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1. INTRODUCCION



1.1. La proteina de secrecién de las ceélulas Clara (PSCC) actua como una molécula

anti-inflamatoria en el pulmén de mamiferos.

El pulmén se comunica con el medio ambiente a través de un epitelio continuo y
heterogéneo. Los conductos proximales de las vias respiratorias estan cubiertcs con un
epitelio estratificado que se reemplaza progrésivamente por una capa sencilla cle células
cuboidales en las vias aéreas distales y por un recubrimiento epitelial muy deljado que
recubre una area de mas del 95% de la supetficie del pulmon en los alvéolos. A lo largo de
las vias respiratorias existen numerosos tipos celulares, entre las que destacen células
ciliadas, basales, cdlices y de Clara, sin embargo Unicamente las células alveolares tipo |
(escamosas) y las alveolares tipo Il (cuboidales), recubren la extensa superficie de los
alvéolos pulmonares (Breeze y Wheeldon, 1977).

La funcién principal del pulmén, a través de su epitelio alveolar, es la de proveer una
delgada y enorme superficie para el intercambio de gases. Sin embargo el epitelio alveolar
también desemperfia otras funciones que sirven, basicamente, para preservar la capacidad
de intercambio gaseoso. Ademas provee de una barrera de proteccion contra el medio
ambiente al rechazar los agentes extrafos inhalados y también controlando el movimiento de
solutos y agua lo que contribuye al mantenimiento del balance de fluidos en el pulmoén. El
epitelio pulmonar también desempefia un papel importante en el metabolismo de madiadores
enddgenos y agentes xenobidticos y es capaz de regenerarse, permitiendo de esta manera
el recambio celular y la restauraciéon de las funciones de las vias aéreas y alveolares
después de alguna agresion patolégica (Lund et al., 1988). El epitelio pulmona“ produce
secreciones complejas entre las que se encuentran un recubrimiento mucoso, un iagente de
superficie activo (surfactante), asi como también varias proteinas importantes para la
defensa del organismo (Hermans y Bernard, 1999).
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El epitelio pulrhonar secreta diferentes proteinas a la superficie del tracto respiratorio,
entre las que destacanla proteina de secrecién de las células Clara (PSCC), las proteinas
del surfactante pulmonar A, B, C y D y diversas mucinas (Weaver y Whitsett, 1988; Weaver y
Whitsett, 1991). La sintesis y secrecion de algunas de estas proteinas se modifica
considerablemente en aIgLinas patologias del pulmén o en personas que se exponen a
productos toxicos para el pulmén. La mayoria de estas proteinas son productos especificos
del tracto respiratorio y pueden utilizarse como marcadores de las diferentes enfermedades
del pulmdn o del.dafio ocasionado por ur gran nimero de productos téxicos que se inhalan
durante el proceso respiratorio (Pescetti et al., 1980; Jeffery, 1987; Boggaram, 2003).

La PSCC, también conocida como uteroglobina, es una proteina de secrecion,
globular, homodimérica, de bajo peso molecular (16 kD), que fue detectada por pr mera vez
en el fluido uterino de las conejas prefiadas (Krishnan y Daniel, 1967; Beicr, 1968).
Posteriormente, también se detecté en el pulmén de varias especies de mamiferos. La
PSCC estda compuesta de dos subunidades idénticas de 70 aminoacidos, unidas por dos
puentes disulfuro de forma antiparalela y por otros enlaces no covalentes (Miele et al., 1994),
se sintetiza como un precursor que lleva un péptido senal de 21 aminoacidos en el extremo
amino terminal, el cual se corta durante su procesamiento intracelular (Miele et al., 1987). Los
estudios de difraccion de rayos X de la PSCC de conejo (Morize et al., 19871, de rata
(Umland et al., 1992; Hard et al., 1995) y de humano (Umland et al., 1994) han demostrado
que estas proteinas son muy similares en su estructura tridimensional. Cada mondinero esta
compuesto por cuatro hélices-a. que interaccionan entre si formando una cavidad hidrofébica
en el interior de la proteina. Los residuos involucradqs en la formacién de esta cavidad estan
muy conservados entre las PSCCs de las diferentes especies y los pocos cambios que se
observan han sido sustituciones conservativas. El ADNc de la PSCC de conejo (Chandra et
al., 1981), liebre (Lopez de Haro y Nieto, 1986), humano (Singh et al., 1988), rata (Nordlund-
Moller et al., 1990), raton (Margraf et al., 1993), hamster (Gutierrez Sagal y Nieto, 1998) y
cerdo (Gutierrez-Sagal y Nieto, 1998) han sido clonados.y secuenciados. El gen de: la PSCC
existe en copia Unica y esta formado por tres exénes y dos intrones (Suske et al., 1983;
Hagen et al., 1990; Wolf et al., 1992; Ray et al., 1993).



Diversos estudios inmunocitoquimicos (Aumuller et al., 1985) y de hibridacion in
situ (Warembourg et al., 1986) en el pulmon de mamiferos, han demostrado que fa PSCC
y su ARNm sélo se detectan en las células Clara de los alvéolos pulmonares, una estirpe
celular no ciliada que desempefa un papel importante en el metabolismo ce ciertas
toxinas quimicas y carcinogénicas (Boyd, 1977). En este érgano los glucocarticoides
estimulan la sintesis y secrecion de la PSCC (Torkkeli et al., 1978) y existen datos que
indican que esta regulacion puede ser a nivel transcripcional (Fernandez-Renau et al.,
1984). Ademas, se ha demostrado que existen sitios de unién para el receptor de
glucocorticoides en el promotor del gen de la PSCC, situados a 2.6 kb del sitio de inicio de
la transcripcion (Cato et al., 1984). La extirpacion de las gldndulas suprarrenales provoca
una reduccion de aproximadamente el 50% en la concentracion de ARNm de la PSCC de
pulmén de rata y hamster, mientras que la administraciéon de glucocorticoides =xbégenos
reestablece la concentracion normal de este mensajero (Hagen et al., 1990; Gutierrez
Sagal y Nieto, 1998). La sintesis y secrecion de la PSCC también es inducida por
citocinas pro-inflamatorias entre las que se incluye el factor de necrosis tumoral o (TNFa),
la interleucina-13 y el interferdn y (Mukherjee et al., 1999; Wang et al., 2000; Wang et al.,
2000) . Esta proteina desempefia un papel importante en los procesos inflamatorios del
pulmén de mamiferos inhibiendo la actividad de la fosfolipasa Az, una enzima clave en el
proceso pro-inflamatorio (Andersson et al., 1994; Chowdhury et al,, 2000). La actividad
anti-inflamatoria de la PSCC es més evidente en ratones deficientes de esta proteina,
generados por recombinacién homologa (ratones knockout), en ellos se incrementa la
susceptibilidad a la inflamacién de las vias respiratorias causada por virus, hacterias,
alergégenos (Wang et al., 2003) y productos quimicos como el ozono y se registran
respuestas inflamatorias exacerbadas (Stripp et al., 2000; Graham et al., 2001). Siendo la
PSCC una molécula anti-inflamatoria potente, su uso potencial como un agente
terapéutico podria tener gran importancia en el tratamiento de algunas de las

enfermedades inflamatorias del pulmén.



- 1.2. La regulacion transcripcional del gen de la PSCC en el pulmén

La abundante expresion del gen de la PSCC en el pulmén de mamiferos y su
participacion en los procesos inflamatorios como molécula anti-inflamatoria, han
despertado un profundo interés, por o cual se han dedicado considerables esfuerzos para
dilucidar los elementos genéticos y los factores de transcripcion especificos de tejido
involucrados enla regulacic’m’de su expresion. A este respecto, se ha logrado avanzar en
la elucidacion de algunos de sus elementos en cis y de su interaccion con factores de
regulacion transcripcional ubicuos, asi como especificos de tejido (Miele et al., 1994;
Hackett et al., 1996; Scholz et al., 1999). Se han identificado varias regiones del promotor
de [a PSCC protegidas de la digestion con ADNasa | por extractos nucleares de células
pulmonares (Stripp et al., 1992; Bingle y Gitlin, 1993; Stripp et al., 1994). El analisis de
una de estas regiones que se extiende desde -76 hasta -175 pb en el promotor de la
PSCC de rata, ha revelado varias secuencias especificas que interaccionan con el factor
nuclear de hepatocitos-3 (HNF-3), con la proteina de unién de octameros (Oct-1), con
proteinas de la familia AP-1 (Jun B y Fra I} (Bingle y Gitlin, 1993; Sawaya et al., 1993);
con el factor de transcripcién tiroideo | (TTF-1) (Cassel et al., 2002) y con el factor
CCAAT/Enhancer Binding Protein (C/EBP) (Cassel et al., 2000). En los promotores de las
PSCCs de ratén, humano, conejo y hamster también existe una regién equivalente a la
region | del promotor de la rata muy conservada. La eliminacién de esta region disminuye
la actividad del promotor de la PSCC de rata en andlisis de expresion transitoria y en
ratones transgénicos (Sawaya y Luse, 1994; Bingle et al., 1995; Ray et al., 1995). Otra de
las regiones protegidas en el promotor de la PSCC de rata esta centrada alrededor de —
200 pb (region 1l) (Stripp et al., 1992; Stripp et al., 1994). Esta region, a diferencia de la
anterior, tiene poca homologia con las regiones equivalentes de los promotores de las
otras especies, es rica en G/C y su eliminacién también disminuye la actividad del
promotor en las células NCI-H441 (Suske et al., 1982; Sawaya et al., 1993, Sawaya y
Luse, 1994). Las proteinas que interactian con esta regién adn no han sido identificadas
(Stripp et al., 1992). '




También han surgido evidencias que demuestran una baja expresion de la PSCC,
cuando se producen las primeras distinciones entre las porciones conductoras vy
respiratorias del pulmén fetal (Ten Have-Opbroek, 1981; Otto-Verberne y Ten Have-
Opbroek, 1987; Nord et al., 1992; Strum et al., 1992). Sin embargo, después del dia 18
postcoitum se aprecia un aumento progresivo en la expresion de la PSCC, que coincide
con el proceso de diferenciacién de las células Clara (Massaro et al., 1984; Singh et al.,
1986; Nord et al., 1992; Cardoso et al, 1993) y con la expresion de factores de
transcripcion importantes para su transcripcion tales como TTF-1, HNF-3 y C/EBP (Cao et
al., 1991; Li et al., 1995; Cassel et al, 2000; Nord et al, 2000). Estos factores son
capaces de inducir positiva y cooperativamente la transcripcién de la PSCC durante el
desarrollo embrionario del pulmén (Singh et al., 1986; Van Winkle et al., 1996; Cassel et
al., 2000). Sin embargo, aln quedan espacios temporales que anteceden la expresién
embrionaria de TTF-1, HNF-3 y C/EBP que aln no han sido explicados; lo cual sugiere
que la expresién de la PSCC es gobernada por otros factores de transcripcion ain sin
determinar, que comparten la tarea de regulacién con TTF-1, HNF-3 y C/EBP.

1.3. Los factores de transcripcién de la familia GATA desempefian un papei importante

en el desarrolilo y diferenciacion del pulmoén de mamiferos.

La familia GATA de factores de transcripcién es un grupo de reguladores de la
transcripcion muy conservados desde el punto de vista evolutivo, desempeiia un papel
importante en el desarrollo y la diferenciacion celular de una amplia variedad de organismos
que van desde los hongos hasta los humanos y es crucial en la expresién de genes célula-
especificos en varios tejidos. Seis factores de transcripcion GATA han sido identificados en
vertebrados, cada uno de los cuales contiene un dominio de unién al ADN muy conservado,
que consiste de dos dedos de zinc con la estructura Cys-Xo-Cys-Xi7-Cys-X>-Cys (Evans y
Felsenfeld, 1989; Tsai et al., 1989; Yamamoto et al., 1990; Arceci et al., 1993; Laverriere et
al., 1994; Morrisey et al., 1996; Suzuki et al., '1996; Morrisey et al., 1997) que se unen a la
secuencia de nucleotidos (A/T)GATA(A/G) (Ko y Engel, 1993; Merika y Orkin, 1993). Esta
familia ha sido dividida en dos subfamilias, en base a sus patrones de expresion. En la
primera subfamilia se encuentra GATA-1, 2 y 3 que .son expresados principalmente en las
células hematopoyéticas, donde desempefian funciones involucradas en la diferenciacién
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celular. La segunda subfamilia esta integrada por los genes GATA-4, 5 y 6, que son
expresados en varios tejidos derivados de endodermo y mesodermo tales como corazon,
higado, pulmén, génada e intestino; donde desempefian funciones importantes en la
regulacién de la expresidn genética tejido-especifica (Molkentin, 2000).

El factor de transcripcion humano GATA-1 interactia con 8 pb cuando se une al ADN.
Las porciones central y amino terminal del dominio de unién al ADN de GATA-1 hace
contactos especificos con el surco mayor, mientras la porcion carboxilo terminal hace
interacciones especificas con el surco menor (Omichinski et al., 1993). Mientras que el dedo
de zinc carboxilo terminal de GATA-1 es requerido para la unién especifica al ADN, el dedo
amino terminal puede interactuar tanto con secuencias especificas del ADN adyacentes al
nucleo del sitio GATA, como con proteinas coreguladoras (Trainor et al., 1996; Weiss et al.,
1997). Este factor de transcripcion posee una senal de localizacién nuclear que esta presente
en el dominio basico adyacente al dedo carboxilo terminal, y ademas dos dominios de
activacioén transcripcional en el extremo amino terminal de la proteina (Morrisey et al., 1997).
Interesantemente, estos dominios de -activacion transcripcional estan parcialmente
conservados en los factores GATA 5 y 6, sugiriendo un mecanismo similar de activacion

transcripcional en la segunda subfamilia (Morrisey et al., 1997).

1.4. Factores de transcripcion de la familia de Ets involucrados en el desarrollo y
diferenciacion del pulmon.

Actualmente se han identificado mas de 30 genes Ets; lo cual hace de esta famitia uno
de los grupos mas amplios y diversos de factores de transcripcion. Los factores Ets pueden
funcionar como activadores o como represores transcripcionales de genes diana;
dependiendo del contexto celular en el que se encuentren, de la geometria precisa de su sitio
de unién en relacién a otros elementos regulatorios y de su ‘habilidad para formar complejos
con otros reguladores transcripcionales (Silverman et al., 2002). La familia esta definida por
un dominio Ets muy conservado (Ko et al., 1999), que codifica un motivo de uniéh al ADN de
estructura hélice-giro-hélice que interactia especificamente con fa secuencia de nucleétidos
GGAA (Donaldson et al., 1996; Ko et al., 1999). Durante el desarrollo embrionario del pulmén
los factores de transcripcion Ets-1 y 2 se expresan abu‘ndantemente; sin embargo, cuando el
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pulmén estd completamente diferenciado, la expresion de estos dos factores decae
sUbitamente; lo cual sugiere que Ets-1 y 2 pueden estar involucrados en la expresion de
productos génicos importantes para la diferenciacién y morfogénesis temprana del pulmén
(Bhat et al., 1987). '

Interesantemente, se ha descrito que los genes del receptor transmembranal de
plaquetas Ib-X1-V y de la glicoproteina especifica de megacariocitos y plaguetas GPIIB son
regulados por el factor GATA-2 mediante un mecanismo de activacion cooperativa con el
factor Ets-1. Esta cooperacion resulta de la coexistencia de elementos genéticos en cis para

estos factores en el promotor de los genes mencionados con anterioridad.

1.5. El promotor de la PSCC de hamster (PSCCh) contiene elementos genéticos en cis
para los factores de transcripcion de las familias GATA y Ets.

A pesar de que algunos de los factores de transcripcion de la familia GATA se
expresan abundantemente en el pulmén de mamiferos, su funcién en la regulacién de Ia
expresién de genes especificos del pulmén ain no ha sido estudiada ampliamente. El
promotor de la PSCCh contiene dos elementos genéticos GATA localizados a -603/-591 pb
(5-GTCAGATAAACAGC-3) y -117/-97 (5-AGAAGATAACCAA-3’) con respecto al sitio de
inicio de la transcripcion, que se han conservado en Ioé promotores del gen de la PSCC de
todas las especies descritas hasta ahora. También contiene varios elementos genéticos muy
similares a la secuencia consenso para el sitio de unién de factores Ets; estos factores
pUeden modular la transcripcion inducida pbr los factores de transcripcion GATA
interaccionando con las secuencias adyacentes al elemento genético GATA (Lemarchandel
et al, 1993; Tymms y Kola, 1994; Hashimoto y Ware, 1995). Estos elementos fueron
detectados con el programa de computacién Mat-Inspector y son por lo tanto, elementos
genéticos putativos cuya relevancia y funcionalidad deben ser demostrados
experimentalmente.



En este estudio, nosotros examinaremos el papel de los elementos en cis GATA y Ets
en la regulacién de la expresion del gen de la PSCCh, utilizando células epiteliales de pulmén
humano en cultivo (NCI-H441), transfectadas con el promotor de la PSCCh fusionado al gen
de la luciferasa, para comprender mejor la regulacion de su expresion y Ia-importancia de sus
interacciones con factores de trascripcion determinantes en el desarrollo del pulmén. Estos
estudios, junto con los que se realizan en varios promotores especificos del pulmén, tales
como los de las proteinas del surfactante pulmonar, proveeran informacion valiosa sobre los
mecanismos de regulacién que gobiernan la expresion especifica de téjido en el pulmén de
mamiferos.



2. JUSTIFICACION
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El significativo desarrolio de la Biologia Molecular en los Ultimos veinte afios no
s6lo ha provocado una revolucién en todas las areas de la biologia, si no que también ha
llevado a plantear posibles aplicaciones en el desarrollo de nuevos tratamientos para un

grupo importante de patologias humanas, especificamente aquellas de origen genético.

En muchas de estas patologias la alteracién producida en el organismo, ya sea por
la ausencia de una proteina determinada o por la presencia de una proteina que, como
producto de una mutacién, no funciona adecuadamente, podria ser subsanada con la
restitucién de la informacion necesaria para que ese organismo produzca esa proteina
funcional. Esta restitucion de informacion genética a un organismo con fines terapéuticos
es sefalada cominmente como terapia génica.

Las distintas alternativas de terapia génica propuestas descansan
fundamentalmente en el conocimiento generado en campos especificos de la
investigacion basica en biologia, como aquellos que estudian los mecanismos que regulan
la replicacion de los virus que infectan las células de los mamiferos superiores, o los que
buscan conocer los mecanismos que regulan la expresion de la informacidn genética en

las células que componen los distintos tejidos que constituyen a un organismo superior.

El cémo se regula la expresidn de proteinas en forma especifica en un tejido o tipo
celular de un organismo, esta determinado en gran parte por la presencia de secuencias
regulatorias en la region promotora de los genes y por su interaccion con factores
especificos que promueven su expresion en ese y no en otro tejido o tipo celular. La
identificacion y estudio de esas secuencias regulatorias y de los factores que
interaccionan con estas, constituyen por lo tanto, elementos esenciales para la
caracterizacién de un promotor determinado y su posible uso en terapia génica. Esto
porque al existir regiones promotoras que determinan la expresion de una proteina,
cualquiera sea ésta, en un tejido o tipo celular especifico, podrian permitir, con fines
terapéuticos, la expresién regulada y restringida en ese tejido o tipo celular de alguna

proteina que no esté o no sea funcional en ese organismo.
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En lo que respecta al presente proyecto, es de nuestro interés trabajar con los
aspectos basicos de la caracterizacién de secuencias regulatorias en la regién promotora
de un gen tejido especifico y en los mecanismos moleculares responsables de la
expresion especifica de este gen. Especial atencion ha requerido el promotor que controla
la expresion del gen de la PSCC, que codifica para una proteina que esta
estructuralmente conservada en la filogenia de los mamiferos, expresandose en forma

célula-especifica en las células Clara del pulmén de mamiferos.

Los resultados de estos estudios sobre la regulacién de la expresion del gen de la
PSCC pueden ser utiles en el disefio de estrategias para el tratamiento de algunas de las
enfermedades respiratorias y pueden usarse junto con la tecnologia de animales
transgénicos para disefiar nuevos modelos animales que nos permitan estudiar los procesos
de dano y reparacién pulmonar. La identificacion de elementos regulatorios también puede
facilitar la terapia génica de algunas de las enfermedades del pulmén, ya que dichos
elementos podrian dirigir, con especificidad celular, la expresion in vivo de la proteina
seleccionada. '
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3.HIPOTESIS

Si se registran cambios significativos entre la regulacién del promotor de la PSCCh
silvestre y el carente de elementos en cis GATA y Ets; entonces estos elementos son
funcionales e interaccionan con factores de transcripcion que son importantes para la

regulacion tejido especifica en pulmon.
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4. OBJETIVOS

OBJETIVO. GENERAL

Determinar si los elementos genéticos en cis GATA y Ets del promotor de la
PSCCh, son funcionales y si desempefian un papel importante en su regulacion
transcripcional, a partir de sus interacciones con elemehtos en frans tejido especificos en
pulmon.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analizar la actividad de los elementos genéticos en cis GATAd, GATAp y Ets del
promotor de la PSCCh, mediante ensayos de expresion transitoria en lineas celulares en
cultivo (NCI-H441 y Hela).

Comprobar la interaccion de factores en trans con los elementos genéticos en cis

GATA del promotor de la PSCC, mediante ensayos de retardo en la movilidad

electroforética (EMSA) y super-retardo (super-shiff) con anticuerpos especificos.
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5. MATERIALES Y METODOS
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5.1. Preparacion de las construcciones génicas (ver Fig.5.1)

pGL3E-PSCChO.7 y pGL3B-PSCChO.7

A partir del promotor de la PSCCh (Gutierrez Sagal y Nieto, 1998), se amplificé por
PCR (Sambrook et al, 1989) un fragmento de 766 pb (PSCCh0.7), usando como
cebadores de polimerizacion, el oligonucleéfido 5'-GAGAACTGTCAAGATCTAGAAAG-3'
(PSCChpr-5) (Fig. 5.2, 673/695) que contiene un sitio de restriccion para Bg/ Il y el
oligonucledtido 3-GGTGTAGGTCTCTITCGAATCCGGAGG-5'(PSCChpr-2) (Fig. 5.2,
1413/1438), el cual tiene un sitio de restriccion para Hind Ill. El fragmento obtenido se
digirié con las enzimas de restriccion Bgl li y Hind 111 (Roche Molecular Biochemicals) y se
inserto en los plasmidos reporteros pGL3-Enhancer y pGL3-Béasico (Promega, Madison
WI) digeridos previamente con las mismas enzimas (Fig. 5.3 y 5.4.). |

pPGL3B-PSCCh0.7 antisentido (as).

El fragmento PSCCh0.7 que se obtuvo por PCR fue insertado en los sitios de
restriccion del plasmido pGL3-Bésico-INV. Este plasmido se construyd con anticipacién
invirtiendo sus dianas de restriccién (Bg Il y Hind 1ll) por mutacion sitio-dirigida (ver el
apartado de mutagénesis). En este plasmido el fragmento del promotor (PSCCh0.7) se
clondé en antisentido al silvestre, con el fin de obtener un control negativo en los

experimentos de transfeccién (Fig 5.5.).

16




5.2. Mutagénesis Sitio-Dirigida

Mutacion del elemento GATA distal (GATAd) (pGL3E-PSCChO.7/GATAdmut y
pGL3B-PSCCh0.7/GATAdmut).

La secuencia 5-GTCAGATAAACAC- 3 (Fig .5.2., 790/802) del promotor de la
PSCCh tiene una alta homologia con la secuencia consenso a la que se unen los factores
de transcripcion GATA: NNCWGATARNNNN. Esta secuencia fue mutada en las
construcciones pGL3E-PSCCh0.7 y pGL3B-PSCCh0.7, usando el oligénucledtido
especifico 5'-GGTCAAGTCAGAGCAACACTGAAGTGC-3' (PSCCh-mut/GATAd) (Fig.5.2,
784/810) y su secuencia complementaria y el sistema comercial de mutagénesis sitio-
dirigida QuickChange (Stratagene). De esta manera se obtuvieron las construcciones
mutantes pGL3E-PSCCh0.7GATAdmut y pGL3B-PSCCh0.7GATAdmut.

Mutacién del elemento Ets (pGL'SE-PSCChO. 7/Etsmut)

La secuencia 5-AACAGGAAAATGC-3' (Fig. 5.2., 713/725) del promotor de la
PSCCh tiene una alta homologia con la secuencia consenso a la que se une el factor de
transcripcion Ets-1: 5-RCCGGAAWGY-3'. Esta secuencia se mutdé en la construccién
pGL3E-PSCCh0.7,  utilizando el oligonucleétido- 5'-GGAAGGGAAACACCAA
AATGCAGAGTG-3' (PSCCh-mut/Ets) (Fig. 5.2., 705/731) y su secuencia complementaria,
y el sistema QuickChange. De esta manera se obtuvo la construccion mutante pGL3E-
PSCCh0.7Ets/mut.

Mutacion de los elementos GATAd y Ets (pGL3E-PSCCh0.7-GATAd/Etsmut).
Se disefid una construccion que contiene las dos mutaciones descritas
anteriormente usando como molde la construccion mutante pGL3E-PSCChO0.7/Ets-mut y

como cebadores a los oligonucledtidos ‘PSCCh-mutVGATAd y su secuencia

complementaria previamente descritos; asi como el sistema QuickChange.
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Mutacion del elemento GATA proximal (GATAp) (pGL3E-PSCCh0.7/GATAp-mut).

La secuencia 5-AGAAGATAACCAA-3' (Fig. 5.2., 1282/1294) del promotor de la
PSCCh también tiene una alta homologia con el elemento consenso reconocido por los
factores GATA: NNCWGATARNNNN. El ndcleo de este elemento fue mutada a través de
mutacion sitio dirigida con el oligonucleétido 5-CCACAGAGAAGAGCACCAAGTAAATA-
3 (PSCChmut-GATAp) (Fig. 5.2., 1276/1301). y su secuencia complementaria como
cebadores y el sistema QuickChange.

Mutacion de los elementos GATAd y GATAp (pGL3E-PSCCh0.7-GATAdpmut).

Se disefid una construccion' que contiene las dos mutaciones descritas
anteriormente usando como molde la construccion mutante pGL3E-PSCCh0.7-GATAdmut
y como cebadores al oligonucledtido PSCCh-mut/GATAp y su secuencia complementaria;

asf como el sistema QuickChange.
Construccion del plasmido pGL3-Basico-INV

Se uso el pldsmido pGL3-Basico (Promega) como molde, el oligonucledtido 5'-
CTAGCCCGGGCTCGAAGCTTGCGATCTAAGTAGATCTGGCATTCCGTAC-3' (pGL3B-
Hind/Bgl) y su secuencia complementaria como cebadores y el sistema QuickChange
para intercambiar los sitios de restriccion Bgl Il y Hind Ill. La construccién de este

plasmido nos permitié clonar el promotor en orientacién inversa.
La orientacion y fidelidad de todas las construcciones mencionadas anteriormente

se corroboraron mediante secuencia de ADN automatica, utilizando el sistema BigDye
~ Terminator (Applied Biosystems) y el secuenciador de ADN ABI PRISM 3700.
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Cada una de las construcciones se propag6 en la cepa JM109 de Escherichia coli
(Promega) de las que se purifico el ADN plasmido mediante un sistema comercial
(Endofree Plasmid Maxi Kit, Qiagen). Se determiné la concentracion de ADN por
espectrofotometria a 260nm y se evalué su calidad utilizando la electroforesis de ADN en

geles de agarosa (Sambrook et al., 1989).
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Figura 5.1. Representacion esquematica de las construcciones génicas.CE) , elemento Ets;
B elemento GATA distal; El, elemento GATA proximal; LUCIFERASA, ADNc de la enzima

luciferasa de Iuciérnaga;El, enhancer del virus SV40. Las mutaciones de los elementos estan

indicados con una cruz.
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LOCUS MAUGCC10 1491 bp DNA ROD 23-MAY-1998
DEFINITION Mesocricetus auratus ug/ccl0 gene.

ACCESSION Y13765

SOURCE golden hamster.

ORGANLISM Mesocricetus auratus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Vertebrata; Mammalia; FEutheria;
Rodentia; Sciurognathi; Muridae; Cricetinae; Mesocricetus.

REFERENCE 1 (bases 1 to 1491)

AUTHORS Sagal,R.G. and Nieto,A.

TITLE Molecular cloning of the cDNA and the promoter of the hamster
uteroglobin/Clara cell 10-kDa gene (ug/ccl0): tissue-specific and
hormonal regulation

JOURNAL Arch. Biochem. Biophys. 350 (2), 214-222 (1998)

COMMENT Related entry: L37041.
FEATURES . Location/Qualifiers
source 1..1491

/organism="Mesocricetus auratus”
/db_xref="taxon:10036"
/dev_stage="adult"

gene 1363..1491
/gene="ug/cclO"

TATA_signal 1363..1366
/gene="ug/cclO"

mRNA 1393..>1491

/gene="ug/cclO"
prim_transcript 1393..>1491
/gene="ug/cclO"
CDS 1450..>1491
/gene="ug/ccl0"
/codon_start=1
/product="uteroglobin/clara cell 10kDa protein"
/protein_id="CAA74098.1"
/db_xref="PID:e1294040"
/db_xref="PID:g3157404"
/db_xref="G1:3157404"
/db_xref="SPTREMBL:070544"
/translation="MKIAITMAVVMLSV"

. 1 ctggaaatgc tctttacaag gctactctdgt ggaggaacag ctaaagaact ctctctacag

61 tgatggctac atccatctct gtgctggggt caggccagag acacagaadt gagccaagte
121 tacagttaga actgagctaa tggacaggac agttcaagaa caacaaaaaa gcatcclhcat
181 ggcccaccac tgggaagcag gcaaaccgaa atgctcacag cttaaatcce tectatfhgta
241 tccttagatg caaacagctc tggggaaggt agaaccttaa gcaaggeaac ctctgtagca
301 ggggcagacc ctgcagttac tggaagctga aggctctcag atgaccacat ccctcacagce
361 cactagacag aaagatcatg agcgggccct ttaaactcct ctccaggtct tccccaatte
421 ccagccccac cactccatag taggtaccag gcatctattg actgggtgga tggatgaaca
481 tttgagatga tctggaagtc tgaataggat ttgtggaaat gggaaatggc tgggagggat
541 gcaagctggg aagctgagac agaaggtgtt ggttgcaacc aaagtgaggt tacatgctaa
601 gacacaagag cactagagag taaacacaga gcatgggaag ctaaagttag agcctgggaa
661 ctactaacac ttgagaactg tcaacatcta gaaagaatag ccaaggaagg gaaacaggaa
721 aatgcagagt gtgggaaaga atggagcagg agagaggagg ctatagcata aaggctaggg
781 agaggtcaag tcagataaac actgaagtgc ccctcaactg gccattagaa ggacaggact
841 gggtaagaac agaccaagcc tgacctgggc ctgggtctct gatatatact atggagaagt
901 cttcatttgt tcatgtctaa tgcagaatct aacctgacca atgacaccca agaatcaagt
961 gacctagcca ctttccttgg aggggggcag tagaaggagc tcagtgacat tttagagecce
1021 ttggtctttg tctaccttgt attcctgagg agccaccacc ctctggtttg ccaaagttgg
1081 caagtctaca gttgcttcct ggaacctgga gtacccagtg cttgacttca aaaagaggac
1141 acagatgtcc agattcccac aacctctgac ttgggctccc ccccactgcc tggacacccce
1201 aaaagtggcc tgttgttgag ctcagtttca atgggaacag aaactgggtt taaggaaaga
1261 gattatttac ttattccaca gagaagataa ccaagtaaat agtgcaatat cctaagtggt
1321 acccaagccc tgcctactac ctcttgtggg cttcctagaa caTATAaaaa gccacctgat
1381 gcccccacac tt5§Ecacac tactatacca cccoacatcc agagacagcc aagcctccca
1441 gactccacca tgaagattgc catcacaatg gctgttgtca tgctgtcggt c

Figura 5.2 Secuencia de nucledtidos de la region promotora 5' del gen de la PSCC de
hamster. El sitio de inicio de la transcripcidn estd marcado con una flecha. La caja TATA esta
indicada con mayusculas y el coddn de inicio de la traduccidn esta en cursivas. La secuencia de
los oligonucledtidos que se utilizaron en la reaccién de PCR y en la mutagénesis sitio dirigida
estan marcados en negrita. '
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Figura 5.3. Mapa de la construccion pGL3E-PSCCh0.7. Promotor PSCCh, fragmento de 766
pb del promotor de la PSCCh; luc+, secuencia del ADNc de la luciferasa de luciérnaga; Amp', gen
de resistencia a ampiciiina; ori, origen de replicacién del plasmido; SV40 Enhancer, amplificador
de la transcripcién derivado del virus SV40.
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Figura 5.4. Mapa de la construccion pGL3B-PSCCh0.7. Promotor PSCCh, fragmento de 766
pb del promotor de la PSCCh; luc+, secuencia del ADNc de la luciferasa de luciérnaga; Amp’, gen
de resistencia a ampicilina; ori, origen de replicacién del plasmido.
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Figura 5.5. Mapa de la construccion pGL3B-PSCCh0.7as. Promotor PSCCh, fragmento de
766 pb del promotor de la PSGCh; luc+, secuencia del ADNc de la luciferasa de luciérnaga; Amp/,

gen de resistencia a ampicilina; or, origen de replicacién del plasmido.
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5.3. Cultivo celular y analisis de expresion transitoria.

La linea celular NCI-H441, establecida de un adenocarcinoma de pulmén humano
y con caracteristicas similares a las células Clara de.pulmén (German et al., 2000), se
cultivd en RPMI-1640 (Gibco) suplementado con suero fetal bovino al 5%, sin antibidticos,
las células Hela (céncer cervico-uterino), COS-7 y HEK-293 se cultivaron en DMEM
(Gibco) suplementado con suero fetal bovino. al 10%, sin antibidticos. Las células se
mantuvieron a 37 °C, en una atmosfera himeda con 5% de CO..

Para los analisis de expresion transitoria se sembraron, en placas de 24 pozos,
15,000 células HelLa o 50,000 células NCI-H441 por pozo, 16 h antes de la transfeccion.
Cada pozo se cotransfecté con 400 ng de cada una de las construcciones reporteras y 80
ng del plasmido pRL;TK (Promega) como control interno de eficiencia de transfeccion,
usando Effecteno (Qiagen), segun las instrucciones de la casa comercial. Después de 48
h de transfeccion se lavaron las células con PBS y se lisaron con solucién de lisis pasiva
(Promega). Las actividades de las enzimas luciferasas (luciferasa de luciérnaga vy
[ucitferasa de Renilla) se determinaron con el sistema de luciferasa dual (Promega) en un
luminémetro (Fentomaster FB15 de Zylux).

5.4. Extraccion del ARN total

"El ARN total se extrajo con el método descrito por Chomczynski y Sacchi (1987).
Brevemente, las células se homogeneizaron en solucidn desnaturalizante 4M de
isotiocianato de guanidina y 8-mercaptoetanol y se incubaron 1 h, a 4°C. El homogeneizado
se centrifugé 20 min, a 4°C (10,000g). EI ARN total se precipito con isopropanol, se
centrifugd 20 min a 4°C (10,000g) y se resuspendi6 en un volumen de solucién
desnaturalizante, al que se agregaron 3 volimenes de LiCl 4 M. La concentracion de ARN
- total se determin6é mediante espectrofotometria a 260 y 280 nm.
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5.5. Electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante y transferencia a papel.

El ARN total de cada linea celular se separd en una electroforesis en gel de
agarosa al 1%/HEPES-EDTA 1X/formaldehido al 6% (Sambrook et al., 1989), y se
transfiri6 a una membrana de nylon (HyBond-N, Amersham Pharmacia Biotech) con
amortiguador SSC 10X (citrato de sodio 150 mM, NaCl 1.5 M, pH 7) durante 16 h. La
membrana se secd y el ARN se fij6 con luz ultravioleta por 5 min.

5.6. Deteccion del ARN mensajero (ARNm) del factor GATA-2.

Se sintetizd una sonda especifica para el factor de transcrpciéon humano GATA-2
de 787 pb por RT-PCR, utilizando a los oligonucledtidos hGATA2-SQ2 (5'-
GGAAAGTGGCAGTCCCCTGC-3") y hGATA2-rev (5-GTCCATCTGTTCCCTAGCCC
ATGGCG-3’) como cebadores. EIl ARN que se uso como molde, se extrajo de células
Hela utilizando el método previamente descrito. Estas -células expresan abundantemente
el factor GATA-2 (Dorfman et al.,' 1992). Los oligonucledtidos que se utilizaron se
dedujeron de [a secuencia del ADNc del factor de transcripcion humano GATA-2
reportado en el Gene Bank con nimero de acceso Gl: 20149534. El producto de PCR fue
secuenciado para confirmar que la secuencia de nucleétidos del fragmento amplificado es
idéntica a la del factor de transcripcién humano GATA-2. La sonda se marcé con [a-*2P]-
dATP y ramdom primers (RadPrime DNA Labeling System, Gibco) y se hibriddé con los
ARNSs de las lineas celulares inmovilizados en la membrana. El filtro se lavé y se expuso a
una pelicula radiosensible. La normalizaciéon del experimento se realizé mediante la

comparacién del ARN ribosomal 18S de cada muestra.

5.7. Clonacion del factor de transcripcion humano GATA-2

Se extrajo ARN total del la linea celular HEK-293 y se uso como molde para la
sintesis del ADNc de primera cadena a partir de oligo-dT y la transcriptasa inversa
(FirstStrand cDNA Sintesis Kit, Pharmacia, Biotech). EI ADNc especifico para hGATA-2
fue amplificado por PCR empleando los oligonucledtidos: 5-CCCGCGCCGGCC
ATGGAGGTGGCG-3' (hGATA2-fw) y 3-CGCCATGGGCTAGGGAACAGATGGAC-%’
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(hGATA2-rev). El fragmento de PCR (1,468 pb) que contiene la region codante del gen
humano de GATA-2, fue purificado mediante el sistema comercial Gene Clean Il (Bio101)
y clonado en el vector de expresion pTargeT (Promega, Fig. 5.6). De los pldsmidos
recombinantes que se obtuvieron se escogieron dos: i) pTargeT-hGATA-2 sentido que
expresa al factor de transcripcién GATA-2 y i) pTargeT-hGATA-2 antisentido que contiene
el ADNc del factor hGATA-2 en antisentido por lo que no es capaz de expresar GATA-2.
Este ultimo plasmido se emple6 como control negativo en los experimentos de expresion
transitoria en los que se cotransfecto el factor hGATA-2.

5.8. Inmunodeteccion del factor hGATA-2 en células COS-7.

Para verificar la funcionalidad de los plasmidos pTargeT-hGATA-2 sentido y
antisentido se cultivaron células COS-7 en tres cajas de Petri de 100 mm de diametro. Se
hizo la transfeccion de cada vector de expresion (pTargeT-hGATA-2 sentido y antisentido)
con lipofectamina (Gibco) segun las instrucciones de la casa comercial, en dos de las
cajas con COS-7 al 70% de confluencia, mientras la tercera caja permanecié sin
transfectar como control negativo del experimento. Después de 24 h de expresion , se
extrajeron las proteinas nucleares (ver apartado de extractos nucleares) y se resolvieron
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (EGPA-SDS) (Sambrook
et al., 1989). Las proteinas fueron transferidas a una membrana inmobilon—-P (Millipore)
semihimeda en una transferidora (Biorad), a 20 mA durante 40 min. Después de bloquear
la membrana, se incub6 con un anticuerpo policlonal de conejo especifico para hGATA-2
(Gordon et al., 1997). Posteriormente se empleo un segundo anticuerpo anti-conejo
conjugado con la peroxidasa de rdbano (Amersham) y se revelo la presencia del factor
mediante el uso de luminol e inmediatamente se expuso la membrana a una placa

fotosensible (Kodak).
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Figura 5.6. Mapa del vector de expresion pTargeT.: CMV Enhancer/Promotor,
Amplificador/promotor de la transcripcion de citomegalovirus, Amp’, gen de resistencia a
ampicilina; f1-ori, origen de replicacién derivado del fago filamentoso f1; SV40 Enhancer/Early
Promoter, amplificador/promotor de la transcripcion derivado del virus SV40; on, origen de
replicacién del plasmido; (7), timinas para la clonacion de productos de PCR.
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5.9. Ensayos de expresion transitoria con pTargeT-hGATA-2 en células NCI-H441,

Se cuitivaron 50,000 células por pozo de células NCI-H441, para cotransfectarles
400 ng de cada una de las construcciones reporteras, con 80 ng del plasmido pRL-TK
(Promega) como control interno de eficiencia de transfeccién y con 50 ng de pTargeT-
hGATA-2 sentido. Se hizo una cotransfeccion paralela a la anterior, que sirvi6 como
control negativo, ya que las construcciones reporteras fueron transfectadas junto con 50
ng de pTargeT-hGATA-2 antisentido. Las transfecciones se llevaron a cabo usando
Effecteno (Qiagen) como método de transfeccién. Después de 48 h se lavaron las células
con PBS y se lisaron con solucion de lisis pasiva (Promega). La actividad de las enzimas
luciferasa (luciferasa de luciérnaga y luciferasa de Renilla) se determiné en un
luminémetro (Fentomaster FB15 de Zylux).

5.10. Preparacion de los extractos nucleares.
Los extractos nucleares de las células NCI-H441, HeLa y COS-7 se prepararon
segun el método descrito por Schreiber et al. (1989). La concentracion de proteinas en

cada uno de los extractos nucleares se determin6 por del método de Lowry (Lowry et al.,
1951).
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5.11. Analisis de retardo en la movilidad electroforética (EMSA).

Se utilizé la técnica descrita por (Ausubel et al., 2000). En esta técnica se utilizaron

los siguientes oligonucledtidos sintéticos de doble cadena (Invitrogeny):

GATAd-silvestre (Fig. 5.2, 786/805) 57/ ~TCAAGTCAGATAAACACTGA-3'
3/-AGTTCAGTCTATTTGTGACT-5"

GATAd-mutado 5/ -TCAAGTCAGAGCAAGTGACT-3"
' 3/ -AGTTCAGTCTCGTTCACTGA-5'

GATAp-silvestre (Fig. 5.2, 1278/1297) 5/-ACAGAGAAGATAACCAAGTA-3'
3/-TGTCTCTTCTATTGGTTCAT-5"

GATAp-mutado 5’ -ACAGAGAAGAGCACCAAGTA-3'
3’-TGTCTCTTCTCGTGGTTCAT-5"

Los oligonucleétidos silvestres de doble cadena se radiomarcaron en el extremo 5’
con [y-*3P]JATP, mediante la polinucleétido cinasa de T4 (Sambrook et al., 1989). En cada
reacciéon de unién se usb 1 ng de sonda (actividad especifica > 10’ cpm/ug). Las
reacciones de unién se realizaron a 4°C durante 30 min en un amortiguador que contiene
poly (dI-dC) y 10 ug de proteinas nucleares. Las reacciones de union se sometieron a
electroforesis en geles de poliacrilamida al 6% en condiciones nativas. E! gel se sec6 con

calor al vacio para posteriormente exponerla a una pelicula radiosensible.

En algunas de las reacciones se utilizaron oligonucledtidos no marcados como
competidores y en otras se empled un anticuerpo policlonal de conejo especitico contra el
factor de trascripcién humano GATA-2, que fue donado por el Dr. Stuart H. Orkin de la
Division de Hematologia/Oncologia del Dana Farber Cancer Institute y el anticuerpo
policlonal de conejo contra JunB (pAb-JunB, Santa Cruz) como control. Cuando se usaron
anticuerpos, se agregaron a la reaccién de unién y se incubaron 15 min, a 20 °C antes de

incorporar la sonda marcada.
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5.12. Inmunodeteccion del factor hGATA-2 en NCI-H441 silvestres y transfectadas
con pTargeT-hGATA-2.

Con el fin de corroborar la ausencia del factor GATA-2 en las células NCI-H441 y
de su expresion inducida por el vector de expresion pTargeT-hGATA-2 en las mismas
células; se cultivaron tres cajas de cultivo celular de 100 mm de diametro con células NCI-
H441, una caja con células HEK-293 y una de células-HelLa como controles positivos. Se
transfectaron los vectores de expreéién para GATA-2 (sentido y antisentido) en dos de las
cajas de NCI-H441 al 70% de confiuencia mediante lipofectamina. La tercera caja de NCI-
H441 permanecio sin transfectar como control negativo del experimento. Después de 24 h
de expresion, se extrajeron las proteinas nucleares de cada grupo celular y se resolvieron
en una EGPA-SDS. Las prdteinas fueron transferidas a una membrana Immobilon—P
(Millipore) semihimeda con amortiguador para catodo (Tris 25 mM, Metanol 10%) en una
transferidora (Biorad) a 20 mA por 40 min. Después de bloguear la membrana, ésta se
incubd con una dilucién 1: 2500 del anticuerpo policlonal especifico para GATA-2 en TBS-
T (Tris 20 mM, NaCl 137 mM, Tween 20 0.1%). Posteriormente se incubd con un segundo
anticuerpo anti-conejo-HRP (Amersham) también diluido en TBS-T (1:10,000). Se revel6
la presencia del factor mediante el uso de Ium_inol y la membrana se expusé a una
pelicula fotosensible (Kodak).

5.13. Analisis Estadistico
Los resultados obtenidos del analisis' de expresién transitoria para las diferentes
construcciones del promotor del gen de la PSCCh, fueron analizados mediante t-Student y

ANOVA, para comparar la expresion del control (construccién silvestre) con la expresion

de las construcciones mutadas, considerando diferencias siginificativas con p<0.05.
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6. RESULTADOS
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6.1. Los elementos genéticos GATA y Ets regulan la transcripcion del gen de la
PSCCh. '

El andlisis de la region de flanqueo 5’ del gen de la proteina de secrecion de las
células Clara de hamster (PSCCh) (Gutierrez Sagal y Nieto, 1998) hecho a través del
programa de computacion Mat-Inspector, localizé6 dos elementos en cis, el primero es
97% homologo a la secuencia consenso reconocida por los factores de transcripcion
GATA y el segundo es 89% homdlogo a la secuencia consenso para los factores de
transcripcion Ets. Estos elementos se han conservado en el promotor del gen de la PSCC
de varias especies de maml’feros; sugiriendo que su conservacion durante la evoluciéon
molecular de la PSCC obedece a que deben desempefiar un papel importante en la
expresion de esta proteina. Estos factores suelen actuar de manera cooperativa en los
promotores de varios genes especificos (Lemarchandel et al., 1993; Tymms y Kola, 1994;
Hashimoto y Ware, 1995). Para evaluar el efecto de los elementos GATA y Ets en la
transcripcién del gen PSCCh se cloné un fragmento del promotor de 766 pb, que contiene
estos elementos, en un vector reportero; a partir del cual se mutaron cada uno de los
elementos y se analiz6 su actividad utilizando ensayos de expresion transitoria én las
lineas celulares NCI-H441 y Hel.a, esta Gltima expresa abundantemente el factor de
transcripcion humano GATA-2 (Dorfman et al., 1992).

Los resultados (Fig. 6.1) indican que las mutaciones realizadas en los elementos
genéticos no madificaron significativamente la actividad del promotor en las células NCI-
H441, sin embargo en las células Hela, la actividad de las construcciones mutantes
disminuyé hasta en un 40%. Estos resultados indican que los dos factores de
transcripcion (GATA y Ets) regulan la actividad del promotor de la PSCCh y sugieren que
no trabajan cooperativamente como en otros genes (Lemarchandel et al., 1993; Tymms y
Kola, 1994; Hashimoto y Ware, 1995); ya que la construccion en la gue los dos elementos
se han mutado, la disminupién de la actividad es similar a la de cada elemento individual.
Estos resultados también sugieren que las construcciones mutantes podrian ser inactivas
en las células NCI-H441 porque no expresan el factor GATA-2 o lo expresan en baja
concentracién, contrastando fuertemente con la abundante expresion de este factor en

las células HelL.a.



Actvidad de Luciferasa Relativa (%)

-

8
P 001
b 021

[ S - : ] &
o O o o o o

-679 a - 666 -100 -24

s i

-602 2 -589

N Iv9

h-U B )
5 I~
=] "
~
“ -
» I
Luciferaza §
-602 » -589 e ‘:'*
L]
s
iy o q
m
L.,cuu.,. 3
£9 1%
-602 5 -589 E : :
3
679 a- 666 -100 2y g %
>
TATA Luciferazs E 2 ’
72 *
602 a -589 2E I-'

W NCIH441F=0.33; P>0.7 [~
3 Helat=12.91; P<0.001 % eraie

Joueyuzetod
LI
*

Figura 6.1. Efecto de las mutaciones de los elementos GATAd y Ets del promotor de la
PSCCh en su actividad transcripcional. Se transfectaron células NCI-H441 o Hela con las
construcciones esquematizadas a la izquierda. El plasmido pRL-TK se cotransfecté como control
de eficiencia de transfeccion. Los valorgs representan la media £ DS (n=3) y son representativos
de tres experimentos independientes. A la media obtenida con el pGL3E-PSCCh0.7 se le asigné
el 100% y se calculd el porcentaje de actividad relativa de cada construccion. Los valores.p se
calcularon contra la actividad de pGL3E-PSCCh0.7. El (*) marca la diferencia éignificativa
(p<0.001) con respecto al control.
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6.2. Deteccion del ARNm del factor GATA-2 en diferentes lineas celulares mediante
Northern Blot. :

Con el fin de investigar la expresién del factor de transcripcion GATA-2 en las
células NCI-H441, se extrajo ARN total de diferentes lineas celulares y se analiz6 por
northen blot. La electroforesis de ARN total en gel de agarosa, muestra que los ARNs
ribosomales de 28S y 18S se resuelven en forma definida, indicando que los ARNs se
obtuvieron sin degradacién ni contaminacién de ADN (Fig. 6.2).

Un fragmento del ADNc (787 pb) del factor de transcripcion humano GATA-2
marcado con 2P, hibridé con el ARNm de las lineas celulares HelLa, MCF-7, HEK-293,
T47-D y HTR-8, siendo las lineas celulares HEK-293 y HTR-8 las que expresan mas
abundanteme'nte el factor de transcripcion GATA-2. Sin embargo, en otras de las lineas
celulares que se analizaron, incluyendo las células NCI-H441, no se detectd la expresion
del factor de transcripcién (Fig. 6.2). Estos resultados indican que las células NCI-H441,
no expresan el factor de transcripcion GATA-2 o que podrian expresarlo en niveles por
debajo de los limites de deteccidn de esta técnica; lo cual explicaria parcialmente que no
exista diferencia entre la actividad del promotor silvestre y mutado en el elemento GATA
en estas células. .
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Figura 6.2. Deteccion del factor humano GATA-2 en diferentes lineas celulares mediante
Northern Blot. El ARN total (10 yg) se fracciond en electroforesis en gel de agarosa-formaldehido
y se tifid con bromuro de etidio (parte superior). El ARN se transfirié a Hybon-N y se hibridé con
una sonda especffica para el factor humano GATA-2 marcada con *P (parte inferior). Las flechas
indican la posicion del ARN ribosomal es 28S y 18S..
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6.3. Clonacidn del factor de transcripcion humano GATA-2.

Los resultados obtenidos por Northern blot indican que la linea celular NCI-H441 no
expresa el factor humano GATA-2 o lo expresa poco, por esta razon decidimos clonar
este factor, para poder expresarlo en las células NCI-H441. El ADNc del factor GATA-2 se
clond en el vector de expresion pTargeT a partir del ARN de las células HEK-293, estas
células expresan abundantemente esta proteina (Fig. 6.2). El ADNc obtenido fue de 1468
pb y codifica para una proteina de 480 aminoacidos (Fig. 6.3). La secuencié de
aminodcidos fue comparada con la secuencia reportada para el factor de transcripcién
GATA-2 de placenta humana; revelando que de los 480 aminoacidos deducidos del
ADNc, solo un aminoacido es diferente (Fig. 6.4, Ala164/Thr164). El factor de
transcripcion contiene los dominios caracteristicos del factor GATA-2, como son el dedo
de zinc amino terminal que se encuentra entre los aminoacidos 295-319 y el dedo de zinc

carboxilo terminal, que se encuentra localizado entre los aminoacidos 349-373 (Fig. 6.3).
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Figura 6.3. ADNc y secuencia de aminoacidos del factor de transcripcion humano GATA-2.
coddén de inicio y de terminaci6on estan indicadas con lineas negras. La secuencia de
aminoéacidos que conforman los dominios de union al ADN (zinc finger), estan subrayadas.
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Figura 6.4. Comparacion de las secuencias de aminoacidos del factor de transcripcion

humano GATA-2. La secuencia con letra en negritas corresponde al ADNc de GATA-2 humano

obtenido de la linea celular HEK-293. La secuencia con letra tenue corresponde al ADNc de

GATA-2 humano obtenido de placenta. El cambio de la Ala164/Thri164 esta subrayado.
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Para comprobar si nuestro vector de expresion (pTargeT-hGATA-2), codifica la
proteina GATA-2, el plasmido se transfect6 en células COS-7, estas células no expresan
este factor de transcripcion (Dorfman et al., 1992). Los extractos nucleares de estas
células fueron usados para llevar a cabo el inmunoblot que se presenta en la Figuré 6.5.
El anticuerpo especifico para GATA-2 solamente detectd al factor de transcripcion en las
células transfectadas con el plasmido pTargeT-hGATA-2 sense; indicando que el vector

de expresion funciona apropiadamente.

40




475

Figura 6.5. Inmunodeteccion del factor de transcripcion GATA-2 en células COS-7. A la
izquierda se indican los marcadores de peso molecular en kDa. (1) Células COS-7 transfectadas
con el vector pTargeT, (2) células COS-7 transfectadas con pTargeT-hGATA-2 sentido y (3)
células COS-7 transfectadas con pTargeT-hGATA-2 antisentido.
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6.4. GATA-2 regula la transcripcion del gen de la PSCCh en células NCI-H441.

Para determinar si el factor de transcripcion GATA-2 regula la actividad del
promotor de la PSCCh, se cotransfectd el .factor de transcripcion GATA-2, con las
construcciones silvestre y mutantes del promotor de la PSCCh en la linea celular NCI-
H441. Los resultados indican que el factor GATA-2 incrementa la expresion del reportero
en un 20% (Fig. 6.6). Este afecto en la actividad del promotor parece estar mediada por el
elemento en cis GATAd del promotor ya que cuando se muta dicho elemento, la actividad
del promotor disminuye a niveles similares a los de la misma construccion sin el factor
GATA-2. Este resultado es similar al que obtuvimos en las células Hela (Fig. 6.1) y en
conjunto sugieren que el factor tiene importancia en la actividad del promotor de la
PSCCh.
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Figura 6.6. Regulacién del promotor de la PSCC de hamster por GATA-2 en células NCI-
H441. Las células NCI-H441 fueron cotransfectadas con las construcciones esquematizadas en la
parte izquierda de la figura en combinaciéon cori el plasmido de expresién pTargeT-hGATA-2
antisentido como control negativo (sin hGATA-2) o con el plasmido pTargeT-hGATA-2 sentido
(con hGATA-2). Los niveles de expresién se muestran como actividad relativa de las luciferasas.
El resultado es representativo de tres experimentos independientes, cada uno realizado en
triplicado. Cada barra representa la media (n=3) % la DS. * p< 0.008 versus el valor de la
construccion silvestre con hGATA-2,
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6.5. Andlisis del elemento genético GATAp del promotor de la PSCCh.

El promotor de la PSCCh tiene un segundo elemento putativo para los factores de
transcripcion de la familia GATA localizado a 1282/1294 (5'-AGAAGATAACCA-3’). Este
elemento fue designado con el nombre GATA proximal (GATAp) y fue mutado mediante
mutagénesis sitio-dirigida. El efecto de esta mutacion se analizé en ensayos de expresién
transitoria en células Hela y NCI-H441. Los resultados en las células Hela (Fig. 6.7)
indican que el elemento GATAp es importante para la actividad del promotor, ya que la
mutacion en el nicleo del elemento disminuye significativamente la actividad del promotor
(25%, p < 0.001, Fig. 6.7). Estos resuitados junto con los obtenidos en el analisis del
elemento GATAd indican que los factores de transcripcidén de la familia GATA regulan la
actividad del promotor de la PSCCh. Cuando los elementos genéticos GATAd y GATAp
se mutaron en el mismo plasmido reportero la actividad del promotor fue similar a cada
una de las mutaciones individuales. Interesantemente, cuando se transfectaron las
mismas construcciones en células NCI-H441 (Fig. 6.8), la mutacion del elemento GATAp
incrementa 3.5 veces la actividad del promotor. El mismo resultado se observé cuando los
elementos GATAd y GATAp fueron mutados en la misma construccién, sugiriendo que
predomina el efecto de la mutacién del elemento proximal. Estos resultados sugieren que
estas células de origen pulmonar expresan un factor de transcripcién que reprime Ia
expresion del gen de la PSCCh a través de su interaccidn con el elemento GATAp. Este
factor debe ser diferente a las factores GATA ya que estos son factores estimuladores y

no inhibidores como se observa en estos resultados.
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Figura 6.7. Efecto de la mutacién en el elemento GATAp en la actividad del promotor de la
PSCCh en células Hel.a. Las células fueron cotransfectadas con las construcciones indicadas y
el plasmido pRL-TK como control interno de eficiencia de la transfeccién. Cada barra representa la
media (n=3) + la DE de un experimento representativo. La construccion pGL3E-PSCCh
antisentido (as) se utilizé para determinar la actividad de fondo de las construcciones. (*) p < 0.01
versus el valor de la construccion silvestre (pGL3E-PSCChO0.7).
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Figura 6.8. Efecto de la mutacién del elemento GATAp del promotor de la PSCCh en células
NCI-H441. Las células NCI-H441 fueron cotransfectadas con las construcciones indicadas y el
plasmido pRL-TK como control de la eficiencia de transfeccién. Los resultados representan la
media (n=3) £ la DE de un experimento representativo realizado en triplicado. El plasmido pGL3E-
PSCChO0.7 antisentido (as) se utilizé para determinar la actividad basal de las construcciones.
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6.6. Interaccion del factor de transcripcion GATA-2 con los elementos GATA distal y
proximal.

Como los resultados del andlisis de expresion transitoria indicaron que los
elementos genéticos en cis GATAd y GATAp son importantes en la actividad del promotor
de la PSCCh, decidimos estudiar la interaccion de estos elementos con los extractos
nucleares obtenidos de células HelLa, mediante ensayos de retardo en la movilidad
electroforética -(EMSA) y determinar el factor de transcripcion especifico mediante super-
retardos con anticuerpos especificos. El resultado se muestra en la Figura 6.9. En esta
figura se observa que los elementos (GATAd y GATAp) se unen especificamente a las
proteinas nucleares (carriles 1 y 5); [a union es especifica porque un exceso de sonda no
marcada (fria) desplaza la sonda marcada (carriles 2 y 6) mientras que un exceso de
sonda no marcada pero con una mutacién en el nicleo del elemento es incapaz de
desplazar la sonda (carriles 3 y 7). El analisis del super-retardo (carriles 4 y 8) indica que
la proteina que se une a estos elementos es el factor de transcripcion GATA-2; ya que un
anticuerpo especifico contra este factor es capaz de super retardar el complejo nicleo
proteico formado.

Este mismo experimento se realizé con extractos nucleares obtenidos de las
células NCI-H441 (Fig. 6.10); sin embargo en este analisis de retardo no se observa la
formacion del complejo especifico (cis-elemento/nucleoproteina) tan claramente como en
los extractos nucleares de células Hela, posiblemente porque las células NCI-H441
expresan el factor de transcripcién en muy baja concentracion. No obstante, la obtencién
del super-retardo con el anticuerpo especifico indica gue también en estas células el
factor de transcripcién GATA-2 interacciona con estos elementos (carriles 4 y 8).
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Figura 6.9. Analisis de retardo y super-retardo de los elementos GATAp y GATAd del gen de
la PSCCh. Las sondas GATAp y GATAd marcadas con *P se incubaron con 10 pug de proteinas
de los extractos nucleares de células Hela. En las reacciones de competencia se utilizaron
oligonucleétidos no marcados en 100 veces de exceso molar (carriles 2-3 y 6-7). La banda
especifica que se detecta en este experimento esta indicada con una flecha. En el anélisis de
super-retardo se utilizé un anticuerpo policlonal especifico contra GATA-2. Este anticuerpo super-
retarda la banda especifica designada como SR. S, silvestre; mut, mutado.
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Figura 6.10. Analisis de retardo y super-retardo de los elementos GATAp y GATAd del gen
de la PSCCh. Las sondas GATAp y GATAd marcadas con %P se incubaron con 10 pg de
protefnas de extractos nucleares de células NCI-H441. En las reacciones de competencia se
utilizaron oligonucleétidos no marcados en 100 veces de exceso molar (carriles 2-3 y 6-7). En el
analisis de super-retardo se utilizd un anticuerpo policlonal especifico contra GATA-2. Este
anticuerpo super-retarda la banda especifica designada como SR. S, silvestre; mut, mutado.
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6.7. Inmunodeteccion del factor de transcripcion humano GATA-2 en células NCI-
H441. '

Debido a que los ensayos de movilidad electroforética revelaron la presencia del
factor GATA-2 en las proteinas de los extractos nucleares de las células NCI-H441, se
realizé la deteccion de este factor en esta linea celular mediante inmunoblot. La figura
6.11 muestra que el anticuerpo contra GATA-2 humano, puede detectar la presencia del
factor en las células NCI-H441 silvestres o transfectadas con el factor hGATA-2. Las
lineas celulares que se usaron como controles positivos, HEK-293 y Hel.a, son las que
expresan mas abundantemente GATA-2. Las células'NCI-H441 silvestres y transfectadas
con pTargeT-hGATA-2 antisentido, también expresan GATA-2 pero en una cantidad més
baja, en comparacién con los controles positivos; mientras que estas mismas células
transfectadas con pTargeT-hGATA-2 sentido muestra un incremento en la expresién del
factor de transcripcién humano GATA-2 (Fig.6.11).
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Figura 6.11. Inmunoblot del factor de transcripcion humano GATA-2 en diferentes lineas
celulares. 10 pg de protefnas totales obtenidas de los extractos nucleares de las lineas celulares
indicadas, se analizaron mediante inmunoblot utilizando un anticuerpo especifico contra GATA-2.
Las células NCI-H441 fueron transfectadas con los pldésmidos de expresion pTargeT-hGATA-2
antisentido y pTargeT-hGATA-2 sentido como se describe en Materiales y Métodos. Las células
HEK-293 se utilizaron como control positivo.
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7. DISCUSION
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El andlisis que se efectud con el programa de computacién Mat-Inspector en los
primeros 766 pb de la secuencia de flanqueo 5 del gen de PSCCh, identificd varios
elementos GATA y Ets que podrian participar en la regulacion de la actividad de este
promotor. Para demostrar la importancia de estos sitos, se transfectaron las células NCI-
H441 y Hela con el promotor de la PSCCh mutado en los elementos GATAd (790/802 pb) y
Ets (713/725), los cuales fueron seleccionados por su alta homologia con los sitios consenso
para GATA y Ets. Los ensayos de transfeccion realizados en las células NCI-H441 no
revelaron diferencias significativas en la actividad de las construcciones mutantes y silvestre.
Por otra parte, los resultados obtenidos en las células HeLa contrastan significativamente con
los observados en NCI-H441; ya que en estas células las construcciones mutantes en
GATAd y Ets, pierden alrededor de un 40% y 20% respectivamente en la actividad del
promotor, en relacién con el promotor silvestre. (Fig. 6.1). Estos resultados sugieren que
estos elementos son importantes en la regulacion del promotor de la PSCCh e indican que
los trans-factores que interaccionan con estas secuencias se encuentran en las células
Hela, pero no en las NCI-H441. Una de las razones por las que se decidi6 estudiar el
elemento Ets fue principalmente por que este factor suele actuar de manera cooperativa con
los factores de transcripcién GATA, sin embargo los resultados indican que al menos en el
contexto del promotor de la PSCCh estas secuencias funcionan de manera independiente.
No obstante, aunque el elemento genético Ets parece tener importancia en la regulacién
transcripcional del gen de la PSCCh, aun queda por detemostrar cual de los 30 factores que

conforman la familia Ets (Bhat et al., 1987) es el que interacciona con esta secuencia.

De los factores de transcripcion de la familia GATA que se han descrito hasta ahora,
solo el factor GATA-2 se expresa abundantemente en la linea celular HeLa (Dorfman et al.,
1992), mientras que en la linea celular NCI-H441 la presencia de GATA-2 o algin otro
miembro de la familia GATA, no ha sido claramente demostrado. Los resultados del Northern
blot en diferentes lineas celulares (Fig. 6.2) indican que las células HelLa efectivamente
expresan abundantemente el factor GATA-2, mientras que las células NCI-H441 no expresan
este factor, al menos no en la concentracién suficiente para su deteccién por esta tecnica.
Estos resultados sugieren que la mutacion en el elemento GATAd no tiene efecto en las
células NCI-H441 porque no expresan el factor o bien porque lo expresan en muy baja
concentracioén.
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Para definir si el factor GATA-2 es el responsable de la regulacién observada en
las células HeLa decidimos clonar el factor de transc-ripcic')n humano GATA-2 a partir del
ARN total de las células HEK-293 en un vector de expresion que nos permitiera expresar
esta proteina en las células NCI-H441. La expresion del factor hGATA-2 en las células
NCI-H441 ejerce un efecto estimulatorio en la actividad del promotor de la PSCCh (18%,
p<0.008) y este efecto parece estar mediado por el elemento genético GATAd, ya que
una mutacion en el nucleo de este elemento elimina por completo la actividad inducida por
este factor (Fig. 6.6). Estos datos indican que el promotor de la PSCCh es regulado por el
fabtor de transcripcion GATA-2, a través de su interaccién con el elemento genético
GATAd del promotor de la PSCCh.

La confirmacién de que los factores de transcripcién GATA regulan la transcripcion
del gen de la PSCCh, nos motivé a realizar un andlisis minucioso por computadora para
detectar otros elementos putativos para estos factores de transcripcién en el promotor de
la PSCCh. Este andlisis detect6 un segundo elemento, mas proximal al sitio de inicio de la
transcripcion (1282/1294) (GATAp), el cual también tiene una alta homologia con la
secuencia consenso para los factores de transcripcion GATA. Este elemento (GATAp)
también es importante para la actividad del promotor de la PSCCh puesto que la
alteracion de la secuencia de este elemento mediante mutagénesis sitio-dirigida
disminuye la actividad del promotor en un 40% (p<0.01) en células Hela (Fig. 6.7). Sin
embargo, los ensayos de expresion transitoria realizados en la linea celular NCI-H441,
sugieren que la mutacion del elemento GATAp en el promotor de la PSCCh incrementa la
actividad del promotor 3.5 veces en comparacién con la obtenida con la construccion
silvestre (Fig. 6.8). Los factores de transcripcion GATA activan la transcripcion, por lo que
es dificil pensar que estos factores sean los responsables del incremento en la
transcripcién del gen de la PSCCh. Estos datos sugieren que las células NCI-H441
poseen un factor due inhibe poderosamente la transcripcién del gen a través de su
interaccion con el elemento GATAp (AGATAA). Cuando estudiamos con mas
detenimiento las vecindades de este elemento encontramos una repeticién directa casi
perfecta del elemento (AGAGAAGATA).
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Esta secuencia es muy semejante a la secuencia consenso para el factor de
transcripcion Evi-1 (AGATAAGATA). Este factor se caracteriza por su poder inhibitorio en
genes involucrados en la diferenciacion celular de rifidén y ovario (Perkins et al., 1991;
Brooks et al, 1996) y ademdas se expresa abundantemente en las células de
adenocarcinoma pulmonar (Brooks et al., 1996). Este hallazgo abre nuevas perspectivas
en el estudio del gen de la PSCCh, donde Evi-1 es un candidato potencial para la
regulacién negativa del gen de la PSCCh en las células NCI-H441 y muy probablemente
en el pulmén.

Los ensayos de expresion transitoria sugieren que el factor de transcripcién GATA-2
regula la transcripcion del promotor de la PSCCh; sin embargo, para comprobar
fehacientemente que este factor transactiva al promotor a través de los elementos GATA
distal y proximal. Se llevaron a cabo ensayos de retardo en la movilidad electroforética
utilizando proteinas nucleares de las lineas celulares HelLa y NCI-H441. Los resultados
indican que el factor se une especificamente a las secuencias del promotor de la PSCCh
denominados GATAp y GATAd, demostrando que estas secuencias especificas son
elementos genéticos en cis funcionales en el promotor de la PSCCh (Figs. 6.9 y 6.10). Esto
confirma que el factor de transcripcion implicado en la regulacién positiva observada en estas
células (Hel.a y NCI-H441) es GATA-2, pero de ninguna manera indican que la transcripcion
in vivo del promotor de la PSCCh mediante estos elementos es por GATA-2; ya que el
pulmén expresa también los factores GATA-4, GATA-5 y GATA-6 (Bruno et al., 2000; Costa
et al., 2001; Keijzer et al., 2001; Yang et al., 2002).

Las células NCI-H441 expresan el factor de transcripcion GATA-2, en baja
concentracién; ya que si se toma en cuenta que las cantidades de extracto y marca son la
mismas para todos los ensayos, los super-retardos obtenidos con extractos de células NCI-
H441 son menos intensos que los que se obtuvieron con extractos de células Hela. Esta
baja expresion de GATA-2 explica, en parte, porqhe no observamos diferencia entre el
promotor silvestre y los mutantes en GATAd y GATAp en las células NCI-H441. Por otra
parte, el hecho de que los retardos obtenidos con los extractos de células NCI-H441 no se
conserven por completo en presencia del oligonucledtido mutado, ni desaparezcan
totalmente con el anticuerpo, nos sugiere la posibilidad que tanto GATAd como GATAp son
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reconocidos por otro factor de transcripcion, que probablemente este en mayor

concentracion y por lo tanto compite exitosamente por los sitios de unién con GATA-2.

Tomando en cuenta que varias estirpes celulares del pulmén expresan algunos de los
factores de transcripcion de la familia GATA, ya sea durante el desarrollo, constitutivamente
en el adulto o de forma inducida por determinados estimulos; los resultados obtenidos en el
presente estudio indican fuertemente que los elementos en cis (GATAd, G4ATAp) podrian
desemperiar un papel importante en la transcripcion del gen de la PSCCh en el tejido

pulmonar (in vivo), a través de su interaccion con factores de transcripcion de la familia
GATA.
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8. CONCLUSIONES

El promotor de la PSCCh posee dos elementos genéticos en cis (GATAd y GATAp)
para los factores de transcripcién de la familia GATA.

En las lineas celulares HeLa y NCI-H441 el trans-factor qué interacciona con los
elementos GATA del promotor de la PSCCh es GATA-2.

El elemento genético GATA proximal puede. interaccionar con un trans-factor
diferente a GATA-2 en las células NCI-H441; el cual ejerce un efecto inhibitorio en la
transcripcion del gen de la PSCCh. Este fendmeno subraya la importancia de la expresién
célula-especifica de este promotor.

El elemento genético Ets analizado en este estudio estimula la transcripcion del
gen de la PSCCh, pero no actiia en cooperacién con el elemento GATAd de este mismo
- promotor.
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