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RESUMEN

La via de sefalizacion Notch (VSN) es un mecanismo de comunicacion
celular altamente conservado en casi todos los animales, y su desregulacion esta
involucrada con diversas enfermedades como el cancer. Varias proteinas
responsables de la regulacion negativa de los genes blanco de la VSN, han sido
reportadas, y todas estas proteinas co-represoras interaccionan con el factor
transcripcional de unién a ADN, CSL, para eventualmente, reprimir la transcripcion
de estos genes. Recientemente, en nuestro laboratorio se identific6 a la proteina
represora transcripcional NAC-2, como una proteina probablemente involucrada en
la regulacion de la VSN en mamiferos. Por lo anterior, decidimos investigar la
posible participaciéon de NAC-2, en la regulacién de los genes blanco de la VSN.
Empleando un vector que contiene un gen reportero de la enzima luciferasa sensible
a la actividad de la VSN, debido a que tiene algunos elementos regulatorios
consenso de union a CSL, evaluamos el efecto de NAC-2 sobre la actividad de la
enzima luciferasa, por transfeccion de las células MCF-7. Los datos obtenidos
demostraron que NAC-2 disminuy6 en un 50% la actividad de la luciferasa, lo cual
sugiere que NAC-2 funciona como un inhibidor de la expresion de los genes blanco
de la VSN. Es probable que esta actividad inhibidora de NAC-2 requiera de la

interaccion con el factor transcripcional CSL.

PALABRAS CLAVES: via de senalizacion, Notch, NAC-2, vector reportero, regulacion negativa.



ABSTRACT

The Notch signaling pathway (NSP) is a highly conserved cell
communication mechanism in most animals and its deregulation is involved with
several diseases such as cancer. Several proteins responsible for the negative
regulation of the NSP target genes have been reported and all these co-repressor
proteins interact with the DNA-binding transcription factor CSL to, potentially,
repress the transcription of these genes. Recently, in our laboratory, the
transcriptional repressor protein NAC-2 was identified as a protein possibly
involved in the regulation of NSP in mammals. Therefore, we decided to investigate
the possible participation of NAC-2 in the regulation of the NSP target genes. Using
a vector that contains a reporter gene of the luciferase enzyme sensitive to the
activity of the NSP, that contains has some consensus regulatory elements of binding
to CSL, we evaluate the effect of NAC-2 on the activity of the luciferase enzyme, by
transfection of MCF-7 cells. The data obtained showed that NAC-2 decreased the
activity of luciferase by 50%, which suggests that NAC-2 functions as an inhibitor of
the expression of the target genes of the NSP. It is likely that this NAC-2 inhibitory

activity requires the interaction with the transcriptional factor CSL.



1. INTRODUCCION

Una gran variedad de enfermedades que incluyen diversos tipos de cancer,
como la leucemia linfoblastica aguda de células T (T-LLA), han sido relacionadas
con la desregulacion de la VSN. En mamiferos, varias proteinas responsables de la
regulacion negativa de los genes blanco de la VSN, han sido reportadas. Esto hace
mas complicado el tratamiento de enfermedades relacionadas con la activacion
constitutiva de la VSN. Por esta razon, es importante identificar los mecanismos
represores empleados para antagonizar la expresion de los genes blanco de la VSN,
asi como la identificaciéon de las proteinas involucradas en estos procesos de
represion, a fin de sentar las bases para disefiar nuevas estrategias terapéuticas para
el tratamiento de estas enfermedades. Recientemente, en nuestro laboratorio se
identific6 a la proteina represora NAC-2, como una proteina posiblemente
involucrada en la regulaciéon de la VSN en mamiferos. Por lo anterior, nos
planteamos el objetivo de disefiar un vector reportero que contenga el gen de la
enzima luciferasa, sensible a la actividad de la VSN, para posteriormente investigar
si NAC-2 estd involucrada en la regulacion de los genes blanco de la VSN, lo cual

hasta ahora, no ha sido reportado por ningtin grupo de investigacion.



2. MARCO TEORICO

2.1. La via de sefializacion Notch

A mas de cien anos después de su descubrimiento, ahora sabemos que el gen
Notch codifica para un receptor que permite la comunicacion entre células vecinas.
El receptor Notch reside en la membrana plasmatica para interaccionar con ligandos
Notch, producidos por otras células. Cuando esta interaccion ocurre, se genera una
sefal que causa cambios en la expresion de genes de la célula receptora. Juntos, los
receptores Notch, los ligandos Notch y otros componentes relacionados forman la
via de senalizacion Notch (VSN), la cual mantiene una comunicacion cruzada con
otras vias, para coordinar el desarrollo animal [Artavanis-Tsakonas et al., 1999;

Perrimon et al., 2012; Egan et al., 1998; Bray, 1998].

La VSN es tnica entre las principales vias de senalizacion del desarrollo,
porque los ligandos Notch no se secretan en el espacio extracelular, sino que estan
anclados a la membrana de la célula que los produjo. En consecuencia, solo las
células que entran en contacto fisico directo pueden acercar el ligando y el receptor
lo suficiente como para unirse y transmitir un sefial Notch [Lewis, 1998; Blacklow,

2017; Kopan, 2002; Ilagan and Kopan, 2007].

La VSN es un mecanismo de comunicacion célula-célula, altamente
conservado dentro de un grupo de organismos que abarca practicamente a todo el
reino animal (metazoarios) [Bray, 2006]. Este mecanismo es utilizado para modular
una gran variedad de procesos que involucran el mantenimiento no diferenciado de
células madre, especificacion del destino celular, diferenciacion, proliferacion y
apoptosis. Por lo tanto, esta via es importante para el desarrollo y la vida adulta de

un organismo [Artavanis-Tsakonas et al., 1999; llagan and Kopan, 2007; Bray, 2016].



2.2. Ligandos y receptores de la via de sefializacion Notch

Los ligandos Notch, los receptores Notch, los co-activadores, los co-
represores y los factores transcripcionales, son el esqueleto de la VSN. Los ligandos
Notch son una familia de proteinas transmembranales, de las cuales hay cinco en
mamiferos, Jaggedl, Jagged2, Deltal, Delta3 y Delta4 (Fig. 1). Cada ligando posee
un motivo N-terminal, denominado DSL (por las proteinas Delta/Serrate/Lag-2), el
cual es requerido para su interaccion con los repetidos del factor de crecimiento
epidérmico (EGF) de los receptores Notch. El dominio DSL es seguido por repetidos
EGEF, los cuales varian en nimero entre los diferentes ligandos. Estas proteinas son
producidas por las células encargadas de dar el estimulo (células de sefializacion),
para la activacion de la VSN en las células receptoras, las cuales responden
siguiendo un destino celular alterno al de la célula que emiti6 la sefial [Nam et al.,
2002; Bravo and Baizabal, 2005; Contreras-Cornejo et al., 2016; Fortini, 2009; Gordon
et al., 2008].

Los receptores Notch (Notchl-4 en mamiferos) (Fig. 2) son también una
familia de proteinas transmembranales, los cuales son sintetizados como proteinas
precursoras. Un proceso de activacion proteolitica de tres pasos es empleado para
que las proteinas precursoras adquieran sus formas activas [Bravo and Baizabal,
2005; Egan et al., 1998; Andersson et al., 2011]. La primera escisién ocurre en la cara
trans del aparato de Golgi, por una convertasa semejante a la furina, que acttia sobre
el sitio de escision S1 (Fig. 3), esta escision convierte a la proteina precursora en un
heterodimero, cuyos dominios estan vinculados no covalentemente [Mumm and

Kopan, 2000; Bravo and Baizabal, 2005; Borggrefe and Oswald, 2009].



Ademds de funcionar como receptores de los ligandos Notch, también
funcionan como factores transcripcionales anclados a la membrana plasmatica. Estas
proteinas pueden dividirse en dos regiones, la region extracelular y la intracelular,
las que a su vez se subdividen en estructuras mas pequenas. La region extracelular
contiene de 29 a 36 elementos repetidos EGF. La region intracelular, también
conocida como dominio intracelular de Notch (NICD), esta evolutivamente
conservada. Esta region contiene el dominio RAM (molécula asociada a RBP-Jx),
mediante el cual, NICD interacciona con los factores transcripcionales de unién a
ADN de la familia CSL [CBF-1/RBP-Jx en mamiferos, Su(H) en Drosophila
melanogaster y Lag-1 en Caenorhabditis elegans], seguido por seis elementos repetidos
de anquirina y un dominio PEST [polipéptido rico en residuos de prolina (P), dcido
glutamico (E), serina (S), y treonina (T)], el cual regula la vida media del receptor
[Bravo and Baizabal, 2005; Bray, 2006; Wang et al., 2015; Fortini, 2009; Egan et al.,
1998; Andersson et al., 2011].

Otras proteinas modulan la actividad de los ligandos y receptores, por medio
de la actividad de las enzimas glucosiltransferasas, proteasas, metaloproteasas y
ubiquitina ligasas, para cambiar la respuesta celular, intensidad y duracién de la
sefial [Bray, 2006; Bravo and Baizabal, 2005; Greenwald, 1998; Fortini, 2009; Becker
and Lowe, 2003; Jafar-Nejad et al., 2010; Schwanbeck et al., 2011; Miyoshi et al., 2008].
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Figura 1. Organizacion de los dominios de los ligandos Notch en mamiferos. Los ligandos Notch
contienen el dominio de union a los repetidos EGF de los receptores Notch (EBD), el cual se conforma
del dominio extracelular (NT) y del dominio DSL, seguido de estos dominios se encuentran los
repetidos EGF, los cuales varian en nimero entre los diferentes ligandos Notch. Algunos ligandos
poseen una region rica en cisteina (CR) [Modificada de Bravo and Baizabal, 2005].
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Figura 2. Organizacion de los dominios de los receptores Notch en mamiferos. Los receptores
Notch contienen de 29 a 36 repetidos EGF, estos repetidos son seguidos por tres repetidos LNG (por
las proteinas LIN-12/Notch/GLP-1), después se encuentra el dominio de heterodimerizaciéon (DH).
El regidn intracelular contiene el dominio RAM, dos sefiales de localizacion nuclear, seis repetidos
anquirina y una secuencia PEST [Modificada de Bravo and Baizabal, 2005].



2.3. Activacion de la via de sefializacion Notch

La activacion de la VSN en mamiferos, comienza cuando el receptor Notch1-
4, presente en una célula receptora, interacciona con un ligando Notch (p. ej.,
Jaggedl), presente en una célula de sefializacion. La union del ligando promueve
dos eventos secuenciales de escision proteolitica sobre el receptor Notchl-4. La
primera escision (sobre el sitio S2) (Fig. 3) es catalizada por las metaloproteasas de
la familia ADAM (una desintegrina y una metaloproteasa), mientras que la segunda
escision (sobre el sitio S3) (Fig. 3) es mediada por el complejo de enzimas y-secretasa,
las cuales liberaran a NICD1-4. Este ultimo es translocado al nucleo, donde en
cooperacion con el factor transcripcional CSL y el co-activador comtn a Mastermind
(MAML), formaran un complejo co-activador ternario constituido por CSL, NICD1-
4 y MAML. Este complejo ternario se ubica sobre un elemento regulatorio consenso
(5"-CGTGGGAA-3’), presente en los promotores de los genes blanco de la VSN, tales
como la familia HES1-7 (por los genes Hairy y Enhancer of Split), cuyos productos,
factores transcripcionales tipo hélice-lazo-hélice basico (bHLH), dirigirdn a la célula
aun destino celular alterno al de la célula que inicid la senal (Fig. 4). El complejo
CSL/NICD1-4/MAML se encuentra conservado en todos los organismos donde la
VSN ha sido descrita [Bray, 2006; Bravo and Baizabal, 2005; Contreras-Cornejo et al.,
2016; Kadesch, 2000; Nam et al., 2002; Bray, 2016; Fortini and Bilder, 2009].
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Figura 3. Procesamiento de activacion proteolitica del receptor Notchl. El rectangulo con linea

continua muestra la secuencia de amino acidos de la regién donde ocurre el proceso proteolitico del
receptor Notchl. Se sefialan con flechas los tres sitios de corte, 51, S2 y S3. El rectangulo con linea

discontinua indica la zona transmembranal (TM) de la proteina. El corte en el sitio S1 ocurre en la
cara trans del aparato de Golgi, para generar la forma heterodimerica de la proteina. Los cortes en 52
y S3 se producen de manera secuencial cuando un ligando interacciona con el receptor Notch
[Modificada de Bravo and Baizabal, 2005]

2.4. Represion de los genes de la via de sefializacion Notch

En ausencia de activacion de la VSN, el factor transcripcional CSL, en
contraste a la activacion de la VSN, actia como un represor transcripcional,
reclutando complejos co-represores sobre los mismos elementos regulatorios
consenso (5 -CGTGGGAA-3’) (Fig. 4) [Barolo et al., 2002]. A diferencia del complejo
co-activador CSL/NICD1-4/MAML, varias proteinas co-represoras que
interaccionan con CSL, han sido identificadas, estableciendo diferentes estrategias
de represion, que incluyen diferentes complejos co-represores de los genes de la
VSN. Sin embargo, ningtn estudio ha revelado algtin requisito conservado entre
estos co-represores para interaccionar con CSL. Los co-represores requieren de
enzimas remodeladoras de la cromatina, como las histonas deacetilasas (HDAC),
Sin3 (proteina hélice anfipatica apareada), NCoR (co-represor de receptor nuclear),
SAP30 [polipéptido asociado a Sin3 de 30 kilodaltones (kDa)] y miembros del
complejo NuRD (deacetilasa y remodelador del nucleosoma) [Dai et al., 2013;

Contreras-Cornejo et al., 2016; Maier, 2006; Yuan et al., 2016; Barolo et al., 2002].



Los co-represores en mamiferos, incluyen p. ej., a la proteina represora
asociada a SMRT; Mediador de silenciamiento del acido retinoico y del receptor de
hormona tiroidea y HDAC (SHARP), KyoT2, CIR (Co-represor que interacciona con
CBEF-1), RITA (Proteina que interactiia con RBP-Jk y asociada a tubulina) y BEND6
(proteina 6 con dominio BEN), los cuales se unen primeramente al dominio (3-trefoil
(BTD) de CSL, probablemente compitiendo con NICD. En Drosophila melanogaster, p.
ej., la proteina Hairless (H) es el mayor antagonista de la VSN, la cual se une al
dominio C-terminal (CTD) de Su(H). Ademas, H requiere de las proteinas co-
represoras Groucho y la proteina de union a C-terminal (CtBP), para eventualmente
silenciar los genes blanco de la VSN en este organismo. Sin embargo, ningin
ortologo de H ha sido identificado en mamifero hasta ahora [Contreras-Cornejo et

al., 2016; Maier, 2006; Borggrefe and Oswald, 2009; Zehender et al., 2017].

En mamiferos, los mecanismos de represion empleados para silenciar los
genes blanco de la VSN, son muy variados a diferencia de los mecanismos
empleados en Drosophila melanogaster. Aunque las proteinas y los mecanismos
moleculares de activacion de los genes blanco de la VSN estan conservados en los
metazoarios. Por el contrario, las proteinas y los mecanismos moleculares de
represion de los genes blanco de la VSN, no lo estan, a pesar del alto grado de
conservacion entre las proteinas de la familia CSL [Contreras-Cornejo et al., 2016;
Borggrefe and Oswald, 2009; Oswald et al., 2002; Zehender et al., 2017; Yuan et al.,
2019; Dai et al., 2013]. Quiz4, una excepcion podrian ser las proteinas co-represoras
Insensitive (Insv) y BENDS6, de las cuales se conoce su organizacion estructural de
dominios, lo que ha llevado a considerarlas como homdlogas funcionales [Dai et al.,

2013; Duan et al., 2011; Reeves and Posakony, 2005].
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Los detalles moleculares de como las proteinas co-represoras median la
represion de los genes blanco de la VSN, atin no estan bien definidos, ni tampoco
qué grupo de genes de la VSN, son reprimidos por cada una de estas proteinas co-
represoras o si existe redundancia entre las proteinas co-represoras; no se sabe cudles
son todos los componentes de los complejos de represion formados por estas
proteinas y si existen otras proteinas aun no identificadas, que fisicamente
interaccionan con CSL para antagonizar los genes de la VSN. No hay duda de se
necesitan mas estudios para responder todas estas y mas preguntas relacionadas con

la represion de los genes blanco de la VSN.
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Figura 4. Activacion y regulacion de la via de sefializacion Notch. El ligando Notch de la célula de
sefalizacion activa al receptor Notch en la célula receptora adyacente lo que induce los cortes
secuenciales en los sitios S2 y S3 que liberan a NICD. En la célula de senalizacion se forma una
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vesicula endocitica que introduce a su interior tanto al ligando como al dominio extracelular de
Notch. En la célula receptora NICD se transloca al nticleo donde forma un complejo con el factor
transcripcional CSL y MAML, para activar la expresion de otros factores transcripcionales (proteinas
bHLH). Estos factores afectardn la transcripcion de otros genes, cuya funcion es dirigir a la célula a
un destino celular distinto al de la célula que inici6 el estimulo. En ausencia de activacién de la VSN,
CSL forma complejos con proteinas co-represoras (CoR), para eventualmente antagonizar la
expresion de los genes blanco de la VSN [Modificada de Bravo and Baizabal, 2005].

2.5. Relacion estructural entre los co-represores BEND6 e Insensitive

Los datos experimentales de Dai y colaboradores (2013), indican que BEND6
es un homologo funcional de Insv, a pesar de que comparten una identidad a nivel
de secuencia de aminodcidos (aa) del 34%. Ademads, ambas proteinas poseen hacia
su N-terminal una estructura de hélice superenrollada (CC) y hacia su C-terminal
un dominio BEN (por las proteinas BANP, E5R y NAC-1) (Fig. 5), y en este ultimo
dominio la identidad es del 33% entre estas proteinas. Por otro lado, ambas proteinas
estan involucradas en el desarrollo neural de los organismos donde estan presentes

[Contreras-Cornejo et al., 2016; Dai et al., 2013; Duan et al., 2011].

Particularmente, BEND6 es una proteina nuclear, cuya expresion estd
limitada al desarrollo neural en mamiferos. Se une directamente a CBF-1/RBP-Jk,
oponiéndose a la activacion transcripcional inducida por Notch, para inhibir la auto-
renovacion mantenida por Notch en células madre neuronales, promoviendo la
neurogénesis. Por otro lado, BEND6 es capaz de rescatar el fenotipo causado en
moscas heterocigotas para el gen Hairless - / +, debido a la interaccion interespecifica

entre BEND6 y Su(H) [Duan et al., 2011; Dai et al., 2013].

La proteina Insv fue identificada por su alta expresion en células precursoras
de drganos sensoriales (SOP), donde puede actuar como represora uniéndose a una

secuencia palindromica (5-CCAATTGG-3’), y/o co-represora transcripcional,
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interaccionando con CSL, para mediar la represion transcripcional de los genes
blanco de la VSN, y otros genes involucrados en el desarrollo neural en Drosophila

melanogaster [Contreras-Cornejo et al., 2016; Dai et al., 2013; Duan et al., 2011].

En ensayos de “pull-down”, Daiy colaboradores (2013) usaron construcciones
que codifican para una region que abarca el dominio BEN de las proteinas BENDG6 e
Insv (de mamiferos y moscas, respectivamente), y a través de las cuales, capturaron
a CBF-1/RBP-Jk y Su(H) (de mamiferos y moscas, respectivamente). Con las mismas
construcciones, estos investigadores, capturaron a Su(H) y CBF-1/RBP-Jk. Es decir,
demostraron que hay una interaccion interespecie, a pesar de la baja identidad que
existe entre los dominios BEN de estas proteinas. Es probable que estos dominios
han conservado residuos de aminodacidos especificos necesarios para interaccionar
con CSL, y probablemente también las proteinas de la familia CSL, los han
conservado, aunque no estd definido qué dominios de CSL son necesarios paras
estas interacciones. Estos resultados permiten especular que el dominio BEN podria
estar involucrado en la interaccidn entre el factor transcripcional CSL y las proteinas

BENDSG e Insv [Dai et al., 2013; Abhiman et al., 2008].

A la fecha, se han caracterizado una gran variedad de proteinas que contienen
uno o mas dominios BEN. BEND6 e Insv, son las tinicas proteinas con dominio BEN,
que estan involucradas en la regulacion de los genes blanco de la VSN, a pesar del
gran numero de proteinas que contienen este dominio [Abhiman et al., 2008] NAC-
2 es una de estas proteinas que contienen un dominio BEN, ademds de un dominio
BTB/POZ (por las proteinas de complejo Bric-a-brac Tramtrack Broad/virus POx y
dedos de Zinc), hacia su C-terminal y N-terminal, respectivamente [Xuan et al.,
2013]. Esta proteina estd involucrada con la estabilidad de la proteina p53, sin

embargo, no ha sido relacionada con la VSN.
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Contreras-Cornejo y Bravo-Patifio (manuscrito en preparacion) en un intento
por encontrar una proteina homologa de H en mamiferos, mediante un ensayo de
“pull-down”, utilizando el dominio CTD de Su(H) (el dominio al cual se une la
proteina H), se capturé a NAC-2, a partir de un extracto de proteina total, derivado
de medula 6sea de bovino. A pesar de que NAC-2 no es homologa de H, estos datos
indican que posiblemente existen mds proteinas co-represoras con dominio BEN que

interaccionan con CSL, como H lo hace, para antagonizar los genes blanco de la VSN.

[ ICC ] | BEN B;;;I?:

[ [N 1] e,

Figura 5. Conservacion estructural entre las proteinas BEND6 e Insv. A pesar de la baja identidad
general a nivel de secuencia de aa, ambas proteinas poseen un dominio BEN hacia su regién C-
terminal y hacia su N-terminal poseen una estructura CC.

2.6. NAC-2: Identificacion y caracterizacion

Xuan y colaboradores (2013) en un esfuerzo por identificar nuevos factores
epigenéticos que estan potencialmente involucrados en la regulacion genética,
clonaron un gen de una biblioteca de ADN complementario (ADNc) mamario. Los
analisis bioinformaticos mostraron que la proteina correspondiente contiene un
dominio BTB/POZ y un dominio BEN, por lo que la llamaron proteina Represora
transcripcional con dominio BTB/POZ y domino BEN (RBB) (Fig. 6), actualmente
conocida como NAC-2, codificada por el gen NACC-2 [Xuan et al., 2013]. Por su

similitud estructural, NAC-2 debe su nombre a la proteina NAC-1, la cual esta
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presente en altos niveles en el Nucleo ACcumbens (grupo de neuronas del encéfalo)
de ratas que recibieron tratamiento con cocaina [Cha et al., 1997], y mas tarde
involucrada en la proliferacion de células cancerigenas, migracion y recurrencia
tumoral. No se sabe si NAC-1 y NAC-2 estdn relacionadas en funcion. Sin embargo,
ambas parecen tener funciones opuestas, puesto que NAC-1 esta relacionada con la
oncogénesis y NAC-2 esta relacionada con la estabilizacion del supresor tumoral p53

[Zhang et al., 2017; Zhang et al., 2012; Yap and Shih, 2012].

Los estudios experimentales de Xuan y colaboradores (2013) han demostrado
que NAC-2 esta relacionada indirectamente con la estabilidad de la proteina p53, a
través de la inhibicion de la expresion de la proteina MDM2 (proteina 2 doble
minuto de murino), una ubiquitina ligasa tipo E3 que media la ubiquitinacién de
p53 para su degradacion a través del proteasoma, lo que conduce a la estabilizacion
de p53. NAC-2 se homodimeriza a través de su domino BTB/POZ para unirse
mediante su domino BEN a una secuencia especifica (5-TGTCTGTACCTAC-3") en
el promotor interno del gen de la proteina MDM2. Ademas, al reclutar a HDAC2,
asi como a otros miembros del complejo NuRD, reprime la transcripcion del gen de

la proteina MDM?2 [Xuan et al., 2013].

El dominio BEN es un mddulo de hélices alfa, que ha sido encontrado en
diversas proteinas como BANP/SMAR1, NAC-1, la isoforma C de mod(mdg4) de
Drosophila melanogaster, la proteina virosomal del chordopoxvirus E5R y varias
proteinas de polidnavirus. Los andlisis sugieren que este dominio puede mediar
interacciones proteina—proteina y proteina—ADN, durante la organizacion de la
cromatina y la transcripcion. Estos analisis también sugieren una asociacion intima
funcional entre los dominios BEN y los dominios BTB/POZ [Xuan et al., 2013;
Abhiman et al., 2008; Sathyan et al., 2011; Aoki et al., 2012].
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El dominio BTB/POZ es un motivo de interaccion proteina-proteina
evolutivamente conservado que ha sido identificado en mas de 200 proteinas en
organismos que van desde levaduras hasta humanos. Las proteinas que contienen
dominios BTB/POZ, muestran una variedad de funciones y participan en muchos
procesos celulares criticos tales como apoptosis, desarrollo, diferenciacion y

oncogeénesis [Xuan et al., 2013; Kreusch et al., 1998; Li et al., 1997].

Otras proteinas con dominio BEN, han sido identificadas en Drosophila
melanogaster, como p. ej., las proteinas ELBA1-3 (Proteina de actividad limite
temprana). Sin embargo, solo Insv funciona en la regulacion de los genes blanco de
la VSN, en este organismo. En mamiferos existe una familia de proteinas con
dominio BEN, no obstante, al igual que Insv, BEND6 es la tinica proteina implicada
en la regulacion de los genes blanco de la VSN en estos organismos [Dai et al., 2013;

Duan et al., 2011; Abhiman et al., 2008].

En un alineamiento de las proteinas ELBA1-3 e Insv, con secuencias de
proteinas de humano con domino BEN, se demostro que Insv estd mas cercanamente
relacionada a NAC-2 y BEND6, en comparacion con las proteinas ELBA1-3 [Aoki et
al., 2012]. Aunque estos analisis no demuestran que NAC-2 estd involucrada en la
regulacion la VSN, refuerzan la posibilidad de una funcion de NAC-2 en la

regulacion de los genes blanco de la VSN.

NAC-2
EIBTBI I BEN 1 J 587 aa

Figura 6. Representacion estructural de la proteina NAC-2. De la misma forma a todas las proteinas
con dominio BEN, el dominio BEN de la proteina NAC-2 est4 orientado hacia su regién C-terminal,
esta proteina también posee un dominio BTB/POZ hacia su N-terminal.
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Como ya se menciond, BEND6 e Insv, interaccionan con el factor
transcripcional CSL para antagonizar los genes blanco de la VSN. Los analisis de
alineamiento de secuencias determinaron una relacién mads cercana entre las
proteinas BEND6, Insv y NAC-2, en comparacion con otras proteinas de dominio
BEN, quiza, porque NAC-2 conserva residuos de aminoacidos necesarios para
interaccionar con la familia de factores transcripcionales CSL. En este sentido, es
valido plantear las siguientes preguntas, ;NAC-2 esta involucrada en la VSN,
mediante su interaccion con CSL, para regular negativamente la expresion de genes
blanco de la VSN?, Si la respuesta es afirmativa entonces, jes el dominio BEN el

responsable de dicha interaccion?
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3. ANTECEDENTES

Recientemente, Contreras-Cornejo y Bravo-Patifio, capturaron a partir de un

extracto de proteina total de médula dsea de bovino, una proteina no relacionada

con la VSN, conocida como NAC-2. Para esto se desarrolld un ensayo de “pull-

down”, utilizando el dominio CTD de Su(H) como sonda. En el mismo trabajo de

Contreras-Cornejo y Bravo-Patifio, en colaboracion con el Dr. Dieter Maier del

Instituto de Genética de la Universidad de Hohenheim, en Sttutgart, Alemania,

utilizando ensayos doble hibrido de levadura, demostraron la interaccidon entre

NAC-2 y Su(H). También fueron empleadas construcciones de eliminacion para

definir los dominios de Su(H) que interaccionan con NAC-2. Los datos indicaron

que los dominios BTD y CTD de Su(H) son necesarios y suficientes para

interaccionar con NAC-2 (Fig. 7) (manuscrito en preparacion).

pEGNAC-2
-y

Vector vacio

pIGSu(H)

pIGSu(H)/CTD

pJGSu(H)/BTD

L= 8
oS
L=

pJGSu(H)/BTD-CTD

Figura 7. Ensayo doble hibrido de levadura. Este experimento demuestra la interaccién entre NAC-

2 y Su(H). Un conjunto de construcciones de eliminacion fueron evaluadas para definir los dominios

de Su(H) que interactiian con NAC-2. “Vector vacio” se refiere a la ausencia total de Su(H).
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4. JUSTIFICACION

La VSN es un mecanismo que coordina una gran variedad de procesos que
involucran el mantenimiento no diferenciado de células madre, la especificacion del
destino celular, diferenciacion, proliferacion y apoptosis, en organismos que van
desde un erizo de mar hasta los humanos. La desregulacion de esta via de
senalizacion esta relacionada con varias enfermedades como el cancer [Santos et al.,

2006; Radtke and Raj, 2003; Artavanis-Tsakonas, 1997].

Los mecanismos de activacion de los genes blanco de la VSN, comprenden
un conjunto reducido de proteinas altamente conservadas en todos los organismos
donde esta via de sefalizacion ha sido reportada. En contraste, los mecanismos de
represion incluyen varias proteinas co-represoras no conservadas entre organismos
invertebrados y vertebrados [Contreras-Cornejo et al., 2016; Borggrefe and Oswald,
2009]. Por lo tanto, es importante estudiar el funcionamiento y los componentes de
los mecanismos de represion de los genes blanco de la VSN, a fin de sentar las bases
para encontrar y/o disefiar nuevos blancos terapéuticos en enfermedades

relacionadas con la activacion constitutiva de la VSN.
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5. HIPOTESIS

La proteina NAC-2 regula negativamente la expresion de genes mediados por

la via de senalizacion Notch.

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Caracterizar la actividad inhibitoria de la proteina NAC-2 en la expresion de

los genes mediados por la via de sefializacion Notch.

6.2. Objetivos especificos

Disefiar un vector reportero, sensible a la actividad de la via de sefializacion

Notch.

Evaluar el efecto de la proteina NAC-2 en la expresiéon de un gen reportero,

sensible a la actividad de la via de senalizacién Notch.
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7. METODOLOGIA

La metodologia empleada para evaluar si existe una funcion de NAC-2 en la
regulacion de los genes blanco de la VSN, implico el diseno de tres construcciones
genéticas. Un vector que contiene un gen reportero de la enzima luciferasa, bajo el
control de un Promotor Sensible a la actividad de la VSN (PSN), denominado
pGL4xCSL; un vector de expresion en células de mamifero, que contiene el gen de
la proteina NAC-2, fusionada a la secuencia de la proteina etiqueta HaloTag®, bajo
el control del promotor/enhancer del citomegalovirus (CMV), denominado pHT-
NACC-2; y por ultimo, un vector control que contiene inicamente la secuencia que
codifica para la proteina HaloTag®, bajo el control del promotor/enhancer del CMYV,
denominado pHT. Estas construcciones fueron co-transfectadas transitoriamente en
diferentes relaciones molares, en la linea celular de cancer mama MCEF-7.
Posteriormente, se midio la actividad de emision de luz de la enzima luciferasa, que
indirectamente indica el nivel de expresion del gen reportero de la enzima luciferasa,
codificada por el vector pGL4xCSL, en otras palabras, mostrando el efecto de NAC-

2, sobre la expresion del gen de la enzima luciferasa, que esta bajo el control del PSN.

7.1. Ingenieria genética de vectores

El vector reportero pGL4xCSL (Fig. 8) se construyd a partir del vector
reportero comercial pGL4.18[luc2P/Neo] (Fig. 9), al cual se le incorporé el PSN, el
cual, contiene cuatro elementos regulatorios consenso de reconocimiento de alta
afinidad del factor transcripcional CSL, en tdandem [4x(5"-CGTGGGAA-3)], y una
caja TATA del virus del sarcoma de Rous (RSV), dicho promotor fue extraido a

través de restriccion enzimatica (como es descrito en la tabla 1), con las enzimas Smal
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y Hindlll, del vector reportero 4xCSL-luciferasa (plasmido de Addgene, # 42726)
(Fig. 10) [Saxena et al., 2001], y ligado (como es descrito en la tabla 2) en el vector

pGL4.18[luc2P/Neo], previamente digerido con las enzimas EcoRV y HindIII

SV40 promoter pause site
SV40 poly(A) signal poly(A) signal
[4XCSL promoter HindIII (202) hPEST poly(A) signal AmpR
cee l.- luciferase />{ >-| }—l i { NEOR/KanR > jummmmmn: T on e T} oo

s’ ATTCGCCgt AATTCGAGGATCTCCGCATTGCAGAGATAATTGTATTTAAGTG ACCATGGAAGATS
n I : ! s ! A

I : s !
I $ t + { + t + t + + + + + t + { + t

3’ TAAGCGgcaccCttTTAGCGgCcaccCttTTAGCGQCAaCCCtt TTAGCGQCACCCttTTAAGCTCCTAGAGGCGTAACGTCTCTATTAACATAAATTCAC

pGL4xCSL
5864 bp

AATCGCCQt AATCGCCQt 13AATCGCCQt
. ! N N :

TGGTACCTTCTAC

Figura 8. Mapa lineal del vector pGL4xCSL. Este vector codifica para la enzima luciferasa luc2P (de
Photinus pyralis), bajo el control del PSN indicado por las lineas punteadas. En verde los elementos
consenso de reconocimiento de CSL; en rojo, una caja TATA del RSV, y en azul se indica el codén de
inicio ATG. Este vector también contiene un marcador para la seleccion en células de mamiferos, para
la resistencia a la neomicina. Ademas, este vector ha sido disefiado con una disminucion de las
secuencias regulatorias consenso para reducir el fondo y disminuir el riesgo de transcripcion
andmala. El gen reportero [uc2P contiene una secuencia de desestabilizaciéon de proteinas hPEST.

HindIII 5v40 promoter pause site
EcoRV SV40 poly(A) signal poly(A) signal
MCS\"'\ hPEST poly(A) signal AmpR
1 ] |
e luciferase >|i> i NeoR >1Jj < or |—<

pGL4.18[luc2P/Neo]
5727 bp

Figura 9. Mapa lineal del vector pGL4.18[luc2P/Neo]. Este vector codifica para la enzima luciferasa
luc2P (de Photinus pyralis), contiene un marcador para la seleccién en células de mamiferos para la
resistencia a la neomicina. Este vector se ha disefiado con una disminucion de secuencias regulatorias
consenso para reducir el fondo y disminuir el riesgo de transcripcién anémala. El pGL4.18 [luc2P /
Neo] es un vector basico sin promotor, sin embargo, contiene un sitio de clonacién multiple (MCS)
para permitir la clonacién de un promotor de eleccién. El gen reportero luc2P contiene una secuencia
de desestabilizacion de proteinas hPEST.
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Figura 10. Mapa lineal del vector 4xCSL-luciferasa. Este vector de expresion en células de mamifero,
codifica para la enzima luciferasa, bajo el control del PSN. Ademas, este vector contiene un marcador
de seleccion para la resistencia a la ampicilina.

Digestion del 4xCSL-luciferasa

Componentes Volumen
Buffer CutSmart® (10X) 2.00 ul
Vector 4xCSL-luciferasa (100 ng) 5.00 pl
Enzima Smal (20 U/ pl) 1.00 ul
Enzima HindIII-HF (20 U/ ul) 1.00 ul
H20 cbp 20 ul 11.00 pl

Tabla 1. Reaccion de restriccion del vector reportero 4xCSL-luciferasa. Este vector fue digerido con
las enzimas de restriccion Smal y HindIII-HF. La reaccion se incubd a temperatura ambiente durante
90 minutos para la enzima Smal y otros 90 minutos a 37°C para la enzima HindIII-HF. Las enzimas
fueron inactivadas a 80°C durante 20 minutos. Posteriormente, se llevd a cabo una electroforesis en
gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio (BrEt) para visualizar la digestion en un
fotodocumentador.
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Ligacion del PRN en el pGL4.18[luc2P/Neo]

Componentes Volumen
Buffer T4® (10X) 2.00 ul
Vector pGL4.18[luc2P/Neo] (50 ng) 5.00 ul
Inserto PSN (50 ng) 0.50 ul
Enzima ligasa T4 (20 U/ ul) 1.00 pl
H20 cbp 20 pl 11.50 pl

Tabla 2. Reaccidn de ligacidn de ADN. El PSN se ligé en el vector pGL4.18[luc2P/Neo], previamente
digerido con las enzimas EcoRV y HindIII-HF. La ligacién se llevd acabo en una relacion
inserto:vector 3:1, e incubada a temperatura ambiente durante dos horas. Posteriormente, se inactivo
la reaccion a 65°C por 10 minutos.

El vector pHT-NACC-2 (Fig. 11) permite la expresion de NAC-2 en células de
mamifero, y se construyd a partir del vector comercial pFN21K HaloTag® CMV
Flexi® (Fig. 12). Para la amplificacion del gen NACC-2, a través de la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), a partir del vector pUC57-NACC-2
(como es descrito en la tabla 3), se diseniaron 2 oligonucleotidos: FNACC-2 (forward,

5-TC TCG CGA TCG CCT CGC AGA TGC TGC ACA TCG AGA TCC CCA-3'), que

inserta en el extremo 5' del gen de NAC-2, el sitio para la enzima de restriccion AsiSI
(subrayado) y cuatro bases aleatorias para el anclaje de la enzima de restriccion (en
cursivas), y RNACC-2 (reverse, 5'-A CAG TCT AGA CTA CAA GGG CCC CGC
GTA CGG GCC TTC-3’), que inserta en el extremo 3' del gen de NAC-2, el sitio de
restriccion para la enzima de restriccion Xbal (subrayado) y cuatro bases aleatorias
para el anclaje de la enzima de restriccion (en cursivas). Posteriormente, el producto
de PCR y el vector aceptor pFN21K HaloTag® CMYV Flexi®, fueron digeridos con
las enzimas de restriccion AsiSI 'y Xbal y sometidos a una reaccion de ligacion (como
es descrito en la tabla 4), que mantiene en fase los genes de las proteinas HaloTag®

y NAC-2. La region que codifica para la proteina HaloTag-NAC-2, fue secuenciada.
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Los resultados de la secuenciacion fueron analizados en el software CLC Main
Workbench 7.9.1. HaloTag® es un péptido derivado de una enzima bacteriana
(haloalcano deshalogenasa) de 33 kDa, inactiva cataliticamente, que permite la
identificacion de la proteina de interés fusionada a HaloTag® por western blot y la
ubicacion de la proteina de interés dentro de la célula mediante el uso de anticuerpos
anti-HaloTag®, asi como la purificacion por la union no catalitica con el sustrato en
columnas de afinidad. La fusién de estas proteinas ocurre en la regién C-terminal

de HaloTag® y en la region N-terminal de NAC-2 [Los et al., 2008].

T7 promoteri

chimeric introni
CMV promoter
CMV enhancer‘I TEV site AsiSI (2001) (3761) Xbal SV40 poly(A) signal cer region
| —

v mmf >—‘—H11 HaloTag® >1j NACC-2 >—|: { NeoR/KanR —<i ori ] LER]

pHT-NACC-2
6420 bp

Figura 11. Mapa lineal del vector pHT-NACC-2. Este vector codifica para las proteinas de fusién
HaloTag-NAC-2, y proporciona una expresion constitutiva en células de mamifero utilizando el
prmotor/enhancer del CMV. Las proteinas HaloTag® y NAC-2 estdn vinculadas a través de un sitio
de reconocimiento para la proteasa TEV.
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Figura 12. Mapa lineal del vector pFN21K HaloTag® CMYV Flexi®. Este vector esta disefiado para
unir la proteina HaloTag® al N-terminal de la proteina de interés y proporcionar una expresion
constitutiva en células de mamifero utilizando el prmotor/enhancer del CMV. Ademas, este vector
contiene un gen letal barnasa, el cual es 1til como seleccion positiva del inserto.

PCR del gen NACC-2

Componentes Volumen
Buffer GoTaq (5X) 10.00 pl
MgCl2 (25 mM) 8.00 ul
dNTP’s (10 mM c/u) 1.00 pl
Primer FNACC-2 (12.5 uM) 1.00 pl
Primer RNACC-2 (12.5 uM) 1.00 pl
GoTaq (5 U/ pl) 0.25 ul
Vector pUC57-NACC-2 (10 ng/ pl) 2.00 pl
H20 cbp 50 pl 26.75 ul

Tabla 3. Reaccion de PCR para la amplificacion del gen de NAC-2. La reaccién se llevo a cabo en
un termociclador GeneAmp® PCR System 2700 (Applied Biosystems), aplicando el siguiente
programa: 1 ciclo a 95°C por 2 minutos, 30 ciclos a 95°C por 45 segundos, 67°C por 45 segundo y 72°C
por 2 minuto; 1 ciclo a 72°C por 5 minutos y 1 ciclo sostenido a 4°C. Posteriormente, se llevé a cabo
una electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido con BrEt para visualizar la amplificaciéon en un
fotodocumentador.
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Ligacion de NACC-2 en el pFN21K HaloTag® CMYV Flexi®

Componentes Volumen
Buffer T4® (10X) 2.00 pl
Vector pFN21K HaloTag® CMV Flexi® (50 ng) 5.00 ul
Producto de PCR NACC-2 (50 ng) 0.50 pl
Enzima ligasa T4 (20 U/ ul) 1.00 pl
H20 cbp 20 ul 11.50 pl

Tabla 4. Reaccion de ligacion de ADN. El producto de la reacciéon de PCR (NACC-2), se ligd en el
vector pFN21K HaloTag® CMYV Flexi®, previamente digeridos con las enzimas AsiSI y Xbal. La
ligacion se llevé acabo en una relacion inserto:vector 3:1, e incubada a temperatura ambiente durante
dos horas. Posteriormente, se inactivo la enzima ligasa a 65°C por 10 minutos.

Por altimo, la construcciéon control pHT (Fig. 13) result6 de la eliminacion en
una reaccion de restriccion (como es descrito en la tabla 5), de un fragmento que
abarca el gen barnasa (un gen letal para la seleccion positiva del inserto), con la
enzima de restriccion Sall-HF, del vector comercial pFN21K HaloTag® CMYV Flexi®
(ya descrito, figura 12), posteriormente, se recircularizé en una reaccion de ligacion
(como es descrito en la tabla 6). Esta construccidon codifica tiinicamente para la
proteina HaloTag®, y es utilizada como vector control, con el fin de descartar falsos
positivos, derivados de un efecto de HaloTag®, sobre la actividad de la enzima

luciferasa, codificada por el vector pGL4xCSL, y no de NAC-2.
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Figura 13. Mapa lineal del vector pHT. Este vector codifica para la proteina etiqueta HaloTag®, y
proporciona una expresion constitutiva en células de mamifero utilizando el prmotor/enhancer del
CMV.

Digestion del pFN21K HaloTag® CMV Flexi®

Componentes Volumen
Buffer CutSmart® (10X) 2.00 ul
Vector pFN21K HaloTag® CMV Flexi® (100 ng) 2.00 pl
Enzima Sall-HF (20 U/ ul) 1.00 ul
H20 cbp 20 ul 15.00 pl

Tabla 5. Reaccion de restriccion del vector pFN21K HaloTag® CMYV Flexi®. Este vector fue digerido
con la enzima de restriccion Sall-HF. La reaccion se incubd a 37° durante dos horas. La enzima se
inactivo a 65°C durante 20 minutos. Posteriormente, se llevo a cabo una electroforesis en gel de
agarosa al 1%, tefiido con BrEt para visualizar la digestion en un fotodocumentador.

Ligacion del pFN21K HaloTag® CMYV Flexi®

Componentes Volumen
Buffer T4® (10X) 2.00 pl
Vector digerido pFN21K HaloTag® CMV Flexi® (10 ng) 5.00 pl
Enzima ligasa T4 (20 U/ ul) 1.00 pl

H:0 cbp 20 ul 12.00 pl

Tabla 6. Reaccion de ligacion para la recircularizacion del vector pFN21K HaloTag® CMYV Flexi®.
Previamente, el vector fue digerido con la enzima Sall-HF. La ligacién se llevd a temperatura
ambiente durante dos horas. Posteriormente, se inactivo la enzima a 65°C por 10 minutos.

28



Las reacciones de ligacion de todas las construcciones fueron transformadas
por choque térmico en células competentes XL1-Blue (como es descrito en la tabla
7), posteriormente cultivadas en placas de medio agar Luria Bertani (LB) con el
antibidtico correspondiente segun la construccion. Las colonias bacterianas
resultantes, fueron aisladas y crecidas en medio LB liquido para purificar plasmido,
como descrito en el protocolo Wizard®Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Promega) y analizarlo por restriccion enzimatica. Estos pasos fueron repetidamente
realizados hasta obtener resultados positivos para cada una de las construcciones.
Posteriormente, se disefiaron 6 oligonucledtidos para secuenciar el gen de NAC-2,
de la construccion pHT-NACC-2. Las otras dos construcciones (pGL4xCSL y pHT),
solo fueron analizadas por restriccion enzimatica, debido a que para su construccion
no fue necesario amplificar por PCR, alguna secuencia, por el contrario, se realizaron

mediante reacciones de sub-clonacién y de restriccion enzimatica, respectivamente.

Transformacion de células competentes

Componentes Volumen
Células competentes XL1-Blue 50.00 pl
Reaccién de ligacion 10.00 pl
Medio Luria Bertani (LB) 1000.00 pl

Tabla 7. Transformacion por choque térmico de células competentes. Se mezcl6 10.00 pl de ligacion
con 50.00 pl de células competentes XL1-Blue y se incub6 en hielo por 15 minutos, posteriormente se
dio un choque térmico a 42°C durante 45 segundos y se incub6 en hielo 3 minutos, se afiadié un ml
de medio LB y se incub6 a 37°C durante una hora en agitacion a 250 revoluciones por minuto (RPM).
Finalmente se cultivé con perlas de vidrio de 100-250 pl en medio agar LB con el antibidtico
correspondiente.
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7.2. Transfeccion celular

La linea celular MCEF-7 expresa una forma constitutivamente activa del
receptor Notchl, por otra parte, el factor transcripcional CSL y el co-activador
MAML son proteinas constitutivas. Por lo tanto, esta linea celular es un modelo
adecuado para los ensayos de transfeccion porque posee los elementos necesarios
que conforman los complejos co-activadores (CSL/NICD1-4/MAML) in vivo [Radtke
and Raj, 2003; Rizzo et al., 2013; Leong, 2005; Stylianou et al., 2006]. En un ensayo de
transfeccion con la construccion pGL4xCSL, la cual posee los elementos de
reconocimiento de CSL, se deberia activar la transcripcién del gen reportero de la

luciferasa, y como consecuencia se detectaria su actividad.

Todos los ensayos de transfeccion realizados en este estudio fueron
transitorios y se llevaron a cabo siguiendo el protocolo del reactivo de transfeccion
Xfect™ (Clontech). Posteriormente, se midio la actividad de la luciferasa siguiendo
el protocolo del Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega), en el equipo
Thermo Scientific™ Varioskan™ LUX. Adicionalmente, en las transfecciones se incluyo
el vector reportero luciferasa control pGL4.75, como descrito en el Dual-Luciferase®
Reporter Assay System (Promega). La actividad de las enzimas luciferasas
codificadas por los vectores pGL4xCSL (de Photinus pyralis) y pGL4.75 (de Renilla
reniformis), responden a diferentes sustratos, por lo que es posible medirlas
secuencialmente a partir de una sola muestra. Asi, la actividad del vector reportero
experimental (pGL4xCSL) es normalizada a la actividad del vector reportero control
(pGL4.75), para minimizar la variabilidad experimental causada por las diferencias

de viabilidad celular o eficiencia de transfeccién.

Para la estandarizacién de la actividad de emision de luz de la enzima

luciferasa, se realizaron transfecciones con diferentes cantidades del vector
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pGL4xCSL, en la linea celular MCF-7 (como es descrito en la tabla 8), y las lecturas

de la actividad de la enzima luciferasa fueron medidas a las 24 horas.

Transfeccion de MCF-7 con pGL4xCSL

Componentes 1 2 3 4 5 6
Vector reportero pGL4xCSL (ug) 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.50
Ntmero de células MCE-7 (x1000) 300 300 300 300 300 300

Tabla 8. Estandarizacion de la actividad de la enzima luciferasa. Previo a la transfeccién, se
sembraron 300,000 células MCEF-7. Posteriormente, se transfecté segin el protocolo del Xfect™
(Clontech). 24 horas mas tarde se midi6 la actividad de la enzima luciferasa, segin el protocolo del
Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega), en el equipo Thermo Scientific™ Varioskan™
LUX.

Como ya se menciond, el gen de la enzima luciferasa, del vector pGL4xCSL,
esta bajo el control del PSN. Por lo tanto, se incluyeron ensayos de transfeccion
(como es descrito en la tabla 9) en los que se co-transfect6 en diferentes relaciones
molares a los vectores pGL4xCSL y a un vector que codifica para una region que
corresponde al dominio de la proteina H, a través del cual se une a Su(H),
denominado pRegNeg-AID [p (de plasmido) Regulacién Negativa-AID (ayuda en
inglés), patente en proceso]. La actividad de la enzima luciferasa se midi6 a las 24 y

48 horas.
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Transfeccion control con el pRegNeg-AID

Componentes 1 2
Vector reportero pGL4xCSL (ug) 2.50 2.50 2.50 2.50
Vector reportero control pGL4.75 (ug) 0.02 0.02 0.02 0.02
pRegNeg-AID (ug) = 2.30 = 6.90
Vector relleno pBlueScript (Lg) 2.30 - 6.90 -
ADN total (pg) 4.82 4.82 9.42 9.42
Relacién molar pGL4xCSL:pHT-DS 1:1 1:3

Tabla 9. Condiciones de co-transfeccion del vector pRegNeg-AID y el vector pGL4xCSL. Todas las
condiciones (1y 2), consideran un control donde no se transfecta el vector pRegNeg-AID [(-) columna
izquierda], por el contrario, en la columna derecha, si se transfecta el vector pRegNeg-AID, La
relacién molar es de 1:1 y 1:3 pGL4xCSL:pRegNeg-AID, en las condiciones 1 y 2, respectivamente.
Las diferencias en cantidad de plasmido a transfectar, son compensadas con el vector de relleno
pBlueScript. 24 horas previas a la transfeccidn, se sembraron 450,000 células MCE-7. Posteriormente,
se transfectd segun el protocolo del Xfect™ (Clontech). 24 y 48 horas mas tarde se midid la actividad
de la enzima luciferasa, segtin el protocolo del Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega).

Una vez que se determino la funcionalidad del vector pGL4xCSL, también
fue importante evaluar la expresion de las proteinas HaloTag-NAC-2 y HaloTag®,
derivadas de las construcciones pHT-NACC-2 y pHT, respectivamente. Para este
propdsito, se transfectaron células CHO-K1 con los vectores pHT-NACC-2 y pHT,
48 horas postransfeccion, se obtuvo proteina total, para la identificacion de las
proteinas HaloTag-NAC-2 y HaloTag®, a través de un ensayo de western blot,

usando anticuerpos monoclonales anti-HaloTag®.

Una vez establecidos los controles necesarios, como lo fueron la
estandarizacion de la actividad de la enzima luciferasa y el control positivo que
involucra al vector pRegNeg-AID, se realizaron ensayos de co-transfeccion con los

vectores pGL4xCSL y pHT-NACC-2, en diferentes relaciones molares,
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adicionalmente. Las mediciones de la actividad de las enzimas luciferasas fueron

tomadas a las 24 y 48 horas (como es descrito en la tabla 10 y 11, respectivamente).

Transfeccion con el pHT-NACC-2, 24 horas

Componentes 1 2 3
Vector reportero pGL4xCSL (ug) 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50
Vector reportero control pGL4.75 (ug) 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
pPHT-NACC-2 (ug) - 2.70 - 4.10 - 5.50
Vector relleno pBlueScript (ug) 2.70 = 4.10 = 5.50 =
ADN total (pg) 522 522 6.62 6.62 8.02 8.02
Relacion molar pGL4xCSL: pHT-NACC-2 1:1 1:1.5 1:2

Tabla 10. Condiciones de co-transfeccion del vector pHT-NACC-2 y el vector pGL4xCSL. Todas las
condiciones (1, 2 y 3), consideran un control donde no se transfecta el vector pHT-NACC-2 [(-)
columna izquierda], por el contrario, en la columna derecha, si se transfecta el vector pHT-NACC-2,
La relacion molar es de 1:1, 1:1.5 y 1:2 pGL4xCSL:pHT-NACC-2, en las condiciones 1, 2 y 3,
respectivamente. Las diferencias en cantidad de plasmido a trasfectar, son compensadas con el vector
de relleno pBlueScript. Un dia previo a la transfecciéon, se sembraron 450,000 células MCEF-7.
Posteriormente, se transfectd segtin el protocolo del Xfect™, de clontech. 24 horas mas tarde se midid
la actividad de la enzima luciferasa, segtin el protocolo del Dual-Luciferase® Reporter Assay System
(Promega).
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Transfeccion con el pHT-NACC-2, 48 horas

Componentes 1 2 3
Vector reportero pGL4xCSL (ug) 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50
Vector reportero control pGL4.75 (ug) 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
pHT-NACC-2 (ug) - 2.70 - 5.50 - 8.20
Vector relleno pBlueScript (Lg) 2.70 - 5.50 - 8.20 -
ADN total (pg) 5.22 5.22 8.02 8.02 10.72 10.72
Relacion molar pGL4xCSL: pHT-NACC-2 1:1 1:2 1:3

Tabla 11. Condiciones de co-transfeccion del vector pHT-NACC-2 y el vector pGL4xCSL. Todas las
condiciones (1, 2 y 3), consideran un control donde no se transfecta el vector pHT-NACC-2 [(-)
columna izquierda], por el contrario, en la columna derecha, si se transfecta el vector pHT-NACC-2,
La relacion molar es de 1:1, 1:1.5 y 1:2 pGL4xCSL:pHT-NACC-2, en las condiciones 1, 2 y 3,
respectivamente. Las diferencias en cantidad de plasmido a trasfectar, son compensadas con el vector
de relleno pBlueScript. Un dia previo a la transfeccion, se sembraron 450,000 células MCEF-7.
Posteriormente, se transfectd segun el protocolo del Xfect™ (Clontech). 48 horas mas tarde se midié
la actividad de la enzima luciferasa, segtin el protocolo del Dual-Luciferase® Reporter Assay System

(Promega).
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8. RESULTADOS

8.1. Analisis de los vectores pGL4xCSL, pHT-NACC-2 y pHT

Todas las construcciones fueron analizadas por restriccion enzimatica. Para
el analisis del vector reportero pGL4xCSL, se utilizaron las enzimas de restriccion
Xhol, HindIIl y EcoRI (Fig. 14), por lo siguiente: el PSN derivado del vector 4xCSL-
luciferasa, se extrajo con las enzimas Smal y Hindlll, de corte romo y cohesivo,
respectivamente. Posteriormente, para sub-clonar el PSN en el vector
pGL4.18[luc2P/Neo], hubo que digerir este vector con una enzima de corte romo y
cohesivo, para lo cual usamos las enzimas EcoRV y Hindlll, respectivamente.
Entendiendo que los sitios de corte para las enzimas Smal y EcoRV, de corte romo,
se perderian al momento de la sub-clonacion, y en su lugar, para el andlisis de
restriccion se utilizd la enzima Xhol. Ademds, un sitio para la enzima EcoRI,
adicional al que ya tenia el vector pGL4.18[luc2P/Neo], se incorpord con la sub-
clonacion del PSN. Las reacciones de digestion se sometieron a una electroforesis en
gel de agarosa al 1%, tefiido con BrEt para visualizar la digestion en un
fotodocumentador. El patrén de bandas confirmé la identidad de la construccion

pGLA4XCSL.

La razdn de extraer el PSN de un vector reportero e incorporarlo a otro vector
reportero, radica en lo siguiente: el esqueleto sobre el cual estd disefiado el vector
4xCSL-luciferasa, corresponde al vector reportero pGL2-basico, y la principal
diferencia entre este vector reportero y el vector pGL4.18[luc2P/Neo], es que éste
ultimo vector estd disefiado para reducir el riesgo de expresiéon andmala e
incrementar la confiabilidad de la expresion del gen reportero. Este disefio incluye:
un numero muy reducido de sitios de union consenso de factores de transcripcion;
un redisenio de la regién de clonacion multiple; la eliminacién del origen de
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replicacion f1; supresion de una secuencia intronica; y una reduccion en el nimero
de moédulos de promotores (los mddulos de promotores son elementos reguladores
compuestos que constan de al menos dos sitios de union de factores de transcripcion
separados por un espaciador. Los mdédulos promotores pueden tener funciones
sinérgicas o antagonicas).Esto se traduce en un incremento de la confiabilidad de la
expresion del gen reportero, ademas contiene una secuencia hPEST, la cual esta
fusionada al gen de la enzima luciferasa. Esta secuencia aumenta la taza de
degradacion, ofreciendo valores de actividad mas precisos. Todo esto en
comparacion con vectores reporteros anteriores al pGL4.18[luc2P/Neo], como p. €j.,

los vectores pGL2 y pGL3 [Dougherty and Sanders, 2005].

pb
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Figura 14. Analisis de restriccion de la construccion pGL4xCSL. Carril PM, marcador de peso
molecular GeneCraft® 1 kb DNA Ladder; carril 1, dos bandas de 5695 y 169 pares de bases (pb)
(flecha roja), corresponden al plasmido pG4xCSL, digerido con las enzimas Xhol y Hindlll; carril 2,
dos bandas de 5695 y 32 pb, corresponden al vector pGL4.18[/uc2P/Neo], sin clonar, digerido con las
mismas enzimas; carril 3, dos bandas de 4023 y 1841 pb, corresponden al plasmido pGL4xCSL,
digerido con la enzima EcoRI; carril 4, una banda de 5727 pb, corresponde al pGL4.18[luc2P/Neo], sin
clonar, digerido con las mismas enzimas.
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En el analisis por restriccion enzimatica del vector pHT-NAC-2, se utilizaron
las enzimas AsiSI, Xbal y Ncol (Fig. 15), por lo siguiente: el gen de NAC-2,
amplificado por PCR, se clon6 en el vector pFN21K HaloTag® CMYV Flexi®, a través
de los sitios para las enzimas AsiSI y Xbal. Por otro lado, el gen de NAC-2 posee dos
sitios de restriccion para la enzima Ncol, los cuales se adicionan a los otros dos que
posee el vector pFN21K HaloTag® CMYV Flexi®. Las reacciones de digestion se
sometieron a una electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido con BrEt para
visualizar la digestion en un fotodocumentador. El patron de bandas confirmd la
identidad de la construccion pHT-NACC-2. Por otro lado, este vector fue
secuenciado por la empresa Macrogen y los resultados de la secuenciacion fueron
analizados en el software Main Workbench 7.9.1, confirmando la integridad de la

secuencia que codifica para la proteina HaloTag-NAC-2 (Fig. 16).

Ncol (513)

Ncol (1065)

pHT-NACC-2
6420 bp

AsiSI (2001)

Ncol (2274)

(3761) Xbal

Ncol (2829)

Figura 15. Analisis de restriccién de la construccion pHT-NACC-2. Carril PM, marcador de peso
molecular 1 kb DNA Ladder INEB; carril 1, dos bandas de 4660 y 1760 pares de bases (pb),
corresponden al plasmido pHT-NACC-2, digerido con las enzimas AsiSI y Xbal; carril 2, dos bandas
de 4660 y 399 pb, corresponden al vector pFN21K HaloTag® CMYV Flexi®, sin clonar, digerido con
las mismas enzimas; carril 3, cuatro bandas de 4104, 1209, 555 y 552 pb, corresponden al plasmido
pHT-NACC2, digerido con la enzima Ncol; carril 4, tres bandas de 3568, 939 y 552 pb, corresponde al
vector pFN21K HaloTag® CMV Flexi®, sin clonar, digerido con las mismas enzimas.
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Figura 16. Analisis de alineamiento en el software CLC Main Workbench 7.9.1. La secuencia del
vector pHT-NACC-2 (HT-N), fue alineada con los resuldados de la region secuenciada (Seq) del
mismo vector. Determinando la integridad de la secuencia que codifica para la proteia HaloTag-
NAC-2.

La construccion control pHT fue analizada por restriccion enzimatica, con las
enzimas Sall, Stul y Ncol (Fig. 17), por lo siguiente: esta construccion se obtuvo
mediante la eliminacion del gen de la barnasa, con la enzima de restriccion Sall, y
posteriormente se recircularizo, por lo que un sitio para esta enzima deberia
permanecer. Por otro lado, el gen de HaloTag®, posee un sitio para la enzima Stul,
ademas, es unico en todo el vector. Sin embargo, en la reacciéon no se aprecia una
buena digestion debido a que el sitio de restriccion para esta enzima es parte de un
sitio de metilacion en procariontes, lo cual bloquea la digestion por parte de la
enzima Stul. En el caso del andlisis con la enzima Ncol, un sito de restriccion para
esta enzima de los tres que contiene el vector, se pierde cuando se elimina el gen de

la barnasa, por lo que en el analisis se deberian observar dos bandas. Las reacciones
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de digestion se sometieron a una electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido con
BrEt para visualizar la digestion en un fotodocumentador. El patrén de bandas

confirmd la identidad de la construccion pHT.

Ncol (1065)

Stul* (1517)

Sall (1936)

Figura 17. Analisis de restriccion de la construccion pHT. Carril PM, marcador de peso molecular 1
kb DNA Ladder | NEB; carril 1, una banda de 4589 pares de bases (pb), corresponden al plasmido
pHT, digerido con la enzima Sall; carril 2, dos bandas de 4589 y 470 pb, corresponden al vector
pFN21K HaloTag® CMYV Flexi®, sin clonar, digerido con la misma enzima; carril 3, una banda de
4589 pb, corresponde al plasmido pHT; digerido con la enzima de restriccion Stul; carril 4, una banda
de 5059 pb, corresponde al vector pFN21K HaloTag® CMV Flexi®, sin clonar, digerido con la misma
enzima; carril 5, dos bandas de 4037 y 552 pb, corresponden al plasmido pHT, digerido con la enzima
Ncol; carril 6, tres bandas de 3568, 939 y 552 pb, corresponden al vector pFN21K HaloTag® CMV
Flexi®, sin clonar, digerido con la misma enzima.

Células CHO-K1 fueron transfectadas con las construcciones pHT-NACC-2 y
pHT, para evaluar la expresiéon de las proteinas HaloTag-NAC-2 y HaloTag®. 48
horas postransfeccion se obtuvo la proteina total de células transfectadas. Las
proteinas se separaron por electroforesis en gel desnaturalizante SDS-poliacrilamida
al 10%; las proteinas separadas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y
se procedio a detectar las proteinas HaloTag-NAC-2 y HaloTag® por ensayo tipo
western blot, con anticuerpos monoclonales anti-HaloTag®. Los resultados
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mostraron que las proteinas HaloTag-NAC-2 y HaloTag® se expresaron puesto que
se detectaron dos bandas de aproximadamente 33 y 108 kDa, cuyos pesos
corresponden a las proteinas HaloTag® y HaloTag-NAC-2, respectivamente (Fig.
18). Estos resultados nos permiten concluir que las construcciones pHT-NACC-2 y

pHT funcionan.

HaloTag-NAC-2 ===

HaloTag® .

Figura 18. Western blot de las proteinas HaloTag-NAC-2 y HaloTag®. Células CHO-K1 fueron
transfectadas con los vectores pHT-NACC-2 y pHT, 48 horas postransfeccidon se obtuvo proteina
total. Las proteinas se separaron por electroforesis en gel desnaturalizante SDS-poliacrilamida al 10%;
las proteinas separadas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se procedio a detectar las
proteinas HaloTag-NAC-2 y HaloTag® con anticuerpos monoclonales anti-HaloTag®.

8.2. Estandarizacion de 4xCSL-Luc

Los resultados de la estandarizacion de la actividad de la enzima luciferasa,
mostraron que los valores de actividad mads estables se observaron en las
transfecciones de las células MCF-7 con 2.5 ug del vector pGL4xCSL. En las
transfecciones con menor y mayor cantidad del vector, no hubo diferencias
significativas con respecto a las transfecciones con 2.5 pug del vector (Graf. 1). Estos
experimentos nos permitieron determinar una cantidad del vector pGL4xCSL
adecuada para los ensayos de transfeccion posteriores, donde se evalud el efecto del
polipéptido RegNeg-AID y de la proteina HaloTag-NAC-2, sobre la actividad de la

enzima luciferasa codificada por el vector pGL4xCSL. Como ya se menciond, el
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protocolo del Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega) implica el uso de
dos vectores reporteros para los ensayos de co-transfeccion: un vector reportero
experimental (pGL4xCSL) y un vector reportero control (pGL4.75). Estos vectores
son combinados en una relacion 75:1 (vector reportero experimental:vector
reportero control). De modo que a 2.5 ug del vector pGL4xCSL le corresponden
~0.024 ug del vector reportero control pGL4.75. Por otra parte, a cantidades menores
a 2.5 ug del vector pGL4xCSL implicarian cantidades muy pequefas del vector
pGL4.75, y a cantidades mayores a 2.5 pg del vector pGL4xCSL implicarian
cantidades mayores a 0.024 ug del vector pGL4.75, y en consecuencia, las lecturas

de actividad de las enzimas luciferasas, podrian resultar en datos no confiables.

4xCSL-L
2500
2000
1500
1000

500

Actividad relativa de 4xCSL-Luc

1.50 2.00 2.50 3.00 3.50
ug de ADN

Grafica 1. Estandarizacion de la actividad de la enzima luciferasa. Células MCF-7 fueron
transfectadas con 1.5, 2, 2.5, 3y 3.5 pg de plasmido pGL4xCSL. 24 horas mas tarde, la actividad de la
luciferasa fue medida. Cada barra representa el + EST de la media para experimentos triplicados.
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8.3. Efecto del polipéptido RegNeg-AID sobre 4xCSL-Luc

El vector reportero pGL4xCSL fue diseniado para controlar la transcripcion
del gen reportero de la enzima luciferasa con el PSN. Por lo tanto, fue necesario
incluir un control positivo que involucrara una proteina co-represora, como p. €j., la
proteina H, para comprobar la funcionalidad de este vector. En este sentido, una
proteina co-represora de la VSN, deberia reprimir la expresion del gen reportero de
la enzima luciferasa, codificada por el vector pGL4xCSL, y en consecuencia su
actividad. Para este propdsito, se transfectaron células MCF-7 con el vector
pRegNeg-AID, causando una disminucion de la actividad de la enzima luciferasa
hasta en un 41% (p < 0.01) (Graf. 2). La relacién molar de los vectores de transfeccion
pGL4xCSL y pRegNeg-AID, fue de 1:1 y 1:3, respectivamente. La actividad de la
luciferasa se midi6 a las 24 y 48 horas después de la transfeccion. Sin embargo, es
interesante observar que no hubo diferencias significativas entre las lecturas de
actividad de la enzima luciferasa tomadas a las 24 y 48 horas después de la
transfeccion. Asi mismo, la disminucion de la actividad de la enzima luciferasa no
fue tan drastica, a pesar de que H es el mayor antagonista de la VSN en Drosophila
melanogaster. Posiblemente porque el polipéptido codificado por el vector pRegNeg-
AID, carece de los dominios de union a los co-represores Groucho y CtBP. No
obstante, estos resultados nos permiten decir que el vector pGL4xCSL es sensible a

la activiad de la VSN.
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Grafica 2. El vector pRegNeg-AID disminuye la actividad de la enzima luciferasa. Células MCF-7
fueron transfectadas en una relacién molar 1:1 y 1:3, respecto a los vectores pGL4xCSL y pRegNeg-
AID. 24 y 48 horas mas tarde, la actividad de la enzima luciferasa fue medida. La actividad relativa
de la enzima luciferasa se calculd como la actividad de la enzima luciferasa de pGL4xCSL, dividida
entre la actividad de la enzima luciferasa de pGL4.75. Cada barra representa el + EST de la media
para experimentos triplicados. Los valos de P fueron determinados por la prueba t de Student (**p <
0.01 vs control. n=3).

8.4. Efecto de NAC-2 sobre 4xCSL-Luc

El efecto de NAC-2 sobre la actividad de la enzima luciferasa, se midi6 a las
24 y 48 horas postransfeccion. A las 24 horas se observd que NAC-2 aumentd la
actividad de la enzima luciferasa hasta en un 92% (p < 0.05) (Graf. 3). Las células
MCE-7 se transfectaron con los vectores pGL4xCSL y pHT-NACC-2 a una relacion
molar de 1:1, 1:1.5 y 1:2. El mayor incremento correspondio a la relacion molar de
1:1.5, algo no esperado dadas las caracteristicas represoras de la proteina NAC-2.
Estos resultados mostraron un aumento en la actividad de la enzima luciferasa en
todas las relaciones molares de transfeccion. No obstante, a la relacion molar 1:2, la
actividad de la enzima luciferasa disminuy6 con respecto a la relaciéon molar 1:1.5.

Posiblemente porque los niveles de la proteina NAC-2 a la relacion molar 1:1.5,
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superaban los niveles a los cuales NAC-2 funciona como un co-activador

transcripcional.

4xCSL-L
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HaloTag-NAC-2

Grafica 3. NAC-2 aumenta la actividad de la enzima luciferasa a las 24 horas. Células MCF-7 fueron
transfectadas en una relacién molar 1:1, 1:1.5 y 1:2, respecto a los vectores pGL4xCSL y pHT-NACC-
2. 24 horas mas tarde, la actividad de la luciferasa fue medida. La actividad relativa de la enzima
luciferasa se calculé como la actividad de la enzima luciferasa de pGL4xCSL, dividida entre la
actividad de la enzima luciferasa de pGL4.75. Cada barra representa el + EST de la media para
experimentos triplicados.Los valos de P fueron determinados por la prueba t de Student (*p < 0.05 vs
control. n=3).

A las 48 horas postransfeccion, se observo que NAC-2 tuvo un efecto
inhibidor sobre la actividad de la enzima luciferasa (Graf. 4), opuesto a lo observado
en las lecturas tomadas a las 24 postransfeccion. En la misma relacion de transfeccion
1:1, NAC-2 disminuy® la activida de la luciferasa en un 46%, un 52% en la relacion
1:2 y 48% en la relacion molar 1:3 (p < 0.01). La proteina HaloTag-NAC-2 se detecto
por western blot, usando anticuerpos anti-HaloTag®. El control HaloTag®, no
generd ningun efecto sobre la actividad de la enzima luciferasa (Graf. 4). Estos

resultados nos permiten decir que NAC-2 funciona como un inhibidor dependiente
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de la concentracion, puesto que a periodos mas largos de transfeccion NAC-2 causo

una inhibicidn de la actividad de la enzima luciferasa.
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Grafica 4. NAC-2 disminuye la actividad de la enzima luciferasa a las 48 horas. Células MCEF-7
fueron transfectadas en una relacion molar 1:1, 1:2 y 1:3, respecto a los vectores pGL4xCSL y pHT-
NACC-2. 48 horas mas tarde, la actividad de la luciferasa fue medida. La actividad relativa de la
enzima luciferasa se calculd como la actividad de la enzima luciferasa de pGL4xCSL, dividida entre
la actividad de la enzima luciferasa de pGL4.75. Cada barra representa el + EST de la media para
experimentos triplicados.Los valos de P fueron determinados por la prueba t de Student (**p < 0.01
vs control. n=3).
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9. DISCUSION

9.1. El vector pGL4xCSL es sensible a la via de sefializacion Notch

El empleo de un gen reportero de la enzima luciferasa, bajo el control de un
promotor que contiene elementos regulatorios del factor transcripcional CSL, es un
método efectivo y ampliamente utilizado para la identificacion de nuevas proteinas
involucradas en la regulacion transcripcional de la VSN [Saxena et al., 2001; Dai et
al., 2013; Nagel et al., 2005; Hsieh et al., 1999; Coumailleau and Schweisguth, 2014;
Duan et al., 2011; Taniguchi et al., 2015; Oswald et al., 2002; Kuroda et al., 2003;
Oswald et al., 2005; Vanderwielen et al., 2011; Yuan et al., 2019].

La proteina H es el mayor antagonista de la VSN en Drosophila melanogaster,
puesto que es el co-represor que se une a CSL con mayor afinidad [Yuan et al., 2016].
Por esta razon, el vector reportero luciferasa pGL4xCSL, empleado en este estudio,
fue sometido al efecto del vector pRegNeg-AID, el cual codifica para una
polipéptido derivado de la proteina H, a través del cual se une al factor
transcrpcional CSL, denominado RegNeg-AID. Los resultados demuestran que el
vector pRegNeg-AID, fue capaz de disminuir la actividad de la enzima luciferasa a
las 24 y 48 horas postransfeccion. Sin embargo, no hubo un cambio significativo en
los efectos vistos entre estos dos tiempos. Se sabe que las proteinas H y Notch, se
mantienen en una relacion 1:1, in vivo. Cualquier proteina que supere esta relacion
predominard su funcidén represora o activadora, respectivamete, en una forma
dependiente de la concentracion [Praxenthaler et al., 2017; Nagel et al., 2005]. En otras
palabras, es probable que la concentraccion del polipéptido RegNeg-AID, en la
relacion de transfeccion 1:1, fue suficiente para superar en concentracion a los
receptores Notch, inhibir la transcripcion de la enzima luciferasa, y en consecuencia
su actividad. Sin embargo, no fue posible detectar el polipéptido RegNeg-AID en los
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ensayos de western blot, para respaldar esta especulacion. Sin embargo, la literatura
en parte la respalda. Es importante mencionar, que el polipéptido RegNeg-AID, no
contiene los dominios de union para los co-represores Groucho y CtBP, los cuales
son requeridos por H para llevar a cabo su funcion represora completa [Nagel et al.,
2005], y quiza, aunque la proteina H de tamano completo, hubiera sido empleda en
estos ensayos, no hubieramos visto una completa inhibicion de la actividad de la
enzima luciferasa, debido a que H no se encuentra en sistema cognado, porque es
una proteina de insectos, ya que solo se ha identificado en estos organismos, hasta
ahora [Zehender et al., 2017]. Por otro lado, estos resulados mostraron que el vector
pGL4xCSL cumplia con la funcién para la cual fue disenado, de responder a la

actividad de la VSN.

9.2. NAC-2 aumenta y disminuye la actividad de la enzima luciferasa

Nuestros resultados muestran que NAC-2 causé un aumento del 69, 92y 33%
en la actividad de la enzima luciferasa, medida a las 24 horas postransfeccion, en las
condiciones donde la relacion molar de los vectores pGL4xCSL y pHT-NACC-2, fue
de 1:1, 1:1.5 y 1:2, respectivamente. En constraste, cuando la actividad de la
luciferasa fue medida a las 48 horas postransfeccion, NAC-2 causé una disminucién
del 46, 52 y 48%, en las condiciones donde la relacion molar de los vectores
pGL4xCSL y pHT-NACC-2, fue de 1:1, 1:2 y 1:3. Con base en estos resultados,
podemos especular que NAC-2 estd involucrada en la regulacion de los genes blanco
de la VSN, tanto positiva como negativamente. Ademas, esta posible funcionalidad
dual, parece ser dependiente de la concentracion, Cuando se midi¢ la actividad de
la enzima luciferasa en la relacién molar 1:1, a las 24 y 48 horas, se observaron efectos

opuestos. A las 24 horas hubo un aumento del 69% vy, en contraste, a las 48 horas
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hubo una disminucion del 46% en la actividad de la enzima luciferasa.
Generalmente, en ensayos de transfeccion transitorios, la proteina codificada por un
vector de expresion, alcanza su mayor expresion a las 48 horas. Si este es el caso para
el vector pHT-NACC-2, entonces, los niveles de la proteina HaloTag-NAC-2, a las
24 horas, son menores que a las 48 horas, y en este sentido, los niveles de proteina a
las 24 horas fueron suficientes para aumentar la actividad de la enzima luciferasa, y
por el contrario, los niveles a las 48 horas, fueron suficientes para disminuir la
actividad de la enzima luciferasa. Algo similar se observa en las mediciones de
actividad de la enzima luciferasa, en las condiciones donde la relacion molar de los
vectores pGL4xCSL y pHT-NACC-2, fue de 1:2, es decir, el doble de la relacion 1:1,
respecto al vector pHT-NACC-2. A las 24 horas hubo aumento del 33%, y a las 48

horas hubo una disminucion del 52%, en la actividad de la luciferasa.

Es importante observar, que el aumento en la actividad de la enzima
luciferasa a las 24 horas, con respecto al control, en la relacién de transfeccion 1:2,
fue una disminucidén, con respecto a las relaciones de transfeccion 1:1 y 1:1.5 (Graf.
3y 4). Posiblemente, los niveles de la proteina HaloTag-NAC-2, a las 24 horas, estan
por encima de los niveles a los cuales NAC-2, tiene su mayor efecto como un
activador transcripcional, y por lo tanto la actividad de la enzima luciferasa
disminuye con respecto a las relaciones molares de transfeccion 1:1 y 1:1,5. Es decir,

la activacidn transcripcional medida por NAC-2, estd por debajo de la relacion 1:2.

A pesar de que en la relaciéon de transfeccion 1:3, con respecto a los vectores
pGL4xCSL y pHT-NACC-2, la actividad de la enzima luciferasa solo se midi6 a las
48 horas (a las cuales, la actividad disminuy6 en un 48%), era de esperar, segun lo
discutido hasta el momento, que la actividad de la enzima luciferasa a las 24 horas,

disminuyera ain mds, con respecto a la relacion molar 1:2. Estos resulados, nos
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permiten especular que NAC-2 funciona dependiente de la concentracion. Sin
embargo, solo fue posible detectar a la proteina HaloTag-NAC-2 en los ensayos a las
48 horas, y las bandas observadas no corresponden a los efectos observados, no
obstante, solo se realizd6 un ensayo de western blot. Habra que determinar en
estudios posteriores la concentracion a la cual NAC-2 funciona de la manera

observada en este estudio.

En la literatura existen reportes de proteinas que pueden regular tanto
positiva como negativamente la expresion de genes, tal es el caso de la proteina
Kriippel, involucrada en la segmentacion durante el desarrollo de Drosophila
melanogaster. Esta proteina activa la expresion de genes a bajas concentraciones y a
concentraciones mas altas se homodimeriza y reprime la transcripciéon uniéndose al

mismo elemento regulatorio en el ADN, en ambos casos [Sauer and Jackle, 1993].

NAC-2 fue caracterizada originalmente como una proteina represora
transcripcional, que se une al ADN en forma de homodimero. NAC-2 usa su
dominio BTB/POZ para homodimerizarse y unirse al ADN con su dominio BEN
[Xuan et al., 2013]. Quiz4, NAC-2 funcione de una manera parecida a como lo hace
Kriippel, a ciertas concentraciones activa la transcripcion y a concentraciones mas
altas se homodimeriza e inhibe la transcripcion. Sin embargo, hacen falta mas
estudios, en los cuales se consideren las concentraciones a las cuales NAC-2 funciona
de esta manera. A pesar de que se demostro que NAC-2 puede unirse a CSL a través
de su dominio BEN, como lo hacen las proteinas BEND6 e Insv, habra que
determinar si NAC-2 realmente se une a CSL, para llevar a cabo esta funcién dual o
si requiere de otras proteinas, incluso si lo hace uniendose al ADN, debido a que se
sabe que los dominios BEN, también pueden mediar interacciones proteina-ADN,
de este modo, Insv se une a una secuencia palindrémica en el ADN para funcionar
COmo un represor, sin embargo, no sobre los genes blanco de la VSN.
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10. CONCLUSION

En el presente estudio, observamos que la proteina NAC-2 aumentd y
disminuy¢ la actividad de la enzima luciferasa en sistemas de expresion in vitro, lo
que indirectamente sugiere, que aumentd y disminuy¢ la actividad transcripcional
del gen reportero de la enzima luciferasa, el cual esta bajo el control de un promotor
que contiene elementos regulatorios consenso de unién a CSL. Por lo anterior,
podemos concluir que NAC-2, estd implicada en la regulacion de los genes blanco
de la VSN, tanto positiva como negativamente, posiblemente dependiente de la

concentracion y quizd, a través de la union a CSL.
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11. PERSPECTIVAS

En este estudio, demostramos que NAC-2 esta involucrada en la regulacion
de los genes blanco de la VSN, sin embargo, nuestros resultados no definen con
precision el mecanismo de accion de NAC-2. Por lo anterior, es necesario abordar
adecuadamente, futuros experimentos que nos permitan determinar la
concentracion a la cual NAC-2 funciona como un activador y como un represor de
los genes blanco de la VSN. Asi mismo, habra que disefiar construcciones de
eliminacion para determinar que dominios de NAC-2 estan involucrados con su
funcion y si realmente se une al factor transcripcional CSL. También serd importante
elucidar que genes de todo el espectro de los genes blanco de la VSN, son blanco de
NAC-2. Si NAC-2 requiere de otras proteinas co-represoras para funcionar
adecuadamente, asi como definir en qué contextos celulares funciona. Es claro

mucho trabajo experimental es necesario para resolver estas interrogantes.
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