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Como se ha descrito anteriormente, el Factor de Silenciamiento
Transcripcional RE1 (REST) o Factor de Silenciamiento Neuro-Restrictivo
(NRSF), ejerce su actividad represora sobre un robusto conjunto de genes
especificos de neuronas en diversos linajes celulares. Recientemente, un
numero importante de genes especificos de neuronas se han descrito en las
células pancreaticas, lo que ha fortalecido la asociacion entre los tejidos
pancreaticos y neuronales y hace hincapié en que estos tejidos comparten
factores de transcripcion en comun. Se ha demostrado que REST reprime
genes de origen pancreatico, como en el caso de los genes Islet-brain 1
(IB-1), paired-box 4 (PAX4) y neurogenina 3 (NGN-3). PDX-1 es un factor de
transcripcion del gen de insulina, expresado principalmente en las células-
pancreaticas. Trabajos recientes han demostrado una relacion notable entre
el promotor de pdx-1 y dos de los cofactores reguladores reclutados por
REST, la histona deacetilasa 1 (HDAC1) y el correpresor mSin3A.
Inicialmente realizamos el analisis bioinformatico de un fragmento de 6700
pb que incluye la regiones upstream y codificante de pdx-1, encontrando
cinco importantes motifs putativos RE1 dentro de esa region (RE1-like 1-5),
dos de los cuales RE1-2 y RE1-4 mostraron gran afinidad por REST en
ensayos de movilidad electroforética (EMSA), competencia, super-
retardamiento e inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP). En este trabajo
hemos examinado si existe una interaccion significativa entre REST y la
region upstream y codificante del gen pdx-1 en la linea celular inmortalizada
Hela, estos datos nos sugieren que REST es capaz de unirse a sitios RE1
en el gen pdx-1 en células HelLa y podria estar regulando de manera

negativa la transcripcidon de este gen.



As previously described, the RE1 Silencing Transcription Factor (REST) or
(neuron-restrictive silencer factor, NRSF) exerts its repressor activity over a
robust set of neuron-specific genes in diverse cell lineages. Recently, a
relevant number of neuron-specific genes have been described in pancreatic
cells, which has strengthened the association between pancreatic and
neuronal tissues and emphasizes that these tissues share common
transcription factors. REST has been shown to repress genes of pancreatic
origin, such as in the case of the genes Islet-brain 1 (IB-1), paired box gene 4
(PAX4) and neurogenin 3 (NGN-3). PDX-1 is a transcription factor of insulin
gen, mainly expressed in pancreatic B-cells. Recent work has shown a
noteworthy relationship between pdx-1 promoter and two of the regulatory
cofactors recruited by REST, histone deacetylase 1 (HDAC1) and the
corepressor mSin3A. Firstly we perform a bioinformatic analysis of a fragment
of 6700 bp to includes the upstream and coding regions of pdx-71, and found
five important putative RE1 motifs within that region (RE1-like 1-5), two of
which RE1-2 and RE1-4 showed great affinity for REST in electrophoretic
mobility shift assay (EMSA), competency, super-shift and chromatin
immunoprecipitation (ChlP). In the recent work we examined if a significant
interaction exists between REST and the upstream and coding region of the
gen pdx-1in the immortalized cell line HelLa, these data suggest that REST is
able to bind at sites RE1 in the pdx-7 gen in HelLa cells, and could

downregulate the transcription of this gen.
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Introduccién

Mecanismos moleculares implicados en el desarrollo de Diabetes

mellitus tipo 2

La diabetes mellitus tipo 2 es una enfermedad creciente en incidencia y
frecuencia, con un aumento progresivo en las tasas de morbi-mortalidad,
tanto en sociedades desarrolladas como en vias de desarrollo. El
padecimiento constituye un grupo de trastornos metabdlicos que tiende hacia
la cronicidad y es caracterizado por un elemento comun, la hiperglucemia,
que contribuye al desarrollo de complicaciones microvasculares,

macrovasculares y neuropaticas.

La OMS ha relacionado el aumento progresivo de la prevalencia de la
diabetes con el crecimiento y envejecimiento de la poblacién, el incremento
de la obesidad, habitos errébneos de la alimentacion y modos de
vida sedentarios, asi como la DM2 asociada a la obesidad en nifos. El
problema que representa a nivel individual y de salud publica es de enormes

proporciones.

De acuerdo a lo que representa esta enfermedad, se han implementado
medidas preventivas, de diagndstico precoz y tratamiento temprano como
vinculos oportunos entre el paciente y el control de la misma. En
concordancia con los estatutos clinicos de prevencién y tratamiento, se han
estado realizando durante la ultima década, algunos esfuerzos en materia de
investigacién cientifica, en aras de encontrar los elementos y caracteristicas
que definan la enfermedad en su forma mas integral. Asi, se ha estudiado
sobre la etiologia, fisiopatologia y genética de la diabetes mellitus, llegando
al descubrimiento de algunos genes candidato que predisponen a la
enfermedad, y al estudio de numerosas moléculas implicadas en su

patogenia. A la par, se ha planteado incluso sobre el origen y regeneracion
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del tejido pancreatico, abriendo el conocimiento sobre una gamma de
interacciones moleculares que estan implicadas directamente sobre la
fisiologia del pancreas y, en concreto, sobre la funcionalidad de las células-
de los islotes de Langerhans. Respecto a esto, se han evaluado los
componentes bioldgicos que integran la via de sefalizacion de la insulina, el
mecanismo de regulacion del funcionamiento de las células beta y la

homeostasis de la glucosa.

La diabetes tipo 2 (DM2) se caracteriza por la disfuncion pancreatica de las
células-B y la resistencia a la insulina. En primer lugar, el comer en exceso y
la obesidad conducen al desarrollo de la resistencia a la insulina, y esto
provoca que las células-3 normales secreten una mayor cantidad de insulina
para compensar el aumento de resistencia a la insulina. A continuacion, los
adipocitos secretan mas acidos grasos libres (AGL) y diversas citocinas
inflamatorias, lo que deteriora gradualmente la funcién de las células-B, lo
que finalmente conduce a la aparicion de la diabetes. Este proceso se
conoce como "lipotoxicidad de células-p" en este estado se induce el estrés
oxidativo, lo que conduce a la reduccion de la secrecién de insulina (1-5).
Ademas, la causa primaria de la diabetes tipo 2 no es necesariamente
debido a la agravacion de la resistencia a la insulina inducida por comer en
exceso o la obesidad. Se ha pensado recientemente que la diabetes tipo 2 es
fundamentalmente una enfermedad poligénica que implica una insuficiencia

primaria de las células-f3 (6).

Hace poco un nuevo concepto fue propuesto sobre la historia natural de la
insuficiencia de las células-B; se plantea que la pérdida de la masa de
células-3 es debido a una desdiferenciacién de células-3, mas no debido a la
muerte de células-B. De hecho, los experimentos de linaje trazados muestran
que pB-células indiferenciadas se convierten en células progenitoras y

posteriormente adoptan como destino las células-a. Estos resultados



muestran que el proceso de desdiferenciacion de células-3 juega un papel

crucial en la historia natural de la insuficiencia de las células-§ (7).

Otro factor importante involucrado en la diabetes es el estrés oxidativo, el
cual se le ha encontrado implicado en el deterioro de funcién de las células-
B. Se demostré que cuando derivados de lineas celulares de células-B o
aislados de islotes de rata fueron expuestos a estrés oxidativo, se suprime
tanto la actividad del promotor del gen de insulina, como la expresion del
MRNA. La reduccion de actividades de unién al DNA y/o de expresion de
PDX-1 y MAFA por la exposicion cronica a la alta glucosa puede impedirse
mediante un tratamiento antioxidante. Estos resultados sugieren que la
hiperglucemia cronica suprime la biosintesis y secrecion de insulina por el
estrés oxidativo aumentando, acompafiado de una reduccién de expresion
y/o actividades de union al DNA de dos importantes factores de transcripcion
de pancreas PDX- 1 y MAFA (8).

En conclusion en DM2 hay una reduccion sustancial en la expresion y/o
actividad de varios factores de transcripcion del gen de insulina. Este
proceso se conoce como toxicidad de la glucosa de las células-B, que se
observa a menudo en condiciones diabéticas, sin embargo los mecanismos

moleculares precisos no han sido bien elucidados (9).
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Los defectos genéticos de la célula- pancreatica

Varias formas de diabetes estan asociadas con defectos monogenéticos en
funcion de las células-B. Estas formas de diabetes se caracterizan
frecuentemente por la apariciéon de hiperglucemia en una edad temprana
(generalmente antes de la edad 25 afos). Estas formas se conocen como
diabetes tipo MODY vy se caracterizan por la secrecion de insulina
deteriorada con defectos minimos en la accion de la insulina. Estas formas
se heredan con un patron autosdmico dominante. Anomalias en seis loci
genéticos en diferentes cromosomas se han identificado hasta la fecha. La
forma mas comun se asocia con mutaciones en el cromosoma 12 en un
factor de transcripcion hepatico al cual se hace referencia como el factor
nuclear de hepatocitos HNF-1a. Una segunda forma se asocia con
mutaciones en el gen de la glucocinasa en el cromosoma 7p y resulta en una
molécula de glucocinasa defectuosa. La glucocinasa convierte la glucosa en
glucosa-6-fosfato, el metabolismo el cual, a su vez, estimula la secrecion de
insulina por parte la células-B. Por lo tanto, la glucocinasa sirve como el
"sensor de glucosa" para las células-B. Debido a defectos en el gen de la
glucocinasa, el aumento de los niveles plasmaticos de glucosa es necesario
para obtener los niveles normales de secrecion de insulina. Las formas
menos comunes son el resultado de mutaciones en otros factores de
transcripcion, incluyendo HNF-4a, HNF-1B, el factor promotor de insulina
(PDX-1), y NeuroD1 (10).

Tejido pancreatico y su similitud con el tejido neuronal

El tejido pancreatico es un ensamble complejo de células que se ha
estudiado ampliamente y muchos de sus factores de transcripcion se han
caracterizado y se han relacionado con procesos especificos para el
desarrollo y mantenimiento del tejido. A menudo, las células pancreaticas,
particularmente las células-f3, se han contrastado contra las células de origen
neural, tanto en el genotipo como en funcién (11) (12). Con frecuencia se ha
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sugerido que hay programas de desarrollo ancestrales en comun que pueden

regir la diferenciacion de las células de los islotes y las neuronas (13).

Varios factores de transcripcién que son esenciales para la diferenciacion de
células-p también estan involucrados en el programa de desarrollo neuronal.
Por ejemplo, la expresion de Beta2/Neuro D es necesaria para la
diferenciacion terminal de todos los tipos de células endocrinas similares las
requeridas para la diferenciacién de las neuronas en el cerebro. También
existen similitudes entre los islotes y las células neuronales en el nivel de la
fisiologia, como en su excitabilidad eléctrica y funciones de vesiculas

secretoras (14).

Se ha informado que mecanismos de silenciamiento equivalentes controlan
un grupo de genes especificos de neuronas que existen tanto en las células-
B pancreaticas como en células neuronales (11) . Aunque varios tejidos
poseen numerosos factores de transcripcidon en comun durante el desarrollo,
el pancreas y el sistema nervioso se someten a multiples procesos biolégicos
que implican la accion de factores de transcripcion comunes que activan o
reprimen genes que definen el tejido, tal es el caso de algunas moléculas
como el glutamato que modula una amplia gama de procesos en el cerebro y
también actua como un mensajero intracelular en la regulacion de la
secrecion de insulina de las células-B (15), Beta2/NeuroD que es esencial
para la diferenciacion de las dendritas de células granulares (16) y ha
demostrado inducir la diferenciacién y la proliferacion de las células
pancreaticas (17) , y el péptido similar a glucagéon-1 (GLP-1) que promueve la

supervivencia celular en las células-§ y las neuronas (18).



REST/NRSF y la represién transcripcional de genes pancreaticos

REST/NRSF (RE1 Silencing Transcription Factor) es un factor de
transcripcion bien estudiado, caracterizado como un miembro de la familia
Gli-Kruppel de proteinas que poseen dominios dedos de zinc de unién a
DNA. Su principal actividad se ha definido como un represor de los genes
neuronales en células no neurales con la capacidad de unirse a sus genes
blanco a través de un elemento de 21 pb llamado elemento RE1 (19) (20)
(21). A su vez REST recluta multiples cofactores incluyendo HDAC-1, HDAC-
2 y mSin3A , asi como el cofactor COREST para reprimir la transcripcion de
genes blanco (22) (23) (24). Como se describe en numerosos informes,
REST silencia un gran numero de genes en las células neuronales y no
neuronales (19) (25) (21) (26) (27). El elemento RE1 en el DNA al cual se
une REST ha sido identificado en muchos genes que son marcadores

especificos para células del linaje neuronal y neuroendocrino.

TasLE I
Putative NRSE motifs in pancreas-specific transcription-factor genes
Gene Species Sequence Location
Consensus TTCAGCACCACGEACAGNgaC
Pdxl Human GE--=-C--gm=====T-t-- Coding
Mouse GGR--TC-To------T-£--
Rat G@A--TC--g------T-t--
Hamster GGA--TC--c-=-----T-t--
Neurogenin3 Human C--G-A-T-g-----T----- Intron
NewroDy/Beta2 Human -R-@-T----t-------£-- Coding
Pig -A-G@------E-----—-E--
Mouse “A-@------t-m-m-oaf--
Rat T T
Chicken “B-G------f-----o-he-
Xenopus -ALG-T----t-------L--
Zebrafish -A-G-T--A-L-------t-T
Hesi Human -Ce--G----a---G--a-gT 5S'UTR
Mouse -C---G-=---a---G--a-gT
Rat -C---G----a---G--a-gT
Human -G--PG---ca-AT--AT--- Coding
Mouse -G--TG---ca-AT--A----
Rat -G=--TG---Cca-AT--A----
P8 Mouse --GGE----ca------- t-- Promoter
Paxd Mouse ----------t--G----a-A Promoter
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Al realizarse una busqueda bioinformatica dirigida a genes que pudieran
tener elementos RE1 se encontré que algunos de estos genes que podrian
estar siendo regulados por REST son de origen pancreatico y juegan un
papel importante en la homeostasis de las células productoras de insulina.
(14).

Posteriormente se comprobd efectivamente que algunos genes pancreaticos
como los genes IB1 (28), PAX 4 (14) y Connexina 36 (CX36) son regulados
negativamente por REST (29).

Importancia del factor de transcripcion del gen de insulina PDX-1

PDX-1 es un factor de transcripcion expresado principalmente en las células
progenitoras en el pancreas primitivo, asi como en células que se acercan a
una etapa adulta, en esta etapa PDX-1 disminuye, pero vuelve a aparecer
mas adelante casi exclusivamente en las células-p (30). Este factor juega un
papel importante en el desarrollo del pancreas y se considera que es crucial
para la funcién de la célula-f madura (31) (32) (33). Muchos estudios han
informado de que actua a nivel de la transcripcion en la regulacion de genes
especificos de células-B numerosa como la insulina, la glucocinasa, IAPP y
GLUT-2 (34) (35).

La Actividad de PDX1 es fundamental para la regulacién de un numero de
genes glucoreguladores dentro de las células-, incluyendo la insulina (16),
el polipéptido amiloide de los islotes pancreaticos (IAPP) (17)(18),el
transportador de glucosa tipo 2 (GLUT2) (19)], y glucocinasa (20). Las
mutaciones en este factor de transcripcion critico predisponen al desarrollo
de la diabetes tipo 2, con una rara ocurrencia natural de mutacion, el
desplazamiento del marco de lectura resulta en agenesia de pancreas (21), y
la forma heterocigotica asociada con el desarrollo de la diabetes tipo MODY
(22).
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Se ha encontrado que el gen pdx-1 contienen varios sitios de regulacion
dentro de un area delimitada circunscrita a 4.5 kb upstream del promotor
(36), y tres pequefas secuencias designadas como PH1, PH2 PH3 y que
estan altamente conservadas en los genes humanos y de roedores que se
han mostrado indispensables para conducir a la expresion de PDX-1 (37).
Esta regién ha demostrado ser suficiente para el desarrollo y la expresién
apropiada y especifica de los islotes, ademas de encontrarse conservada
filogenéticamente en los mamiferos (36). Esta region contiene ademas sitios
de unién para factores de transcripcion especificos de pancreas, como
Foxa2, Ptf1a, HNF1a, AFP, HNF6, Pax6, SP1, SP3 y para el mismo PDX-1
(38) (39)(40). USF-1 también se ha descrito como un fuerte activador del
promotor de PDX-1 (41).

Un trabajo publicado muestra la implicacién de PDX-1 en el desarrollo de
pancreas, incluyendo los resultados de la condicion fetal de retraso del
crecimiento intrauterino del pancreas (42). Bajo esta condiciébn se ha

encontrado una asociacioén significativa del promotor de pdx-7 con la histona
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deacetilasa 1 (HDAC1) y el correpresor mSin3A, es importante sefialar que
ambos cofactores son reclutados por REST para la represion transcripcional.
Esta interaccion también mostré la pérdida de USF-1 de unidn en el promotor

proximal de pdx-1 (43).

Regién promotora de pdx-1y su control transcripcional

Los eventos que regulan la expresion del gen pdx-7 aun se siguen
delineando. Un analisis de pdx-71 utilizando construcciones de gen reportero
en ratones transgénicos ha indicado que un fragmento de 6.5 kb del gen pdx-
1 de rata (23) y un fragmento que cubre la region -4.5 a 8.2 kb (24) del gen
pdx-1 de raton contiene todos los elementos regulatorios necesarios para la
transcripcion directa. Un analisis de una secuencia potenciadora situada
entre -6200 y -5670 pb , que es esencial para la regulacion especifica de
tejido del gen pdx-1 en rata, ha indicado que los factores de transcripcion
HNF-3B (25) y NeuroD/B2 (26) inducen la expresiéon del gen pdx-1 en células
de los islotes. Esta region también se ve influida por los glucocorticoides, que
reducen la expresién del gen pdx-1 al interferir con la actividad de HNF-3[3
(27). La expresion del gen pdx-1 de rata también depende de un elemento

caja-E proximal al que se une el factor de transcripcion ubicuo USF-1.

El objetivo de este estudio es saber si REST se une a sitios especificos
ubicados en las regiones regulatoria y codificante de pdx-1. Resultados
previos de nuestro grupo de investigacibn muestran la expresion de
NRSF/REST vy varias de sus isoformas en diversas lineas celulares, incluidas
la linea celular de insulinoma de rata RINmSF y la linea celular HeLa de
células inmortalizadas de cancer cervicouterino (Torres C., tesis de maestria
2004).

Debido a que REST es un represor transcripcional de genes neuronales en
células no neuronales, elegimos como modelo de estudio la linea celular
Hela para realizar nuestros ensayos, al ser una linea celular no neuronal,

13



mostrar una gran expresion de este represor en los ensayos de Western Blot
y adicionalmente por ser una linea celular no productora de insulina en la
cual REST pudiera estar unido a sitios RE1 de pdx-1 y estar reprimiendo su

transcripcion.
Matinspector: Busqueda de sitios de union a factores de transcripciéon

Matlnspector de Genomatix es una herramienta de software que utiliza una
amplia biblioteca de descripciones de matriz para buscar en secuencias de
DNA sitios candidatos de union a factores de transcripcion. Esta herramienta
asigna una calificacion de calidad para sitios candidatos vy por lo tanto

permite un filtrado y la seleccidn de dichos sitios.

Esta herramienta la emplearemos para buscar sitios RE1-like dentro de la
region regulatoria (-4.5 kb) y codificante de pdx-1, seleccionando para
nuestros ensayos solo aquellas secuencias que tengan un valor de score alto
(Matrix sim.) y que conserven la mayoria de las bases importantes para la
union a REST.

Check ranscription factor

Maitrix sim. Sequence
Detailed Family Information Detailed Matrix Information
AF4 and related proteins Activator protein 4 0.954 coccccAGCTgotetct
Iyohlast determining factors !'.'lﬁff%?mc regulatory factor MyoD 0.930 agagagCAGCtoggacg
et = - - Paraxis (TCF15), member of the Twist
I.‘;g‘f&;‘giifﬁ]f'gcﬂlilaw B bHLA subfamily of Class B bHLH factors, 0.870 cagagAGCAgctoogocogct
S = forms heterodimers with E12
Iyoblast determining factors Transcription factor E2a (E12/E47) 0.997 ccgooccCAGCigetcte

El analisis con Matlnspector nos proporciona ademas informacion detallada
acerca de la matriz contra la que se compara, la similitud con la matriz, la
secuencia sefalando las bases importantes para la unién al factor de
transcripcion, su posicién, sentido, etc. En la regién de regulacién
transcripcional del gen que codifica para el receptor a canal de sodio

dependiente de voltaje tipo Il se encuentra un sitio RE1 (RE1-NavCh), el cual
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se ha comprobado es un sitio al cual se une REST y regula de manera
negativa su transcripcion (44). Dicho sitio lo emplearemos como un control
positivo para compararlo en contra de nuestros sitios problemas tanto en los
ensayos de retardamiento como en el ensayo de la inmunoprecipitacion de

cromatina (ChlP).
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Justificacion

Debido a que la region regulatoria y codificante del gen pdx-1 puede
contener elementos RE1-like, es probable que REST regule la transcripciéon
de este gen y de esta manera estar participando indirectamente en la

regulacion de la expresion de la insulina.

Hipotesis
La region regulatoria y codificante de pdx-1 posee elementos RE1-like a los

cuales REST podria unirse y de esta manera regular la transcripcion del gen.



Objetivo general

Determinar si REST es capaz de interaccionar con elementos RE1-like del

gen pdx-1.

Objetivos Particulares

1. Realizar el analisis bioinformatico para determinar posibles elementos

RE1-like dentro de la regidn regulatoria y codificante del gen pdx-1.

2. Evaluar la unién especifica in vitro de REST a los elementos RE1-like,

dentro de la region regulatoria y codificante del gen pdx-1.



Estrategia Experimental

Objetivo particular 1

Busgueda bicinformatica de
elementos RE1-like
mediante la herramienta
Matlnspector de Genomatix

Seleccionar aquellos
elementos de mayor score
¥ gue conserven la mayoria

de las bases importantes
para la union a REST

Objetivo particular 2

EMSA

Extraccion de proteinas nucleares en células Hela

Disefio y sintesks de oligonucledtidos NavCH RE1, RE1-fike y heterdlogo,

Hibeidacion de obgos con sonda fluorescents

Ensayo de retardamiento, compelencias y super-
refardamiento
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MATERIAL Y METODOS

Cultivo Celular y Extraccion de Proteina Nuclear

Se cultivaron células HelLa entre 12 y 16 horas después de un pasaje celular,
hasta que alcanzaron una confluencia del 80% aproximadamente. Se les
retiré el medio, se lavaron dos veces con 3 mL de PBS 1X y se descarté el
sobrenadante. Posteriormente con un scrapper se procedié a cosechar las
células. Se colocaron 1x107 células en un tubo eppendorf de 1.5 mL,
posteriormente se lavd la muestra dos veces con PBS 1X y se descarté el
sobrenadante. A la pastilla resultante se le adicionaron 400 uL de Buffer A,
se resuspendié 15 veces por pipeteo y se incubd la muestra por 10 min en
hielo, a continuacion se agregaron 25 uL de NP40 10% a la muestra y se
mezclé 30 s en vortex. La muestra se centrifugd a 14 000 rpm por un minuto
a 4 °C y se descart6 el sobrenadante. Nota: este sobrenadante puede servir
como extracto de proteinas citoplasmaticas, por lo tanto, se puede recuperar,
pasar a un tubo eppendorf nuevo y mantener en hielo hasta su uso. Se le
agregaron 80 ul de Buffer B a la pastilla y se resuspendié por pipeteo,
posteriormente se incubd la muestra por 90 min en el cuarto frio (4°C) en
agitacion vigorosa con vortex. Finalmente se centrifugd a 12 000 rpm por 5
min a 4 °C y se recupero el sobrenadante en tubo eppendorf de 1.5 mL

nuevo.

Ensayo de retardamiento

Los ensayos de retardamiento se llevaron a cabo siguiendo los protocolos
descritos en (45) con las siguientes modificaciones para su optimizacion en
extractos de proteina nuclear obtenidos de células HelLa. El Buffer de union
utilizado se describe en el anexo B. Se agregaron 4 uL de buffer de union a
un tubo eppendorf de 1.5 mL por cada sonda de muestra (en total para cada
sonda fueron 10 muestras). Se afiadieron 2 uL de extracto de proteina

nuclear (a diferentes concentraciones) para cada tubo de muestra y se
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incubaron las muestras por 15 min a temperatura ambiente. A continuacién
se agregaron 2 uL de cada una de las sondas (0.1 uM) tanto el control
positivo (NavCh RE1), asi como las cinco sondas problema (RE1-1, RE1-2,
RE1-3, RE1-4, RE1-5) para cada uno de los tubos de muestra, se
resuspendio por pipeteo y se incubaron las muestras por 1 h a temperatura
ambiente. Al final de la reaccidn se afiadieron a cada tubo de muestra 2 uL
de ficoll 3.5% se resuspendié por pipeteo la mezcla, se cargaron las
muestras en un gel de acrilamida-bisacrilamida al 8% (previamente pre-
corrido 10 min a 100 Volts), y se corrié por 1 h'y 20 min a 100 Volts en buffer
TBE 0.5x.

Ensayos de competencias

Se agregaron 4 uL de buffer de unién para ensayos de competencia (ver
anexo B) a cada tubo de muestra (en total para cada sonda se utilizaron 4
tubos). Posteriormente se anadieron 2 uL de extracto de proteina nuclear (3
ug/uL) a los tubos de muestra 2, 3, 4 y se incubaron las muestras por 15 min
a temperatura ambiente. Se agregaron 2 uL del oligonucléotido heterdlogo
AP1 (1.5 uM) para el tubo 2 y 2 uL del oligonucléotido especifico RE1-NavCh
(1.5 uM) para el tubo 3, asi como 4 y 2 uL de PBS (1x) al tubo 1 y 2
respectivamente y se dejaron incubando los tubos por 1 h a temperatura
ambiente. A continuacién se agregaron 2 uL de cada una de las sondas (0.1
uM) tanto el control positivo (RE1-NavCh), asi como las cinco sondas
problema (RE1-1, RE1-2, RE1-3, RE1-4, RE1-5) para cada uno de los tubos
de muestra y se incubaron por 1 h a temperatura ambiente. Finalmente se
afiadieron a cada tubo de muestra 2 uL de ficoll 3.5% se resuspendieron por
pipeteo y se cargaron las muestras en un gel de acrilamida-bisacrilamida al
8% (previamente pre-corrido 10 minutos a 100 Volts), y se corrid por 1 hora'y
30 minutos a 100 Volts en TBE 0.5x.
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Ensayos de super-retardamiento

Se agregaron 2 uL de buffer de union para super-retardamiento a cada tubo
de muestra (en total para cada sonda se utilizaron 3 tubos), posteriormente
se afiadieron 2 uL de extracto de proteina nuclear (3 ug/uL) para los tubos 2
y 3 y se incubaron las muestras por 15 min a temperatura ambiente. A
continuacion se adicionaron 12.5 uL del anticuerpo especifico NRSF /H-190
(0.2 ug/uL) al tubo 2, 1 uL del anticuerpo inespecifico anti-Hemaglutinina (2.5
ug/uL) al tubo 3, se ajustan los volumenes de los otros dos tubos a 16.5 uL
utilizando PBS (1x) y se dejaron incubar por 2 h a temperatura ambiente.
Finalmente se agregan 2 uL de cada una de las sondas (0.1 uM) tanto el
control positivo (RE1-NavCh), asi como las cinco sondas problema (RE1-1,
RE1-2, RE1-3, RE1-4, RE1-5) para cada uno de 3 tubos de muestra por
ensayo y se incubaron por 2 h a temperatura ambiente. Finalizada la
incubacion se adicioné a cada tubo de muestra 1 uL de ficoll al 5% se
resuspendieron por pipeteo y se cargaron las muestras en un gel de
acrilamida-bisacrilamida al 8% (previamente pre-corrido 10 minutos a 100
Volts), y se corrio por 2 h y 30 minutos a 100 Volts en TBE 0.25x, realizando

un cambio de buffer a la hora y 15 minutos de corrida.

Diseno, sintesis e hibridacion sondas fluorescentes LUEGO

Se disefiaron y mandaron sintetizar con (SIGMA ALDRICH, México) las
secuencias a emplearse en los ensayos de retardamiento. Un control
positivo RE1-NavCh de union a REST comprobada y los sitios RE1
problema (resaltados en amarillo), los cuales complementan con 6 bases
hacia la regiéon 5 y 9 bases a la region 3’ pertenecientes a la secuencia
original en el oligo sentido. En el oligo antisentido se tiene la secuencia
complementaria al oligo sentido, ademas de la secuencia complementaria a
la secuencia LUEGO (resaltada en rojo) para poder hibridar cada par de
oligos a su vez con la secuencia luego formando una sonda prueba que
contiene los 3 oligos unidos.
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LUEGO | 5-GTGCCCTGGTCTGG-3'

F-RE1-1 | 5-ACAGGAGCTAGATCCACGGGGAAGTACAACACACGT-3'

' R-RE1-1 | 3 NCEEEREEAEAEE TG TCCTCGATCTAGGTGCCCCTTCATGTTGTGTGCA-5
F-RE1-2 | 5-ATCCATGGAATACCCCCGGCGATCCCCTCCTCCTCT-3’

'R-RE1-2 | 3 NCEEEAEEAEAEE TAGGTACCTTATGGGGGCCGCTAGGGGAGGAGGAGA-5'
F-RE1-3 | 5-ACAGAGATTAGGTGCCCGGGCCCCACGGCCTTTCAT -3’

' R-RE1-3 | 3- [ DCEEERSEAEAEE G TCTCTAATCCACGGGCCCGGGGTGCCGGAAAGTA-5
F-RE1-4 | 5-ACTTGTTTCTGCACCACTACCACCTCCTCCGTAGGT-3’

' R-RE1-4 | 3 BNCEEEAEEAEAEE TGAACAAAGACGTGGTGATGGTGGAGGAGGCATCCA-5’
F-RE1-5 | 5-ATCAAGTTCAACATGACAGCCAGCTCCACCCGGCGT-3’

R-RE1-5 | 3-CACGGGACCAGACCTAGTTCAAGTTGTACTGTCGGTCGAGGTGGGCCGCA-5'
F-NaV1.2 | 5- ATGGTTCTCAGCACCATGGACAGCGTTACTGCAATT-3'

' R-Nav1.2 | 3 BACCEEAEEAEAEE TACCAAGAGTCGTGGTACCTGTCGCAATGACGTTAA-5

La hibridacion de los oligonucleétidos se llevé a cabo en el termociclador

OneStep (Applied Biosystems) con las siguientes condiciones:

Paso Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacidn 95 2 min -
70 - 520
Hibridacion
10.1 °C/5 min
18 ) -

Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlIP) modificado del protocolo
HIGHCELL CHIP KIT MANUAL de DIAGENODE.

Se cultivaron células HelLa entre 12 y 16 horas después de un pasaje celular,
hasta que alcanzaron una confluencia del 80% aproximadamente. Se les
retiro el medio, se lavaron dos veces con 3 mL de PBS 1X y se descart6 el
sobrenadante. A continuacién se utilizé un scrapper para cosechar dichas
células. Se colocaron 5x10°® células tubos eppendorf de 1.5 mL (por cada

ChIP se colocaron 2 tubos distintos con los cuales se realizara la

inmunoprecipitacion con un anticuerpo no relacionado, con un anticuerpo
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especifico Anti-REST) posteriormente se realizan dos lavados con PBS 1X 'y
se descarto el sobrenadante. Finalmente, se resuspendieron las células en
500 uL de PBS 1X. A continuacién para llevar a cabo el crosslinking se
adicionaron 13.5 uL de formaldehido (37%) a cada muestra. La
concentracion final de formaldehido que utilizo fue del 1%. Se mezclo
suavemente en vortex y se incubaron las muestras 8 min a temperatura
ambiente (TA) en agitacion constante. Para finalizar el crosslinking se
adicionaron 57 uL de glicina* (1.25 M) a la muestra. La concentracion final de
glicina que se utilizé fue de 150 mM. Se mezclé suavemente en vortex y se
incubaron las muestras 5 minutos a TA en agitacion constante. Se trabajo en
hielo después de este punto. Se centrifugaron las células a 300 x g por 5 min

a4 °Cy se les retir6 el sobrenadante.

Lisis celular

Se lavaron dos veces las células fijadas con 1 mL de PBS 1X frio y se
descart6 el sobrenadante. Se agregé 1 mL de Buffer de Lisis L1* frio a las
células y se resuspendieron 15 veces por pipeteo. Posteriormente se
Incubaron por 10 min a 4 °C en agitacién suave. Se centrifugaron a 500 x g
por 5 min a 4 °C y se retir6 el sobrenadante manteniendo integra la pastilla, a
continuacién se agregé 1 mL de Buffer de Lisis L2+ frio a la muestra y se
resuspendioé 15 veces por pipeteo. Se incubaron las muestras por 10 min a 4
°C en agitacidon suave, y se centrifugaron a 500 x g por 5 min a 4 °C y se
retir6 el sobrenadante manteniendo integra la pastilla. Por otra parte se
prepard el Buffer de Fragmentacion S1* completo: 1 uL de Inhibidores de
Proteasas* (200 x) por cada 200 uL de Buffer de Fragmentacion S1#
(mantener el buffer a TA hasta su uso), y se agregaron 200 uL de Buffer de
Fragmentacion S1* completo, se resuspendié en vortex y se incubod por 10

min a 4 °C.
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Fragmentacién de la cromatina

Se llevo a cabo la fragmentacion de la cromatina en el equipo Bioruptor® con
las siguientes condiciones para obtener fragmentos de aproximadamente
400 pb: tres corridas de ocho ciclos cada una, y cada ciclo de 15 s ON /90 s
OFF. Se resuspende en vortex y se centrifugar 8 s a maxima velocidad
después de cada corrida. En este punto se puede analizar la fragmentacion

de la cromatina.

Se prepard el buffer ChIP C1% con Inhibidores de Proteasas*: 5 uL de
Inhibidores de Proteasas* por cada mL de Buffer ChIP C1*. Se agregaron
800 uL de Buffer ChIP C1* preparado a los 200 uL de cromatina fragmentada
y se centrifugd la cromatina a 13 000 rpm por 10 min a 4 °C y se transfirio el

sobrenadante a un tubo nuevo y mantener a 4 °C.

Pre-clarificacion de la cromatina

Se agregaron 28 uL de Perlas Magnéticas cubiertas de Proteina G* a un tubo
eppendorf de 1.5 mL, se adicionaron 100 uL de Buffer ChIP C1* frio y se
resuspendid. Se centrifugd a maxima velocidad por 10 s a 4 °C. Se incubaron
por un minuto el tubo en el rack magnético* previamente enfriado y se retird
el sobrenadante. Se mantuvieron integras las perlas. Posteriormente se
lavaron dos veces con 100 uL de PBS 1X frio: se resuspendieron las perlas,
se centrifugd a maxima velocidad por 10 s a 4 °C, se incubaron por un
minuto el tubo en el rack magnéticot frio y se les retiré el sobrenadante,
manteniendo integras la perlas. A continuacion se resuspendieron las perlas
con 100 uL de PBS 1X frio, y transfirieron al tubo que contiene la muestra de
cromatina fragmentada y se incubaron 12 h a 4 °C en agitacion. A
continuacion se centrifugé a maxima velocidad por 10 s a 4 °C. Se Incubd
por un minuto el tubo en el rack magnéticot frio y se transfirio el
sobrenadante a un tubo eppendorf nuevo, el proceso de pre-clarificacion se

repitid una vez mas.
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Pre-tratamiento (blogueo) de perlas magnéticas cubiertas con proteina G*

para ChIP

Se agregaron 28 uL de Perlas Magnéticas cubiertas de Proteina G* a un tubo
eppendorf de 1.5 mL y se resuspendieron con 100 uL de Buffer ChIP C1#
frio. Se centrifugd a maxima velocidad por 10 s a 4 °C. Se Incubd por un
minuto el tubo en el rack magnético* previamente enfriado y se retird el
sobrenadante. Se mantuvieron integras las perlas y se lavaron dos veces
con PBS 1X frio: Para los lavados se resuspendieron las perlas, se centrifugd
a maxima velocidad por 10 s a 4 °C, se incubaron por un minuto el tubo en el
rack magnético* frio y se les retiré el sobrenadante, manteniendo las perlas
integras. Después se resuspendieron las perlas en 100 uL de PBS 1X frio, y
se agrego lo siguiente 60 uL de DNA de esperma de salmén sonicado (DNA
sss) (10 mg/mL) y 30 uL de BSA libre de 1gG (20 mg/mL) (SIGMA ALDRICH
México). Se incubaron los tubos 8 h a 4 °C en agitacion constante.
Posteriormente se agregaron 6.3 ug de anticuerpo no relacionado (control
negativo: 1gG de raton*) o anticuerpo contra REST (anti-REST, de Millipore

policlonal anti-conejo) y se incubaron 12 h a 4 °C en agitacion constante.

Inmunoprecipitacion Magnética

Se transfirieron 950 uL de cromatina pre-clarificada al tubo con las perlas
magnéticas cubiertas de proteina G pre-tratadas* y se incubaron 12 ha 4 °C
en agitacion. Se transfirieron también 9.5 uL de cromatina pre-clarificada a
un tubo eppendorf nuevo y se almacené a -20 °C hasta su uso; este es el
input, que corresponde a un 1% de la cromatina total. A continuacion se
centrifugd a maxima velocidad por 10 s a 4 °C. Se incubaron por un minuto el
tubo en el rack magnético* frio y se les retird el sobrenadante, manteniendo
integras las perlas. Se lavo tres veces con 1 mL de Buffer ChlP C1# frio. En
cada lavado se agregé el Buffer, se resuspendidé por pipeteo moderado, se
incubd 5 min a 4 °C en agitacion, se centrifugé a maxima velocidad por 8 s a
4 °C, se colocd el tubo en el rack magnéticot frio y se descartd
sobrenadante, manteniendo integras las perlas. Se lavaron una vez con 1 mL
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de Buffer W1* frio. Se agregd el Buffer, se resuspendid por pipeteo
moderado, se incubd 5 min a 4 °C en agitacion, se centrifugd a maxima
velocidad por 8 s a 4 °C, se coloco el tubo en el rack magnético* frio y se

descart6 sobrenadante. Se mantuvieron integras las perlas.

Aislamiento de DNA a partir de cromatina

Se preparo el Buffer DIB¥ completo: Se agregaron 0.5uL de Proteinasa K#
por cada 50uL de Buffer DIB*. Se escala la preparacion de este Buffer con
relacion a que 50 uL de este Buffer son necesarios por cada IP o input. A
continuacién se resuspendieron las perlas y el input con 50 uL de Buffer DIB*
completo, se transfirieron a un tubo nuevo y se incubaron 15 min a 55 °C a
500 rpm. Las muestras se Incubaron por 15 min en ebullicion, y se centrifugo
a maxima velocidad por 10 s a TA. Se incubd por un minuto el tubo en el rack
magnético* frio y se transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo. Finalmente
se cuantificd el DNA obtenido en el equipo Nanodrop, tanto de los tubos con
los IPs como del input. El simbolo (*) significa que el reactivo pertenece al kit
HIGHCELL CHIP KIT MANUAL de DIAGENODE.

Se realizo la cuantificacion de DNA purificado a partir del ensayo ChIP en el
equipo Nanodrop, tanto de las inmunoprecipitaciones como del input 1%,
obteniéndose los resultados mostrados en la tabla al final todas las muestras

de DNA se ajustaron a 10 ng/ulL, para realizar las reacciones de PCR.

Muestra ng/uL

IP IgG (ctl -) 16.4
IP REST (ctl +) | 10.9
Input 1% 115.1
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Disefo de primers para ensayos ChIP

Se disefiaron mediante la herramienta informatica Mac Vector y se enviaron
sintetizar a SIGMA-ALDRICH, 7 pares de primers para los ensayos de PCR.
Dichos pares de primers flanquean las 5 secuencias problema (RE1-/ike), un
control positivo que es una secuencia de uniéon a REST conocida (RE1-
NavCh) y un control negativo que es una secuencia ubicada en la region
regulatoria de un gen constitutivo que codifica para una proteina ribosomal
(RPL30), que no requiere de factores de transcripcion para su expresiéon (se
afiadid6 una F para los primers forward y una R para los reverse).
Adicionalmente se muestra en la ultima columna de la tabla el tamafio de
amplicon que genera para cada par de primers. Al disefar los primers se
consider6 mantenernos en un rango de entre 150 y 450 pb, que es lo
recomendado para hacer mas especifico nuestro ensayo, aunque para
RE1-5 no fue posible respetar ese rango debido a la dificultad de generar

primers para ese sitio.

Oligonucleétido Secuencia Amplicon
F-Nav1.2 5-TGACAAAGACAGTATTTCAGACCCG-3' | 167 pb
R-NaVv1.2 5-GGATAGGCATTTTTTTTCTCCCAC-3

F-RPL30 5'-CTCCCAAAGGCTATTCAGTAATGG-3' | 363 pb
R-RPL30 5-GCTAAAAGGTGCTCGCTTCAGC-3’

F- RE1-1 5-GCTAGATCCACGGGGAAGTAC-3’ 188 pb
R-RE1-1 5-CTTTGCTCCCTGGGTCCCTTC-3’

F- RE1-2 5-GGAATACCCCCGGCGATCCCC-3 147 pb
R- RE1-2 5-AAATATTAAATGGAAGCAAATG-3’

F- RE1-3 5-ATTAGGTGCCCGGGCCCCACG-3 448 pb
R- RE1-3 5-CGTTGTTTAGGAAAGGCGGAG-3

F- RE1-4 5-TTCTGCACCACTACCACCTCC-3 386 pb
R- RE1-4 5-TTAAACGAAATAGCAGATAAT- 3

F- RE1-5 5-GGAGCTGGCTGTCATGTTGAA-3’ 648 pb
R- RE1-5 5-TACA GCACTCCACCTTGGGAC-3
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Ensayos de amplificacion para ensayos de cromatina

La siguiente tabla muestra las cantidades y los componentes empleadas

para cada una de las reacciones de PCR (v=25 uL).

Reactivo Concentracion  Concentracion Volumen
inicial final requerido uL
Agua - - 7.5
Primer Forward 30uM 0.6uM 0.5
Primer Reverse 30uM 0.6uM 0.5
JumpStart™

TagReadyMix™ ) ) 125
Templado 10 ng/uL 50 ng 5uL

Ampilificacion por PCR para los RE1 y RPL30

La siguiente tabla muestra las condiciones a emplearse en el termociclador

para la amplificacion con cada par de primers.

Paso Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizaciéon
L 94 2 min -
inicial
Desnaturalizacién 94 30s
Hibridacion T de alineacion (TA%) 30s 35
Elongacién 72 1 min
Elongacion final 72 5 min -
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NOTA: TA* es la temperatura de alineacion para cada uno de los pares de

primers a evaluar en las reacciones de PCR.

Temperaturas de alineacion (TA)

Primers flanqueantes TA* (°C)
RE1-NavCh 52.4
RPL30 58.2
RE1-1 52.7
RE1-2 58.2
RE1-3 59.7
RE1-4 571
RE1-5 59.2
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RESULTADOS

Analisis bioinformatico con Genomatix Matinspector

Una secuencia de 6700 pb del gen de pdx-1 fue analizada con el software
Genomatix Matlnspector, obteniendo secuencias candidatas a sitios de union
al factor de transcripcion REST/NRSF, los sitios se ubican hacia regiones
upstream del promotor e interesantemente también en la region codificante
del gen (ver tabla 1). Los motifs muestran fuerte similitud con la secuencia
consenso del elemento RE1, a estos elementos los llamamos RE1-like
(Tabla 1). A partir de este primer analisis de la region regulatoria y codificante
del gen pdx-1 seleccionamos 5 candidatos de secuencias RE1-like para
continuar nuestros ensayos de la posible union del factor de transcripcion
REST. Para ello planteamos en nuestra estrategia experimental ensayos de

retardamiento en gel, (electrophoretic mobility shift assay, EMSA).
Sistema de sondas fluorescentes LUEGO.

Para los ensayos de retardamiento se empleé un sistema denominado
LUEGO el cual consta de una secuencia nucleotidica universal (LUEGO)
acoplada a un fluoréforo (Cy5) en sus dos extremos & y 3'. Al ser una
secuencia universal marcada solo se necesita disefiar la secuencia que
contiene el sitio de unidn a la proteina y un oligo complementario a dicho
sitio, pero que al mismo tiempo sea complementario a LUEGO de tal manera
que puedan hibridar las 3 secuencias formando asi lo que denominaremos
sonda. En primer instancia se determinaron las mejores condiciones de
alineamiento para generar las sondas LUEGO, y aunque los periodos de
incubacion y alineamiento incluyen rampas de descenso de temperatura de
0.1 °C cada 5 minutos e incubaciones por 48 horas, se obtuvieron las sondas
marcadas de manera especifica, cabe mencionar que estas sondas LUEGO,
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son bastante estables y podemos trabajar con ellas sin degradacién por mas

de 6 meses, adicionalmente no existe el riesgo de trabajar con radioactividad
(BioTechniques, Vol. 51, No. 4, Oct 2011, pp. 267-269). En la figura 1, se
muestran las sondas LUEGO generadas para cada uno de los elementos
RE1-like.

Una vez que generamos nuestras sondas fluorescentes marcada en los
extremos 5 y 3’ terminal con Cy5, codificando para cada uno de los
elementos RE1-like, empezamos a determinar la posible union del factor de

transcripcion REST.

Ubicacion en

Sitio Secuencia Similitud pdx-1

RE1-
CONSENSO 5-tCAGCACCacGGAcAGmMgcC-3’ - -

RE1-1 5-GCTAGATCCACGGGGAAGTAC-3 71.42% -2535
RE1-2 5-GGAATACCCCCGGCGATCCCC-3’ 66.66% -2312
RE1-3 5-ATTAGGTGCCCGGGCCCCACG-3 61.90% -1754
RE1-4 5-TTCTGCACCACTACCACCTCC-3 85.71% +3269
RE1-5 3-TTCAACATGACAGCCAGCTC-5’ 80.95% +4350

Tabla 1. En la tabla se muestran las cinco secuencias RE1-like
seleccionadas las cuales se obtuvieron mediante la herramienta informatica
Matlnspector de Genomatix, asi como la secuencia consenso RE1 de union
a REST. Tanto en la secuencia consenso como en las secuencias problema,
se resaltan en negritas aquellas bases consideradas importantes para la
unidon de REST. Resaltadas en amarillo se muestran dos guaninas

consideradas por algunos autores como indispensables para la unién a
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REST. En las secuencias problema los matchs adicionales con la secuencia

consenso estan remarcados en rojo. Al lado derecho de las secuencias se
muestra el porcentaje de similitud y en el siguiente recuadro la distancia en

pb del sitio de inicio de la transcripcion del gen pdx-1.

a.
LUEGO PROTEIN BINDING SITE
iIIIIIIIIIIIIII LT [N
—
3 5
b C
Luegol AP1 NavCh RE1 Luego| NavCh RE1 |RE1-1|RE1-2|RE1-3|RE1-4 [RE1-5

Figura 1. En el inciso a se observa el diagrama del sistema LUEGO. En
ambos incisos b y ¢ se observa el corrimiento de las combinaciones entre los
3 oligos para formar las sondas control en un gel de acrilamida-bisacrilamida

al 10% durante 40 min. Todas las imagenes de este tipo de ensayos se
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obtuvieron mediante el escaner con deteccion de fluorescencia Thypoon

9410 de Amersham Biosciences®.
Ensayos de retardamiento y competencias.

En la figura 2 se muestran los ensayos de unién utilizando cada uno de los
elementos RE1-like, con diferentes concentraciones de proteina nuclear,
obtenida de células Hela, la razon de utilizar esta linea celular es porque
expresa en grandes cantidades el factor de transcripcion REST. Para estos
ensayos primero determinamos la concentracion adecuada de proteina
nuclear capaz de formar un complejo que pudiera ser retardado en los geles
nativos; las cantidades fueron las siguientes carriles: 1= 0 ug/uL, 2= 0.13
ug/uL, 3= 0.25 ug/uL, 4= 0.51 ug/uL, 5= 1.03 ug/uL, 6= 2.06 ug/uL, 7= 4.12
ug/uL, 8= 8.25 ug/uL, 9= 16.5 ug/uL, 10= 33ug/uL. El retardamiento se
observa en todos los elementos RE1-like, incluyendo nuestro control positivo
correspondiente al elemento RE1 del canal de sodio dependiente de voltaje
(RE1-NavCh) (figura 2-a). Cabe mencionar que en el caso del elemento RE1-

4 like, el complejo formado es mas claro y abundante (figura 2-e).

Para determinar si este complejo de retardamiento estaba formado por el
factor de transcripcion REST unido a las secuencias RE1-like, se procedié a
realizar ensayos de competencia, utilizando para ello una secuencia blanco
especifica del factor de transcripcion REST, en este caso es la secuencia
RE1-NavCh, en la cual se ha demostrado ampliamente la union a REST.
Como competidor inespecifico utilizamos una secuencia heterdloga que une
otro factor de transcripcion diferente a REST, en este caso une al factor de
transcripcion AP1. De tal forma que lo que esperamos en los ensayos de
competencia es que al adicionar la sonda RE1-NavCh no fluorescente,
compita con las sondas RE1-likes fluorescentes, y no se formen o

disminuyan los complejos retardados.
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a) RE1-NavCh (+) b) RE1-1 c) RE1-2
yRwyee- - - - - - - e -
d) RE1-3 e) RE1-4 fy RE1-5
- - ------ P

Figura 2. En el inciso a se muestra el patrén de bandas de retardamiento
para la sonda control positivo (RE1-NavCh), cuando esta se hace interactuar
con concentraciones crecientes de extracto de proteina nuclear de células
HelLa, en cada uno de los carriles (1= 0 ug/uL, 2= 0.13 ug/uL, 3= 0.25 ug/uL,
4= 0.51 ug/uL, 5= 1.03 ug/uL, 6= 2.06 ug/uL, 7= 4.12 ug/uL, 8= 8.25 ug/uL,
9= 16.5 ug/uL, 10= 33 ug/uL ). En los incisos b, c, e, y f se realizé el mismo
experimento para las distintas sondas problema respectivamente (RE1-1,
RE1-2 RE1-3 RE1-4 RE1-5) observandose un patron de bandas similar con
respecto al del control positivo. El corrimiento fue en un gel acrilamida-

bisacrilamida al 8% durante 1 hora 20 min.
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En la figura 3 se observan los resultados de estas competencias con cada

uno de los elementos RE1-like, competidos con la sonda RE1-NavCh y con
la sonda heterdloga AP1. Los resultados como esperabamos muestran una
competencia con la sonda homodloga del canal de sodio dependiente de
voltaje (RE1-NavCh), Sin embargo las secuencias RE1-like 4 y 5 que se
encuentran ubicadas en las zonas codificantes de pdx-71, muestran un menor
grado de competencia. Es dificil en este punto determinar por qué compiten
menos con la sonda homodloga, y sélo podriamos especular que estos
elementos tienen mayor afinidad por REST y por ello es dificil que la sonda
homodloga no fluorescente, le pueda quitar la proteina unida, o bien que
adicional a REST existe otra proteina que le dé mayor estabilidad a estos
complejos. Los porcentajes de competencia se resumen en la tabla 2. Un
dato relevante en los resultados con las secuencias RE1-like 4 y 5 es que
estas secuencias carecen de las bases contiguas GG (posicién 12y 13 en la
secuencia de 21 pb consenso del elemento RE1) en su lugar tienen las
bases TA y AG (ver tabla 1). En ese sentido los resultados sugieren mayor
afinidad de la proteina por el elemento RE1-4 y 5 que por la secuencia RE1-
NavCh, lo cual sugiere que estas secuencias podrian jugar un papel
regulatorio mas importante que las secuencias RE1-like ubicadas en la
region upstream de pdx-1. Adicionalmente plantean la necesidad de estudiar
en mayor detalle, la unién del factor REST a estas secuencias, y su posible
papel regulatorio. Puede tratarse de un mecanismo mas fino de regulacion

de la expresion genética.
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Ensayos de competencia
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Figura 3. En la figura se puede observar los ensayos de competencia para
el RE1-NavCh y los cinco elementos RE1-like. En el carril 1 se muestra la
sonda libre, en el carril 2 se observa el patron de retardamiento cuando se le
agrega extracto de proteina nuclear, en el carril 3 se agreg6 tanto extracto
nuclear y un competidor inespecifico (oligonucleotido heterélogo AP1), en el
carril 4 se agregé un competidor especifico (RE1-NavCh) sin marcar el cual

compite con la sonda.

Adicionalmente se determind el porcentaje de intensidad del patron de
bandas de retardamiento al que corresponderian los dos carriles, tanto el que
contiene el competir inespecifico o heterélogo (AP1), como el carril con el
competidor especifico (RE1-NavCh), los resultados se muestran en la

siguiente tabla.

Sitio RE1 | % carril 2 | % carril 3 (AP1) | % carril 4 (RE1-NavCh)
NavCh 100 92.1 38.2
RE1-1 100 94.5 57.9
RE1-2 100 81.6 43.4
RE1-3 100 80.1 52.9
RE1-4 100 90.1 65.1
RE1-5 100 93.0 87.1

Tabla 2. Se realizd6 un analisis con la herramienta bioinformatica
GelQuantNET para determinar los porcentajes de la intensidad del patron de

bandas de retardamiento de los carriles 3 y 4 respecto al carril 2 que
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consideraremos como nuestro 100%, se sefialan en amarillo aquellos sitios

RE1- like que mostraron un comportamiento similar al control positivo

remarcado en rojo.
Ensayos de super-retardamiento con anticuerpos anti-REST

Con la finalidad de determinar si los complejos formados y retardados en
geles nativos corresponden a la union especifica del factor de transcripcion
REST, se procedié a realizar ensayos de super-retardamiento, utilizando
anticuerpos policlonales dirigidos contra REST, y como control negativo
utilizamos anticuerpos anti-HA. Los resultados se muestran en la figura 4, en
los cuales podemos observar la desaparicion de los complejos formados,
cuando se adiciona el anticuerpos especifico contra REST a la sonda RE-1y
proteina nuclear, no asi con la adicién del anticuerpo anti-HA. La adicion del
anti-REST produce una banda con un super-retardamiento mayor con cada
uno de los elementos RE1-like analizados, en algunos casos el complejo se
observa con mayor nitidez, sobre todo con los elementos RE1-like 4 y &
(figura 5 RE1-4 y RE1-5) Lo anterior nos permite sugerir que lo que
observamos en los ensayos de retardamiento y competencia con estos
elementos (figura 2 y 3), puede deberse a una mayor afinidad de REST a

estas secuencias blanco.
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Super-retardamiento
Sonda RE1-NavCh RE1-1 RE1-2
PN (6ug) + + + + + + + + +
anti-REST| - + - - + - - + _
anti-HA - - + - - + - - +

—-— e — —
2 -
_ .
Sonda RE1-3 RE1-4 RE1-5
PN (6ug) + + + + + + + + +
anti-REST - + - - + - - + -
anti-HA - - + - - + - - +
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Figura 4. En la figura se muestran los ensayos de retardamiento para la

sonda control positivo RE1-NavCh, y las sondas problema RE1-like. En el
carril 1 se muestra el patron de retardamiento cuando se afiade la sonda y el
extracto de proteina nuclear, en el carril 2 se afadié la sonda con el extracto
de proteina nuclear asi como un anticuerpo anti-REST, en el carril 3 se
afadié la sonda con el extracto de proteina nuclear asi como un anticuerpo
inespecifico anti-Hemaglutinina. En el carril 2 de cada gel aparece una banda
en la parte superior a la altura sefalada por la flecha, lo que se presume
como un supercomplejo proteina-sonda-anticuerpo. En al panel superior de
cada gel se indica la sonda RE-1 utilizada para cada ensayo (RE1-1a 5, y el

control positivo correspondiente a la sonda RE1-NavCh)
Ensayos de Inmunoprecipitacion de la cromatina

Con el objetivo de determinar si REST se encontraba unido a las secuencias
RE-1 like en regiones de la cromatina, se procedio a realizar ensayos ChIP,
para ello se determinaron las condiciones de inmnoprecipitacion con los
controles adecuados de anticuerpos especificos y no especificos, en el
anexo A se muestran los ensayos control y ensayos preliminares para
determinar las condiciones adecuadas de entrecruzamiento, cuantificacion
de la cromatina, fraccionamiento, inmunoprecipitacion y amplificaciones
preliminares. En la figura 6 se muestran los ensayos representativos de los
ensayos de inmunoprecipitacion en donde se amplificaron las secuencias
que flanquean cada uno de los elementos RE1-like (RE-1, 2, 3, 4 y 5). El
control positivo de RE1-NavCh nos amplifica la banda esperada de 167 pb,
que incluye al elemento consenso RE-1. El control negativo no amplifica la
banda que incluye a RPL30 y solo nos amplifica el Input de cromatina total
(banda de 363 pb). Cuando se realizaron los ensayos de amplificacion con la
cromatina inmunoprecipitada y los primers disefiados para amplificar las

secuencias flanqueantes que incluyen cada uno de los elementos RE1-like,
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se encontré que amplifican las secuencias esperadas; para el elemento RE1-

1 amplifica un secuencia de 188 pb, RE1-2 de 147 pb, RE1-3 de 448 pb,
RE1-4 de 386 pb, siendo RE1-5 de 648 pb el unico que no genera producto
de amplificacion (esto pudiera relacionarse al tamafio de fragmentacion). El
ensayo de amplificacion se realizé utilizando la misma cantidad de cromatina
y concentraciones equimolares de los primers de amplificacion para cada
elemento RE1-like, y aunque es un ensayo semicuantitativo, podemos ver
que el amplificado del elemento RE1-4 es mas intenso. Los resultados
anteriores nos permiten sugerir que aunque los 5 elementos encontrados en
las secuencias RE1-like del gene pdx-1, unen al factor de transcripcidon
REST, la afinidad del elemento RE1-4 es mayor y puede estar participando

de una manera mas clara en la regulacion de este gen.
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Figura 5. En la figura 5 se muestra el corrimiento en un gel de agarosa al 2%

(80 min a 100 volts) de las reacciones de PCR a partir de 3 tipos de DNA
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purificados a partir de la ChIP (Anti-IgG, Anti-REST, Input 1%). Por cada par

de primers que flanquean tanto el control negativo (RPL30), el control
positivo (RE1-NavCh) y las sondas problema (RE1-1, RE1-2, RE1-3, RE14y
RE1-5), para este ensayo se emplea un marcador de DNA 100-1000 pb.
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Discusion de Resultados

En los ensayos de retardamiento se observé un patron de bandas muy
similar entre el control positivo RE1-NavCh y los 5 elementos RE1-like, lo que
sugiere que todos los elementos tienen la capacidad de unirse a proteinas de

tipo nuclear como REST.

En los ensayos de competencia se tom6é como referencia el patrén de
intensidad de bandas de cada uno de los carriles de RE1-NavCh, y a partir
de este se realiz6 un analisis porcentual para determinar cuales eran los
sitios que mostraban un patron de intensidad de bandas similar al del control
positivo, encontrandose que los sitios RE1-1, RE1-2 y RE1-3 mostraban un
comportamiento similar al control positivo, ya que cuando se les afiadia el
competidor especifico en frio se veia claramente una competencia por el sitio
de union a proteina en contra de la sondas marcadas al haber una

disminucion en la intensidad de bandas del carril 4.

En los ensayos de super-retardamiento se emplearon dos tipos de
anticuerpos uno inespecifico (anti-HA) y otro especifico (anti-REST). Al
afadirle el anticuerpo inespecifico no se aprecia un cambio respecto al
patron de retardamiento cuando no se le afiade anticuerpo, mientras que
cuando anadimos el anticuerpo especifico se aprecia la disminucion en la
intensidad de las bandas principales y la aparicién de un supercomplejo en
cada uno de los sitios RE1-like, aunque en RE1-4 y RE1-5 se aprecia un

poco de mayor intensidad respecto a los demas sitios.

En el ensayo de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlP) se obtuvo lo
esperado para nuestro par de primers control negativo (RPL30) ya que en la
reaccion de PCR cuando se emplea como templado el DNA purificado que

se obtuvo de la inmunoprecipitaciéon con el anticuerpo especifico anti-REST y
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el inespecifico anti-lgG ninguno de los dos genera amplicon porque el

anticuerpo no va dirigido en contra de proteinas unidas al DNA, y en cambio
en el DNA que representa el 1% de la cromatina total (input 1%) si
observamos el amplicon. Nuestro par de primers control positivo (RE1-
NavCh) también nos da resultados esperados, ya que en la reaccion de PCR
cuando se emplea como templado el DNA purificado que se obtuvo de la
inmunoprecipitacion con el anticuerpo inespecifico anti-lgG sélo alcanzamos
a distinguir una sefal de fondo muy esperado en este tipo de ensayos, pero
que de ninguna manera se compara al amplicon que se genera en el carril
siguiente en el cual se anadié el anticuerpo anti-REST ya que se ve una
aprecia una sefial fuerte lo que nos indica que efectivamente nuestro
anticuerpo va dirigido en contra de la proteina REST. En base a estos
resultados correlacionamos los de los demas sitios RE1-like y observamos
que muestra el mismo comportamiento que el control positivo a excepcion de
RE1-5, sin embargo en el carril donde se muestra la reaccién de PCR con el
DNA obtenido con en anticuerpo anti-REST se aprecia una variacion en la
intensidad de las bandas, siendo de mayor intensidad la banda de los sitios
RE1-NavCH y RE1-4, (en menor medida RE1-2), lo que nos sugiere que
estos dos sitios muestran una mayor afinidad hacia el factor de transcripcién
REST.
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Conclusiones

Los ensayos de retardamiento y competencia, sugieren que el factor de
transcripcion, REST se une a las secuencia RE1-like (1, 2 y 3) encontradas
en la region regulatoria, y que la afinidad sobre las secuencias RE1 4 y 5,
encontradas en la regiéon codificante, es mayor porque la sonda homodloga

fria no es capaz competir de manera efectiva.

Los ensayos de super-retardamiento, con el anticuerpo anti-REST, muestran

un complejo de mayor intensidad con las secuencias RE1-4 y RE1-5.

El analisis de amplificacion de ChIP muestra a los elementos RE1-NavCh y

RE1-4 como sitios de union preferencial REST.

El conjunto de resultados obtenidos nos permiten sugerir que la afinidad de
REST sobre las regiones RE1-like del gen pdx-1 es diferencial, y al parecer

la regulacién podria estar dado por RE1-4 y RE1-2.

Para determinar si la interaccion de REST sobre pdx-7 que se ha
comprobado en los ensayos anteriores es funcional, se deben llevar a cabo
ensayos de funcionalidad con un gen reportero (luciferasa) para evaluar si al
clonar los elementos RE1-2 y RE1-4 en el vector del gen reportero resultan

en la represidn de la produccion de la proteina.

También se propone realizar una reproducciéon del ensayo ChIP y EMSA en
la linea celular-B pancreatica de humano 1.4 E7 (obtenida mediante
electrofusion), para analizar si existe o no una interaccion de REST en esta
linea celular, ya que es una linea celular productora de insulina y en donde

se presume PDX-1 esta realizando su funcion correcta.
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Asi mismo seria necesario evaluar los niveles de transcrito y de la proteina

REST, PDX-1 e Insulina en la linea celular 1.4E7 al sobre-expresar REST.
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Anexo A: Material adicional (figuras S-1, S2 y S3).

Analisis de la fragmentacién de la cromatina utilizando el Bioruptor®, para el

ensayo 1y 3 se emplearon las condiciones descritas anteriormente, para el

ensayo 2 se probo con 4 rondas en vez de 3. Para nuestros ensayos de ChIP

se emplearon las condiciones del carril 2 y 4.

ibp ladder

e

10045

I ansagn
2 ansayn
1% #5350

Figura S1. Analisis de la eficiencia de fragmentacion en un gel de agarosa

1.2%
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Ensayo preliminar ChIP

Se realizaron varios ensayos preliminares de inmunoprecipitacion de
cromatina para encontrar las condiciones éptimas para trabajar con la linea
celular HelLa. A continuacion se muestra uno de ellos en el cual no se incluye

el control positivo (RE1-NavCh).

100 bp ladder

RPL30/Input 1%
RE1-1/Input 1%
RE1-2/Input 1%
RE1-3/Input 1%
RE1-4/Input 1%
RE1-5/Input 1%

300

100
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RE1-4/Anti-IgG
RE1-5/Anti-IgG

100 bp ladder

Control (-) RXN
RPL30/Anti-IgG
RE1-1/Anti-IgG
RE1-2/Anti-IgG
RE1-3/Anti-IgG

Figura S2. En la figura se muestran los set de reacciones para los 6 pares de
primers disefiados para el ChlP, en a. con el DNA obtenido mediante el input

1% y en b. mediante el anticuerpo anti-lgG. Obteniéndose los resultados

esperados.
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Figura S3. En la figura se muestran los sets de reacciones para los 6 pares
de primers disefiados para el ChIP, con el DNA obtenido mediante la IP con
anticuerpo anti-REST, observando una intensidad mayor de sefal en los
elementos RE1-1y RE1-4.
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Anexo B: Soluciones y Buffers:

Para cuantificar proteina se empleé el método de Lowry y se utiliz6 como

blanco el buffer B

Composicion de Buffers

A

Vi.

Vii.

Vi.

Vii.

25 uL de Hepes (1 M)

ii. 25 uL de KCI (1 M)
iii. 37.5 uL de MgCl (0.1 M)

1.25uL de DTT (1 M)

21.5 uL de PMSF (1%)

15 uL Céctel de inhibidores
de proteasas (200X)

Aforar a 2.5 mL con agua

destilada

35 uL de Hepes (1 M)
147 uL de NaCl (1 M)

iii. 3.5 uL de EDTA (0.1 M, pH

8.0)

iv. 26.25 uL MgCl2 (1 M)

0.7 uL de DTT (1 M)
15.24 uL de PMSF (1%)
350 uL Glicerol (50%)

viii.15 uL Coctel de inhibidores
de proteasas (200X)
ix. Aforar a 1.75 mL con agua

destilada
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Cuantificacion de Concentraciéon de Proteinas Método de Lowry.

1. Se colocaron 195 uL de agua destilada y 5 uL de muestra o blanco, en un

tubo eppendorf de 1.5 mL.

2. Se agregaron 1000 uL de solucién D al tubo y se agité vigorosamente por
inversion con la mano. Se dejo reposar el tubo por 10 min a temperatura

ambiente.

3. Se agregaron 100 uL de solucién E y se agitd el tubo rapidamente por

unos 3 s en el vortex a maxima velocidad.

4. Se dej6 reposar el tubo 30 min a temperatura ambiente. Finalmente se
transfirid el contenido del tubo a una celda del espectrofotometro (cubrir
con papel parafilm la celda) y se determiné la densidad o6ptica (DO) a 660

nm por duplicado.

Composicion de soluciones

Solucién A

i. 4.6792 de Na2CO3-H20

ii. 8 gdeNaOH

iii. Disolver y ajustar volumen a 200 mL con H20 destilada
Solucién B

i. 0.5de CuS0O4-5H20

ii. Disolvery ajustar volumen a 50 mL con H2 O destilada

Soluciéon C
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i. 1.3425 g de NaKC4H406-4H20

ii. Disolvery ajustar volumen a 200 mL con H20 destilada

Nota: Almacenar estas soluciones a 4°C
Solucién D

i. Mezclar 50 mL de solucion A con 0.5 mL de soluciéon B y 0.5 mL de

soluciéon C. Prepararla un poco antes de usarla.
Soluciéon E

i. Diluir el reactivo de Folin-Ciocalteu en una proporcipon 1:1 con

agua destilada.

Proteina estandar para curva de calibracion (Albuimina sérica bovina (BSA)

cristalina):

i. Disolver la BSA en agua destilada, de tal manera que quede a una

concentracion de 1 mg/mL. Para almacenar a -20 °C

Buffer de unién para ensayos de retardamiento

i. 12.5uL de Tris-HCI pH=7.5 (200 mM)
ii. 12.5uL de KCI (1 M)

jiii. 12.5uL de DTT (20 mM)

iv. 50 uL de ficoll 3.5%

v. 2.5 uL de Poly(dl-dC)

vi. Aforar a 100 uL con agua destilada
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Buffer de unién para ensayos de competencias
i. 12.5uL de Tris-HCI pH=7.5 (200 mM)
ii. 12.5uL de KCI (1 M)
jii. 12.5uL de DTT (20 mM)
iv. 50 uL de PBS (1X)
v. 2.5 uL de Poly(dl-dC)

vi. Aforar a 100 uL con agua destilada

Buffer de unién para ensayos de super-retardamiento
i. 3 uL de Tris-HCI pH=7.5 (1 M)
ii. 15 uL de KCI (1 M)
ii. 3uL de DTT (20 mM)
iv. 6 uL de PBS1X
v. 3 uL de Poly(dl-dC)
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