se visualizan como
bandas definidas (Figura 15B, carril 2). Para conocer la naturaleza de los complejos, se
realiz6 un ensayo de competencia con la misma secuencia de la sonda 2B sin marca
radiactiva, en un exceso de 100 veces, y se observé un desplazamiento de los complejos
previamente formados (Figura 15B, carril 3), y de esta manera se defini6 la especificidad
de cinco complejos principales (C1-C5). Para identificar a los posibles factores dentro de
estos complejos se realizaron competencias con elementos potenciales. El complejo C1
fue desplazado por el uso del competidor conteniendo el elemento consenso de unién
para la proteina YY1 (Figura 15B, carril 8). El uso del competidor con el elemento
mutado para la misma proteina YY1 no mostr6 cambios (Figura 15B, carril 9). No se
observé competencia con elementos consenso y mutados para los factores Spl y AP-1
(Figura 15B, carriles 4 a 7) ni con el elemento C/EBP consenso, el cual se utiliz6 como

un competidor heterélogo (Figura 15B, carril 10).

Para identificar si el factor YY1 estd interactuando con la secuencia de la sonda 2B, se
realizé un ensayo de super-retardamiento con un anticuerpo para YY1 (Figura 16),
donde se observé una inhibicion en la formacion del complejo C1 (Figura 16, carril 3).
El uso de un anticuerpo heter6logo o no relacionado, el cual reconoce a la proteina
CTCF, no mostr¢ alteracion en la formacion del complejo observado (Figura 16, carril
4). Estos resultados demuestran la interaccion in vitro del factor YY1 en la region -181 a

-149 del promotor de la distrofina Dp71 en células hepaticas.

30



~ &
Anticuerpo (5 pg) — — i\ C/)\
& &
Extracto Nuclear (7 pg) _ + + +
Carril 1 2 3 4

—Ori

Figura 16. Identificacion de los factores de transcripcion asociados
a la sonda 2B. Se realiz6 un ensayo de super-retardamiento en gel de
poliacrilamida usando la sonda 2B marcada radiactivamente con [y-
PJATP y 7 pg de extractos nucleares extraidos de células Hepa-1
(carril 2), y como referencia se utiliz6 la sonda sin extractos (carril 1).
Para la identificacién de los factores asociados se utilizaron anticuerpos
especificos para YY1 (carril 3) y CTCF (carril 4). El origen de la
migracién (Ori) estd indicado.
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El ensayo de retardamiento de la sonda 5E (Figura 17A) con los extractos
nucleares de las células Hepa-1 mostré la formacién de complejos DNA-proteina que se
visualizan como bandas definidas (Figura 17B, carril 2). Para conocer la naturaleza de
los complejos, se realizé un ensayo de competencia con la misma secuencia de la sonda
SE sin marca radiactiva, en un exceso de 100 veces, y se observd un desplazamiento de
los complejos previamente formados, de manera particular, de los complejos C2 a C6
(Figura 17B, carril 3). Para identificar a los posibles factores que contribuyen a la
formacién de estos complejos se realizaron competencias con elementos potenciales de
unién para Spl y AP-1. Los complejos C3, C4 y C5 fueron desplazados por el uso del
competidor conteniendo el elemento consenso de unién para la proteina Spl (Figura
17B, carril 4). El uso del competidor con el elemento mutado para la misma proteina
Spl no mostr6 cambios (Figura 17B, carril 5). No se observé competencia con
elementos consenso y mutados para los factores AP-1 (Figura 17B, carriles 6 y 7) ni con
el elemento C/EBP consenso, el cual se utiliz6 como un competidor heterélogo (Figura

17B, carril 10).

Para identificar si el factor Spl y/o Sp3, los cuales reconocen la misma secuencia,
estdn interactuando con la secuencia de la sonda SE se realiz6 un ensayo de super-
retardamiento con anticuerpos para Spl y Sp3. Cuando se adicioné el anticuerpo anti-
Spl se observo la aparicion de una nueva banda (Figura 18, carril 3), indicativo de la
presencia del factor Spl en el complejo previamente observado. Por otro lado, cuando se
adicioné el anticuerpo que reconoce al factor Sp3 se observé una inhibicién en la
formacioén del complejo previamente observado (Figura 18, carril 4), también indicativo
de la presencia del factor Sp3. El uso de un anticuerpo no relacionado o heter6logo, el
cual reconoce a la proteina CTCF, no mostré alteracion alguna en la formacion de los
complejos (Figura 18, carril 5). Estos resultados demuestran la interaccidn in vitro de los
factores Spl y Sp3 en la regién -87 a -63 del promotor de la distrofina Dp71 en células

hepéticas.
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Figura 17. Caracterizacion de complejos de la sonda SE con extractos nucleares de
células Hepa-1. (A) Secuencia nucleotidica de la sonda 5E, homdloga a elementos del
promotor de la Dp71, donde se sefialan los elementos de reconocimiento para los factores
de transcripcién Spl/Sp3 y AP-2. Las coordenadas respecto al sitio de inicio de la
transcripcion estdn indicadas con la numeracién en la parte superior. (B) Se realizé el
ensayo de retardamiento en gel de poliacrilamida usando la sonda S5E marcada
radiactivamente con [y-""P]JATP y 7 pg de extractos nucleares extraidos de células Hepa-1
(carril 2) y como referencia se utiliz6 la sonda sin extractos (carril 1). Para Ia
caracterizacién de los complejos formados (C1 a C6) se adicionaron oligonucledtidos
competidores en exceso de 100 veces conteniendo la misma secuencia de la sonda SE sin
marca radiactiva (carril 3), las secuencias consenso y mutadas para los factores Spl
(carriles 4 y 5), AP-1 (carriles 6 y 7), y C/EBP como competidor heter6logo (carril 8). El
origen de la migracién (Ori) y la sonda libre est4n indicados.
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Figura 18. Identificacion de los factores de transcripcion asociados a
la sonda SE. Se realiz6 un ensayo de super-retardamiento en gel de
poliacrilamida usando la sonda 5E marcada radiactivamente con [y-
*PJATP y 7 pg de extractos nucleares extraidos de células Hepa-1 (carril
2) y como referencia se utilizé la sonda sin extractos (carril 1). Para la
identificacién de los factores asociados se utilizaron anticuerpos
especificos para Spl (carril 3), Sp3 (carril 4) y CTCF (carril 5). El origen
de la migracién (Ori) estd indicado. La flecha abierta sefiala la formacion
del complejo DNA-factor Spl-anticuerpo Spl.
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El ensayo de retardamiento de la sonda 3C (Figura 19A) con los extractos
nucleares de las células Hepa-1 mostré la formacién de un complejo DNA-proteina no
bien definido (Figura 19B, carril 2). Para conocer la naturaleza de los complejos, se
realiz6 un ensayo de competencia con la misma secuencia de la sonda 3C sin marca
radiactiva, en un exceso de 100 veces, y no se observé un desplazamiento de los
complejos previamente formados (Figura 19B, carril 3). Tampoco se observo
competencia en ensayos con elementos consenso y mutados para el factor Spl (Figura
19B, carriles 4 y 5) ni con el elemento C/EBP consenso, el cual se utiliz6 como un

competidor heter6logo (Figura 19B, carril 6).

Ensayos de retardamiento con las sondas 1A, 4D, 7G, 8H, 91, 10J y 11K
mostraron patrones similares a los observados para la sonda 3C (resultados no
mostrados), lo que significa que no hay formacién especifica de complejos con extractos

nucleares de las células hepdticas.

35



A 147 Sp1/Sp3 -121

57 -AGGGCTCACTGCCCTGTCCCTGGCTAT-3"
37 -TCCCGAGTGACGGGACAGGGACCGATA-5"

B PR
Competidor (100<)  — - 3C =i "R

Extracto Nuclear (7 pg) - + + + + 4
Carril 1 2 3 4 5 6
—Ori

} Sonda libre

Figura 19. Caracterizacion de complejos de la sonda 3C con extractos nucleares
de células Hepa-1. (A) Secuencia nucleotidica de la sonda 3C, homéloga a
elementos del promotor de la Dp71, donde se sefialan los elementos de
reconocimiento para los factores de transcripcion Sp1/Sp3. Las coordenadas respecto
al sitio de inicio de la transcripcién estdn indicadas con la numeracién en la parte
superior. (B) Se realizé el ensayo de retardamiento en gel de poliacrilamida usando
la sonda 3C marcada radiactivamente con [y-"P]JATP y 7 ug de extractos nucleares
extraidos de células Hepa-1 (carril 2) y como referencia se utilizé la sonda sin
extractos (carril 1). Para la caracterizacién del complejo formado se adicionaron
oligonucledtidos competidores en exceso de 100 veces conteniendo la misma
secuencia de la sonda 2B sin marca radiactiva (carril 3), las secuencias consenso y
mutadas para los factores Spl (carriles 4 y 5) y PR como competidor heterélogo
(carril 6). El origen de la migracién (Ori) y la sonda libre estan indicados.
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6.4 Efecto de la BNF sobre la formacion de complejos transcripcionales en el

promotor de la Dp71.

Previamente se ha reportado una disminucién en los niveles de mRNA y proteina
de la Dp71 por efecto de BNF en células hepaticas (Bermudez de Leon et al., 2006). Con
la finalidad de evaluar si la formacién de complejos observados con las sondas 2B y SE
son modificados por efecto de BNF, se procedio a cultivar a las células Hepa-1 en
presencia de éste xenobiotico [50 uM] por 24 h. Como control se utilizaron células
cultivadas con dimetil sulfoxido (DMSO), el cual es el vehiculo de la BNF, por el mismo
periodo de tiempo. Se obtuvieron los extractos nucleares de las células hepdticas, los
cuales mostraron la integridad apropiada en un gel de poliacrilamida desnaturalizante
tefildo con azul de Coomassie (Figura 10B). La concentracion de proteina de los
extractos nucleares para células tratados con BNF y DMSO fue de 1.21 y 1.17 mg de

proteina por mililitro, respectivamente.

El ensayo de retardamiento de la sonda 2B con extractos nucleares de células
hepaticas tratadas con DMSO (Figura 20, carril 2) no mostré cambios con respecto al
retardamiento con los extractos nucleares de células sin tratamiento (Figura 20, carril 4).
Sin embargo, cuando se utilizaron los extractos nucleares de las células expuestas a BNF
se observo una disminucion en la formacion del complejo C1 (Figura 20, carril 3). Por
otro lado, el ensayo de retardamiento de la sonda SE con extractos nucleares de células
hepaticas tratadas con DMSO (Figura 21, carril 2) no mostré cambios con respecto al
ensayo de retardamiento con extractos nucleares de células sin tratamiento (Figura 21,
carril 4). De la misma manera que la sonda 2B, cuando se utilizaron los extractos
nucleares de las células expuestas a BNF se observd una disminucion en la formacion de
todos los complejos (Figura 21, carril 3). Estos resultados demuestran una disminucién
en la unién de los factores Spl, Sp3 y YY1 en la secuencia del promotor de la Dp71 por

efecto de la BNF.
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Tratamiento — DMSO BNF —
Extracto Nuclear (7 pg) = + + +
Carril 1 2 3 4

—Ori

Sonda libre

Figura 20. Caracterizacion de complejos de la sonda 2B con extractos nucleares de
células Hepa-1 tratados con el xenobiético B-naftoflavona. Se realizé el ensayo de
retardamiento en gel de poliacrilamida usando la sonda 2B marcada radiactivamente
con [y-"P]ATP y 7 pg de extractos nucleares extraidos de células Hepa-1 sin tratar
(carril 4) y tratadas por 24 h con B-naftoflavona (BNF, carril 3) o con dimetil sulféxido
(DMSO, carril 2) como control. Se utilizé la sonda sin extractos (carril 1) como
referencia. El origen de la migracién (Ori) y la sonda libre estan indicados.
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Figura 21. Caracterizacion de complejos de la sonda 5E con extractos nucleares
de células Hepa-1 tratados con el xenobidtico B-naftoflavona. Se realizo6 el ensayo
de retardamiento en gel de poliacrilamida usando la sonda SE marcada
radiactivamente con [y-"P]JATP y 7 pg de extractos nucleares extraidos de células
Hepa-1 sin tratar (carril 4) y tratadas por 24 h con B-naftoflavona (BNF, carril 3) o con
dimetil sulféxido (DMSO, carril 2) como control. Se utilizé la sonda sin extractos
(carril 1) como referencia. El origen de la migracién (Ori) estd indicado.
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Previamente se ha sugerido la participacion de los elementos de respuesta a
xenobiodticos (XRE) en la regulacion de distrofina Dp71 por efecto de PNF (Bermudez
de Leon et al., 2006), entonces para determinar la participacion de uno de estos
elementos localizado en la regién de -65 a -60 del promotor de la Dp71, se realizé un
ensayo de retardamiento de la sonda 6F (Figura 22A) con los extractos nucleares de las
células Hepa-1. Se observé la formacion de un complejo DNA-proteina no bien definido
(Figura 22B, carril 2). Para conocer la naturaleza de este complejo, se realiz6 un ensayo
de competencia con la misma secuencia de la sonda 6F sin marca radiactiva, en un
exceso de 100 veces, y no se observé un desplazamiento del complejo previamente
formado (Figura 22B, carril 3). Tampoco se observé un desplazamiento del mencionado
complejo cuando se realizaron los ensayos de competencia para los elementos consenso
y mutado de union para Spl (Figura 22B, carril 4), ni con el elemento C/EBP consenso,
el cual se utiliz6 como un competidor heterélogo (Figura 22B, carril 6). Estos resultados
sugieren que no existe formacion especifica de complejos en la regién de -72 a -53 del
promotor de la Dp71, el cual contiene a un elemento XRE, con extractos nucleares de

células hepdticas.

Para evaluar si el efecto de la BNF también altera la formacién de complejos con
las sondas 1A, 4D, 6F, 7G, 8H, 91, 10J y 11K, se realizaron ensayos de retardamiento
con cada una de ellas. En la Figura 23 se muestra el ensayo correspondiente a la sonda
91 y los extractos nucleares de células expuestas a DMSO o BNF. No se observaron
cambios en la formacién de los complejos cuando se usaron extractos nucleares de
células tratadas con DMSO y BNF con respecto a las extractos nucleares de células sin
tratamiento (Figura 23, carriles 2 y 3 versus carril 4). Estos resultados sugieren que el
efecto observado de la BNF sobre la disminucion de asociacion de los factores YY1, Spl

y Sp3 es especifico.
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Figura 22. Caracterizacion de complejos de la sonda 6F con extractos nucleares de
células Hepa-1. (A) Secuencia nucleotidica de la sonda 6F, homdloga a elementos del
promotor de la Dp71, donde se sefialan los elementos de reconocimiento para los factores
de transcripciéon Spl/Sp3 y el elemento de respuesta a xenobidticos (XRE). Las
coordenadas respecto al sitio de inicio de la transcripcién estdn indicadas con la numeracién
en la parte superior. (B) Se realiz6 el ensayo de retardamiento en gel de poliacrilamida
usando la sonda 6F marcada radiactivamente con [y-""P]JATP y 7 pg de extractos nucleares
extraidos de células Hepa-1 (carril 2) y como referencia se utiliz6 la sonda sin extractos
(carril 1). Para la caracterizacién del complejo formado se adicionaron oligonucledtidos
competidores en exceso de 100 veces conteniendo la misma secuencia de la sonda 6F sin
marca radiactiva (carril 3), las secuencias consenso y mutadas para los factores Sp1 (carriles
4y 5)y C/EBP como competidor heterélogo (carril 6). El origen de la migracién (Ori) y la
sonda libre estdn indicados.
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Figura 23. Caracterizacion de complejos de la sonda 91 con extractos
nucleares de células Hepa-1 tratados con el xenobiético B-naftoflavona. Se
realizé el ensayo de retardamiento en gel de poliacrilamida usando la sonda 91
marcada radiactivamente con [y-""P]JATP y 7 ug de extractos nucleares extraidos de
células Hepa-1 sin tratar (carril 4) y tratadas por 24 h con B-naftoflavona (BNF,
carril 3) o con dimetil sulféxido (DMSO, carril 2) como control. Se utilizé la sonda
sin extractos (carril 1) como referencia. El origen de la migracién (Ori) y la sonda
libre estan indicados.
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7. DISCUSION

El conocimiento del mecanismo de regulacién en la expresion de genes y de los
factores involucrados es de suma importancia cuando se pretende definir la funcién de
una proteina en un tejido especifico. Por esta razon, el objetivo del presente trabajo fue
identificar los elementos y factores relacionados con la actividad transcripcional de la
distrofina Dp71 en células hepaticas, y el efecto del xenobidtico B-naftoflavona en la
formacion de los complejos transcripcionales. La regulacion de la expresion de Dp71 ha
mostrado diferencias evidentes dependiendo del tejido estudiado; por ejemplo, la
expresion de Dp71 se reduce durante la diferenciacion muscular, contrario a lo
observado en la diferenciacién neuronal donde la expresion de esta misma proteina se ve
incrementada sustancialmente (de Leon et al., 2005; Morales-Lazaro et al., 2010). De
Leon et al. (2005) caracterizaron la regién del promotor basal de Dp71, la cual demostr6é
ser suficiente para activar al gen en el estado no diferenciado. En este trabajo se analiz6
la misma regién proximal para identificar los elementos que participan en la regulacién

de Dp71 en el sistema hepatico.

Andlisis in silico de la secuencia del promotor proximal de Dp71 revel6 un sitio de
reconocimiento para el factor transcripcional YY1 (también denominado Yin Yang 1, J,
NF-E1, UCRBP 6 CF1). El factor YY1 es una proteina de 414 aminodcidos y un peso
aproximado de 44 kDa (Aikawa, 2007) que reconoce la secuencia core CCAT y ACAT
(Yant et al., 1995). Como factor transcripcional de la familia tipo Kriippel (Kriippel-
like), los cuales poseen un dominio de unién al DNA consistente de tres dedos de zinc,
YY1 es multifuncional y con presencia ubicua; su funcién se ha relacionado con
mecanismos moleculares que influyen en la estabilidad y funcién celular normal como
control transcripcional de genes, remodelamiento de la cromatina, reparacion del DNA y

tumorigénesis (Gordon et al., 2006). Ademas, se ha reportado su participacién en
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procesos bioldgicos incluyendo el control del ciclo celular, embriogénesis, infeccién
viral, apoptosis, oncogénesis, entre otros (Deng et al., 2010). YY1 fue el primer factor
transcripcional conocido que se autoregula a través de sitios de unién al DNA en
genomas de mamiferos y se ha estimado que participa en el control transcripcional de

aproximadamente el 10% de genes (Kim et al., 2009).

En este trabajo, los ensayos de super-retardamiento en gel de poliacrilamida para
la regién promotora de Dp71 mostraron la ausencia de una banda correspondiente al
complejo con el factor YY1 y el DNA marcado, lo cual indica un reconocimiento
especifico del anticuerpo anti-YY1 sobre el factor impidiendo la unién de éste a su sitio.
Este tipo de efecto ya ha sido reportado por Yokoyama et al. (2010) en donde YY1 es
“secuestrado” por su respectivo anticuerpo anti-YY1 y como resultado se observa la
ausencia de la banda (Yokoyama et al., 2010). Kawada et al. (2005) también reportaron
la transactivacion del promotor del gen ATP2C1 (que codifica para una ATPasa
dependiente de Ca™) por los factores Spl y YY1 (Kawada et al., 2005). La ausencia del

complejo por el efecto del anticuerpo anti-YY1 fue similar al observado en este trabajo.

Dependiendo del contexto celular, los mecanismos de accién de YY1 incluyen la
activacion o represion directa, activacion o represion indirecta via reclutamiento de co-
factores, o activacion o represion por disrupcién en los sitios de unién o por cambios
conformacionales de DNA (Meier and Groner, 1994; Hehlgans and Strominger, 1995;
Ye et al., 1996; Li et al., 2004; Xi et al., 2007; Yu et al., 2010; Romeo et al., 2011).
Aunque no existen reportes previos acerca de la participacion de este factor con la
expresion de Dp71, Galvagni et al. (1998) report6 la participacion de YY1 como un
regulador negativo en la expresion de la distrofina de 427 kDa en células musculares no

diferenciadas (Galvagni et al., 1998).
Los ensayos funcionales del promotor proximal de Dp71 en los sistemas muscular

y neuronal (de Leon et al., 2005; Morales-Lazaro et al., 2010) reportaron una actividad

residual cuando se llevé a cabo la mutagénesis dirigida a los elementos de
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reconocimiento para los factores de la familia Sp; una posible causa de ésta actividad

podria ser la participacion de YY1 en los sistemas celulares mencionados.

Andlisis previos de la regién minima promotora de Dp71 revelaron que no posee
caja TATA o CAAT, pero contiene islas CpG que son sitios potenciales de metilacién
y/o unién de factores de la familia de transcripcién Sp (Lederfein et al., 1993; de Leon et
al., 2005). Los ensayos de retardamiento en este trabajo demostraron la interaccion
especifica de los factores transcripcionales Spl y Sp3 con el promotor proximal de Dp71
en células hepdticas. Estos datos son concordantes con los observados por de Leon et al.
(2005) y Morales-Lazaro et al. (2010) acerca de la interaccién de Spl y Sp3 en el
promotor de la Dp71 en células musculares y neuronales, respectivamente.

Los factores de transcripcion Spl y Sp3 tienen una expresion ubicua, y se han
relacionado con los mecanismos de regulacién de cientos de genes que poseen 0 no caja
TATA y controlan diversos procesos celulares como crecimiento celular, diferenciacion,
apoptosis, angiogénesis, de respuesta inmune, entre otros (Guo et al., 2008; Tan and
Khachigian, 2009). Al igual que el factor YY1, se ha reportado también que Spl y Sp3
participan en mecanismos moleculares de regulacion del ciclo celular, remodelacion de

la cromatina y proteccidn de islas libre de metilacidn, entre otros (Li et al., 2004).

Spl es un factor transcripcional nuclear de 785 aminodcidos y con un peso
molecular de 100 a 110 kDa, (Tan and Khachigian, 2009); mientras que Sp3 estd
compuesta de 781 aminoécidos y posee un peso molecular aproximado de 115 kDa (Li
et al., 2004). Ambas proteinas comparten el mismo sitio de reconocimiento por cajas GC
lo que les permite la transactivacion de genes regulados por estos elementos. (Jeckel et
al., 2009; Wu et al., 2010). Estos factores de la familia Sp, al igual que YY1, pertenecen
a la familia de factores de transcripcion de tipo Kriipple que contienen un dominio de
unién al DNA de tres dedos de zinc altamente conservado, propiedad que les otorga
versatilidad en su participacion en diferentes mecanismos moleculares (Philipsen and

Suske, 1999).
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La regulacion de la actividad transcripcional de Spl y Sp3 estd sujeta a diferentes
variables, incluyendo los niveles relativos de proteina, el nivel y el estado de
modificacién de las proteinas que interactian con Spl y Sp3 formando complejos, y las
modificaciones post-traduccionales que afectan o promueven la actividad de unién y por

ende activando o reprimiendo la expresion de genes (Li et al., 2004).

Como se habia reportado previamente, dentro de la regién promotora de la Dp71
existen cuatro elementos consenso de respuesta a xenobidticos (Bermudez de Leon et
al., 2006), uno de los cuales se localiza en la posicion -60/-65 del promotor proximal.
Bermudez de Leon et al. (2006) y Blancas-Sanchez (2011) reportaron la inhibicién de la
expresion de Dp71 por efecto de B-naftoflavona en células hepaticas murinas y humanas,
respectivamente. Estos datos sugieren una regulacion negativa en la expresion de Dp71
por efecto de P-naftoflavona que se conserva entre especies, y cuyo mecanismo
permanece adn desconocido. Fujisawa-Sehara et al. (1988) han reportado la
participacion de los elementos XRE en procesos de activacion transcripcional (Fujisawa-
Sehara et al., 1988). Con el objetivo de identificar la participacion de los elementos XRE
en la regulacién transcripcional de Dp71 en células hepdticas, se utiliz la secuencia
correspondiente a este elemento para realizar ensayos de interaccién in vitro. Los
resultados no mostraron formacion de complejos especificos, lo que sugiere la ausencia
de reconocimiento del receptor a hidrocarburos arilo por efecto de la -naftoflavona.

Sin embargo, los complejos formados por los factores de transcripcién YY1, Spl y
Sp3 se redujeron en los ensayos de interaccidn in vitro usando extractos nucleares de
células tratadas con B-naftoflavona. Con base en estos resultados surgen dos hipétesis
del mecanismo de B-naftoflavona sobre los factores de transcripcion mencionados. El
primero sugiere la induccién de modificaciones post-traduccionales de los factores
transcripcionales por efecto de B-naftoflavona o sus metabolitos, que reducen la afinidad
por sus elementos en el promotor de Dp71 y disminuyen la expresion. Los factores YY1,
Spl y Sp3 estan sujetos a modificaciones post-traduccionales como la acetilacion,
glicosilacion, fosforilacion, ubiquitinacidn, entre otras, y dichas modificaciones afectan
su actividad de unién a los sitios blanco (Tan and Khachigian, 2009; Jokela et al., 2011).

La segunda hipdtesis sugiere que B-naftoflavona y/o sus metabolitos alteran la expresion
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de los factores transcripcionales ocasionando bajos niveles de proteinas y por
consecuencia la disminucion de la interaccion de éstos a sus sitios de unién dentro del
promotor de la Dp71. Es necesario llevar a cabo ensayos adicionales para elucidar éstos

mecanismos.
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8. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

8.1 Conclusiones

Se identificaron elementos potenciales en la secuencia del promotor proximal de Dp71.

Los factores YY1 y Sp1/Sp3 interaccionan in vitro con las secuencias ubicadas de -181
a -149 y de -87 a 63- respectivamente, del promotor proximal de Dp71 en células

hepdticas.

El tratamiento con B-naftoflavona reduce la interaccién in vitro de los factores YY1,

Spl y Sp3 con elementos del promotor proximal de Dp71 en células hepaticas.

8.2 Recomendaciones

Realizar anélisis funcionales con la sobreexpresion de los factores Spl, Sp3y YY1

Realizar andlisis funcionales del promotor con mutagénesis dirigida a los elementos de

interaccion con los factores de transcripcion Spl, Sp3y YY1.

Realizar ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina para confirmar la interaccion in

vivo de los factores Spl, Sp3y YY1.

Realizar andlisis funcionales de la actividad del promotor con ensayos de inhibicién de

los factores Sp1, Sp3y YYI.

Determinar la cantidad y/o modificaciones post-traduccionales de los factores de

transcripcion Spl, Sp3 y YY1 en células hepdticas tratadas con -naftoflavona.
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APENDICES
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APENDICE A

Buffer y soluciones
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1. Buffers para la extraccion de proteinas nucleares

Buffer de lisis

10 mM HEPES pH 7.9
10 mM KCl1

0.1 mM EDTA pH 8.0
0.1 mM EGTA pH 8.0
1 mM DTT

0.5 mM PMSF

Buffer de extraccion
20 mM HEPES pH 7.9
0.4 mM NaCl

1 mM EDTA pH 8.0

1 mM EGTA pH 8.0

1 mM DTT

1 mM PMSF

Buffer de Muestra 2X

24 mM HEPES pH7.8

20% Glicerol

1 mM EDTA pH 8.0

8 mM Cloruro de Magnesio
120 mM Cloruro de Potasio
1 ul DTT IM

2. Buffer y soluciones para los gel de poliacrilamida desnaturalizante al 12%

Gel separador de poliacrilamida al 10% (10 mL)

4.680 mL de Agua destilada

3.300 mL de Acrilamida mix al 30% (acrilamida:bis-acrilamida 29:1)
1.250 mL de Tris-HCI 3.0 M pH 8.8

100 pL de SDS al 10%

666 uL de Persulfato de amonio al 1.5%

4 ul de TEMED

Gel concentrador de poliacrilamida al 4% (3 mL.)

1.62 mL de Agua destilada

400 pL de Acrilamida mix al 30% (acrilamida:bis-acrilamida 29:1)
750 pL de Tris-HC1 5.0 M pH 6.8

30 uL de SDS al 10%

200 uL de Persulfato de amonio al 1.5%

3 ul de TEMED
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Buffer Tris-Glicina pH 8.3
0.25 M de Tris-HCl

0.192 M Glicina

0.1% SDS

3. Buffer y soluciones para los Ensayos de retardamiento en gel de poliacrilamida

Buffer de proteinas 2X

24 mM HEPES pH 7.8
20% de glicerol

1 mM EDTA pH 8.0

8 mM Cloruro de Magnesio
120 mM Cloruro de Potasio

Buffer de Espermidina/Magnesio
4 mM Cloruro de Magnesio
4 mM espermidina

Buffer TBE10X

45 mM Tris Base

45 mM Acido Borico
1 mM EDTA

Gel de poliacrilamida en condiciones nativas al 6% (50mL)

10 mL de poliacrilamida al 30% (acrilamida:bis-acrilamida 29:1)
2.5 mL de buffer TBE 10X

37.5 mL de agua destilada

80 uL. de TEMED (grado ultrapuro)

250 uL de Persulfato de Amonio al 10 %
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APENDICE B

Analisis in silico de la secuencia del promotor proximal de Dp71 (-224 a +65) usando
los software Alibaba 2.1 y TESS
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Resultados AliBaba 2.1

seq ( 0.. 59) gttcttgggtctagcttcaactcctttcgatctttectttatgtcaccacccaccececccat
Segments:

4.6.1.0 30 39 ====SRY===

2.3.1.0 48 61

3.5.3.0 59 68

seq ( 60.. 119) ttctgttctgctttgaaagggctcactgccctgtececctggectatccaggttcccaggtece
Segments:

2.3.1.0 48 61

3.5.3.0 59 68

2.1.1.1 61 70 ==GR alpha

2.3.1.0 84 96

2.2.2.0 112 121

4.3.2.0 113 122

seq( 120.. 179)

Segments:

2.2.2.0 112 121

4.3.2.0 113 122

9.9.717 124 133

2.3.1.0 124 136

2.3.1.0 144 155 =====3§pl====

2.3.2.1 145 154

2.3.2.3 145 154

9.9.270 145 154

2.3.1.0 162 176

2.3.2.1 167 176

2.3.1.0 168 179

2.3.1.0 178 192

seq( 180.. 239)

Segments:

2.3.1.0 178 192

2.3.1.0 186 195

2.3.1.0 193 202

9.9.539 198 207 ==

3.5.1.2 206 215 ===Adf-1==

2.3.1.0 213 222

9.9.539 233 242 ====NF-
2.3.1.0 239 253 =
seq( 240.. 299)

Segments:

9.9.539 233 242

2.3.1.0 239 253

2.3.1.0 245 255 pl

1.6.1.0 246 255 =AP-2alph=

1.6.1.0 266 275 =AP-2alph=

1.1.5.2 271 280 ===TAF-1==

2.3.1.0 271 280 =

2.3.1.0 277 286 Spl===
1.1.3.0 281 290 =C/EBPalp=
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Resultados TESS.

00001 gttcttgggt ctagcttcaa ctcctttcga tctttcttta tgtcaccacc 00050
(7.3801) HSF1 M00029
=== ===(7.8406) RC2 100329

(8.00) Dof2,Dof3,MNBla, PBF R08443,R08440,R08441,R08442

= 8.00) Dof2,Dof3,MNBla, PBF R08443,R08441,R08442,R08440
=(7.8210) HSTF M00028
8.00) Dof2,Dof3,MNBla, PBF R08441,R08442,R08440,R08443
8.5507) IHF 100375
(9.5098) Cad 100232
=(10.2467) NF-S 100202
8.00) AP-1 R00368
(7.6530) CAC-binding 100019
(10.00) CAC-binding protein R04295
++-(10.00) CACCC-binding factor,gammaCACl, gammaCAC2

R00559,R00559,R01474
-(14.00) PuF R02239

(10.6684) CAC-binding protein Q00018

(12.00) Spl R08207

-(10.00) AP-2,AP-2alpha,AP-2alphaA, AP-2alphaB

R02121,R02121,R02121,R02121,R02121,R02121

=--:(7.6530) CAC-binding I00019
00051 caccccccat ttctgttctg ctttgaaagg gctcactgcc ctgtccctgg 00100

(10.00) CACCC-binding factor,gammaCACl,gammaCAC2 R00559,R00559,R01474

=(14.00) PuF R02239
(10.6684) CAC-binding protein Q00018
12.00) spl R08207
=(10.00) AP-2,AP-2alpha,AP-2alphaA,AP-2alphaB R02121,R02121,R02121,R02121,R02121,R02121
7.6530) CAC-binding 100019
(8.00) GAL4 R00496
(10.00) YY1 R02133
(14.00) HiNF-A R00686
(10.00) YY1 R0O0603
7.8210) HSTF M00028
9.5098) LVa 100193
(14.00) GR R01659
(8.00) LEF-1,TCF-1(P),TCF-1,TCF-1A,TCF-1B,TCF-1C, TCF-1E, TCF-1F, TCF-1G, TCF-2alpha
R02248,R02248,R02248,R02248,R02248,R02248,R02248,R02248,R02248,R02248,R02248
12.00) Lva RO1135
(12.00) GR alpha,GR beta,PR A,PR R00973,R00973,R00973,R00973
(12.00) AR,GR,PR A,PR B R01101,R01120,R01122,R01122,R01312,R01550
(10.7194) GR Q00076
(10.8302) GR/PR 100104
(9.8141) PR 100288
(7.3801) HSF1 M00029
== =(16.00) TCF-4 R08647
8.00) LEF-1,TCF-1(P),TCF-1,TCF-1B,TCF-1C,TCF-1E,TCF-1F,TCF-1G, TCF-2alpha
R02248,R02248,R02248,R02248,R02248,R02248,R02248,R02248,R02248,R02248
(14.00) TCF-3 R08594
(14.00) SRY,TCF-1A R04297,R04297
=(8.00) Dof2,Dof3,MNBla,PBF R08440,R08441,R08442,R08443
(12.00) TFIID R02749
(8.00) Dof2,Dof3,MNBla,PBF R08440,R08441,R08442,R08443
=(11.00) EcR R03328
=(12.00) spl R0O1540
(10.00) ER-alpha,LF-Al,Spl R01171,R04883,R04883
10.00) NF-E R00558
(12.00) GR R03539
(7.5231) LBP-1 100191
©+-(8.00) NF-1 R01681
ctatccaggt tcccaggtcce ttaggtgggg gaggagccct tcccagccce 00150
--=(8.00) NF-1 R01681

=(12.00) GATA-1 R08167
(10.00) NF-E R00554
=(10.1357) ABF-2 100389
8.00) NF-1 R0O1681
(7.5231) LBP-1 100191
(11.6548) H-APF-1 I00175
(13.00) C/EBPbeta R02170
(10.2467) IL-6.RE-BP 100218
7.5231) LBP-1 I00191
=(7.9248) HATF2 100180
(10.00) H4TF-2 R00681
(12.00) deltaEFl R08520
12.00) spl R08207
(14.00) CAC-binding protein R04290
(7.6530) CAC-binding 100019
(9.7926) MIGL 100321
(8.00) GAL4 R00496
==(10.00) GAL4 R00492
= 12.00) c-Ets-2 R04343
(10.2467) IL-6.RE-BP 100218
(11.6548) H-APF-1 I00175
(13.00) C/EBPbeta R02170
(12.00) spl

00101

R02245,R02245,R02245,R02245,R02245,R02245,R02245,R02245

==(10.00) AP-2,AP-2alpha,AP-2alphaA,AP-2alphaB

R02121,R02121,R02121,R02121,R02121,R02121

©++(14.00) GCF R02644
©++(11.1281) GCF 100152
(10.00) T-Ag R0O1372
+++(20.00) TBP,TFIID R0O1764,R01764
©++(16.9098) sSpl 100032
(8.00) GAL4 R00496
+++(12.00) ER-alpha R04883
©++(8.1888) Spl 100295
+++(12.00) CP1,ETF R01375,R03039
00151 gccecegtetg cacgcagcte cccctecectg tceccgeccge ccgecagece 00200
B (14.00) GCF R02644
©++==(11.1281) GCF 100152
B (20.00) TBP,TFIID R01764,R01764
(16.9098) spl 100032
12.00) ER-alpha R04883
8.1888) Spl 100295
(12.00) CP1,ETF R01375,R03039
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Resultados TESS (Continuacién).

10.00) T-Ag R0O1372

8.00) GAL4 R00496

=(11.00) SIF R02244,R02244
(10.6822) SIF 100214

11.00) MTF-1 R02204
(10.00) spl RO1021
=(12.00) MBF-I R02198

14.00) AP-2,AP-2alpha,AP-2alphaA,AP-2alphaB R05065,R05065,R05065,R05065,R05065,R05065
(8.00) GAL4 R00496

=(12.00) Yi R03154

(14.00) spl R02029

10.00) CTCF RO2137

(14.00) MAZ R0O2306

10.00) NF-E R00558

(12.00) GR R03539

(16.00) E2F-1 R04353

(12.00) ER-alpha,Spl R01172,R04883
(12.00) CP1,ETF,Spl R01375,R01545,R03039
=(14.00) spl RO1021

(8.1888) Spl 100295

(12.00) spl R00017,R00447

16.00) Spl R0O0150

8.1888) spl 100295

(12.00) ER-alpha,Spl R01172,R04883
8.00) NF-1 R01681

--+(12.00) ER-alpha,Spl R01172,R04883
00201 gccagccage ggcggctect ccgcagtget ttcggectgeg agecctgggeg 00250

(12.00) ER-alpha,Spl R01172,R04883

(8.00) NF-1 R01681

(8.00) NF-1 R01681

(6.4952) T-Ag Q00168

=(10.00) GCF R02159

6.4952) T-Ag 000168

=(10.00) GAL4 R00492

=(8.00) Dof2,Dof3,MNBla,PBF R08440,R08441,R08442,R08443

(8.00) RAF R00256
=== =(8.00) E2F+pl07 R08845

10.00) GAL4 R00495

(7.5231) LBP-1 100191

(10.00) T-Ag R01372

-(8.1888) Spl 100295

-(12.00) Spl R00017,R00447

-(12.00) CP1,ETF,Spl R01375,R01381,R01545,R01704,R03039

-(6.4952) T-Ag 000168

+(10.00) GCF R02159

-(18.00) WT1 -KTS,WT1 I -KTS R04866,R04866

00251 gcggcgettg actttcgggg agccccgtgg cttgggcaa 00289
-+ +=(8.1888) spl 100295
+++=(12.00) Spl R00017,R00447
(12.00) CP1,ETF,Spl R01375,R01381,R01545,R01704,R03039
(6.4952) T-Ag Q00168
(10.00) GCF R0O2159
(18.00) WT1 -KTS,WT1l I -KTS R04866,R04866
=(6.4952) T-Ag Q00168
(11.1281) GCF 100152
(18.00) T11l R04959
8.00) AP-1 R00368
(12.00) GCN4 R00831
(8.00) Dof2,Dof3,MNBla, PBF R08440,R08441,R08442,R08443
(8.00) RAF R00256
(8.00) GAL4 R00496
==(10.00) T-Ag R01372
= 8.00) GAL4 R00496
=(8.00) NF-1 R01681
(10.00) AP-2,AP-2alpha,AP-2alphaA,AP-2alphaB

(10.00) T-Ag R0O1372
ER-alpha,LF-Al,Spl R0O1171,R04883,R04883
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