\\H-\u,
SNARIAY 24 rc,
/ l

Q
' 7| emes

-P \,1

l\ \ém A \m “ \v

UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO

PROGRAMA INSTITUCIONAL DE MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA'YY ZOOTECNIA

CENTRO MULTIDISCIPLINARIO DE ESTUDIOS EN BIOTECNOLOGIA

DISENO Y EXPRESION DE UN PEPTIDO DERIVADO DE LA PROTEINA RBP-Jx
DE Mus musculus CON ALTA AFINIDAD POR LA PROTEINA HAIRLESS DE
Drosophila melanogaster.

Tesis que presenta

Ingeniero en Biotecnologia GERMAN SAUCEDO CORREA

Para obtener el grado de
MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
Opcidén en

MICROBIOLOGIA CELULAR Y GENETICA MOLECULAR

Asesor

Doctor en Ciencias. ALEJANDRO BRAVO PATINO

Morelia, Michoacan, México. Enero 2015


mailto:era_geroz679@hotmail.com
mailto:brapal68@hotmail.com

AGRADECIMIENTOS/DEDICATORIA



DV IC ettt ettt et et et e e e et et et et e ateeeeae et e et e e et et et eateeteae e e ea et et et et et eat et eaeete et eeteteeenen C

RESUMEN ...ttt s h et bt et s bt s a et e sbe et e sbeeate bt ebe et e sbeentesbesatenbens i
SUIMIMARY ...ttt ettt et e e e ettt e e e e e e e bbb et e e e e e e e s n bbbt e e e e e e eaannbebeeeeeeseaannnraneneeesssanannne ii
1. INTRODUGCCION ...ttt st ses st ssasssnsssassensssasaanassnsssansanes 2
1.1. La comunicacion celular y SU importanCial. ...........coeeveeerieenieenieineeseeeseeseeeie e 2
1.1.2. Vias de traduccion de sefales, una red de comunicacion celular...........cccoevveeennee.. 3

1.2. La via de sefializacion NOTCN. ..........cocoiviiiiiiiic s 3
1.2.1. Ligandos y receptores de la via NOICh. .........ccccoviiriiniireeeeeeeeeeeee 6

1.2.2. Supresor de Hairless, el Factor Transcripcional de la via de sefializacion Notch. 10

1.2.3. Antagonista por naturaleza, Hairless. ... 14
1.2.4. Proteinas moduladoras de la sefializacion NOtCh. ..........cccccocevviveneneneneeeeeeeen 15
1.3. Mecanismo de la via de sefializacCion NOLCh. ........cccooeveieirnneee e 21
1.4. Mecanismos de diferenciacion de la via NOtCh..........ccccooriiiininnineeeee 22
1.4.2. INNIDICION [ALEIAL......c.ecuieeeeeieieeeceseeee et aeseenas 23
1.4.2. Decision de linaje/diviSiOn aSiMeEtriCaL.........cocecvrueireirerereeseere e 23
1.4.3. SefNalizaCion INAUCTIVA .........cccoriierieieeeeeeee st sae e aas 23
1.5. Complejos activadores y represores de la via Notch, un intercambio necesario para la
COITECEA SEAAIIZACION ...ttt a et et e st s besae st e e eneeseesesaentens 24
2. JUSTIFICACION ..ottt sttt sttt 27
3. HIPOTESIS ..ottt sttt b s 29
4. OBJIETIVO GENERAL ..ottt sttt ettt ettt et 30
4.1. ODbjJetiVOS ESPECITICOS ...c.veiiiiiceeccteeeee ettt st st s be e e s teeraebesaeenes 30
5. RESULTADOS Y DISCUSION.......ooiuieteeeeeeteeee e esetestesssesssses s ssasssesesas s sesaesssassssssssansnens 34
ST I 0= o 11 (U] o 1 USROS 34
6. DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES........oooiieeeeeeteeeeeeeseeeseeses s essesaessessssse s senees 52
=11 1T o = T- OSSPSR 54
ST N o 1= Lo 1T o RSSO 61
8.1. Preparacion de células competentes para choque térmico (cepa Escherichia coli
DHb5aF’; Cepa E. coli XL1Blue; Escherichia Coli TOPT0) .......ccccooeoueieieiiniesesesieeeeeeseseneens 61
8.2. Preparacion de SOIUCIONES. ........ccceirirererieseeeeeete et steste e see e e esessestessesseneeneeseesessessensens 62



indice de figuras y tablas

Introduccién

Figura 1. Ligandos y Receptores de la VI N. ... euiniiieiein i v cn e e s e 5
Figura 2. (I To F= T aTo Ko F-30 K= = Y A PPN 7
Figura 3. Esquema de la activacion y regulacion de la VN ...o.evevevveieeieccreveceie e e 9
Figura 4. Complejos de activacion de fa VIN..........ceeeeeeiieeeicee e et ves e e s aneeneaens 11
Figura 5. Complejos transcripcionales de la VN.........cceeueenieeeiieiieieiceeieseesevanaaneas 13
Figura 6. Esquema de Su(H) y SUS dOMINIOS...........co.eeeenieeiiaiiieeeeeesaeneneenaaanes 14
Figura 7. Sitio de corte entre NICD yy NECD..............euueuieeieieiiieaeeae e aeieaeeneaeaaaeanaenns 17
Tabla 1. Componentes NUCIE0 e 1a VN e eeeiie et et e e e eeves e aneaaneas 20
Figura 8. Diagrama de la activacion de la VN.....oeueieiiiiie e e see e cesve v aenanenaes 22
Figura 9. Representacion de los mecanismos de Notch...........c.cccoevvvreieveiieiiieinnnnnnnn. 24
Figura 10. Diagrama de flujo de la estrategia experimental.......cccoevvveverernranieesennenann 31
Tabla 2. Caracteristicas de los oligonucledtidos utilizados................cccocvvevvvevevnnnnn. 32
Figura 10. Mapa genético del plasmido pFNT18K...........c.ceueeieieiieiiieievsieeeeseaneaans 33

Capitulo 1
Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.

Extraccion de material genético de Mus musculus.............cccccevevecnvevnennnnne. 43
PCR para obtener el fragmento CTD de RBP-JK....ceieiiiiiiiiiiiiceieieneraeeeaas 43
Digestion del vector con la construccion de fusion Tag-CTD.........cvvevnvnnnne. 44
Alineamiento y Traduccidén de la Secuenciacion del péptido Tag-CTD........... 45
Prueba de expresion del péptido de fusion Tag-CTD.....ccceeevivviiiiienennnnnnnn. 46

Western de la purificacion e interaccion del péptido de fusidn contra extracto
proteico de embriones de MOSCa..........cccviiiiiiiiiiiiiic 48



RESUMEN

La via de sefalizacion Notch (VN) es una de las rutas de comunicacién celular que
se utiliza principalmente durante el desarrollo embrionario temprano de los
individuos, participando en la diferenciacion celular y por lo tanto en la
organogénesis. La VN, en conjunto con otras vias de transduccion de sefiales,
permite las complejas organizaciones espacio-temporales que orquestan y disefian a
los organismos multicelulares. La proteina Hairless (H) es el principal regulador
negativo de esta via y, por lo tanto, funciona como un antagonista de la misma. Si
bien ha sido caracterizada en Drosophila melanogaster y otros insectos, esta
proteina de vital importancia para la via, no cuenta con un homologo reportado en
mamiferos, solo se sabe que el complejo de proteinas SHARP/MINT/SPEN se une a
RBP-Jk/CBF1 para regular de manera negativa la via de Notch, por lo que se cree
que en dicho complejo se encuentre el paralogo de H. Sin embargo, aun no ha
habido estudios concluyentes al respecto, ya que dichas proteinas no han sido
caracterizadas funcionalmente. Recientemente se demostré que RBP-Jk/CBF1 tiene
la capacidad de unir en la regiébn carboxilo terminal, a la proteina H de D.
melanogaster para armar un complejo regulador negativo transcripcionalmente
funcional en embriones de mosca. Mediante PCR se logré amplificar el fragmento
CTD de RBP-Jx de Mus musculus, se clon6 y se produjo la expresion del péptido
para disefiar una trampa para capturar una proteina, con una funcién semejante a la
de Hairless, que comparta el sitio de unién al fragmento CTD y funciones similares

de regulacion negativa en la via Notch.

Palabras clave: Notch, RBP-Jk, Su(H), Dominio C-Terminal



SUMMARY

The Notch signaling pathway is mainly required during early embryo development in
animals. For this reason, it is important in cell differentiation and, as a consequence,
in organogenesis. Notch pathway, with the support of another signaling pathways,
rules the complex spatial and temporal organization that design and compose the
new multicellular organism. Hairless protein has the ability to negatively modulates
this transduction signaling pathway. Despite efforts to detect Hairless in higher
animals, a homologue protein has no yet been identified. This is essential to
understand the regulatory processes during embryo development and other
pathological processes in which Notch pathway is involved. RBP-Jk, the homolog of
Su(H) in mammals has a binding domain to Hairless, in the carboxyl ending region
and form a negative functional transcriptional complex that regulates the Notch
Signaling in Drosophila melanogaster. Using analysis in silico and molecular biology
techniques was a peptide construction was design that function like a bait to catch a

protein with a similar function and binding site protein like Hairless.

Key Word: Nocht, RBP-JKk, Su(H), C-Terminal Domain



1. INTRODUCCION

1.1. La comunicacion celular y su importancia.

Todos los seres vivos estan disefiados para realizar las funciones necesarias
gue los identifican como tales: nacer, crecer, reproducirse y morir. Estas funciones se
vuelven mas complejas en organismos pluricelulares, ya que deben ser controladas
en cada célula, tejido y 6rgano. Para llevar a cabo de manera ordenada estas tareas,
es necesario contar con un sistema de comunicacion eficaz. En este contexto, el
proceso de comunicacion implica la transmision de una sefial que tendra la finalidad

de generar una respuesta.

Para que este proceso sea exitoso, deben de existir dos elementos, un
elemento emisor (el que genera el mensaje) y un elemento receptor (el que recibe el
mensaje). Este Ultimo debe de contar con las habilidades y/o herramientas
necesarias para entender o descifrar el mensaje que concluird en un resultado. Esto
nos lleva a inferir que todas las funciones celulares son coordinadas mediante un
sistema de comunicacion, el cual, dependiendo de los estimulos recibidos, hara que

la célula reaccione de diversas maneras para dar una respuesta.

Por lo tanto, en un organismo vivo la comunicacién celular es un proceso por
el cual las células transmiten informacion a otras células, vecinas o distantes, por
medio de mensajeros (p. ej. hormonas), para promover o modificar una respuesta.
Estas respuestas pueden ser estimuladoras, inhibidoras o moduladoras, lo cual
dependera del estimulo recibido, de la célula receptora y de su estado fisioldgico. En
consecuencia, la comunicacion celular es un proceso fundamental para la vida, ya
gue en gran medida es la responsable de la continua respuesta y adaptacion tanto al
medio externo como al medio interno!. Es decir, las células tienen que percibir
sefales de la situacién que las rodea para que sus respuestas sean acordes a las

circunstancias para asegurar la supervivencia®,



1.1.2. Vias de traduccion de senales, una red de comunicacion celular.

Las vias de sefalizacion celular, o vias de transduccion de sefales, regulan la
comunicacion, desarrollo y mantenimiento de un organismo multicelular. En estos
procesos se ven involucradas una gran variedad de moléculas (en su mayoria
proteinas), participando en un intrincado intercambio de informacion bioquimica
finamente controlado y acoplado. Cada una de las moléculas que se ven
involucradas en este flujo de informacion tienen funciones bien definidas. Algunas de
ellas actian como efectoras del mensaje, otras como receptoras y otras mas se
encargan de interpretar y de dar respuesta a dicho mensaje. Se ha demostrado que
las interacciones de las moléculas que participan en el mecanismo de transduccion
de una sefial, formando uno o mas complejos denominados transduccisomas?,
controlan y coordinan una amplia variedad de procesos moleculares, alterando tanto
el metabolismo como la expresion de genes en la célula estimulada, durante la

existencia de todo ser vivoZ2.

1.2. La via de sefalizacion Notch.

En cuanto al desarrollo embrionario se refiere, se conoce que son siete las
vias de transduccién de sefiales que, interactuando juntas, regulan la mayoria de los
destinos celulares, de acuerdo al contexto y tiempo de desarrollo del organismo*:
Wingless (Wnt), Factor de Crecimiento Transformate beta (TGF-§), Hedgehog (Hh),
Receptor de Tirosina Cinasa (RTK), Receptor Nuclear, Jak/STAT y Notch. Estas
vias de transduccion regulan un sinfin de procesos importantes para la célula y, por

tanto, para el organismo.

Dentro de estas vias de comunicacion celular, la via de sefializacién Notch es

la encargada de coordinar y controlar el desarrollo de un organismo pluricelular



después de la fusién de los gametos y de la aparicion de las tres capas germinales
del embrion. Esta via, al ser tan importante, se encuentra evolutivamente conservada
en los metazoarios®4. Su activaciéon coordina una amplia variedad de procesos
durante el desarrollo temprano y tardio del embridn, promoviendo la proliferacion
celular, movilidad, especializacion celular y apoptosis®> °. Ademas, la via de
sefalizacion Notch (VN) participa en el funcionamiento fisiolégico adecuado del
organismo, desde la etapa de embrién hasta la de adulto®> 7, coordinando el

desempefio de las células diferenciadas®.

Puesto que la VN se encuentra practicamente conservada en todos los
metazoarios, las proteinas que la constituyen presentan cambios y/o modificaciones
muy sutiles en las diferentes especies en que han sido descritas, a excepcion de la
proteina Hairless (de la cual se tratard mas adelante) lo que les permite funcionar de
manera interespecifica®. Dicho de otra manera, es posible intercambiar genes que
codifican para las proteinas que componen esta via de sefalizacion entre dos
especies distintas y se puede lograr que la proteina “extrafia” funcione como si fuera
la proteina nativa®?. Los trabajos realizados por Meier y Kovall (2011)% 49 refuerzan
esta relacion inter-especie de los factores transcripcionales y sus reguladores, (el
dominio intracelular de Notch, y las proteinas Hairless y Supresor de Hairless). Estos
trabajos comprobaron el nivel de interaccion entre factores transcripcionales de
mosca, raton y gusano, con el regulador negativo Hairless de mosca, demostrando la
afinidad que existe entre los dominios de proteinas provenientes de distintas
especies de metazoarios y el mecanismo de accion de la VN altamente conservado

entre dichas especies® %2



**Célula Receptora

Figura 1. Esquema de la activacion de la VN. Se muestra el ligando (rojo) que pertenece a la célula
que manda la sefial o también conocida como célula de decision primaria; se muestra el receptor

(amarillo) que pertenece a la célula receptora de la sefial.

Las proteinas que componen la VN se pueden clasificar en dos grandes
grupos. En el primer grupo encontramos las proteinas que transducen la sefial y
funcionan como ligandos, receptores, represores, co-represores, activadores, co-
activadores y factores de la transcripcion, y que constituyen el nicleo de la vial®. En
el segundo grupo encontramos las proteinas reguladoras que modulan la respuesta
celular e influyen en la duracién de la sefal recibida, modificando de manera directa
a las proteinas integrantes del primer grupo por medio de sus actividades de
glucosiltransferasa, proteasa, metaloproteasa y ubiquitina-ligasa y en algunos casos

especiales de fosforilacion!?.



1.2.1. Ligandos y receptores de la via Notch.

Ligandos: Familia Delta/Serrate/Lag-2 (DSL). Las proteinas de este grupo se
caracterizan por ser proteinas transmembranales de tipo 1 (atraviesa solo una vez la
membrana celular)®. Su presencia, en el contexto de la VN, define a las células de
decision primaria, ya que son las encargadas de transmitir, mediante su dominio
EBD? (Fig. 2A), el estimulo al receptor de las células efectoras, para iniciar el proceso
de especializacion celular que conduce a la célula receptora estimulada a un destino

celular alterno al de la célula de decision primaria .

Receptores: La Familia LIN-12/Notch, estd constituida por una familia de
proteinas transmembranales de tipo 1 que presentan un nivel de conservacion
considerablemente alto, al grado de ser practicamente idénticos en su dominio
intracelular en todas las especies en que han sido descritas. Tienen un peso
aproximado promedio de 300 kiloDaltones (kDa) (Fig. 2B), y funcionan como
receptores de los ligandos DSL. La region extracelular contiene de 10 a 36
elementos semejantes al factor de crecimiento epidérmico (EGF, por sus siglas en
inglés)3, y se sabe que los localizados en posiciones 11 y 12, de las proteinas Notch
en Drosophila y mamiferos, constituyen el ndcleo primario de interaccion con el
ligando®?. Ademas, la O-glucosilaciéon de los EGF en posiciones 24, 25y 26 (Fig. 2B)
confiere niveles de regulacién adicionales tejido-especificos; es decir, la activacion
de la via puede generar sefales intracelulares diferentes que determinen el uso
preferencial de cualquiera de los mecanismos mediante los cuales se establece la
ruta de diferenciacion'®. Los otros elementos repetidos EGF se encargan de
modificar la actividad de la proteina Notch, potenciando o inhibiendo la interaccion
con los ligandos, asi como de estabilizar la estructura del receptor. Adyacentes a
estos elementos hay un dominio que contiene tres zonas CR (rica en cisteinas) y que
se conoce como secuencias repetidas LNG (por estar conservadas en las proteinas
LIN-12, Notch y GLP-1), esenciales para la estabilidad y la correcta conformacion del
dominio extracelular. Entre las secuencias repetidas LNG y el dominio
transmembranal, existen dos residuos de cisteina importantes para el ensamble de la

forma biolégicamente activa de estas proteinas!®.
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Figura 2. Representacion esquemaética de los elementos estructurales de la via Notch. (A)
Ligandos de la familia Delta-Serrate-Lag-2. (B) Receptores de la familia LIN-12/Notch. EBD, dominio
de enlace a EGF; NT, dominio extracelular; DSL, dominio modificado comun en la familia Delta-
Serrate-Lag-2; EGF, factor epidérmico de crecimiento; CR, region rica en cisteina; LNG, zonas CR de
los receptores; C, residuo de cisteina; RAM, region de interaccion con factores transcripcionales; NLS,

sefial de localizacion nuclear; TAD, dominio activador de la transcripcion; PEST, region rica en prolina,



glutamato, serina y treonina. Los EGF en posicién 11 y 12 (color blanco) constituyen la region de

interaccion con los ligandos (Figura modificada de las Refs. 4 y 7).

Como se mencion6 anteriormente, el dominio intracelular de todas las
proteinas de la familia LIN-12/Notch es evolutivamente conservado (Fig. 2B). Dentro
del dominio transmembranal y hacia el N-terminal de un residuo de valina, ocurre el
procesamiento proteolitico que permite la liberacion de Notch intracelular activo
(NIC), el cual posee una region RAM seguida de seis elementos repetidos de
ankirina. Estos dos dominios le permiten a NIC interactuar con la familia de proteinas
CSL [CBF1/Supresor de Hairless/Lag-1], que funcionan como factores activadores
de la transcripcion, sirviendo de puente para interactuar con el ADN (Fig. 2B)*°.
Ademas, el dominio RAM vy los elementos repetidos de ankirina de NIC regulan la
expresion de las proteinas blanco de la via y que presentan una estructura comun de
hélice-lazo-hélice (bHLH), las cuales son factores transcripcionales que regulan la
expresion de los genes cuyos productos dirigirdn a la célula a un destino celular
diferente al de la célula que emiti6 el estimulo. Hacia la regiébn C-terminal se
encuentra el dominio activador de la transcripcion (TAD, por sus siglas en inglés),
cuya funcién es reclutar acetilasas de histonas para generar una conformacion
abierta de la cromatina en la doble cadena del ADN. Cerca del dominio TAD se
encuentra el dominio PEST, que es esencial para la degradacion, previa
ubiquitinacién, de NIC. Finalmente, existen dos sefiales de localizaciébn nuclear
(NLS), una dentro del dominio RAM y la otra entre los elementos repetidos de

ankirina y el dominio TAD, que le permiten a NIC entrar al nlicleo de la célula.
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activa la expresion de otros factores transcripcionales (proteinas bHLH). Estos factores induciran la

transcripcion de otros genes, cuya funcion es dirigir a la célula a un destino celular distinto al de la



célula que envio el estimulo. La actividad de Notch se bloquea cuando la proteina antag6nica Hairless
(H), que recluta a los co-represores Groucho (Gro) y la proteina de enlace a C-terminal (CtBP, por sus
siglas en inglés), interacta con Su(H) impidiendo la formacion del complejo NIC-Su(H). Los

elementos estructurales estan descritos en la Fig. 1. (Figura tomada y modificada de 3).

1.2.2. Supresor de Hairless, el Factor Transcripcional de la via de sefalizacion
Notch.

Un factor transcripcional es una proteina que reconoce secuencias especificas
en el ADN y forma complejos proteicos, ya sea de represion o de activacion de la
transcripcion, dependiendo de la configuracion y/o combinacion de los factores
transcripcionales en el promotor. De esta manera, se otorga un nivel mas de
regulacion y coordinacion a los diferentes procesos que involucran la vida de una
célula. La VN cuenta con un solo factor transcripcional propio de esta via: Supresor
de Hairless [Su(H)]. Este factor transcripcional pertenece a la familia CSL (CBF1 en
mamiferos, Su(H) en insectos y Lag-1 en gusanos), estos factores transcripcionales
fueron inicialmente identificados como represores de la via en vertebrados y como
activadores en invertebrados, pero en la actualidad se sabe que puede participar en
los dos escenarios, de activacion o represion, dependiendo del tipo y contexto celular

y de la presencia o ausencia de NIC* 4.

Supresor de Hairless: es el factor transcripcional de la via Notch en D.
melanogaster y esta involucrado en la regulacién tanto positiva como negativa de los
genes blanco de la VN Cuando NIC se une a Su(H) por medio del repetido de
Ankirinas, y con la presencia obligatoria de co-activadores como Mastermind, se
activan los genes blanco de la VN, los cuales pertenecen al complejo bHLH, también
conocidos como Enhancer of split [E(splt)C] 6. La expresién de las proteinas del
complejo E(splt)C en D. melanogaster regula de manera diferencial la expresion de
otros muchos genes; es decir, el complejo E(splt)C esta constituido, a su vez, por
factores transcripcionales que favorecen o impiden la transcripcion de otros genes.
Cuando la proteina H une a Su(H), se produce un efecto contrario al causado por

NIC, por lo tanto H actia como un antagonista de la via Notch con la ayuda de otros

10



co-represores (Groucho y CtBP), teniendo como consecuencia que los genes que

son regulados positivamente por NIC, H los regula negativamente y viceversa.

Se sabe que las proteinas del complejo E(splt)C se unen a sitios especificos
del DNA, los cuales se caracterizan por ser una secuencia palindrémica que consta
de 12 pares de bases (pb), 5-TGC CAC GTG (C/T)(C/T)A-3'18. Por tanto, cuando las
proteinas Hesl y Hes7, miembros de este complejo, son activadas por la accion de
NIC y reconocen a su secuencia consenso, funcionan como reguladores
transcripcionales negativos en el desarrollo embrionario'’. Por el contrario, cuando H
impide que Hesl y Hes7 sean expresadas, los genes que tienen que silenciar se
siguen expresando. Estos mecanismos regulatorios antagonicos permiten a la VN,
durante el desarrollo embrionario temprano, ejecutar y regular los tiempos de
expresion en las oleadas de diferenciacion!®, por ejemplo, el modelo de
diferenciacion temprana en el embrion, conocido como reloj de segmentacion del

mesodermo presomitico (Ver Fig. 4).
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\ 4

Especializacion
celular dirigida
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Figura 4. Funcionamiento del reloj de segmentacién en el mesodermo presomitico (MPS) del
embrién de ratén. La accién combinada de las vias Wnt y Fgt activa la via Notch, lo cual propicia que
en las células receptoras estimuladas se inicie la expresion de factores de transcripcion especificos.
Estos factores llevaran a las células a un destino celular determinado, por medio de cualquiera de los
tres mecanismos por los que funciona la via. La especializaciéon celular esta dirigida por la expresién
continua y en oleadas de estos factores de transcripcion, lo cual ocurre desde la region posterior del
MPS. La sefial se debilita conforme alcanza la regién anterior del MPS (representado en negro y gris).
La expresion ciclica causa la formacion de los somites con una periodicidad aproximada de dos horas,
(Imagen tomada de 3).

La familia de factores transcripcionales CSL, a la cual pertenece Su(H), esta
constituida por proteinas altamente conservada en los metazoarios; su similitud a
nivel de estructura y de dominios de unién e interaccion con otras proteinas de la VN
(NIC, H, co-represores o co-activadores), es practicamente del 80% o mas. Estos
factores transcripcionales, por hacer contacto directo con el DNA, son clasificados
como factores de transcripcion del tipo REL (Reticuloendothelosis protein homolog,
por sus siglas en inglés), a los que pertenece NF-«xB factor transcripcional importante
estructuralmente conservado en la mayoria de las células eucariotas. Estos factores
regulan diversas tareas como el crecimiento celular, procesos de inflamacion,
respuesta inmune, procesos de desarrollo celular y apoptosis. A este tipo de
proteinas se les ha relacionado con enfermedades como el cancer, asma, artritis,

enfermedades neurodegenerativas y enfermedades del corazén®®.

Las proteinas CSL contienen tres grande dominios: el dominio N-terminal
(NTD, por sus siglas en inglés), el dominio p—plegada (BTD, por sus siglas en inglés)
y un dominio C-terminal (CTD, por sus siglas en inglés). Estos dominios aportan la
capacidad para que proteinas como NIC o H funcionen como reguladores
transcripcionales positivos o negativos, respectivamente?l. Se sabe que NIC, por
medio de los dominios RAM vy repetido de Ankirinas, hace contacto directo con los
dominios BTD y CTD para, posteriormente, poder interactuar con el dominio NTD.
Esta interaccion NIC/CSL da lugar a la incorporacion de Mastermind (Mam), lo cual
permite que se termine de ensamblar el complejo transcripcional activo de regulacién
positiva de la via Notch en todos los modelos estudiados, H. sapiens, M. musculus,

D. melanogaster y C. elegans??, como se puede observar en las figuras 5y 6.
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RBP-

LAG-1 RBP-Jk  Su(H)

Figura 5. Representacion de los complejos de la via Notch (NICD/CSL/Mam)). Se muestran
los diferentes dominios altamente conservados como son BTD, NTD y CTD, con los dominios de NICD
(ANK y RAM) que interactdan con el factor transcripcional. Los factores transcripcionales son LAG-1,
RBP-Jk y Su(H), que corresponden a las especies de Caenorhabditis elegans, Mus musculus y

Drosophila melanogaster, respectivamente. Imagenes tomadas de 40, 13 y 25, respectivamente.
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A) NICD

594
B .

DNA Hairless

B)

D. melanogaster TQRKRAHGVTWFPEGFRAPAAVMSR-RRRDPHGQEEMRNLNKQVAMQSQG

L. cuprina TQRKRAAGITWFPEGFRTPTINPQR-RRRDPTGQEMRNLNKNPSMACMS
A. gambiae -QRKRAGITWFPEGFFTANTNVRRPSRRRPDGQEMRNLNKNPSMVDMV
M. musculus RKRRRQHGQLWFPEGFKV--SEASKKKRREPLGEDSVGLKPLKNASDGA
H. sapiens RKRRXQHGQLWFPEGFKV--SEASKKKRREXLGEDSVGLKPLKNASDGA

Figura 6: Esquema de Su(H) y sus dominios de unién a NICD y H. (A); la zona en color azul
representa una serie de residuos de Su(H) que se ha demostrado unen al DNA, la zona de color
naranja indica el sitio de unién a NICD y la zona en color amarillo al sitio de unién de H (Imagen
modificada y tomada de 7). (B); Zonas conservadas del sitio de union PPD (sitio potencial de
fosforilacién) de NICD a Su(H), los residuos basicos conservados son mostrados en rojo y remarcado,
los residuos resaltados en color morado representan los tres primeros aminoacidos que hacen la
primera unién a Su(H), por Gltimo se muestra una regién separada por 2 o 3 residuos que corresponde
a un sitio NLS de color verde y marron (modificada y tomada de 15).

1.2.3. Antagonista por naturaleza, Hairless.

Como se menciond anteriormente, dentro de la VN existe una proteina,
llamada Hairless (H), cuya actividad antagoniza a la de la proteina Notch?3; y cuya
actividad se requiere para la especificacion de varios destinos celulares durante el

desarrollo embrionario?* 25,

El gen Hairless ha sido identificado Unicamente en insectos. A diferencia de
los demas integrantes de esta via, Hairless esta poco conservado entre las especies
donde ha sido reportado: comparte un 63% de identidad entre D. melanogaster y D.

Hydei, y un 33% entre drosofilidos y Anopheles. La manera tan rapida en que este
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gen diverge, ha permitido identificar, a nivel de amino acidos (aa), pequefias zonas
conservadas y que son importantes en su funcion. Una de estas regiones se localiza
en la zona de interaccion con la proteina Su(H). Otra region es el motivo YSIXXLLG
(donde X es cualquier aa), que se conserva perfectamente en drosofilidos y
Anopheles, y que constituye el sitio de union de la proteina co-represora Groucho
(Gro). La region C-terminal de H posee el motivo PLNLSKH, el cual también se
encuentra conservado y constituye la regiébn de union a otro co-represor llamado

proteina de unién a C-terminal (CtBP, por sus siglas en inglés)?®.

La proteina H de D. melanogaster contiene, ademas, tres dominios ricos en
alanina, los cuales ayudan a regular negativamente la transcripcion. Sin embargo,
estos dominios contienen un menor numero de alaninas o estan ausentes en H de D.
hydei y A. gambiae, lo que pudiera sugerir que no son esenciales para su funcion, al
menos no en todas las especies?®. Ademas, se han observado dos isoformas de la
proteina, Hp120 Y Hp1s0, con una mayor actividad in vivo como heterodimeros que en
su forma monomeérica, lo que implica que ambas formas de H son necesarias para su

actividad correcta?’.

Es importante mencionar que tanto la regulacion positiva como la regulacion
negativa de la via Notch estd condicionada por el estado espacio-temporal de la
célula, donde se deben tomar en cuenta las distintas variaciones que se ven
implicadas para que la VN funcione?®, tales como: genes que se regularan positiva 6
negativamente, controles epigenéticos, nivel y estado de diferenciacion, posicion y
metabolismo de cada célula, dicho de otra manera, el contexto celular en toda la

extension que implica su significado?®.

1.2.4. Proteinas moduladoras de la sefalizacién Notch.

Entre las proteinas que juegan un papel importante en la modulacion de la
transduccion por la VN, se encuentran las Glucosil-transferasas, Metaloproteasas,
Proteasas y las Ubiquin-ligasas. Estas proteinas, de acuerdo a lo que hasta el

momento se conoce, actdan principalmente sobre la familia de receptores LIN-
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12/Notch, se sabe también que pueden actuar sobre la familia CSL fosforilando en
ciertos y especificos eventos de la diferenciacion y ciclo celular?®.

1.2.4.1. Glicosil-transferasas

La glicosilacion es un proceso modulador de cambios post-
traduccionales que sufren ciertas proteinas para llegar a la madurez o para tener un
sentido biolégico funcional, como es el caso del Receptor Notch®!. Este proceso de
glucosilacion de la proteina Notch, donde a ciertos repetidos del dominio conocido
como EGF se le adiciona un azucar (Fucosa) en una serina o treonina, este proceso
comienza en el aparato de Golgi hasta llegar a su madurez en el reticulo
endoplasmico. El dominio EGF de N extracelular es glicosilado en los repetidos 11 y
12, confiriéndole especificidad de unién por la familia de los ligandos de la via®?.
Varios de los elementos repetidos de EGF tienen el potencial de ser modificados, por
ejemplo los EGF en posiciones 21, 24, 25 y 26 confieren niveles de regulacion a nivel
de tejido especifico, proporcionando una combinacion de posibilidades de generar
distintas modificaciones en los receptores y por consecuencias por la unién a
diferentes ligandos3® 34, Recientemente se ha demostrado que la O-Fucosil-
transferasa, responsable de los cambios en N presenta actividad de enzimas
chaperonas, por lo que participa en el plegamiento de la forma activa de las

proteinas y esta implicada en la endocitosis y trafico de las mismas3® 36,

1.2.4.2. Metaloproteasas/Proteasas

Existe un complejo proteico de la familia de proteinas conocidas como ADAM
TACE (por su nombre en inglés, tumor necrosis factor-a-converting enzyme), que se
caracteriza por tener actividad de desintegrina y metaloproteinasa. A esta familia
pertenecen la proteina Kuzbanian, una Furina y el complejo proteico y-secretasa que
son las encargadas de hacer los cortes proteoliticos sobre el receptor Notch ya sea
durante su maduracion, o después de su interaccién con el ligando para poder

cumplir su propdsito biolégico?®.
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Durante el proceso de maduracién del receptor Notch, la Furina hace el primer
corte en el dominio HD de la proteina, convirtiéndola en un heterodimero, dividiendo
la parte extracelular e intracelular de Notch después de este momento, Notch es
transportado a la membrana celular donde queda listo para entrar en contacto con el
ligando®®. Una vez que ocurre este evento, el segundo corte proteolitico es realizado
por Kuzbanian entre el dominio NRR y HD de Notch, produciendo una quelacion en
el i6n calcio formando un heterodimero que divide a NIC de NEC, permitiendo de
esta manera que los cortes proteoliticos 3 y 4 sean efectuados por el complejo y-

secretasa en el dominio TMD de Notch, para separar a NIC de NEC?'.

EGF

N
\' J N
A\ ‘
Qﬁk‘y/

Dentro de la Y
membrana

Figura 7. Sitio de corte entre NICD y NECD. Una vez que los cortes S1 y S2 son efectuados,
exponen un ion de Cat*? (esferas azules) permitiendo a las metaloproteasas como TACE o el complejo
de la g-secretasa, acceder a esta zona para realizar los cortes S3 y S4 respectivamente. (Imagen

tomada y modificada de 7).

Se sabe que cuando ocurre la separacion de NEC y NIC, NEC permanece
unido al ligando de la célula de decision primaria y es endocitado por ésta, donde
formara parte de otro mecanismo de diferenciacion que aun no se conoce del todo.

Por su parte, NIC es preparado para ser trasladado al nacleo de la célula que recibio
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el estimulo, gracias a sus dominios NLS. Cabe mencionar que los cortes
proteoliticos, excepto el efectuado por la Furina, son llevados a cabo a nivel

intramembranals.

1.2.4.3. Ubiquin-ligasas

Las ubiquitin-ligasas son las encargadas de promover la endocitosis y el
tréfico de proteinas en la via de transduccion Notch y estan involucradas en otros
procesos celulares y pueden actuar a diferentes niveles de la VN’. A nivel de ligando,
Neuralized y Mindbomb (ubiquitin-ligasas tipo E3) son responsables de la correcta
activacion de la sefalizacién, haciendo marcajes con ubiquitinas en la region C-
terminal, se sabe que antes de la degradacion de los ligandos, éstos quedan
activados en la superficie de la membrana celular o durante el proceso de los cortes
proteoliticos, esto dependera del tejido especifico y del estado de diferenciacion de la
célula®®., A nivel de Receptores, se sabe que Deltex, Nedd4, Su(Dx)/ltch y Cbl
(ubiquin-ligasas tipo E3) actuan directamente sobre Notch, actuando en otra zona
que no sea la del C-terminal, llevandolo hacia la degradacion o movilizacién por
lisosomas o reciclandolo para su uso en otro estado celular o posicion en la
membrana. Numb (otra ubiquitin-ligasa tipo E3), actia en conjunto con NAK (una
cinasa) 41, para promover la degradacion del receptor Notch en células hijas y
durante la divisién asimétrica que ya no necesitan que expresen la sefial de Notch en

ese estado celular®2.

Tabla 1. Componentes nucleo y modificadores de la via Notch. Se muestra el
nombre de la proteina, su funcion en la via, y sus homadlogos entre C. elegans, M.

musculus y D. melanogaster (7).
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Funcion Tipo Drosophila C. elegans Mamiferos
Componente
Receptor Notch LIN 12 Notch 1-4
Ligandos DSL/Dos Delta/Serrato DIlI1, Jagged 1y 2
DSL APX-1, LAG-2, DI3y4
ARG-2, DSL 1-7
Coligandos DOS DOS-1vy 3, DLK1, DLK2/EGFL9
OSM7y11
Fuera de la via DNER, MAGP-1y 2,
canonica F3/Contactinl, NB-3/Contactin
Efectores CSL DNA-binding Su(H) LAG-1 RBP-Jk/CBF-1
nucleares transcription factor
' Coactivadores ' Mastermind | LAG-3 | MAML 1-3
Correpresores Hairless, SMRT Mint/Sharp/SPEN,
NCoR/SMRT, KyoT?2
Receptores de | Furina (Convertasa) &? o? PC5/6, Furina
Proteolisis sitio 1 de corte
Metaloproteasa sitio 2 | Kuzbanian SUP- ADAM10/Kuzbanian
de corte Kuzbanian-like, 17/Kuzbanian, ADAM17/TACE
TACE ADM-4 [TACE
y-Secretasa cortes 3y | Precenilina, SEL-12, APH-1, | Presenilina 1y 2, Nicastrin,
4 Nicastrin, APH-1, | APH-2, PEN-2 APH-1a-c, PEN-2
PEN-2
Modificadores | O—fucosil transferasa OFUT-1 OFUT-1 POFUT-1
Glicosil-
transferasas
' O-glucosil transferasa | RUMI | |
B-1,3—GlcNac- Fringe Lunatic, Maniatic y Radical
transferasa Fringe
Endosomas/ Ubiquitin-ligasa E3 Mindbomb 1-2 Mindbomb, Skelotrophin,
Reguladores (Ring Finger) Neuralized Neuralized 1y 2
del Tréfico de endocitosi por ligando
Membrana
Ubiquitin-ligasa E3 Deltex Deltex 1-4
(Ring Finger)
endocitosis por
receptor
Ubiquitin-ligasa E3 Nedd4, Su(Dx) WWP-1 Nedd4, Itch/AIP4
dominio HECT,
endocitosis por
receptor
| Regulador negativo | Numb | Numb, Numb-like, ACBD3
Inhibidores de Bearded, Tom,
Neuralized M4
Otros modificadores sanpodo
endociticos
Degradacion F-Box Ubiquin ligasa Archipielago SEL-10 Fbw-7/ SEL-10
de NICD
Genes bHLH E(spl) REF-1 HES/ESR/HEY

(via candnica)
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1.3. Mecanismo de la via de sefalizacion Notch.

Cuando NIC es liberado de la membrana citoplasmica de la célula que recibio
el estimulo, puede seguir dos rutas, una donde sera encapsulada por endosomas, y
otra donde llega hasta el nlcleo gracias a sus dominios NLS*°. En el primer caso,
ocurre cuando la proteina Notch es requerida en otra posicion o espacio, los
endosomas en este caso sirven como transporte de la membrana celular, o bien
porque su funcion tiene que esperar una fase de diferenciacion en la célula, los
endosomas funcionan como encapsulamiento de la proteina hasta su utilizaciéon®. En
el segundo caso, cuando NIC llega a nucleo une al factor transcripcional CSL
desplazando, si es el caso, a complejos proteicos de regulacion negativa, ya que se
sabe que posee una mayor afinidad de unidén al factor transcripcional que los
reguladores negativos*®. Para ensamblar el complejo transcripcional de regulacién
positiva, se requiere también de Mam y SKIP, para que sea posible la expresion de
los genes blanco de la VN, los genes bHLH. Estos genes codifican para una gran
familia de factores transcripcionales que regularan otras vias, procesos celulares y a

la propia via Notch®! (ver Fig. 8).

21



Transendocitosis,

Figura 8. Diagrama donde se ilustran los pasos de activacion de la via de sefializacién Notch. Imagen

tomada y modificadade 7.

1.4. Mecanismos de diferenciacion de la via Notch

Una vez que NIC llega a nucleo de la célula que ha sido estimulada, se induce
la expresion de la familia de proteinas bHLH, que a su vez, por ser factores
transcripcionales®, activan o reprimen la expresion de genes cuya funcién es dirigir a
la célula a una diferenciacién distinta a la de la célula de decision primaria?. Cuando
H se encuentra presente, recluta a los co-represores Gro y CtBP. El complejo
resultante puede atrapar a Su(H), fuera o dentro del nacleo, causando una represion
transcripcional de los genes inducidos por NIC. Gracias a estos recambios en la
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regulacion de la expresion de genes blanco, la VN confiere niveles de diferenciacion
a cada tipo celular en su propio contexto, llevados a cabo por medio de cualquiera de
estos tres mecanismos: inhibicion lateral, division asimétrica o decision de linaje y

sefializacion inductivas.

1.4.1. Inhibicion lateral

La inhibicion lateral ocurre cuando en un grupo de células que se encuentran
en un estado de desarrollo y especializacion semejante, en un contexto espacio-
temporal especifico?, una de ellas se convierte en una célula de decision primaria y
manda una sefial para que las células circundantes no tomen su mismo destino
celular y tomen otra ruta de diferenciacion, un ejemplo de este mecanismo ocurre en

la formacién de la vena del ala de la mosca®? (Fig. 9A).

1.4.2. Decisién de linaje/division asimétrica

Este proceso ocurre cuando durante la division celular una célula hija es
inducida a adquirir una especializacién diferente de su célula hermana®. Esto ocurre
porque NIC es biolégicamente funcional sélo en una de ellas. En la otra célula, NIC
es capturado en vesiculas como se muestra en la Fig. 6, impidiendo que llegue al
nucleo y se active la transcripcion de las proteinas bHLH®?, lo cual da como resultado
un destino celular diferente. Este mecanismo, por ejemplo, es el encargado de la

formacion de todo el linaje de las células sanguineas®? (Fig. 9B).

1.4.3. Senalizacion inductiva

Este tipo de sefalizacion ocurre cuando existen dos poblaciones celulares
distintas, y se necesita que entre ellas exista una comunicacion indirecta, por lo tanto

se genera una tercera poblacién celular que sirve de puente para su correcta
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comunicacion, un ejemplo de este mecanismo es la diferenciacion de tejidos en la ala

de la mosca adulta, diferenciando la zona ventral de la dorsoventral* (Fig. 9C).

LA

@ Célula madre

linfocitica

Célula madre
mielocitica
0 Blastocito

linfoide
Blastocito l
mieloide

Globulos rojos  Plaquetas Glébulos blancos

Beoidesd
e T Os
sRBNE

Figura 9. Representacion de los mecanismos de sefializacion de la via Notch. A: Inhibicion lateral, se
puede encontrar en tejidos como las venas de las alas de Drosophila melanogaster. B: Decision de
linaje o divisién asimétrica, este tipo de sefializaciébn como en la imagen se muestra, es la responsable
de la formacion de las células sanguineas. C: Sefalizacion inductiva, de igual manera este tipo de
mecanismo se encuentra en el ala madura de la mosca, diferenciando las zonas ventral y dorsal de

todas las poblaciones celulares que ahi se encuentre. Imagen tomada y modificada de 2.

1.5. Complejos activadores y represores de la via Notch, un intercambio

necesario para la correcta sefalizacion.

Hasta el momento se sabe que H actia como un antagonista de la VN a nivel
embrionario y solo se ha demostrado su existencia en insectos. A nivel embrionario
en mamiferos no se ha encontrado un homologo, paralogo u ortélogo de esta
proteina, pero existen diversos complejos proteinicos que regulan negativamente la
VN a nivel tejido especifico. La VN tiene gran importancia en el desarrollo
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embrionario, con su participacion en la formacién y sincronizacion de los somites en
el Mesodermo Presomitico, asi como en su participacion casi exclusiva regulando las

oleadas de expresion de genes durante el desarrollo embrionario®”.

Se sabe, gracias a trabajos realizados por Cooke (1995)%, que la via Wnt,
promueve la activacion de la sefializacion Notch en el embrion en desarrollo. Los
trabajos hechos por Zakany (2001)%°, demuestran que ocurren interacciones entre las
proteinas de la VN que pertenecen a organismos de diferentes especies (pez cebray
mosca, por ejemplo), y los complejos formados son capaces de activar/regular la VN.
Esto confirma un gran nivel de conservacion de la VN y sus componentes entre
varias especies de metazoarios. Asi mismo, se conocen mecanismos de control
epigenético, como el que ejerce la Histona deacetilasa, que son necesarios para el
recambio de cromatina abierta a cerrada, a fin de regular la expresion de genes en
los diferentes contextos celulares®. También se sabe que existen interacciones con
otras Vias de sefializacion que se ven involucradas en el contexto de la via Notch
como via Wnt, Hedgehog, Foxc entre otras, otorgando otro nivel de regulacion fino y

preciso al desarrollo embrionario®.

Como se mencion6 anteriormente, en animales superiores existen indicios de
gue mas de una proteina se ve involucrada en formar los complejos de represion
para los genes regulados por Notch que son especificos en los diferentes tejidos
especializados. Recientemente, Kopan y col. (2009)>’ destacan las proteinas
SHARP/MINT/SPEN, las cuales forman parte de los complejos de regulacion
negativa reportados en mamiferos y, por lo tanto, antagonizan la activacion de la
sefializacién de Notch-RBP-Ji/CBF17: 51, Se ha demostrado que RBP-J«x/CBF1 es el
homélogo de Su(H) en mamiferos®’; por tanto, existe la posibilidad que en el
complejo SHARP/MINT/SPEN se encuentre el paralogo de H en estas especies. Sin
embargo, aun no ha habido estudios concluyentes al respecto, ya que dichas

proteinas no han sido caracterizadas funcionalmente®8.

Recientemente, en el afio 2011 Maier y colaboradores, demostraron que
Su(H) posee un dominio de unidn en la zona C-terminal que es capaz de unir por Si

solo a Hairless y formar el complejo antagonista de la via Notch; también y muy
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importante, se demostré que la zona CTD (C-terminal Domain, por sus siglas en
inglés) de RBP-Jk por si sola une fuertemente a Hairless de D. melanogaster y con la
misma intensidad que une a NIC por lo tanto el complejo represor de Notch en
mosca muestra similitudes comparandolo con el complejo en mamiferos?t®.
Interesantemente, Hairless une al complejo CSL de mamiferos al ortélogo
CBF1/RBP-Jk casi como pasa con Su(H), esto sugiere que la union de Hairless al
sitio CTD esta conservada en mamiferos. Esto muestra la posibilidad de identificar un
homélogo de H en otros organismos o potencialmente otros co-reguladores
transcripcionales que utilicen las uniones de H al sitio CTD, lo cual puede ser

indicativo de un modo indefinido de reprimir la sefial Notch en mamiferos?'’.
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2. JUSTIFICACION

Todos los metazoarios, desde insectos hasta el hombre, necesitan de la via de
Notch para poder llevar a cabo con éxito la diferenciacion celular durante la
embriogénesis. Hairless, el regulador negativo de la VN en Drosophila, es una de las
pocas proteinas propias de la via de la que no se ha logrado identificar un homélogo,
paralogo u ortélogo en animales superiores, pero es innegable que debe de existir
una proteina con funciones similares para que su desarrollo embrionario se lleve a

cabo de manera correcta.

Un conocimiento minucioso y funcional de las proteinas que estan
involucradas en el mecanismo de la VN en metazoarios y conocer mas a detalle los
dominios de los cuales estan compuestas estas proteinas, es indispensable para
comprender el conjunto de efectos que desencadena en una célula y, por
consiguiente, en un organismo vivo. RBP-Jkes un factor transcripcional que
pertenece al grupo de la familia de proteinas CSL, y su importancia se debe a que
son los Unicos factores transcripcionales de la VN, por lo tanto, el conocimiento
generado partir del estudio de los diferentes dominios conservados que poseen y de
los cuales estan compuestos, aportard nociones que permitiran conocer con un mejor
detalle y exactitud sus mecanismo y, puesto que estas proteinas actlan como
controladores maestros del destino celular estan fuertemente relacionados con los

procesos de proliferacién, diferenciacién y muerte celular.

Como se menciond anteriormente la proteina H se ha identificado solo en
insectos y es la encargada de regular de manera negativa la VN en un estado
embrionario temprano, teniendo su mayor efecto en el rejuego de las oleadas de
diferenciacion de las Somitas, sin embargo, en el caso de los mamiferos o gusanos,
no se ha logrado identificar una proteina que cumpla con las mismas funciones que

H en un estado embrionario. Es por este motivo que se han hecho estudios
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relevantes poniendo a prueba el alto nivel de conservacion de todos los compuestos
(complejos proteicos y mecanismos) que estan involucrados en la actividad de la VN,
siendo de especial atencion los sitios conservados de ciertos dominios que pueden
unir a la proteina H, tal es el caso de los factores transcripcionales y de NICD de

raton y gusano.

Estos dominios interacttan con H de D. melanogaster, promoviendo una
activacion funcional de la VN. Esta interaccibn de proteinas provenientes de
diferentes especies hace suponer que existe cierta proteina con funciones similares a
H, que en un momento dado del desarrollo embrionario en animales superiores, pero
gue aun no se ha podido demostrar a que nivel celular y de diferenciacion que es
donde actia. La importancia de conocer los mecanismos por los cuales la VN es
regulada de manera negativa son tan relevantes e importantes por el hecho que un
funcionamiento sin regulacién negativa de la misma, es siempre dirigida a un ciclo
celular desordenado que acabara en cancer. Esto implica que su conocimiento
ayudaria a comprender mejor algunos aspectos de la inmunologia, la neurobiologia y

la biologia de tumores.
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3. HIPOTESIS

Un péptido hibrido que contiene el fragmento CTD de la proteina RBP-Jk de
Mus musculus, tiene la capacidad de interactuar con la proteina Hairless de

Drosophila melanogaster.
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4. OBJETIVO GENERAL

* Disefiar y obtener un péptido derivado de la proteina RBP-Jk de Mus

musculus con afinidad por la proteina Hairless de Drosophila melanogaster.

4.1. Objetivos especificos

. Generar y expresar una proteina hibrida Tag - dominio CTD de Su(H), e

inducir la expresion del péptido hibrido en bacterias transformadas de E. coli.

. Generar y expresar una proteina hibrida Tag - dominio CTD de RBP-Jk, e

inducir la expresion del péptido hibrido en bacterias transformadas de E. coli.

. Probar la eficiencia de los péptidos hibridos para atrapar a la proteina Hairless

de Drosophila melanogaster.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

pr

Interaccion

Extraccién de
DNA

Obtencidn

Expresion

de e ikl
éptidos Proteina
pEp de Mosca

Amplif
mp;&aaon \\

A

Ingenieria de proteinas ‘

Figura 10. Diagrama de flujo de la estrategia experimental para comprobar la interaccién entre el

péptido RBP-Jk y la proteina Hairless.

La secuencia de ADN que codifica para el dominio CTD del gen RBP-Jx de
Mus musculus (ratén), se obtuvo por medio de una reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) a partir de genoma total de ratén obtenido de muestras de médula
0sea, cola e higado. Se disefaron oligonucleétidos especificos (ver Tabla 2) que
permitieron el uso de la familia de vectores Flexi (Promega), usando el producto de la
PCR se obtuvo un fragmento de 300 pb que fue clonado en el vector pFN18K (ver
Fig. 9), generdndose el pldsmido pFN-CTDJk. Las enzimas de restriccion Sgf | y
Pme | fueron empleadas para verificar la presencia del fragmento CTD en el pFN-
CTDJk. Estas enzimas deben de liberar un fragmento de peso molecular aproximado
de 300 pb. Asi mismo, se realiz6 una secuenciacion total del fragmento de ADN
clonado para comprobar que la secuencia del fragmento CTD del gen de RBP-Jx de

raton fuera la correcta.
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Tabla 2. Caracteristicas de cada uno de los oligonuclétidos disefiados para el fragmento CTD de la

proteina RBP-Jx.

RBPJ-CTD 5’ 33 pb 64.2 °C 73 55.7
RBPJ-CTD 3’ 38 pb 66.6 2C 47 51.9

El fragmento CTD del gen RBP-Jx fue expresado como un péptido hibrido
fusionandolo con el Tag de purificacion presente en el vector pFN18K. Para esto,
Escherichia coli se transform6 con el plasmido pFN-CTDJk (New England Biolabs).
Posteriormente, y usando el inductor Isopropil-b-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG), se
indujo la expresion del péptido hibrido Tag-CTD. Una vez comprobada la presencia
del péptido hibrido, éste fue purificado usando el kit HaloTag Protein Purification
System (siguiendo las instrucciones del fabricante), el cual emplea una resina para

secuestrar al Tag-CTD en los extractos proteicos totales de bacteria.

A fin de probar la efectividad de la trampa molecular, fue necesaria la
extraccion de proteina total de embriones de Drosophila melanogaster, empleando el
buffer Pierce IP-lysis (ThermoScientific) siguiendo las instrucciones del fabricante, a
fin de contar con una cantidad adecuada de la proteina Hairless, la cual deberia ser

identificada y retenida por el péptido hibrido Tag-CTD.

La interaccion proteina-proteina se realiz6 con los extractos totales de
proteina de embriones de mosca purificados contra los extractos totales de proteina
de bacteria purificados que contienen la construccion del péptido hibrido Tag-CTD,
se siguié el protocolo (proporcionado por el fabricante) de purificacién del kit HaloTag
Protein Purification System para poner a interactuar los dos extractos proteicos y al
final obtener una proteina con afinidad por el péptido hibrido del fragmento CTD de la

proteina RBP-Jk de Mus musculus.
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Figura 11. Mapa genético del plasmido pFN18K HaloTag®T7 Flexi®Vector. Se muestran las partes
que componen al plasmido usado para crear los péptidos de fusién entre el domino CTD, de las
proteinas Su(H) y RBP-Jk y el Tag de purificacion. En el cuadro rojo se observa el sitio del promotor
T7, que es el sitio de reconocimiento de la polimerasa, flanqueado por sitios de corte para las enzimas
Vsp | y otro para Eco RI; en el cuadro verde se ilustra el Tag de purificacion que consiste en una
hidrolasa modificada que contiene en el extremo N-terminal un dominio de Histidinas capaz de unir a
una resina; en el cuadro morado se marca el sitio de reconocimiento de corte de la Proteasa TEV
seguido por los sitios de corte de las enzimas Pvu |, Nco I, Sgf | y después de la Barnasa (cuadro
naranja) que es un gen letal y su funcién es seleccionar y asegurar la clonacién, se encuentra también
el sitio de corte de la enzima Pme | (cuadro azul claro) y por Gltimo tenemos el gen de resistencia a

antibiético (cuadro negro) que en este caso es Kanamicina.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Capitulo 1
DISENO Y CONSTRUCCION DE UN PEPTIDO DERIVADO DE LA PROTEINA

RBP-Jk DE Mus musculus CON AFINIDAD POR LA PROTEINA HAIRLESS DE

Drosophila melanogaster.

German Saucedo Correa; Humberto Contreras Cornejo; Alejandro Bravo Patifio.

Centro Multidisciplinario de Estudios en Biotechologia (CMEB), Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Posta Veterinaria, Km. 9.5 Carretera

Morelia-Zinapécuaro. Tarimbaro, Mich. Teléfono y Fax: (443) 295-80-29.
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RESUMEN: La via Notch es una via de sefalizacion y diferenciacion celular
conservada en todos los metazoarios. En Drosophila melanogaster una de las
proteinas clave de esta via es Supresor de Hairless [Su(H)], que es un factor
transcripcional con la capacidad de unirse directamente al ADN. La proteina Hairless
(H) de D. melanogaster se une a Su(H) para armar un complejo regulador negativo
transcripcionalmente activo en embriones de mosca. EI homologo de Su(H) en
mamiferos es la proteina RBP-Jk/CBF1; pero hasta el momento no se ha reportado
ninguna proteina en mamiferos con actividad similar a H, solo se sabe que el
complejo de proteinas SHARP/MINT/SPEN que actian como reguladores negativos
en diferentes niveles de diferenciacion y tejido especifico de la célula se unen a RBP-
Jk/CBF1 para regular de manera negativa a la via de Notch, por lo que se cree que
en dicho complejo se encuentre el paralogo de H. Sin embargo, aun no ha habido
estudios concluyentes al respecto, ya que dichas proteinas no han sido
caracterizadas funcionalmente. Recientemente se demostré que RBP-Jk/CBF1 tiene
la capacidad de unir, en la region carboxilo terminal, a la proteina H de D.
melanogaster para armar un complejo regulador negativo transcripcionalmente activo
en embriones de mosca. Por tanto, es posible que en mamiferos se identifique una
proteina equivalente a la proteina H. Empleando el dominio de union a Hairless de la
proteina Su(H) y de su homologo en mamiferos RBP-Jkx como modelo, es posible
disefiar y construir una trampa molecular capaz de reconocer a la proteina Hairless y

a su posible pardlogo en mamiferos.

Palabras clave: Notch, péptidos, Factores transcripcionales, RBP-Jk, Su(H).
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Actualmente se sabe que las vias de transduccion de sefiales constituyen una
red compleja de comunicacion inter e intracelular, la cual se encarga de regular y
organizar correctamente las complejas organizaciones y/o funciones espacio-
temporales de todas las células que estructuran cualquier ser vivo y es, a su vez, una

caracteristica comun que comparten los organismos multicelulares complejos?.

Durante el desarrollo embrionario de cualquier especie es necesario que las
vias de transduccién trabajen en coordinacion perfecta para asegurar tanto la
proliferacién, como la diferenciacion celular?. En cuanto a metazoarios, se sabe que
durante el desarrollo embrionario temprano y tardio, son siete las vias de
transduccion que aseguran gque el proceso ocurra de manera sincronica: Wingless
(Wnt), Factor de Crecimiento Transformante beta (TGF-B), Hedgehog (Hh), Receptor
de Tirosina Cinasa (RTK), Receptor Nuclear, Jak/STAT y Notch (VN)3. Cada una de
estas vias de transduccion es usada de manera reiterada durante el crecimiento de
los organismos de acuerdo al contexto o estadio de desarrollo?, pero es la VN quien
juega un papel preponderante desde el comienzo de su activacion, en la correcta
formacién del embrién, y hasta el adecuado funcionamiento de las diferentes células

especializadas del organismo adulto®.

Existen dos vias de transduccion de sefiales, Wnt y FGF, que durante el
desarrollo embrionario temprano interactian de manera sinérgica para regular el
comienzo de la actividad de la VN. Una vez que la VN esta activa, toma el control del
desarrollo de un organismo pluricelular. Esta via es fundamental para que este
proceso se lleve a cabo® por tanto, no es de extrafiar que se encuentre

evolutivamente conservada en los metazoarios. ©.

La VN esta compuesta con varias proteinas clasificadas en dos grandes
grupos. En el primero encontramos las proteinas que transducen la sefial y funcionan
como ligandos, receptores, represores, co-represores, activadores, co-activadores y

un factor transcripcional Gnico, y que constituyen el nlcleo de la via®. En el segundo
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encontramos las proteinas reguladoras que modulan la respuesta celular e influyen
en la duracion de la sefial recibida, modificando de manera directa a las proteinas
integrantes del primer grupo por medio de sus actividades de glucosiltransferasa,
proteasa, metaloproteasa y ubiquitina-ligasa y en algunos casos especiales de

fosforilacionl.

El factor transcripcional Unico con que cuenta la VN (Supresor de Hairless
[Su(H)] en Drosolphila melanogaster y RBP-Jx en mamiferos)?, juega un papel muy
importante en los procesos de regulacion de la sefal, tanto positiva (donde se ve
involucrado el dominio intracelular de Notch [NICD, por sus siglas en inglés])® como
negativamente (donde se ve involucrado Hairless)®. Cuando NICD se une a Su(H)
por medio del repetido de Ankirinas, y con la forzosa presencia del co-activador
Mastermind, los genes blanco activados son los que pertenecen al complejo bHLH,
también conocidos como Enhancer of split [E(splt)C]” 6. La expresion de las
proteinas E(splt)C en D. melanogaster regulan la activacién de otras proteinas y/o de
otras vias de transduccién de sefales® 1°. Cuando la proteina Hairless (H) une a
Su(H), se produce una regulacién negativa de los genes del complejo bHLH!?; por lo
tanto, H actia como un antagonista de la VN'213, con la ayuda de los co-represores
Groucho y la Proteina de unién a C-terminal (CtBP, por sus siglas en inglés)'4 15,

Su(H) pertenece a la familia de factores transcripcionales CSL de la VN, la
cual se caracteriza por estar conformada por proteinas altamente conservadas a
nivel de estructura y con una alta similitud de dominios de unién e interaccion con
otras proteinas. De entre dichos dominios destacan principalmente tres: el dominio
N-terminal (NTD), el dominio B-plegada (BTD) y el dominio C-terminal (CTD). Estos
dominios son muy importantes para que el factor transcripcional tenga la capacidad
para interactuar con NICD o H, y pueda estructurar complejos promotores o
represores de la transcripcion, respectivamente. Se sabe, por ejemplo, que cuando
NICD hace contacto directo, por medio de su dominio RAM y el repetido de
Ankirinas, con los dominios BTD y CTD del complejo CSL, se promueve la
interaccion con el dominio NTD de estos ultimos, lo cual facilita la union de

Mastermind (Mam), para de esta forma estructurar un complejo transcripcionalmente
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activo en todos los modelos estudiados (H. sapiens, M. musculus, D. melanogaster y

C. elegans) %t 22,

Actualmente se conocen varios complejos represores de la transcripcion en
los que participa la VN, los cuales varian dependiendo del tejido?. Sin embargo, se
conoce solo un complejo transcripcional de regulacion negativa que funciona en las
etapas tempranas del desarrollo embrionario en insectos, donde por su actividad la
proteina conocida como H se constituye como un potente antagonista de NICD?*, y

es indispensable para la especificacion de varios destinos celulares 2°.

El conocimiento detallado de la proteina H en invertebrados es requisito
indispensable para lograr identificar los posibles homdlogos funcionales en
mamiferos donde, a pesar de los esfuerzos realizados, no se ha logrado encontrar
ninguna proteina que asemeje la actividad de H durante el desarrollo embrionario®.
La falta de identificacion de una proteina paraloga u ortdloga con funciones
semejantes a H en animales superiores, explica por qué sea una proteina

ampliamente ignorada en el desarrollo embrionario de los mamiferos?8.

Esta situacion resalta la importancia de conocer a detalle el funcionamiento de
los complejos transcripcionales de regulacion negativa durante la etapa de desarrollo
embrionario. Sobre todo si tomamos en cuenta que la VN es altamente conservada
en todos los metazoarios, desde insectos hasta el hombre, y que para que dicha via
de transduccion de sefales funcione correctamente se necesita de la combinacion de
efectos de las proteinas N y H para llevar a cabo, y con éxito, la diferenciacion celular
durante la embriogénesis, asi como también para asegurar el correcto
funcionamiento de células y tejidos en un estado adulto!®. Es por ello que se
considera muy importante el identificar una proteina con funciones similares a H en

mamiferos, que tenga actividad en un estado embrionario®®.

Es por esto, que en el presente trabajo planteamos disefiar y construir una
trampa molecular que tenga la capacidad de reconocer y atrapar a la proteina H de
D. melanogaster, a partir del fragmento CTD de RBP-Jk, el factor transcripcional de
la VN en mamiferos. Actualmente se sabe, por trabajos realizados por Maier y cols'®

que RBP-Jk es funcionalmente activo en D. melanogaster, donde demostro que es
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capaz de estructurar un complejo regulador negativo funcional de la VN durante la
embriogénesis. Por lo tanto proponemos que es posible que, usando esta trampa
molecular, se pueda atrapar una proteina, a partir de extractos proteicos totales de

embriones de mamiferos, que conserve las funciones de la proteina HY'.

Materiales y métodos.

Purificacion de DNA. Para la obtencion del material genético de Mus musculus
(raton), que sera usado para obtener el fragmento CTD del gen que codifica para la
proteina RBP-Jk, se usé el QuickGene® DNA tissue Kit S (Fuji film) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Obtencién y clonacion del fragmento CTD de RBP-Jk: Se disefiaron dos
oligonucledtidos especificos para amplificar el fragmento CTD de RBP-Jk. El
oligonucleoétido 5’RBPJCTD (hacia la region 5’ del gen), con la secuencia 5-gAC
CgC gAT CgC CgT CCT TgC CCC AgT CAC CCC-3’; en color azul se muestran 4
bases nitrogenadas adicionadas al azar (como marca el protocolo de PROMEGA), en
negrita y cursiva se muestra el sitio de corte por la enzima Sgf I. El oligonucleétido
3’'RBPJCTD (hacia la region 3’ del gen), con la secuencia 5’-gAT ggT TTA AAC_Tgg
TgT gTA 9gT gAA ggT AAg gCT gg-3’; en color azul se muestran 3 bases
nitrogenadas adicionadas al azar, en rojo se muestra un codén para Valina, en este
caso se adiciona un codon de paro para delimitar el final de la transcripcion, y el sitio
de corte de la enzima Pme | (en negritas y cursiva). El fragmento CTD de RBP-Jk se
obtuvo mediante la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés) a partir de DNA total de ratdén y de una construccion que fue donada
por el Dr. Maier (Instituto de Genética de la Universidad de Hohenheim, Sttutgart,
Alemania) y agregando a concentracion final los siguientes reactivos: 150 ng de ADN
gendmico 6 10 ng de ADN plasmidico, amortiguador para PCR (Tris-HCI 200 mM,
KClI 500 mM) 1X, 2 mM de MgClz, 0.2 mM de dNTP's, 0.2 uyM de cada
oligonucléotido, 1.0 U de Taq DNA polimerasa (PROMEGA) y agua destilada

desionizada estéril para completar un volumen final de 50 pul. La reaccién de PCR fue
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llevada a cabo en un termociclador GeneAmp® PCR System 2700 (Applied
Biosystems), con las siguientes condiciones en el programa: 1 ciclo a 94°C por 4 min;
40 ciclos a 94°C por 35 seg., 65.5°C por 45 seg y 72°C por 40 seg; un ciclo a 72°C
por 7 min y un ciclo sostenido a 4°C. Una vez que se obtuvo la banda esperada de
300 pb, se clon6 en el vector pF1A T7 Flexi® (siguiendo las instrucciones del
fabricante) empleando el Kit de clonacion Flexi® Vector Systems y las enzimas de
restriccion correspondientes (PROMEGA™, USA). Posteriormente se sub cloné en el
plasmido optimizado para la purificacion de proteinas de fusién con el sistema
HaloTag, en el vector pFN18K, obteniéndose el plasmido pFN-CTDJk. Todos los
productos de PCR vy las construcciones obtenidas se secuenciaron para Su

verificacion.

Induccion del péptido: Una vez hecho la comprobacion por secuenciacion de las
construcciones hibridas de los péptidos, se continu6 con la expresion de proteinas
bajo el sistema que marca el protocolo, empleando el plasmido pFN-CTDJx. El
procedimiento se estandarizO usando como inductor el Isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranésido (IPTG). Previo a la induccion se prepar6 un preindculo de E.coli
(NEB [MiniF lacl%CamR) / fhuA2 lacZ::T7 genel [lon] ompT gal sulA11 R(mcr-73::miniTn10--TetS)2
[dem] R(zgb-210::Tn10--Tet®) endA1 A(merC-mrr)114::1S10]) (transformada con la construccion
péptido-Tag, y sin transformar, esta Ultima empleada como control negativo), para
posteriormente crecer un cultivo de 20 ml y llevarlo a una densidad Optica de 0.3 a
0.4ppo a una longitud de onda de 600 nm, una vez que el cultivo se encontrg en el
rango de DDO se adicion6 0.19 ul de IPTG 1M, para que la concentracion final fuera
de 0.01 mM, estas condiciones son usadas cuando el péptido hibrido resulta ser

toxico para la bacteria. Se dejé inducir por una hora a 37°C y otra hora a 18°C.

Extraccion y Purificacion de Proteina Bacteriana: Al término de la induccién, el
cultivo bacteriano que ha expresado el péptido fue sometido a centrifugacién en una
centrifuga de preparacion con estas condiciones: 4°C de temperatura, 5,000 g por 10
minutos. Después el sobrenadante se elimind dejando solo la pastilla bacteriana, se
agrego un buffer de extraccion B-Pert Lysis Buffer (Thermo Scientifics) 4 ml por cada

gramo de pastilla bacteriana, junto con una combinacién de lisosima y DNAsa en una
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relacion de 2 ul por cada ml de Buffer usado, y por ultimo se adiciona inhibidores de
proteasa con una concentracion final de 2x; se mezcld perfectamente hasta
homogeneizar la pastilla. Se dej6 reposar a temperatura ambiente por 5 minutos.
Después se sometid a centrifugacion a 15,000 g por 10 minutos a 4°C y se coloco

inmediatamente a -20°C hasta su utilizacion.

Purificacion del péptido: La purificacion del péptido se realizé utilizando la resina,
HaloTag Protein Purification System (Promega); este protocolo esta disefiado para
poder ser usado con los vectores de la familia Flexi (Promega). Primeramente se
preparéd la resina y se activd mediante dos lavados con el Buffer HTPPB (50mM
HEPES, pH 7.5, 150mM NaCl), se agreg6 el extracto purificado de bacterias en la
resina y se dejo interactuar por una hora a temperatura ambiente en un agitador
oscilatorio del tipo end-over-end. Al cabo de la hora de interaccidbn se somete a
centrifugacion a 1,000 g por 5 minutos a temperatura ambiente y el sobrenadante es
recuperado y nombrado como FT que es un control del proceso, FT es el
sobrenadante que no contiene mas la construccion hibrida del péptido. La resina con
la construccion atrapada en ella fue nuevamente lavada 2 veces con el buffer
HTPPB. Se agreg6 una solucion de corte formada de Proteasa TEV (Promega) y de
buffer HTPPB y se dej6é haciendo digestion por 1 hora a temperatura ambiente, al
finalizar la hora se sometié a centrifugacion a 3,000 g por 5 minutos a temperatura
ambiente y el sobrenadante que contenia al péptido junto con la proteasa se
recupero, a la resina faltante se le adicioné 1 ml de buffer HTPPB y se volvié a
centrifugar y tomar el sobrenadante que fue nombrado como E1. La elucién 1 (E1)
fue puesta en incubacion a temperatura ambiente por 20 minutos en un agitador
oscilatorio con la resina HisLink (Promega) para quitar los rastros de proteasa y de
esta manera dejar solo al péptido en el sobrenadante, finalmente esta elucion fue
nombrada E2 que contenia el péptido purificado. Se realizaron dos controles durante
todo el proceso que fueron nombrados como ST y STEV. El control ST consistio en
un extracto total bacteriano mas buffer HTPPB y el control STEV consistid en un

extracto bacteriano mas solucién de corte de la TEV proteasa.
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Obtencion de proteina de embriones de D. melanogaster: Las moscas se
colocaron en placas con medio de manzana (12 gr. de Agar en 375 ml de agua y se
esterilizo; se agregaron 125 ml de jugo de manzana y 12.5 gr. de azucar, se calento
a 60 °C; se mezcl6é el agar y el jugo de manzana, se mantuvieron a 60 C; se
agregaron 5 ml de Nipagina al 15% en etanol absoluto, se mezclé y se vertio en
cajas petri [60x15 mm. SyM Laboratorios, México]) a fin que ovipositen. Los
embriones se colectaron cada 30 minutos. El corion de los embriones se elimino
lavando, sobre la placa de medio de manzana, con una solucién de cloro al 50%
durante 30 segundos. Los embriones se pasaron a una malla fina para eliminar la
solucién de cloro y se enjuagaron con solucién de lavado (NaCl al 0.7%, Triton x100
al 0.02%). Se colectaron 100 embriones y se colocaron en un tubo eppendorf de 1.5
ml estéril. Se adicionaron 100 pl de amortiguador de homogenizado (10 mM de
HEPES pH 7.6, 5 mM de EGTA, 5 mM de EDTA y 1 a 2 pl de PMSF a una
concentracion final de 0.5 mM). Se incubaron a 90-95°C durante 5 min. Se
centrifugaron durante 30 min a 14,000 rpm a 4°C. El sobrenadante se recuperd en un

tubo eppendorf de 1.5 ml estéril y se almaceno a -20°C.

Andlisis Western: Para la identificacién de la sonda en extractos proteicos tanto
bacterianos como en la interaccion de extracto proteico de mosca contra extracto
proteico bacteriano se utilizé el anticuerpo monoclonal anti-HaloTag (Promega). Para
la identificacién de la proteina Hariless que une a la sonda se utilizé el anticuerpo
policlonal anti-Hairless (Santa Cruz). Los extractos fueron tratados para cargarlos en

gel de acrilamida para realizar el analisis Western.

RESULTADOS Y DISCUSION.

Para obtener el fragmento del gen que codifica para el dominio CTD de la proteina
RBP-Jk, se realizo la extraccion de DNA gendmico de tejido medular de Mus
musculus con el kit Wizard® Genomic DNA Purification Kit de Promega®, se corrié

un gel de Agarosa al 1% para ver la integridad del ADN, las concentraciones finales
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de ADN fueron las siguientes: Carril 1: 320 ng/ul, carril 2: 310 ng/ul, carril 3: 200
ng/ul, carril 4. 189 ng/ul, carril 5: 200 ng/ul, carril 6: 450 ng/ul, carril 7: 310 ng/ul, se
uso la muestra del carril 6 donde se obtuvo alrededor de los 450 ng/ul de ADN (fig.
1).

M 1 2 3 4 5 6 7

+ 12,000 pb !

Figura 1. Electroforesis en gel de Agarosa al 1 %. Extraccion de material genémico de tejido medular
de Mus musculus. M, Marcador molecular 1 Kb Plus leader (Invitrogen). 1 — 7, diferentes muestras de

ADN obtenidas de diferentes porciones de médula de ratén.

El dominio CTD de la proteina RBP-J«x obtenido por medio de PCR, tuvo el tamafio
esperado de 300 pb como puede observarse en la Figura 222, Para asegurar que era
la secuencia deseada, se secuencio el fragmento y al realizar el analisis comparativo

con la secuencia del gen de la proteina RBP-Jx (Fig. 4)
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Figura 2. Producto de PCR en gel de agarosa al 1%. M: Marcador 1kb Plus Leadder (Invitrogen); 1 —
2: productor de PCR del material genético de tejido de ratén, amplificado con los oligos 5RBPJCTD y
3'RBPJCTD, esperando una banda a 300 pb, de acuerdo a la secuencia que fue referenciada en la

base de datos del NCBI del fragmento CTD de RBP-Jkx de M. musculus (www.ncbi.gob).

El producto de PCR obtenido, se clon6 en el vector pF1AT7 Flexi® y se
subcléno en el vector pFN18K (siguiendo las instrucciones del fabricante) empleando
el Kit de clonacion Flexi® Vector Systems y las enzimas de restriccion
correspondientes Sgf I, Pme | (PROMEGA™, USA), obteniéndose el plasmido pFN-
CTDJk. Para comprobar que la secuencia del fragmento CTD de RBP-Jk fuera
correcta se hicieron las pruebas de restriccion utilizando las enzimas Sgf I, Pme |y
Xmn |. Usando las dos primeras enzimas de restriccion, se esperaba liberar un
fragmento de aproximadamente 300 pb, el cual contiene la secuencia del fragmento
CTD del gen RBP-Jk, lo cual efectivamente sucedié (ver Fig. 3). El empleo de la
enzima de restriccion Xmn | se usO para verificar que el fragmento efectivamente
contenga la secuencia esperada, ya que de ser asi hay un sitio interno de corte para
esta enzima que junto con el sitio de policlonacién, debe de liberar un fragmento de
aproximadamente 1,200 pb, como efectivamente sucedi6 y se puede observar en la
fig. 3. La secuenciacion verifico que el DNA correspondia al fragmento del gen RBP-

Jk que es de nuestro interés, y que codifica para el dominio CTD de la proteina RBP-

Jx (ver Fig. 4).

A B
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Figura 3. Producto de la digestion enzimatica con Sgf I, Pme | y Xmn | en el plasmido pFN18K
con el fragmento CTD de RBP-Jk. A) M: Marcador molecular 1 kb Plus Leadder (Invitrogen); 1:
liberacién del fragmento CTD de RBP-Jk usando las enzimas Sgf | y Pme | esperando una banda de
300 pb; 2: liberacion de un fragmento por la enzima Xmn | que contiene un sitio de corte dentro del
fragmento CTD y dentro del mapa del plasmido pFN18K, liberando un fragmento de aproximadamente
1000 pb. B) Esquema donde se muestran los sitios de corte dentro del fragmento CTD de RBP-Jk en

el mapa del plasmido pFN18K para las enzimas Sgf I, Pme | y Xmn I.
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380 400
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- -

Figura 4. Alineamiento de la secuencia de la proteina completa de RBP-Jk contra la
secuencia del fragmento CTD que se mandd secuenciar. Ambas secuencias fueron traducidas a

aminoacidos con el software Workbench versién 6 de CLC.

Ya que las secuenciaciones corroboraron que el dominio CTD de la proteina RBP-
Jk fue clonado, se prosiguié con la expresion del péptido con la ayuda del inductor
IPTG. Para esto, fue necesario transformar las bacterias T7 Express 19 Competent E.
coli (High Efficiency) con el plasmido pFN-CTDJx, que estan optimizadas para la
expresion de proteinas de fusion con la ayuda del inductor IPTG. Siguiendo el
protocolo para la induccién, se probaron diferentes concentraciones de IPTG (de 0.1

a 0.01 mM), diferentes temperaturas de induccion de 37°C y 18°C y Densidades

45



Opticas deseadas (de 0.300 a 0.600, a una longitud de onda de 600 nm), hasta
estandarizar el protocolo para la induccion.

Se logré establecer las condiciones Optimas para la induccion del péptido del
fragmento CTD de RBP-Jk, las cuales fueron las siguientes: una concentracion de
0.01 mM de IPTG a una temperatura de 37°C por una hora y a 18°C por otra hora en
agitacion constante; estas condiciones fueron estandarizadas con la finalidad de
poder expresar el péptido del fragmento CTD de RBP-Jk, que es reconocido por la
bacteria por contener una similitud dentro de la secuencia, que corresponde a un
factor transcripcional perteneciente a la superfamilia IPT de E. coli (ver apéndice
Figura 1). Una vez logrando expresar el péptido, se realiz6 el primer ensayo de
purificacion (HaloTag Protein Purification/ HaloTag Resin de PROMEGA) y se logré
comprobar que la construccion del péptido del fragmento CTD de RBP-Jk con un
peso molecular de 11 kDa, esta fusionado con el Tag de purificacion del plasmido de
un peso de 33 kDa, dando como resultado de la unién, un péptido hibrido de

aproximadamente 45 kDa (ver Fig. 5).

1 2 3456M78910I1I

95 kDa
[——=]

72kDa
=

55kDa
|——)

45 kD

36 kDa
[—]

33kD s -

28 kDa
===

.

Figura 5. Comprobacién de la induccién del péptido de la construccion del fragmento CTD de
la proteina RBP-Jk. 1: Bacterias sin transformar. 2: Bacterias transformadas sin inductor IPTG. 3y 4:
Bacterias transformadas con inductor IPTG crecidas a 37°C por dos horas con la construccién del Tag
(33 kDa). 5y 6: Bacterias transformadas con inductor IPTG crecidas a 37°C por una hora y a 18°C por

otra hora con la construccién del Tag. M: Marcador de peso molecular (Plus Prestained Protein
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Ladder, FERMENTAS). 7. Bacterias transformadas sin inductor IPTG con la fusién del Tag y el
péptido del fragmento CTD de la proteina RBP-Jx de 11 kDa. 8: Bacterias transformadas con inductor
IPTG crecidas a 37°C por una hora y a 18°C por otra hora con la fusion del Tag y del péptido. 10 y 11:
Bacterias transformadas con inductor IPTG crecidas a 37°C por dos horas con la fusién del Tag y el

péptido.

Se realiz6 un ensayo de interaccion con extracto proteico total de embriones de
mosca (Drosophila melanogaster) contra extracto proteico de bacterias
transformadas con la fusion del Tag y el péptido hibrido del fragmento CTD de la
proteina RBP-Jk, como se menciond anteriormente, las condiciones de expresion
fueron estandarizadas para optimizar la expresion del péptido hibrido que es
reconocido como un factor transcripcional propio de la bacteria. Una vez lograda la
estandarizacion del proceso, se obtuvo una cantidad del péptido hibrido sin ser
degradado, con la finalidad de poder confrontarlo integramente contra los extractos
totales de embriones de mosca. Se sigui6é la metodologia segun el protocolo del
fabricante usando una resina para purificar por el método de inmovilizacion de
ligandos la construccién HaloTag-CTD vy la proteina que unié por afinidad al dominio
del fragmento CTD de la construccién, que en este caso se disefié especialmente
tomando la secuencia del factor transcripcional de la mosca Su(H) en su homdlogo
en mamiferos, RBP-Jk. Con los anticuerpos contra Hairless y HaloTag que se han
empleado en las purificaciones y en las interacciones (ver Fig. 6) se ha logrado
identificar con la ayuda de proteinas totales de mosca, una proteina con afinidad por
el péptido del fragmento CTD de RBP-Jk que en este caso la utilizacion del
anticuerpo anti-Hairless (SantaCruz) se identific6 una isoforma de la proteina
Hairless en el carril 1 y 2. En el carril 1 se muestra el producto final del proceso de
purificacion en donde ha quedado la proteina que unié por afinidad a la sonda
disefiada (fragmento Tag-CTD), donde se us6 el anticuerpo anti-Hairless, por lo tanto
se comprobo que la proteina Hariless ha quedado aislada correctamente, también se
puede observar parte de la sonda usada, esto debido a la gran cantidad de sonda
usada, en el carril 2 se muestra la sonda y la construccion con una pequefia traza de

la proteina Hariless que aun no ha sido aislada por completo , en el carril 1 y 2 se ha
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usado el anticuerpo Anti-Hariless (SantaCruz); los carriles de 3 a 6 son explicados
con mayor detalle en el pie de pagina y son controles que describen el proceso de
purificacion de la sonda y el proceso de asilamiento de la proteina Hairless de
acuerdo al protocolo. La cantidad de proteina usada en los extractos totales de
mosca fue de un total aproximado de 3 ug de proteina total de embriones de mosca
contra 1 ug de proteina total de bacterias E. coli NEB, esto por la escaza cantidad de
proteina Hariless contenida en los embriones de mosca. Los anticuerpos que se
usaron fueron: anti-Hairless (Policlonal de SantaCruz) y anti-HaloTag (Monoclonal de
Promega) para realizar el Western final y detectar la sefial de Hairless en la
purificacion de la sonda (ver. Fig. 6).

140
1008

Figura 6. Wester del proceso de purificacion e interaccién de la fusion del Tag y el péptido
hibrido del fragmento CTD de la proteina RBP-Jx usando los anticuerpos especificos anti-Hairless
(policlonal) y anti-HaloTag (monoclonal). 1: Elucién 2, se muestra el proceso final de la purificacion
dejando solamente la proteina Hairless con un peso aproximado de 110 kDa, que tuvo afinidad por la
construccion Tag-CTD. 2: Elucién 1, se muestra el proceso de purificacibn antes de retirar la
construccion de la fusiébn Tag-CTD observandose una ligera presencia de la proteina Hairless y
residuos de la construccién Tag-CTD con un peso molecular de 45 kDa y una banda a 35 kDa que
indica que ha quedado solo el Tag sin la fusidn del fragmento CTD. M: Marcador de peso molecular
en kDa. 3: FT, sobrenadante del primer control del protocolo. 4: Resina, muestra tomada del residuo

final de la resina usada en el proceso de purificaciéon. 5y 6: Controles STEV y ST respectivamente.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo demostramos que fue posible la construccién de un péptido
hibrido derivado de un fragmento del dominio CTD de la proteina RBP-Jx de Mus
musculus fusionado a un Tag de purificacion con la capacidad de unir por afinidad a
la proteina Hariless de Drosophila melanogaster, enfrentando los extractos proteicos
totales de embriones de mosca contra el extracto proteico total bacteriano.
Corroboramos también que el péptido hibrido resulta interferir con el crecimiento en
el momento de expresarse en el sistema bacteriano descubriendo que el fragmento
del dominio CTD de la proteina RBP-Jk comparte una secuencia de 11 aminoacidos

idénticos a un factor transcripcional de la bacteria.
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6. DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

El perfeccionamiento del conocimiento que involucra a las vias de
transduccion de sefiales es de gran interés para el ser humano, ya que un
entendimiento minucioso puede impactar a los campos de la investigacion como de
la medicina, tecnologia y el desarrollo celular. Ademas, ayudara a comprender como
funciona el engranaje de estos procesos tan sutiimente exactos y perfectos, lo que
nos permitira conocer mas a fondo sobre ciertos mecanismos de la biologia del
desarrollo, inmunologia, neurobiologia y muy importante la biologia del cancer, entre

otras muchas areas de interés que involucren a las vias de transduccién de sefales.

El desarrollo de los metazoarios depende de la actividad reiterada de la via de
transduccion de Notch, de tal manera que la célula sea capaz de responder
adecuadamente a la variedad de sefiales, amplificando y adquiriendo la actividad
genética y molecular que determina su destino. La capacidad que tiene esta via de
influir sobre un nimero importante de aspectos especificos del desarrollo, predice
gue la manipulacién adecuada de los elementos que la componen resultaria en
aplicaciones médicas, por medio de terapias celulares y/o génicas. Con la
modulacién de la via Notch en puntos especificos, empleando modelos tanto in vitro,
originando lineas celulares especificas, como in vivo, produciendo animales “knock
out”, se lograria una mejor comprension de los aspectos moleculares de la biologia
del desarrollo y de ciertas enfermedades 2. Para lograr estos objetivos en los
diferentes campos de investigacion, es esencial comenzar por el discernimiento de
los componentes que hacen funcionar el mecanismo desde sus origenes, por
ejemplo, el estudio de los engranajes moleculares que componen a las proteinas

principales de la VN, sus dominios conservados.

Los resultados obtenidos con la expresion de los péptidos fueron comparados
con los anteriormente mostrados por Maier?? y Kovall??, respecto con la induccién del
péptido del fragmento de Su(H), al parecer resulta presentar un mayor indice de
dificultad de expresion en las bacterias. Dada la alta conservacion de los

componentes de la via Notch, a nivel estructural y funcional se ha demostrado que
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pueden interactuar componentes de diferentes organismos metazoarios y crear una
sefalizacion funcional en sistemas in-vitro, como lo demuestran los trabajos
realizados por Maier en el afio 2011 y con los resultados obtenidos en este trabajo
donde se ha usado un fragmento hibrido del factor transcripcional de la VN de raton,
RBP-Jk, para atrapar a la proteina Hairless por afinidad de dominios, como se ha
dicho anteriormente la proteina H es exclusiva de insectos, es por este motivo que
aun existen incégnitas en los sistemas del mecanismo de como actiia la VN en los
mamiferos, ya que no se ha logrado encontrar a nivel embrionario una proteina
reguladora negativamente, esto por el hecho de ser un sistema molecular tan preciso

como lo es una via de sefializacién en organismos complejos.

Considerando los resultados obtenidos de un BLAST del fragmento CTD de
RBP-Jk con un genoma de E. coli en el genbank se comprob6 que comparten a nivel
de aminoacidos un 55% de similitud y un 33% de identidad. Para asegurar la
expresion de las bacterias transformadas con esta construccién fue necesaria la
reduccion del metabolismo bacteriano para asegurar la integridad de la construccion
y obtener cantidades que nos permitiran realizar interacciones con los extractos
proteicos de embriones de mosca. La estrategia planteada y realizada en este
trabajo de tesis demostré tener una eficiencia en la manipulacion de proteinas al
momento de confrontarlas y/o interactuar convirtiendo esta estrategia experimental
en una alternativa de bajo costo y tiempo, asi como la nobleza en la manipulacion de

las proteinas.

El desarrollo de este trabajo otorgara una alternativa para identificar
homologos en sistemas con niveles similares de conservacion en los dominios
involucrados de las proteinas forman parte de su sistema Yy que tienen la capacidad
de interactuar de manera estrecha de modo inter-especie con respecto a las vias de

sefalizacion conservadas en diferentes organismos.
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8. Apéndice

8.1. Preparacion de células competentes para choque térmico (cepa
Escherichia coli DH5aF’; Cepa E. coli XL1Blue; Escherichia coli TOP10)

Plaguear en Agar la cepa a propagar e incubar toda la noche a 37°C. Al dia
siguiente preparar un pre-inoculo de la cepa en 3 ml de medio LB e incubar toda la
noche a 37°C con agitacion constante (250 rpm). El dia siguiente, vaciar el pre-
in6culo a un matraz de 2 Lt con 500 ml de medio LB e incubar a 37°C con agitacion
constante (250 rpm) durante una hora y media. Tomar una muestra del medio de
cultivo y medir a una DOsso. Registrar los datos. Detener el crecimiento incubando en
hielo al momento que la lectura alcance un valor aproximado de 0.5 (0.35 a 0.45).
Incubar en hielo 5 min. Distribuir el cultivo en dos botellas para centrifuga de 250 ml
de capacidad estériles, y centrifugar a 4,600 rpm durante 10 min a 4°C. Retirar
sobrenadante. Resuspender cada pastilla en 15 ml de TFb1 (Acetato de potasio 30
mM; Cloruro de potasio 100 mM; Cloruro de calcio 10 mM, Cloruro de manganeso 50
mM; glicerol 15%, esterilizado por filtracion) frio y dejar reposar 20 min en hielo.
Transferir a tubos para centrifuga estériles de 50 ml de capacidad y centrifugar a
11,600 rpm durante 10 min a 4°C. Retirar sobrenadante. Resuspender cada pastilla
en 2 ml de TFb2 (MOPS 75 mM; Cloruro de potasio 10 mM; Cloruro de calcio 100
mM; glicerol 15%, esterilizado por filtracidn) frio e incubar 15 min en hielo. Alicuotar
en tubos Eppendorf de 1.5 ml estériles, 100 pl de la suspension bacteriana, congelar
en Nitrégeno liquido y almacenar a -80° C. Probar eficiencia de las bacterias

preparadas.
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8.2. Preparacion de soluciones.

Acrilamida/Bisacrilamida 40%

Compuesto Cantidad
Acrilamida (w/v) 38.93 ¢
Bis-acrilamida (w/v) 1.07¢9
Agua destilada desionizada Cbp 100 ml
Agar Luria-Bertani

Compuesto Cantidad
Triptona 10g
Cloruro de sodio 10g
Extracto de levadura 59

Agar 109
Agua destilada desionizada (dd) cbhp1lL

Mezclar, ajustar el pH a 7.2 con NaOH 1N vy esterilizar en autoclave. Cuando se necesario agregar 1

ml de ampicilina (100 mg/ml) cuando el medio esté =42°C, mezclar y verter en cajas petri

Ampicilina (100 mg/ml)

Compuesto Cantidad
Ampicilina 500 mg
Agua dd esteril (dde) cbp 5 ml
Bromuro de Etidio (5 mg/ml)

Compuesto Cantidad
Bromuro de etidio 500 mg
Agua dd esteril (dde) cbp 100 ml
Buffer TAE 50X

Compuesto Catidad
Tris base 242 ¢g
Acido acético glacial 57.1 ml
EDTA 0.5M pH 8.0 100 ml

62



Agua dd Cbp1llL
Mezclar y esterilizar

Buffer TBE 10X

Compuesto Cantidad
Tris base 108 g
Acido bérico 559
EDTA 0.5M pH 8.0 40 ml
Agua dd Cbp1llL

Mezclar y esterilizar

CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio) al 10 % (w/v)

Compuesto Cantidad
CTAB 5mg
Agua dd esteril (dd) cbp 50 ml
EDTA 0.5 M pH 8.0

Compuesto Cantidad
EDTA 186.126 g
Agua dde chp1lL
Etanol al 70%

Compuesto Cantidad
Etanol absoluto 700 ml
Agua dd 300 ml
Gel de agarosa 1%

Compuesto Cantidad
TAE 1X 30 ml
Agarosa 0.3¢g
Bromuro de etidio 3ul

Mezclar la agarosa con el TAE y calentarlo hasta solubilizarla, atemperar la mezcla, agregar el
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bromuro de etidio y verter en el molde de la camara de electroforesis

Lisozima (20 mg/ml)

Compuesto Catidad
Lisozima 0.2g
Agua dde cbp 10 ml
Dividir en alicuotas de 1 mly conservar a -20°C

Medio Luria-Bertani (LB)

Compuesto Cantidad
Triptona 109
Cloruro de sodio 10g
Extracto de levadura 59

Agua dd cbhpllL

Mezclar, ajustar pH a 7.2 con NaOH 1 N y esterilizar en autoclave

Persulfato de aminio 10%

Compuesto Cantidad
Persulfato de amonio 100 mg
Agua dde cbp 1 ml
STET

Compuesto Cantidad
EDTA 0.5 M pH 8.0 estéril 1ml
Tritén X-100 al 10% estéril 0.5ml
Tris-HCL 1 M pH 8.0 estéril 0.5ml
Sacarosa 0.08 g
Agua dde 8 ml

Solucién TFb1l

Compuesto

Concentracién

Cloruro de potasio

100 mM
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Cloruro de manganeso 50 mM

Acetato de potasio 30 mM
Cloruro de calcio 10 mM
Glicerol 15%

Ajustar pH a 5.8 con acido acético 0.2 M y esterilizar por filtracién en filtro de 0,22 um. Almacenar a
4°C

Solucién TFb2

Compuesto Concentracion
Cloruro de calcio 100 mM
MOPS 75 mM
Cloruro de potasio 10 mM
Glicerol 15%

Ajustar pH a 6.5 con KOH y esterilizar por filtracion en filtro de 0.22um. Almacenar a 4°C

Tris-HCL 1 M pH 8.0

Compuesto Cantidad
Tris base 12.114 g
Agua dd cbp 100 ml

Ajustar pH a 8.0 con acido clarhidrico concentrado y esterilizar

Tritébn x100 al 10%

Compuesto Cantidad
Tritébn X100 10 ml
Agua dd cbp 100 ml

Mezclar y esterilizar
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