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RESUMEN

Facultad de medicina de ]a U.A.N.L.

Q.F.B. Apgélica Maria L6pez Rodriguez.

Titulo del proyecto: OBTENCION DE LOS GENES DE LA FAMILIA DE LA HORMONA
DEL CRECIMIENTO EN EL MONO VERDE (Cercopithecus aethiopis), ESPECIE
REPRESENTATIVA DE LOS MONOS DEL VIEJO MUNDO.

Candidata para el grado de Maestria en Ciencias con especialidad en Biologia Molecular e
Ingenieria Genética.

Area de estudio: Biologia Molecular.

Introduccion: La familia multigénica de la hormona del crecimiento (GH) y del lactogeno
placentario (PL) constituye un excelente modelo para estudiar los mecanismos de la regulacion de
la expresion génica, 1os eventos de duplicacion y en general la evolucion del genoma en primates.
Las GHs en los antropoideos presentan caracteristicas 0nicas y diferentes a las de otros ordenes de
mamiferos, que se atribuyen a cambios especificos en sus secuencias aminoacidicas. En los tres
grupos de simios: grandes monos, monos del viejo munde y monos del nueve mundo, se han
evidenciado eventos de duplicacién génica, contrastando con los prosimios, donde ha sido
reportado un solo gen GH.

El periodo de aceleracién en las sustituciones aminoacidicas y los sucesivos fendmenos de
duplicacion, parecen haber ocurrido entre la divergencia de los prosimios y la de los monos del
nuevo mundo, llevando al surgimiento de una familia de seis genes relacionados a GH en el mono
arafia (Ateles geoffroyi), un mono del nuevo mundo y de cinco genes en ¢l caso del humano (dos
GHs: normal y variante y tres PLs). Para los monos del viejo mundo se han reportado cinco DNAcs
de! macaco (Macaca mulatta), sin embargo para macaco y mono verde (Cercopithecus aethiopis} se
han evidenciado cinco regiones intergénicas.

Objetivo y metodologia: Este trabajo se enfoco en obtener mediante PCR, los genes de la familia
de GH en el mono verde, especie representativa de los monos del viejo mundo. Una vez
caracterizados los productos mediante enzimas diagnosticas que permitieron diferenciar y conocer
el nimero de genes obtenidos en cada reaccion, se clonaron y secuenciaron; la identidad génica se
dedujo del anélisis comparativo de las secuencias obtenidas con las previamente reportadas para
otros primates.

Contribuciones y conclusiones: Se obtuvieron seis genes relacionados a la familia de la hormona
del crecimiento en el mono verde. El andlisis de las secuencias predijo que todos son funcionales,
correspondiendo uno a GH y cinco a PLs. En su forma madura, cuatro de las proteinas deducidas de
los codones de los genes estan constituidas de 191 aa y dos de 192 aa. El anilisis de las secuencias
corrobord que los PLs de los monos del viejo mundo y los grandes monos provinieron de un
ancestro comun, semejante en su secuencia a caGH-N. Ademads, este trabajo evidencid que los
miembros del locus GH-PL en una misma especie de primates, no presentron una evolucién
ndependiente debido a mecanismos de convergencia génica.

(Fi

M.C. Dolores C. Esquivel Escobedo.
\

Asesor. .: (\
<Era./Agnés Revol de Mendoza

Dr. Hugﬁ A. Barrera Saldafia.
Coasesor. Coasesor.

mr

Lo




- g ar dd ahr ad 1 y o . ;o Ma oad b oen d Vor

=

CAPITULO I

INTRODUCCION

Los genomas de los organismos son estructuras complejas que resultan de
constantes cambios que se acumularon durante millones de afios. Procesos tales como
duplicaciones génicas, recombinaciones, sustituciones nucleotidicas, transposiciones y
conversiones génicas contribuyeron a la formacion y evolucion de los genomas dejando en
sus secuencias multiples marcas. El propdsito de la evolucion molecular es tratar de
descifrar estas marcas, ordenar la informacion y entender su significado.

Mediante las técnicas de biologia molecular, tales como: hibridacion, clonacién
génica y secuenciacidn, es posible rastrear esta evolucién, encontrando el genoma estatico:
experimentando poco cambio durante largos periodos de tiempo ¢ fluido: cambiando
dramaticamente, durante cortos episodios.

Ademas, la comparacion de los genomas permite clasificar los organismos vivos en
base a datos filogenéticos apoyandose en los campos tradicionales de estudios evolutivos,
tales como anatomia comparada, morfologia y paleontologia, entre otros; reconstruyendo
asi arboles filogenéticos gigantescos conectando vertebrados, insectos, plantas, hongos y

bacterias.

1.1 Evolucién por duplicacion génica e intercambio de exones.

Grupos de genes que provienen de un mismo ancestro en el genoma y comparten
una similitud de al menos el 50%, constituyen familias génicas o familias multigénicas
(Singer y Berg, 1991). Los miembros de una familia multigénica pueden permanecer juntos
integrando un locus o dispersarse a diferentes cromosomas (o una combinacion de ambos).
Por gjemplo en el humano, el gen de la prolactina se encuentra en el cromosoma 6,
mientras que los genes que codifican para la hormona del crecimiento (GH) y el lactégeno

placentario (PL), estan en ¢l cromosoma 17 (Harper y cols., 1982).
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Dos genes son paralogos si se derivan de un evento de duplicacion (por ejemplo las
GHs y PLs) pero son ortélogos si s¢ derivan de un evento de especiacién como por ejemplo
GH humano y porcino) (Singer y Berg, 1991).

Los miembros de una familia multigénica pueden sufrir a su vez nuevas
duplicaciones génicas y generar nuevos genes recombinantes. Por ejemplo, un simple
entrecruzamiento desigual podria generar deleciones, duplicaciones y genes reciprocos o
recombinantes. E] impacto de tales eventos se ha observado en la evolucion de loci como
los de los genes HOX (Ruddle y cols., 1994), amilasas (Gumucio y cols., 1988), globinas
(Collins y Weissman, 1984), complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) (Hughes,
1996) e inmunoglobulinas (1g), entre otros(Matsuda y Honjo, 1996).

Las principales teorias evolutivas que permiten explicar el surgimiento de las

familias multigénicas son: la duplicacion génica y el intercambio de exones.

1.1.1 Duplicacion génica

De manera muy ocasional, se produce una duplicacion del genoma que permite que
parte de la secuencia del DNA, que contiene un determinado gen se copie dos veces.
Inicialmente, la tinica consecuencia de esta duplicacidn es que los descendientes del
organismo poseen dos copias del mismo gen. Esto podria ser ventajoso si la proteina se
requiere en cantidades elevadas, pues se incrementaria la eficiencia de su producciéon. En
este caso presiones selectivas mantendrian dos o incluso mas copias del mismo gen, como
en el caso de los genes del RNAr o de las histonas. (Mathews, 1988; Van Holde y cols,,
1974, 1996).

También se puede dar el caso de que una copia continue expresando la proteina que
cumple con su funcién original, mientras la otra acumule mutaciones hasta dar origen a una
proteina diferente con una nueva funcién; un fenémeno de este tipo parece haber
ocasionado el surgimiento de las hormonas de crecimiento y de las prolactinas (Ohno y
cols., 1970; Wallis, 1981, Wagner, 1998).

Ocasionalmente, una de las copias puede inactivarse debido a deleciones o
mutaciones como es €l caso del gen hPL-1 el cual se considera un pseudogen, pues
contiene una mutacion en ¢l segundo intrén (en el sitio donador de “splicing”) que evita el

procesamiento correcto de su transcrito primario (Resendez y cols., 1990).
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1.1.2 Intercambio de Exones o “Exon shuffling”

Muchas de las proteinas eucariotas son codificadas por genes con dos o mas exones
separados por intrones. Los intrones son eliminados del RNAm antes de la traduccion.
Como estas regiones no se utilizan para la codificacion, representan posiciones en las que
los genes pueden cortarse y recombinarse sin peligro durante el proceso de recombinacién
génica. De tal manera que la presencia de los intrones pudo haber facilitado 1a evolucién de
las proteinas por eventos de recombinacion entre exones, este fendmeno es conocido como:
intercambio de exones o “exon shuffling” (Gilbert y cols., 1997, Patthy y Nikolics, 1994).
Se distinguen dos tipos de intercambio de exones: la duplicacién de exones y la insercién
de exones.

La duplicacion de exones puede ocurrir cuando dos cromosomas homaélogos sufren
un desalineamiento y después un entrecruzamiento por recombinacién de pequeiias
secuencias homologas. La presencia de secuencias repetitivas en el genoma facilita estos
“errores” y contribuyen por lo tanto a la diversidad génica. Muchas proteinas eucariotas
como ¢l plasmindgeno, la urocinasa, y el factor de crecimiento epidermal (EGF) entre otras,
estan integradas por regiones de las proteinas referidas como dominios que son similares y
debieron originarse por duplicacion exénica (Alberts y cols., 1997).

La insercién de exones o intrones puede ocurrir cuando dos elementos repetitivos
del mismo tipo se encuentran cerca uno del otro, de tal manera que el mecanismo de
recombinacion pueda ocasionalmente usar los finales de estos dos elementos y movilizar el
DNA cromosdmico que quede entre ellos a un nuevo sitio, permitiendo el alargamiento de
exones o Intrones; estos fenomenos de insercion ocwrieron en la P globina por

recombinacidén entre secuencias Alu (Lewins, 2001; Alberts y cols., 1997).

1.1.3 Otras teorias evolutivas

Adicionalmente a la duplicacion génica y el “exon shuffling” existen otros
mecanismos para producir nuevos polipéptidos a partir de la misma secuencia de DNA. Por
ejemplo, €l splicing alternativo €s un importante mecanismo que contribuye con la
diversidad proteica. Para que é€stc ocurra, es necesaria la seleccion de las secuencias de
DNA (elemento cis-actuantes) por proteinas (elementos frans-actuantes), algunas de las

cuales pueden ser especificas de tejido (Vandenbroucke y cols., 2002).
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En el traslape de genmes una misma secuencia de DNA puede codificar para
diferentes proteinas dependiendo del marco de lectura utilizado; también se ha propuesto el
fendmeno del gen compartido o “gen sharing™, en €l cual un solo gen codifica una proteina
que tiene dos funciones adquitiendo una funcién adicional a la funcién original (Hughes y
cols., 1994).

La organizacién del conjunto de genes en una familia es clave para dilucidar la serie
de eventos que la originaron e inferir sobre la historia de los genomas. Cada familia
multigénica es distinta y frecuentemente sus caracteristicas varian de un grupo de especies
a otro, algunos gjemplos de familias multigénicas son: los genes de la actina, los de las
globinas y los de las GHs, entre otros (Otha, 1991). En cste trabajo nos concretaremos a

tomar como gjemplo ésta ltima.

1.2 Familia génica de la hormona del crecimiento: estructura y funcioén.

Dentro del genoma de los vertebrados, destaca la familia de la GH y del PL que
también incluye otras proteinas como la prolactina (Prl). En general, son proteinas con
estructura terciaria similar, ademas comparten el mecanismo de unién a su receptor
especifico. Esta familia multigénica constituye un buen modelo para estudiar la evolucidn
molecular de los genomas.

Las GHs en el humano son en su forma madura, polipéptidos de 191 aminoacidos
(aproximadamente 22 kDa), producidos y secretados por los somatdtrofos de la hipéfisis
anterior (Daughady y cols., 1981).

Las GHs tienen diversas funciones; en los vertebrados impulsan el crecimiento
lineal, son promotores de la sintesis de proteinas, DNA y RNA, y muestran actividades
diabetogénicas al tener funciones antagémicas a la insulina. Ademds, en el humano
presentan acciones lactogénicas y mamotrdficas (Li y cols., 1945; Philips, 1988; Edwards y
cols., 1988).

En el humano se ha descrito una variante de la HGH (HGH-V) que se expresa
Unicamente en la placenta. Aunque la funcién como promotora del crecimiento de la HGH
hipofisiaria ha sido mantenida durante la evolucién de los vertebrados, la funcion de la

HGH-V no estd muy clara (Hill y cols., 1992). La HGH-V difiere de la hipofisiaria en 13




Olvencr nde b guisdedejam b wle omeddemtiiisil en Aamo vardy A el pe e rgres ety . d b moros gl viex dinde

residuos aminoacidicos (Masuda y cols., 1988) y presenta una alta afinidad por los
receptores somatogénicos hepaticos (Mac Leod y cols., 1991); en ningin momento durante
el embarazo esta hormona ha sido detectada en el suero fetal, lo que indica que sus efectos
sobre el metabolismo fetal o crecimiento deben ser mediados al estimular la sintesis del
factor de crecimiento parecido a la insulina (IGF-1) (Frankenne y cols., 1988). El aumento
en los niveles de IGF-1 probablemente induce el crecimiento de los tejidos maternos
incluyendo ttero, senos y glandula tiroidea y sus efectos sobre corazon y miién pueden
incrementar el volumen de sangre materna (Mac Leod y cols., 1991).

El HPL es cadena polipeptidica de aproximadamente 22 kDa, compuesta de 191
aminoacidos con dos puenteé disulfuro (Li, 1972), y carece de residuos de carbohidratos.
La hormona madura se deriva de un precursor de 25,000 Da que incluye una secuencia
seflal de 26 aminoacidos en su extremo amino terminal. En humanos, durante el embarazo
el HPL favorece la absorcion de la glucosa por el feto gracias a sus actividades
diabetogénicas y lipoliticas, ademas de presentar actividades mamotréfica y luteotréfica
que estimulan la produccién de progesterona en ¢l cuerpo hiteo (Walter y cols., 1991).

La prolactina humana (HPrl) es un péptido sencillo de aproximadamente 23 kDa,
producido y secretado por los lactétrofos de 1a hipofisis anterior y por la decidua. Interviene
en el inicio y mantenimiento de la lactacion en los mamiferos. En roedores, s capaz de
mantener el cuerpo lhiteo y se le conoce como hormona luteotréfica, mientras que en peces

participa en la osmoregulacién (Tyson, 1982)
1.3 Regulacién de la expresion génica de la familia GH-PL.

La iniciacidén de la transcripcion es uno de los puntos de control més importantes de
la regulacién de la expresion génica, siendo el principal en procariotes. Esta regulacion esté
dada principalmente por interacciones entre secuencias especificas del DNA que pueden
localizarse a distancias variables del sitio de iniciacién (elementos cis) y una coleccion de
proteinas (factores de transcripcidn), muchas de las cuales se unen a estas secuencias y
actian en trans induciendo o reprimiendo la expresion (Alberts y cols., 1997).

El aparato transcripcional basal reconoce en el promotor un gran niimero de genes,

un elemento cis llamado “caja TATA”, que se localiza rio arnba (o 5') del sitio de inicio de




Ghleaerdo de b steosdoaaf ), 2 L0 2 g0 ¢33 dil ¢reed pienla ¢6 ol (A0Re wddS fi ¢2q 22 1 By W P2 vz 1 espeate 0 &unld pa de By shones dul veg e

la tra;nscripcién (posicion: -30 pb) (Theill y Karin, 1993). Adicionalmente, casi todos los
genes tienen secuencias de DNA regulatorias que son necesarias para prender y/o apagar el
gen, o modular los niveles de transcripcidn.

A pesar de que los genes de la familia hGH-hPL tienen una regién reguladora muy
similar, esta similitud disminuye rio arriba a partir del sitio de inicio de la transcripcidn en
la region conocida como promotfor proximal, ya que existen cambios sutiles en dicha
region, los cuales podrian ser los responsables de las diferencias de expresién observadas
entre los genes (Oury y cols.,, 1997). El promotor proximal es una regién de
aproximadamente 500 pb localizada antes del inicio de la unidad transcripcional, dicha
region tiene una similitud en la secuencia del 90%, y es suficiente para dirigir la expresién
del gen hGH-N en los somatétrofos de la pituitaria anterior. Esta es dirigida por el factor
transcripcional Pit-1/GHF1 (Frankenne y cols., 1988). Pit-1/GHF1 presenta dos dominios
conservados entre los factores de transcripcion especifico de tejido: un dominio homeobox
(HB), vy un dominio POU, ambos estan ubicados en el extremo carboxilo terminal de la
proteina e intervienen en la unién al DNA. Pit-1 se une al promotor en dos sitios: uno
proximal localizado entre -92 a -65 pb en hGH-N, -97 a -61 pb para hPLs; (Nachtigal y
cols., 1989) y otro distal que se ¢ncuentra entre -130 a -105 pb en hGH-N, -140 a -107 en
hGH-V y -145 a -118 en hPL-2. Esta proteina que se produce en la hipéfisis le confiere
especificidad tisular al gen hGH-N y esta caracteristica estd dada en parte por el
reconocimiento combinado de su promotor por varios factores que actian en trans (Nickel
y cols., 1990; Lefevre y cols., 1987).

Existe una region: secuencia P (entre 1,500 y 2000 pb del sitio de inicio de la
transcripcion segin el gen), a la cual se unen proteinas que inhiben la union de Pit-1 a los
genes hPLs y hGH-V, impidiendo la expresién de estos genes placentarios en la hip6fisis.
(Nachtigal y cols., 1992).

Otros factores han sido involucrados en la regulacion de la expresion del gen hGH-
N en la hipéfisis, potenciando la accién de Pit-1 come el caso AP-2 (Lefevre y cols., 1987)
y NF1 (Stephanou y Handwerger, 1995) estos factores se unen al promotor en la regién de
290 a 255 rio arriba del inicio de la transcripcion. Otros factores relacionados con Pit-1 son

Zn-15 (descnto en rata) que funciona como potenciador (Lipkin y cols., 1993) y un
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clemento de respuesta negativa (NRE3), ¢l cual probablemente representa un sitio de union
para el factor transcripcional YY1 (Park y Roe, 1996).

Los genes GHs y PLs también estan bajo el control de mensajeros como hormonas
(T3, glucocorticoides), morfégenos, (acido retinoico) y segundos mensajeros (AMPc), entre
otros.

Existen elementos de respuesta a AMPc 82 pb rio armba del sitio de nicie de la
transcripcidn del gen hGH-N y la regulacién de este gen por la hormona liberadora de la
hormona del crecimiento (GHRH) involucra la interaccién entre un clemento tejido
especifico y un elemento que responde a AMPc (Dana y Karin, 1989).

Se han localizado tres regiones que responden a triyodotironina y acido retinoico en
el promotor de hPL, las cuales estan entre -550 a -523, -611 a -558 y ademés entre -978 a -
954; también se ha localizado un sitio de respuesta a triyodotironina en el promotor de hPL-
2 entre -67 a -41 pb. Estas hormonas favorecen el incremento de la expresion de los genes
hPLs (Stephanou y Handwerger 1995). En células de tumor de pituitaria de rata los niveles
de los RNAm de GH se incrementan en respuesta a las concentraciones fisiologicas de
triyodotironina (Dobner y cols., 1981); pero al contrario del gen GH de rata, el promotor de
hGH-N es regulado de manera negativa por triyodotironina (Cattini y cols., 1986). También
s¢ ha demostrado en lineas celulares de hipdfisis de rata que el acido retinoico no
incrementa la transcripcion del gen hGH-N (Bedo y cols., 1989).

Ademas de la caja TATA, se ha descrito un elemento iniciador (InrE) que determina
el sitio donde empezar correctamente la transcripcion. Este ya ha sido descrito para los
genes hPL y la secuencia nucleotidica de umon a la proteina correspondiente (el iniciador)
esta ubicada justo antes del sitio de inicio d¢ la transeripeién (Jiang y cols., 1995)

Muchas de las diferencias nucleotidicas en los genes de la familia pueden estar en
las regiones de unidn a los co-activadores de la transcripcion en el promotor proximal, otros
a veces tan alejadas como 2 cientos de pb en ¢l promotor distal y otras més incluso en la
unidad transcripcional, como en el caso de hGH-N que en el primer intron tiene una
secuencia de respuesta a glucocorticoides (+ 86 a +115, S"TGTCCT-3") que influyen en los
niveles de expresion en la pituitaria. Este elemento esta conservado en los demas genes
placentarios pero no se sabe si tiene efecto en los niveles de transcripcién de estos genes

(Slater y cols., 1985, Theill y Karin 1993; Krawczak y cols., 1999).
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Debe sefialarse que la expresién de los genes hGH-hPL no se restringe a los tejidos
sefialados, pues recientemente se ha descrito su expresion en otos tejidos como ovarios,
donde se ha demostrade la produccion de RNAm de hGH-N, hPL-2, hPL-3 y sus
correspondientes proteinas (Schwirzler y cols., 1997), También se han encontrado RNAs
con diferentes procesamientos derivados de hGH-N en lineas celulares de linfocitos y de
mielomonocitos y mediante analisis de RT-PCR se han determinado transcritos de hGH-N
en fibroblastos de la dermis (Palmetshofer y cols., 1995). Este descubrimiento fundamenta
la importancia de la HGH en el desarrollo del sistema inmune y sugiere un posible lazo
regulatorio autocrino/paracrino en el tejido de la piel. Se ha logrado detectar RNAm del gen
hGH-V con diferentes procesamientos en testiculos, los cuales codifican para las proteinas
de 22 kDa, 26 kDa y una proteina de 25 kDa de longitud, desconociéndose a la fecha la
especificidad tisular y la funcion del producto de HGH-V en la fisiologia testicular
(Untergasser y cols., 1998).

1.4 Evolucion de la familia génica GH-PL-Prl.

El complejo GH divergié de Prl hace aproximadamente 450 millones de afios,
cuando un gen ancestral parecido a la prolactina se duplicé originando ¢l surgimiento de
dos precursores separados uno para GH y otro para Prl.

La GH muestra una marcada especificidad de especie (Nicoll y cols., 1986; Wallis y
Wallis, 1989). En particular, la GH de mamiferos no primates no tiene actividad en el
hombre. La especificidad biologica es consecuencia de las marcadas diferencias en las
secuencias aminoacidicas de las GHs de primates y no primates (Wallis, 2000). El patron
evolutive de la GH fue muy particular en los mamiferos, donde generalmente se observa
una alta conservacion en las secuencias aminoacidicas (por ejemplo las GHs de cerdo y
perro son idénticas); sin embargo, hubo una aceleracién en dos érdenes: los rumiantes y los
primates (Wallis 1981, 1994 y 1996; Otha, 1993) (Figura 1).

La aceleracién fue mayor en el caso de los primates (62 cambios/191 aminodcidos).
Después del periodo de aceleracién, vino un periodo de desaceleracidn en las sustituciones
aminoacidicas, de manera que en estudios realizados se ha encontrado que el 82 % de los

cambios aminoacidicos ha ocurrido durante el periodo de aceleracién evolutiva (Wallis,
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2000). Este patron evolutivo se ha presentado en otras hormonas proteicas y en citocinas
(Wallis, 2001), incluyendo la interleucina-2 (Zelus y col 2000) y la prolactina (Wallis,
1981, 2000, Beintema y Campagne, 1987). Durante la evolucidn de esta dltima, también se
ha observado una velocidad evolutiva basal con un incremento en las sustituciones
aminoacidicas en cuatro ocasiones: durante la divergencia euteriana, de artiodactilos, de

primates y de roedores.

hGH-V hGH-N E}

bPrl bPL

e
o)

HORMONA DEL CRECIMIENTO PROLACTINA

450 Ma

Figura 1.- Evolucién de la familia GH, PL y PRL ep primates. Los nimeros indican las sustituciones
aminoacidicas entre especies. Las lineas gruesas indican periodos de aceleracion de cambios nucleotidicos.

Después del periodo de aceleracion de los genes GH y Prl, ocurrieron fenémenos de
duplicacion génica que en primates, artiodactilos y roedores, permitieron el surgimiento de
los genes parecidos a PL muchos de los cuales son expresados en placenta (Figura 1); asi
todas las proteinas PL-like expresadas por el locus GH son mas similares a la GH humana
que a los GHs de no primates (Chen y cols., 1989; Wallis, 1996). Estas duplicaciones han
permitido el surgimiento del locus GH en primates. No hay evidencia dc duplicacion de GH
en mamiferos con excepcion de la GH caprina en rumiantes (Valinski y Sahani, 1990;
Wallis 1998).

En rumiantes artiodactilos y roedores, la familia también se expandié por duplicacién de la

PRL, generando 17 genes relacionados: PL y P1l like (Wallis, 1981, 2000).
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1.4.1 Especificidad del receptor de GH

Los cambios ocurrides en GH y Prl son asociados con cambios en la especificidad
del receptor y en sus acciones fisiologicas, pero no con la pérdida de actividad.

El receptor de la GH (GHR) es una proteina integral de membrana que en el
humano contiene 638 residuos aminoacidicos (incluyendo un péptido sefial de membrana
de 18 residuos); €ste consiste de un dominio de union a la hormona de 246 aminoacidos, un
dominio transmembranal y otro citoplasmico de 350 residuos (Leung y cols., 1987). Para
unirse a GH, el GHR forma homodimeros (De Vos y cols., 1992) que son esenciales para la
activacion del receptor (Fuh y cols., 1992; Duquesnoy y cols., 1994).

Las secuencias aminoacidicas de GH estan disponibles para algunos mamiferos,
incluyendo roedores, artiodactilos (ovejas, vacas), camivoros y primates; de estas
secuencias un consenso o secuencia ancestral puede ser inferida (Wallis 1994). Muchas
GHs de mamiferos difieren de su consenso por 0-4 sustituciones. En contraste, la GH de
humanos y el macaco difiere del consenso de 62 a 64 sustituciones, respectivamente. Estos
valores son ires veces mas altos que los observados en artiodactilos, el segundo grupo més
divergente, y este incrementado nimero de sustituciones nucleotidicas se correlaciona con
un cambio de la hormona con €l GHR (Liu y cols., 2001; Wallis y cols., 2001).

El GHR en primates dirige la especificidad de especie, es decir éste puede
interactuar Unicamente con la GH humana, no con las GHs de no primates. Esta
especificidad del GHR se debe a un cambio de Leu a Arg en la posicién 43, y las hipétesis
sugieren que ¢ste cambio precedid un cambio de posicién de His a Asp en la posicién 171
de GH (Behncken y cols., 1977, Adkins y cols., 2001). Cerca de 24 aminoacidos han sido
implicados de manera importante en la interaccion GH-RGH (Cunningham y cols., 1989 y
1993). Ademas de unirse a GHR, 1a GH humana se une al receptor de la prolactina (RPRL)

(Somers y cols., 1994), siendo 19 aminoacidos los implicados ¢n la unién GH-RPRL.

1.4.2 Evolucion del complejo GH-PL en primates

Segiin datos paleontolégicos, los primates proceden de un grupo de mamiferos
insectivoros parecidos a la musaraiia, que tras la extincion de los dinosaurios en el periodo
Cretécico-Terceario, o punto KT, tuvieron la oportunidad de ocupar nuevos habitats

(radiacién evolutiva). De esta forma y a través de distintas adaptaciones y especializaciones

10




DurACOI tL s gt sy 1ada it amnandd lored s kil JRe NOT ol Lm0 AC st P Up e mproseat vade I o s del v ook

han evolucionado hasta sus formas actuales. La taxonomia actual de los primates
(http://www.adi.vam.es/~burmann/primatologia/primatutor/taxonomi.htm.) los clasifica en
dos grandes grupos: los prosimios que tncluyen a los lemures, los lorises y los tarsiers y los
antropoides o simios que incluyen tres grupos principales, Ceboidea, o monos del nuevo
mundo, Cercopithecoidea, o monos del viejo mundo y finalmente Hominoidea, que incluye
al hombre y a los grandes monos (Figura 2). Lo anterior se relaciona con los datos
obtenidos mediante técnicas de biologia molecular en estudios realizados con la familia de

la hormona del crecimiento entre otras proteinas (Anexo 1).

. Lorises

— PROSIMIOS Lemures

. Tarsiers

PRIMATES - — Ceboidea

Monos del Nuevo Mundo

SIMIOS == Cercopithecoidea
(ANTROPIODES) Monos del Viejo Mundo

. Hominoidea

Figura 2.- Taxonomfa de primates. Taxonomia actual obtenida de acuerdo a los estudios paleontoldgicos.

El mayor niimero de cambios en GH de primates ocurrié después de la divergencia
de los prosimios loris lento (Nyeticebus coucang), ¢l Bushbaby (Otolemur crasicaudatus) y
los prosimios relacionados (Anexo 1); en estos grupos un solo gen de GH ha sido
evidenciado y su secuencia aminoacidica es muy similar a la reportada para mamiferos no
primates (Adkins y cols., 2001; Wallis y cols., 2001).

Estudios de la divergencia aminoacidica en sitios funcionalmente importantes en
relacion a la interaccion de la hormona con su receptor, han demostrado que tomando como
consenso una secuencia no primate (cerdo), dos prosimios los lemures y los tarsiers,

presentan pocas sustituciones aminoacidicas; en cambio, después de la divergencia de los
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simios (los monos del nuevo mundo (MNM), los monos del viejo mundo (MVM) y el
humano), éstos parecen haber pasado por una acelerada etapa evolutiva que probablemente
fue seguida por una desaceleracion durante la divergencia de estos grupos ente si, pues
entre ellos se observan poces cambios aminoacidicos, especificamente en MVM y humano
se observa un cambio aminoacidico exclusivo de estas especies (Liu y cols., 2001; Wallis y

¢ols., 2001). (Figura 3).

Monos del
vie|o munde

Monos del
nuevo mundo

Figura 3.- Divergencia aminoacidica de GH en sitios funcionalmente importantes. Los nitmeros
representan las sustituciones aminoacidicas entre grupos de primates.

El episodio de rapidos cambios observados en la evolucion de GH en primates
parece ser especifico para la secuencia codificante de la proteina madura; asi, cuando se
analizan solo los intrones, el incremento en las sustituciones no es evidente, indicando esto
que los cambios ocurrieron en respuesta a una seleccién. Numerosos cambios
aminoacidicos ocurrieron en ¢l corto periodo que separd la divergencia de los prosimios y
de los antropoideos afectando sitios importantes para la unién de la hormona a su receptor
y confiriendo a la GH de primates propiedades tinicas. A la par, el receptor de GH sufrié
una coevolucién, dandole una alta especificidad de especie, va que la GH de mamiferos no
primates no interactua con el receptor humano (Wallis y cols., 2001).

Las mayores diferencias en las funciones fisiologicas de GH en primates y no

primates son no aparentes, sin embargo, la GH humana muestra mas incremento en la

12
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actividad lactogénica (genes parecidos a prolactina) que las GHs de mamiferos no primates,
ademas de las diferencias en la afinidad del receptor-hormona. (Cadman y Wallis, 1981;
Amit y cols., 1992)

1.5 El locus GH-PL humano.

Los cinco genes del locus hGH-hPL comparten una similitud de 91-95% (Hirt y
cols., 1987). Dos de éstos codifican para hormonas del crecimiento: el gen hGH-N
(Normal) con expresion especifica en los somatotrofos de la pituitaria y el gen hGH-V que
codifica para una proteina variante placentaria (Owerbach y cols., 1980). Dos genes, hPL-2
y hPL-3 codifican para la misma hormona lactogénica placentaria (Barrera-Saldaiia y cols.,
1982) y el gen hPL-1 se considera un pseudogen (Reséndez, 1990).

Los cinco genes estan separados por cuatro regiones intergénicas: dos de
aproximadamente 6,000 pb y dos de alrededor de 13,000 pb (Chen y cols., 1989). Se
conoce la secuencia nucleotidica de cada una, y se han identificado tanto elementos
repetitivos como elementos que participan en la regulacion de la expresion de los genes.

Se ha propuesto que la familia GH-PL en el humano surgié como tal, hace
aproximadamente 10-15 millones de afios por eventos de duplicacién incluyendo
fendmenos de recombinactén (Barsh y cols., 1983, Chen y cols., 1989). De los 66 kilobases
(Kb) del complejo GH-PL humano, €l 21% de las secuencias consiste de 48 copias de 300
pb de secuencias repetitivas tipo Alu (Chen y cols., 1989). La alta homologia en las
secuencias del DNA puede predisponer a un desalineamiento del cromosoma propiciando
eventos de recombinacion desigual.

El pnmer evento pudo haber sido la duplicacién de un simple gen originando los
ancestros GH-Prl a partir de la GH; en humanos parece haber ocwrrido una segunda
duplicacion de la que emergieron los PLs; una posterior duplicacién probablemente genero
dos GHs y dos PLs, finalmente ocurrié la duplicacién de un PL, generando el locus humano

(Chen y cols., 1989; Walter, 1991) (Figura 4).
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Figura 4.- Evolucion de los genes que codifican para la GH, PRL y PL. Se ejemplifica la duplicacién del
gen ancestral y el origen hipotético del locus del complejo multigénico en el humano (Chen y cols., 1989).

1.6 Genes relacionados a GH reportados para primates

Como ¢l humano, los simios: grandes monos, monos del viejo mundo y monos del
nuevo mundo muestran aspectos inicos de esta hormona; en estos grupos de primates se ha
evidenciado la duplicacion de los genes de GH y el surgimiento de los PLs a partir de los
monos del viejo mundo, a diferencia de los prosimios en los que solo ha sido reportado un
gen (Figura 5) (Wallis, 2002).
Grandes monos (GM):
En el Laboratorio de Biologia Molecular de la ULIEG recientemente se han clonado y
secuenciado seis genes relacionados a GH del chimpancé (Pan trogloytes), los cuales
corresponden a dos GHs, 4 PLs y se han evidenciado cuatro regiones intergénicas, siendo
¢stas de 13,000, 9,000, 6,000 y 5,000 pb; pero ain se desconoce la organizacion del locus.
En el 2001, Revol y cols. reportaron la secuencia completa de GH-N y GH-V del
chimpancé.
Monos del viejo mundo (MVM):

Corrales Felix en el 2000 evidenci6 cinco regiones intergénicas en macaco (Macaca

mulatia) y mono verde (Cercopithecus aethiopis) sugiriendo asi la presencia de al menos
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seis genes; sin embargo, Golos y cols. en 1993 habian reportado finicamente las secuencias
codificantes de cinco genes de macaco: cuatro genes con expresion placentatia, tres PLs,
una GH-V y el DNAc de GH-N (de expresion hipofisiaria), ademas de la secuencia
completa de GH-V.

Monos del nuevo mundo (MNM):

Esquivel Escobedo en 1999, evidencié 5 regiones intergénicas todas del mismo
tamario, 3000 pb y 3 genes tipo GH en el mono arafia (Aseles geoffroyi) y la falta de tres
secuencias génicas no ha permitido determinar la organizacion del locus en esta familia.
Recientemente, para el Marmoset, otra especie perteneciente a los monos del viejo mundo
han sido reportadas siete regiones intergénicas y 8 genes relacionados a GH, de los cuales
3 son funcionales y los 5 cinco restantes se consideran pseudogenes (Wallis y Wallis,
2002).

MONRGS DEL
VIE)Q MUNDO

MONOS DEL
NUEVO MUNDO

GH

PL
Entergénica cona
[ntergenica larga

Figura 5.- Reporte de genes completos relacionados a GH en prosimios y simios. Se esquematiza &l
nimero y tipo de genes y de regiones intergénicas reportados para los diferentes grupos de primates.

A la fecha, la sucesidn de los eventos de duplicacién de los cuales surgieron los loci
GH-PL no ha sido esclarecida. Inicialmente, se propuso que emergié hace
aproximadamente 15 millones de afios (Millar y Ederhhardt, 1983; Chen y cols., 1989).
Sin embargo, la descripcion de varios genes GH-V y PL en los monos del nuevo y viejo
mundo, indican que la formacion del locus empezé antes de la divergencia de los monos del
nuevo mundo hace aproximadamente 45 millones de afios (Kumar y Hedges, 1998).

Ademés, al comparar las secuencias génicas obtenidas para los primates se
encontré que los eventos de duplicacién que originaron el segundo gen de GH (GH-V)

fueron independientes en los tres grupos (Revol y cols., 2001).
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De estas caracteristicas tinicas de la evolucién de los primates surgen muchas
cuestiones, por ejemplo: (1) ;Cudndo surgié la duplicacién de los genes relacionados a GH
durante la evolucién de los primates? (2) ;Cémo se llevaron a cabo los fenémenos de
duplicacion génica en los diferentes grupos? (3) ;Qué diferencias hay entre los loci GH de
los grandes mono, monos del viejo mundo y monos del nuevo mundo? (4) (Esta el
complejo de 1a hormona del crecimiento en los monos del viejo mundo integrado por 6
genes?

Con la respuesta a estas incégnitas, entre otras, podriamos tratar de entender como

ha evolucionado el locus de 1a GH en los primates.
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1.7 JUSTIFICACION

El locus GH-PL es una region muy dinamica dentre del genoma de los primates, por
tanto constituye un excelente modelo para estudios evolutivos. Los monos del vigjo mundo
divergieron después de los del nuevo mundo y antes de los grandes monos, ocupando una
posicion estratégica que permite inferir acerca de los eventos ocurridos en este corto

periodo evolutivo.
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CAPITULO 11

OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Obtener y caracterizar los genes de la familia multigénica GH-PL en el mono verde
(Cercopithecus aethiopis).

2.2 Objetivos especificos

221
222
Pt A
224

2.2°5

Amplificar por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), los
genes de la familia GH-PL del mono verde a partir de DNA genomico.
Identificar, caracterizar y clonar los productos amplificados.

Obtener la secuencia de los productos clonados.

Asociar los promotores proximales con las regiones intergénicas previamente
reportadas por Corrales (2000).

Comparar las secuencias obtenidas con las de otros primates, para inferir la
evolucion del complejo GH-PL en los primates.
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CAPITULO 111

MATERIAL Y METODOS

3.1 Origen de los reactivos

Las enzimas de restriccion y la DNA ligasa de T4 fueron adquiridas de Gibco-
Bethesda Research Laboratones (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, EUA) y de New England
Biolabs (NEB, Beverly, MA, EUA).

La enzima Tag DNA polimerasa al igual que los dNTPs y los reactivos necesarios
para realizar la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR) provinieron de Promega
(Madison, WI, EUA). El Kit de PCR-Larga fue adquirido de Perkin Eimer Cetus (Norwalk,
CT, EUA). Para la secuenciacién se utilizé el kit de terminadores (ddNTPs) marcados con un
fluorocromo: IRDye-800 de LI-COR, NEN Life Science Products, Inc (Lincon, NE, EUA) y
la secuenasa de USB (Cleveland, OH,EUA).

Los reactivoes para elaborar las soluciones, amortiguadoras, medios de cultivo, geles,
etc., necesarios para realizar este trabajo s¢ obtuvieron de las compaifiias Sigma Chemical
(St, Louis, Missouri, EUA), Merck (Monterrey, México), Aldrich Chemical Company
(Milwaukee, WI, EUA), DIFCO Laboratories (Detroit, MI, EUA) y United States
Biochemical, el medio de cultivo DMEM se adquirio de Gibco- BRL.

La secuencia de los iniciadores que se utilizaron para PCR, PCR-Larga y
secuenciacion se muestran en la tabla 1. Los inciadores para PCR y secuenciacion, fueron
disefiados en el Departamento de Bioquimica y sintetizados por Biomol (Monterrey,
México). Los iniciadores MIl3forward y reversa proviniecron de la compafiia

RocheDiagnostics, (Indianapolis, [n EUA).
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Tabla 1.- Secuencia de los iniciadores.

Nombre Secuencia
IGP IV aac gia gac ccg cac Cge ate tec cig ¢
IGP II Bca gga gea agg atg tcc ggg age cig
AGN3 tct gee tet gea ctt aat age ¢
SEd2 ctg agg tag cic atg caa tca gic et cig a
D10 gaa gca gga gag cag ccc gla git
D11 2gg gt teg agg act ggc tat ¢

970826-139 | ggc act aga gig gea ctt tcc agg
960130-87 cac gac tgg alg agc age age gag a

Prim gac tag ttc gop gag g gpc ctt gpg at
403 ccg aat Icc agg aga gec act ggg ga
402 geg cat cet gtg gac age tca cct a
MV35 cac ctg gge agt tag aag cca ¢
960130-85 ctg cac cag ctg get get gac ac

ExHiI aca ccc agg cft cet tet get te
960130-88 Clg ctg cic atc cag ica tgg

MI13Fw ctg gee gic gtt tac a

MI3Rv cag paa aca getatg a

3.2 Material biologico

Las células de nifién de mono verde (Cos 7) fueron proporcionadas por el laboratorio
de Biologia Celular de la ULIEG.

El vector utilizado para la clonacién (pCR topo) y la cepa bacteriana TOP 10 de
Escherichia coli empleada en los ensayos de transformacién y propagacion de los plasmidos
recombinantes, provenian del kit PCR topo cloning de Invitrogen (Carlsbad, California,

EUA).

3.3 Equipo

Durante este trabajo se utilizaron: un hormno de microndas LG modelo MS-70IC,
microcentrifuga Eppendorf modelo 5415, fuentes de poder EC600 (E-C, St. Petersburg,
Florida), 1ISC0O494 (ISCO, Nebraska USA) y BRL250 (Gibco-BRL), una centrifuga
Beckman allegra ™ 21R, modelo 367570, un agitador de tubos Barnested Termolyne modelo
Maxi Mix (Bubuque, IOWA, EUA), una placa agitadora con control de temperatura marca
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Corning modelo PC320, un secuenciador automéatico LI-COR (Michigan Technology
University, USA), una placa agitadora con control de temperatura marca Coming PC320
(N.Y., EUA), un termomixer 5436 (Eppendorf), una incubadora Shell Lab modelo 1525, una
campana de luz ultra violeta modelo p-036’02 (CBS Scientific Co). El matenal y los

reactivos se almacenaron en un congelador a -209C marca Toro-Rey (Mty, Mex), o en un
ultracongelador a -70°C marca So-Low Eviromental Equipment (Cincinnati, Corporation
(K.C., Missouri, EUA).

Los termocicladores empleados fueron: Robocycler 96 version 4.0 (Stratagene, la
Joya Ca. EUA), el Hybaid PCR Express; y uno de Perkin Elmer, modelo 2400 para PCR
larga.

La balanza analitica fue de la marca OHAUS modelo AP110S, y la balanza granataria
digital de la marca Sartorinos modelo 1206MP (Géttingen, Alemania).

El procesamiento de los datos fue realizado en las computadoras Macintosh modelos
LCII, Classic, Power PC y PC portétil Satellite serie 3000 Toshiba (Apple Computer, Inc.,
Cupertino California, EUA, Irving, California EUA). El digitalizador de imagencs de cama
plana UMAX data System Inc., modelo UC630 MaxColor (Industrial Park Hsinchu Taiwan,
R.OL).

Los procesadores de textos wutilizados fueron: Microsoft Word XP (© 1985-2001
Microsoft Corporation), procesadores de gréficos de Microsoft Power Point Version XP (©
2001 Microsoft Corporation), Adobe Photoshop Limited Edition 6.0 (© 2001 Adobe Systems
Incorporated), y UMAX Scan (© 1990-1991 UMAX Scanner Dnver, Impact Resaerch Inc.),
para la secuenciacion se utilizo ¢l programa e-Seq Release 1.1. (1999, LI-COR, Michigan
Tecnology University).

Los programas de analisis en Biologia Molecular fueron: Amplify Versién 1.2 b (Bill
Engels © 1992 University of Wisconsin Genetics M, Madison, WI, EUA), DNA Strider ™
1.3 (© Ch, Merck and C.E.A 1989 Service de Biochimic-Département de Biologie-Institut de
Recherche Fondamentale-CEA-FRANCE), OLIGO Version 4.0 (© 1992, Plymount, Mn,
EUA), DNAMAN version 5.0 (bio soft 1994-2001, Lynnon Corporation, Quebec, Canada)

Para la cuantificacion del DNA y la determinacién de los tamaiios se utilizé un

aparato para la digitalizacion de imagenes Gel Doc 1000 de Bio-Rad (Hercules CA).

21




Der .

I

any el o w !l ooy matlore o n neae v J. Foaa s te oLl gt alehive oo a1 vtk e

3.4 Métodos

3.4.1 Estrategia general

Para el desarrollo del presente trabajo se sigui6 la estrategia general presentada en la figura 6,

la cual incluyo los siguientes pasos.

Extracciéon de DNA a partir de células cos 7 provenientes de rifion de mono verde.
Analisis de los iniciadores existentes en la oligoteca de la ULIEG que permitieron la
amplificacion de los genes de la hormona del crecimiento y disefid de un iniciador 3.
Obtencion de los genes de la familia GH por PCR a partir del DNA genémico.
Caracterizacion enzimatica de los productos amplificados.

Clonacion y secuenciacién de los genes.

Analisis de los promotores proximales de los genes obtenidos y asociacion de éstos
con los promotores proximales de las regiones intergénicas de mono verde
previamente reportadas por Corrales Felix (2000).

Comparacion de las secuencias obtenidas con las de GH y PL reportadas para otros
primates.

ol Bbd. R

CELULAS

; DISENO Y
€0s7 Ex};':"g::o" ANALISIS DE
INICIADQRES

GENOMICO

5'CTTAGGCCAA...

3'GAATCCGGTT... CR ,
— _ < AMPLIFICACION
. .@ DE LOS GENES
SECUENCIACION GH-PL
CLONACION CARACTERIZACION
ENZIMATICA
e A o o T e, £ CTTAGGCCAA. .GAATCCTGA. .

5 CTTAGGCC.AACAAATCCTAA...

B 1L LY S CTTAGGCCAA......ATCCTAA...

COMPARACION DE LAS SECUENCIAS
OBTENIDAS CON OTROS PRIMATES

ASOCIACTON DE PROMOTORES PROXIMALES:
GENES - REGIONES INTERGENICAS

Figura 6.- Estrategia General. Para la obtencién de los genes relacionados a la GH en €l mono verde, se
siguieron los pasos aqui indicados.
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3.4.2 Propagacion de las células Cos 7
A una caja de cultive con una confluencia de aproximadamente 75%, se le elimino

el medio de cultivo mediante succién por vacio. Se agregaron 2 ml de tripsina-EDTA 1X
(tripsina 0.025 %, rojo fenol 1%, EDTA 0.02 %) en TD 1X ésteril (NaCl 0.14 M, KCi 0.05
M, Na,HPO, 0.0006M, Trizma base 0.24, pH 7.4) por una botella de 25 cm? y se incubd a
37°C por 5 a 10 min o ¢l tiecmpo necesario para que las células se desprendan del sustrato
(la tripsina debe tener una temperatura de 37°C).

Las células despegadas se colectaron en un tubo Falcon de 15 ml y se centrifugaron
por 3 min a 3000 rpm, el sobrenadante se eliminé con una pipeta Pasteur y ¢l botén de
celulas se lavo con PBS 1X (NaCl 0.136 M, KCl 2.68 M, Na,HPO; 0.01 M, K;HPOj,
0.0017 M pH 7.4). Después de centrifugar por 3 min a 3000 rpm, el sobrenadante fue
eliminado y el botén de células se resuspendié suavemente en 3 ml de medio D-MEM
completo; y se repartié 1 ml por caja en 3 cajas en las que se afiadieron 4 ml mas de medio.

Ademas, se agregaron también 4 ml de medio a la caja inicial de la cual partié la
propagacién. Se incubaron las cajas a 37°C, en atmosfera humeda con 10% de COy, sin
cerrar completamente la tapa para facilitar que se equilibrara el pH del medio con el CO; de

la incubadora.

3.4.3 Extraccion del DNA
3.4.3.1 Obtencién de DNA genémico

La extraccién de] DNA gendmico se realizé a partir de células cos 7 con una
confluencia de 75%, por la técnica del TSNT (Martinez Sorniano, 1993), descrita a
continuacién.

A una caja de células se le elimind el medio de cultivo mediante suceién por vacio
después se hicieron 3 lavados con 1 ml de PBS. Se agregé 1 ml de buffer de lisis TSNT (2%
tritén 100X, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH=8, 1 mM EDTA disédico)
directamente a la caja de cultivo y se incubé 2 min mezclando ligeramente hasta desprender
la monocapa de células. Después la suspensién se coloco en un tubo Falcon de 15 ml y se
lavo dos veces la caja con 500 pl de buffer de lisis. |

Los éacidos nucleicos se extrajeron con 5 ml de f;snol, 1 ml de SEVAG
(cloroformo:alcohol isoamilico 29:1) y 2 ml de TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8),
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mezclando por inversion después de agregar cada uno de los reactivos y finalmente 5 min en
el vortex. Posteriormente, el tubo se centrifugd por 15 min a 5,000 rpm,

La fase acuosa se transfirié a un tubo Falcon nuevo de 15 ml, y el DNA se precipito
con 0.1 volimen de acetato de sodio 3 M pH 5.3 y 2 volimenes de etanol al 100%
mezclando por inversion € incubando durante 1 hora a -70°C. Despu¢s de centrifugar por 20
min a 5,000 rpm, la pastilla obtenida se lavé con 1 volumen de etanol al 70% y el tubo se
centrifugd nuevamente. El sobrenadante se eliminé con una micropipeta para en seguida
dejar secar al aire la pastilla, ésta se resuspendid finalmente en 200 pl de H,O miliQ y se

conservo a -20°C.

3.4.3.2 Obtencitén de DNA plasmidico

Las clonas recombinantes obtenidas fueron procesadas para la obtencién del DNA
plasmidico utilizando la técnica de lisis alcalina a partir del] cultivo (Sambrook y cols., 1989).

Se hizo crecer una colonia en 4 ml de medio LB (bactotriptona 10 g/L, extracto de
levaduras 5 g/L, cloruro de sodio 10 g/L, pH 6.5-7.0) con 50 pg/ml de kanamicina,
incubando a 37° C con agitacién vigorosa toda la noche. Después se centrifugaron 1.5 ml
de medio durante 2 min a 14,000 rpm; el sobrenadante se descarté completamente, y la
pastilla se resuspendié en 100 pl de solucion I (glucosa 50 mM, Tris-Cl 25 mM, pH 8.0,
EDTA 10 mM, pH 8.0). Se agité vigorosamente en el vortex hasta que la pastilla se
disolviera completamente, y se incubd 5 min ¢n hielo. Posteriormente, se adicionaron 200
p! de solucion 11 (0.2 ml de NaOH 10 N, 1.0 ml de SDS 10% y 8.8 ml de agua), se mezcld
por inversion, se incubd 5 min en hielo, después se agregaron 150 pul de solucion III (60 ml
de acetato de potasio 5 M, 11.5 ml de acido acético concentrado, 28.5 ml de agua), se agitd
en un vortex y se incubd 5 min en hielo. El tubo se centrifugé 5 min a 14,000 rpm, el
sobrenadante se colocé en un tubo nuevo, se agregd un volumen de fenol saturado y un
volumen de SEVAG, se mezclé al vortex 5 min, se centrifugé 15 min a 14,000 rpm; el
sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo y se agregaron 2 volimenes de etanol al 100%
dejandose incubar 1 hora a -70°C, se repitié el paso de centrifugacion y se descarto el
sobrenadante, se lavé la pastilla con etanol al 70% frio y después de centrifugar, se removio

completamente el sobrenadante dejando secar la pastilla; y ésta fue resuspendida en 50 pl

de H,O miliQ.
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3.4.4 Analisis electroforético y cuantificacion del DNA

Las muestras de DNA se analizaron por electroforesis en geles de agarosa a
concentraciones variables, dependiendo del tamafio del fragmento y de la resolucion
requerida.

Los geles se prepararon al porcentaje requerido de agarosa, en buffer TBE (Tris-
borato 0.089 M, écido bérico 0.089 M). Una vez solidificados, se depositaron en una camara
de electroforesis y se cubrieron con €l mismo buffer. Las muestras a analizar se depositaron
en ¢l gel preparado, mezclandose con jugo azul 6X (azul de bromofenol al 0.25%,
xilencianol al 0.25% y glicerol al 30%), en una relacién 5:1 (v/v). La electroforesis se llevéd
a cabo a 100 V; concluida ésta, el gel se colocd en una solucion de bromuro de etidio a
5pg/ml por 5 min y postertormente se lavd varias veces con agua para quitar el exceso de
bromuro y asi proceder a su observacion y analisis, utilizando el programa computacional

Molecular Analyst del Gel Doc.

3.4.4.1 Determinacion del tamaiio de las bandas

Durante Ja electroforesis, 1a distancia que recorren los fragmentos lineales de DNA es
proporcional al logaritmo de su tamafio (logPM). A partir de un marcador, del cual se conoce
el tamaiio exacto de cada una de sus bandas, s¢ establecio la curva de calibracion [distancia =
f(logPM)], y se calculd asi el tamaiio de los fragmentos de interés, utilizando €l programa

computacional Molecular Analyst del Gel Doc.

3.4.4.2 Cuantificacion del DNA

Una vez extraido, el DNA se cuantificé por electroforesis y analisis densitométrico de
la intensidad de la banda tefiida con bromuro de etidio. Al intercalarse entre las bandas del
DNA, el bromuro de etidio emite una fluorescencia al ser excitado por la luz UV. La
fluorescencia emitida es proporcional a la cantidad de bromuro de etidio intercalado,
dependiendo asi de la cantidad de DNA y de la longitud del fragmento. Utilizando una curva
de calibracién realizada a partir de concentraciones variables de DNA de fago A comercial, se
puede determinar la concentracion del DNA de la muestra en estudio. Para este caso se

hicieron diluciones a partir de un DNA concentrado de 500 ng/pl: 1:2 (250 ng/pl), 1:4 (125
ng/ul), 1:8 (62.5 ng/ul), y 1:16 (31.25 ng/pl).
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3.4.5 Amplificacion de los genes GH-PL

Utilizando iniciadores consenso, se obtuvieron por PCR tanto la unidad
transcripcional como la region promotora de los genes GH-PL.

Los iniciadores 5° usados fueron: d11 y 5Ed2 y los iniciadores 3°: d10, Mv5, 139, 403
y AGN (Tabla 1); el tamario aproximado de los productos obtenidos se muestra en la figura
7. Los iniciaderes 5° son muy especificos: d11 se une al inicio del promotor proximal y SEd2
dentro de la regién intergénica como a 1000 pb antes del inicio del promotor proximal. En
cuanto a los iniciadores 3": d10 se une antes del final del exén 5, amplificando un gen
incompleto, 139 y 403 cerca del sitio de poliadenilacion y AGN fue disefiado
especificamente para obtener PL. Estos iniciadores fueron probados virtualmente sobre la
secuencia de GH-V de macaco y los genes del locus GH-PL humano y experimentalmente

con el DNA genémico del mono verde, después de determinar las condiciones de PCR

Optimas.

3. Reglén Promotor | tnidad Transeripcional PAA pogisn )
intergeénica ATG intergénica
arn —
e 1700 pb a0
p—
au ., 1800 pb My
d11 -~
S 1850 pb 139
- —
e 1900 pb 403
-
SEd24 2800 pb d1o
Mt
E 3 7. » I _2_@ pb 402
o=
EEd2g 3300 ph AGN

Figura 7.- Posicion de los iniciadores utilizados. Se muestra la posicion donde se unen los iriciadores
utilizados para la obtencion de los genes de GH as{ como el tamaiio aproximado del producto obtenido por
PCR usando como templado las secuencias de los genes de la familia GH-PL en el humano.
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3.4.5.1 Disefio del iniciador.

Para el disefio de un nuevo iniciador 3" (MVS5) se utilizaron los programas
computacionales Amplify y Oligo, tomando en cuenta los siguientes parametros: fuerza de
apareamiento, estabilidad del apareamiento, Tm, formacidén de estructuras secundarias y
formacién de "hairpin”. El disefio se hizo utilizando como secuencias blanco los DNAs de
los genes GH y PL reportados en primates: humano, macaco, chimpancé, mono arafia y
Callithrix.

3.4.5.2 Optimacion de Ias condiciones de amplificacion.

Tomando como base las condiciones de amplificacion establecidas para el DNA
humano y mono arafia, se uso el DNA a una concentracion de 120 ng/pl y se estandarizaron
las condiciones para obtener los genes de GH del mono verde.

Se realizaron tres tipos de reacciones de amplificacion (PCR). Al primer tipo de
reaccion de amplificacion lo llamamos PCR normal. Para la obtencidn de los genes se
utilizaron como iniciador 5° a dll y como iniciadores 3° a d10, MV5 y 139. Estas
condiciones sirvieron también para amplificar a los exones [V y V utilizando los iniciadores
IGPIV y 403, asi como las regiones promotoras. Para amplificar los promotores proximales
se usaron los iniciadores d11 y Prim (se une antes del codén de inicio), estas reacciones se
realizaron en el termociclador RoboCycler 96 version 4.0,

Las condiciones de amplificacion se describen en la tabla 2.
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Tabla 2.- Condiciones de PCR normal para obtener los genes GH def mono verde.

Mezcla de reaccion:

Reactivos

Concentracién
final

Buffer 10 X

1.0 X

MeCl, 25 mM

1.5 mM

dNTPs, 10 mM

0.3 mM

Iniciador 5°, 5 uM

0.5 pM

Iniciador 3°, 5 uM

0.5 uM

H,0 miliQ

cbp 25pl

Tagq DNA pol. 5 U/ul

0.1 Ujl

DNA 120 ng/pl

7.2 ng/pl

Aceite mineral

1 gota

Condiciones de amplificacion:

Temperatura Tiempo No. de ciclos
93°C S min 1
93°C 1 min
58°C 1 min 30
70°C 1 min
70°C 7 min 1
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En el segundo tipo de PCR para obtener los genes de GH: PCR semi-larga se uso
como iniciador 5" a SEd2 y como iniciador 3" a d10, 403 y AGN, estas reacciones se

realizaron también en el termociclador RoboCycler 96 version 4.0,

Las condiciones de amplificacion se describen en la tabla 3.

Tabla 3.- Condiciones de PCR semi-larga para obtener los genes GH del mono verde.

Mezcla de reaccion:
Primera fase:

Reactivos

Concentracion
final

Buffer 11 XL 3.3X

1.0X

Mg(OAc), 25mM

1.5 mM

dNTPs, 10 mM

0.2 mM

Iniciador 5°, § uM

0.4 uM

Iniciador 3°, 5 uM

0.4 uM

H,0 miliQ

Cbp20 pl

Se agregd una gota de aceite vy se incubd a 80°C durante 5 min (Hot Start)

Segunda fase:

Reactivos Concentracion
final
Buffer IT XL 3.3X 1.0 X

Agua miliQ cbp 30 pl
rTtH, 2 U/ul 0.06 U/ul
DNAg 120 ng/pl 6.0 ng/ul

Condiciones de amplificacion:

Temperatura Tiempo

93°C 305
93°C 30s
60°C 1 min
72°C 1 min
93°C 1 min
60°C 1.10 min
72°C 5 min
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Al tercer tipo de reaccién de amplificacion se le llam6 PCR larga y se utilizd para
obtener las regiones intergénicas de mono verde, esta reaccion se realizo en el

termociclador Perkin Elmer modelo 2400.

Las condiciones de amplificacion se describen en la tabla 4.

Tabla 4.- Condiciones de PCR larga para obtener las regiones intergénicas de GH del mono verde.

Mezcla de reaccion:
Primera fase:

Reactivos Concentracion
final
Buffer [I XL 3.3X 1.0X

| Mg(OAc),25mM_ | 1.5 mM
dNTPs, 10 mM 0.2 mM
IGPII", 5 uM 0.4 pM
IGPIV, 5 uM 0.4 pM

H;0 miliQ cbp 20 pl

Se agrego una perla de cera y se incubd a 80°C durante 5 min (Hot Start)

Segunda fase:

Reactivos Concentracidn
final
Buffer II XL. 3.3X 10X

H,0 miliQ cbp 30 pl
rTtH, 2 U/pl 0.06 U/pl
DNAg 120 ng/p! 6.0 ng/pl

Condiciones de amplificacion:

Temperatura Tiempo No. de ciclos
94°C 30s 1
94°C 30s
66°C 10 min 12
94°C 30s
64°C 10 min

Incremglgos de
15 sfciclo

T2°€ 15 min 1
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En todas las reacciones de amplificacién se utilizé el DNA genémico humano como
control positivo y ademas se agreégo un control negativo, en el que se sustituyo el DNA por
agua.

Los productos de las amplificaciones fueron analizados en un gel de agarosa al 0.8%,

utilizando como marcador de tamaiio el DNA del bacteriéfago lambda cortado con Psz 1 6 un

marcador comercial Ladder (GIBCO-BRL).

3.4.6 Caracterizacion enzimatica de los productos amplificados.

Los fragmentos derivados de la amplificacién de los genes, intergénicas y de los
promotores proximales se caracterizaron por digestién enzimatica. Se utilizaron diferentes
enzimas, como: Eco R1, Eco RV, Pst]1, Bgl Il, Bam HI, Hind IIL

Las condiciones de digestion se establecieron en base a las recomendaciones del
proveedor, Las incubaciones se realizaron en la mayoria de los casos a 37°C, por 4 h.
Posteriormente, los productos derivados de la digestién de los genes e intergénicas se
resolvieron en geles de agarosa al 0.8% y para observar la digestién de los promotores

proximales se usaron geles de agarosa al 3.0%.

3.4.7 Clonacidn de los productos amplificados.
Se uso el kit de clonacién; Topo® XL PCR Cloning Kit Version I, 041002, 25-
0199 de Invitrogen Life Technologies.

El protocolo utilizado fue el de la casa comercial y consto de los siguientes pasos. (Figura.

8).

e Adicidn de residuos de adeninas al producto amplificada.
Purificacién del inserto A.

e Ligacién del inserto A y el vector T por accién de la topoisomerasa para formar el
vector recombinante.

e Transformacion en células Top10 electrocompetentes.

e Extraccion de DNA plasmidico.

e Identificacion y caracterizacién de las clonas.
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ESTRATEGIA DE CLONACION

@ .
TOPO ™ PCR Cloning Kit A Invitrogen

D1I-MVS 5 == Vector T
p11-139 et
DI 1-403 —) =l i ) — PCR —l v
SEd2-403 Inserto A Purificacién TOPO)
SEd2-A
o fenol-sevag Gen de resistencia
a Kgnamweina

Unién por

topoisomerasal

280 &
— L oD

Transformacién por

i i Minipre :
Anlisis de los insertos Extacconde  Electroporacion
1ase DNA Plasmudico Top 10

Electroforético

Figura 8.- Estrategia segnida para clonar los genes de GH en el mono verde. Durante la clonacién de los
productos amplificados se siguieron las indicaciones de la casa comercial ('l"OE’O® PCR Cloning kit) con las
modificaciones aqui seffaladas.

3.4.7.1 Construccién del vector recombinante.

En una mismo tubo se juntaron mas de 200 ng de cada uno de los productos de
interés para clonar; y se precipitaron agregando 0.1% de acetato de sodio 3 M pH 5.2 mas 2
volumenes de etanol 100%. Después de 1 hora a -70°C, el tubo se centrifugé a 14000 rpm
15 min se descart6 el sobrenadante y se agregé un volumen de etanol al 70% para lavar la
pastilla. Se centrifugé a 14000 rpm durante 15 min; el sobrenadante fue eliminado y se
puso a secar la pastilla mediante vacio. Después, la pastilla se resuspendié en 24.8 ul de
H,0 MiliQ y se procedié a afadir residuos de adenilatos a la mezcla de productos de

amplificacion de la siguiente manera:

Tabta 5.- Mezcla de reaccién usada durante la preparacion del inserto A

Reactivos Concentracién
final

Buffer 10X 1.0X

MgCl,, 25 mM 1.5mM

dATPs, 10 mM 0.3 mM

Tag DNA pol. 5 U ul 0.16 U pul

Producto Amplificado 500 ng/ ul

H,0 miliQ Cbp 45 nl
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Se incubd a 72°C durante 2 horas en el termociclador Perkin Elmer.

Se afiadid un volumen de fenol saturado mas un volumen de Sevag, se mezcld
gentilmente y se centrifugé a 14000 rpm durante 15 min, después se separé la fase acuosa y
los acidos nucleicos se precipitaron como se describié anteriormente. La pastilla obtenida

fue resuspendida en 10 pl de H;0 miliQ.

Para los productos que contenian dos bandas como e¢s ¢l caso de 5Ed2-403, primero
se hizo la adicién de residuos de adenilato y después se procedié a hacer una purificacion de
las bandas de interés segiin lo indicado en el kit de clonacién pCR Topo.

Se tomaron 4 pl de la preparacion del inserto A previamente purificado y se agregé
1 pl de pCR-XL-Topo vector, s¢ mezcld gentilmente y se incubd 5 min a temperatura
ambiente, después se agregd 1 pl de 6X TOPO Cloning Stop Solution y se mezclo por

algunos segundos a temperatura ambiente. Se coloco el tubo en hielo.

3.4.7.2 Transformacion de las células por electroporacion.

Se encendid el electroporador en las siguientes condiciones: 2.5 KVolts, 25
microfaradios. Se adicionaron 2 pl de la mezcla anterior (DNA-vector) a un vial de células.
electrocompetentes y se mezclo gentilmente agitando con la puntilla. En una celdilla para
electroporar previamente enfriada se coloco toda la mezcla de células cuidando de que ésta
quedara entre sus dos paredes de metal, se puso la celdilla en el electroporador y se aplicé
la descarga elécirica. Inmediatamente se recuperd la mezcla de células y se coloco en un
tubo Eppendorf de 1.5 ml que contenia 450 pl de medio SOC, se incubo a 37°C durante una
hora con agitacion, después se sembraron 50 pl de las células en una placa que contenia
medio LB con kanamicina (50 pg/ml). Se dejé incubando toda la noche a 37°C y las
colonias se Jevantaron individualmente para ser inoculadas en tubos conteniendo medio LB
mas kanamicina; se volvié a incubar toda la noche a 37°C y se procedi¢ a hacer la

extraccidn de DNA plasmidico.

3.4.7.3 Caracterizacion de las clonas recombinantes obtenidas -
El vector recombinante (vector pCR) tiene dos sitios de corte Eco RI, los cuales

flanquean el inserto, por lo que las clonas fueron caracterizadas después de digerir el vector
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recombinante con esta enzima, observando el patron de migracion de los insertos liberados
en un gel de agrosa al 0.8%, los productos de d11-MVS5, di1-139, d11-403 se diferenciaron

entre sf después de ser secuenciados, porque el inserto liberado era de tamaiio similar.

3.4.7.4 Conservacion de las clonas de interés

Las clonas de interés fueron almacenadas a -70°C, con 30% de glicerol (Sambrook y

cols, 1989).

3.4.8 Determinacién y analisis de las secuencias de las clonas recombinantes

3.4.8.1 Secuenciacion ciclica de las clonas recombinantes

La técnica utilizada para la secuenciacion es una adaptacion de la descrita por Sanger
y cols en 1977. La secuenciacién enzimatica se realizé siguiendo las especificaciones del Ki¢
LI-COR, ¢l cual utiliza los terminadores ddNTPs marcados con un fluorocrome: IRDye-800.
Los productos de secuenciacién generados se resolvieron en un gel de electroforesis de
acrilamida al 3.7% - urea 50%. La lectura de la secuencia se realizé con un programa
especifico de secuenciacion (e-Seq).

Para determinar la secuencia nucleotidica se empled la técnica “walking primer” y se
secuenciaron al menos dos clonas independientes de cada producto amplificado. Se utilizaron
iniciadores (Figura 9) que se aparean tanto en el vector (M13 Forward y M13 Reversa) como
en el propio inserto (d11, AGN, 403, prim, 88, 85, 402, d10, 139, IGPIL, IGPIV, ExIII). Se
hizo ¢] traslape de las secuencias obtenidas con los diversos iniciadores para obtener la

integridad del gen.

Figura 9.- Esquematizacion del sitio de unién de los iniciadores usados durante la secuenciacion. Se
representa la unién de los iniciadores (5" y 3°) tomando como modelc a la GH-V de macaco.
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3.4.8.2 Analisis de las secuencias.

Las seis secuencias génicas del mono verde fueron comparadas con las siguientes
secuencias previamente reportadas para primates en el GenBank: humano (Homo sapiens
J030071), macaco (Macaca mulatta L16552-6 y UO02293), loris (Nycticebus pygmaeus
AJ297562), marmoset (Callithrix jacchus, AJ297563), chimpancé (Pan troglodytes
AF374232, AF74233) y mono arafia (Ateles geoffroyi AF374234, AF374235) y se uso como
grupo fuera a la cabra (Capra hircus D00476). El alineamiento de las secuencias se llevd a
cabo usando los programas computacionales DNAMAN y CLUSTAL W, ademas fueron
verificadas manualmente, para asegurar el mejor alineamiento. El analisis filogenético se
realizo utilizando el método de la méxima parsimonia (con los programas Dnapars y
Protpars), del programa PHYLIP. Los arboles filogeneticos fueron construidos usando el
método de Fitch y Margoliash del mismo programa, usando las matrices de distancia

calculadas por el método de Kimura mediante el método Protdist del mismo programa.
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CAPITULO 1V

RESULTADOS

4.1 Obtencion de! DNA de mono verde.

Se obtuve el DNA de células Cos 7 y se cuantificé, llevandolo a una concentracion de 120
ng/ ul. Como se puede apreciar en la figura 10, el DNA gendmico fue de buena calidad.

e i E
gz 34§

g 48 v b B

Figura 10.-Andlisis del DNA gendmico. El producto de la extraccién de DNA de células Cos 7 se resolvid
en un gel de agarosa al 0.8%.
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4.2 Diseno de un iniciador 3°

Entre los iniciadores de la oligoteca de la ULIEG, para amplificar los genes de interés
existian como 3: el 403, 139 y AGN; pero el 403 producia por si mismo una banda, el 139
fue disefiado tomando como consenso las secuencias de artiodéctilos y rumiantes y no sobre
las secuencias génicas de primates como los demds y el AGN fue exclusivamente disefiado
para obtener PLs. Por otro lado, los iniciadores 5 eran muy especificos: uniéndose d11 y
SEd2 al promotor proximal y distal, respectivamente. Por lo tanto, se procedio a disefiar un
nuevo iniciador 3" que permitiera la obtencién de nuevos genes. Para que este iniciador fuera
mas especifico para los genes del mono verde, se decidié obtener secuencias adicionales del
extremo 3" de la unidad transcripcional amplificando las regiones intergénicas.

En la figura 11 se muestra la estrategia utilizada, la cual se describe a continuacién:

e A partir de DNA gendmico se realizé una PCR larga usando los iniciadores IGPII e
IGPIV para amplificar las regiones intergénicas.

e Mediante PCR normal y usando los iniciadores IGPIV y 403 se hizo una
reamplificacion del producto anterior obteniendo los exones IV y V.

» El producto obtenido se secuencio.

¢ La secuencia obtenida se comparé con las secuencias relacionadas a GH reportadas
para primates para obtener un consenso que permitio el disefio de un nuevo iniciador
3': MV5.

Intergénica
# Reamplificacion

Exdn IVyV

IGPIV %

\4
AGTTCCAAGCL...

v
ATCCGATCCAR TTCAG .o

ATCCGA.CCAAATACAG
ATCCGA.CCAAATTCAG

v
Nuevo inicador 3’

Figura 11.- Estrategia para disefiar un iniciador 3". Se esquematiza ¢| procedimiento para obtener un nuevo
iniciador 3° que permitiera amplificar los genes relacionados a GH en el mono verde.
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La amplificacién con los iniciadores IGPII e IGPIV funcioné permitiendo obtener
solo una regidn intergénica (Figura 12), come se evidencid al cortar con la enzima Hind 111,
ya que esta enzima permite distinguir entre las dos regiones intergénicas cortas obtenidas
para el mono verde (Corrales, 2000). Ademés la suma del tamafio de los productos
digeridos por dicha enzima es igual al tamaifio del producto inicial (sugiriendo una regién
mntergénica). Después al reamplificar con los iniciadores IGPIV-403, se obtuvo una banda
de aproximadamente 400 pb la cual se secuencié. La secuencia permitio el disefio del
iniciador MV3, el cual se une al final de la unidad transcripcional, justo sobre el codén de

terminacion.

A) B)

Secuencia: Exén V
acagraagcgtctatgaactcectaaaggacctagaggaaggcatccaaacgectgatgecagGECTGGAAGATGECAGCCCCT
GGACTGGGCAGATCTTCAAGCAGACCTACAGCAAGT TCRACACARACTCACACAACGATGACGCACTACTCAAGAACTACG
GGCTGCTCTACTGCTTCAGGAAGGACATGGACAAGGTCGAGACATTCCTGCECATCGTGCAGTGCCGCTCTGTGGAGGGCA
GCTIGTGGCTTCTAgetgecogggtggeateectgtgacecctceccagtgectetecctggaatcegg

3 CACCGAAGATTGACGGGTCCAC 5 :MV3

0)

Figura 12.- Disefio del iniciador 3". A) Se muestra el producto amplificado con los inictadores IGPII-IGPTV
y el mismo digerido con Hind III en un gel de agarosa al 0.8%. B) Gel de agarosa al 0.8% cuyos carriles de
izquierda a derecha son: marcador A + Ps¢ I, control negativo y dos productos amplificados obtenidos con
IGPIV-403 a partir del producto de IGPII-IGPIV. C) Se muestra [a secuencia obtemda mndicando con letras
minusculas las regiones no codificantes, con mayusculas 12 regién codificante (exdn V) y con italicas el
codon de termunacion. El cuadro sefiala la posicion donde se alinea el imciador MV5,
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4.3 Obtencion de los genes de GH del mono verde.

Utilizando diferentes combinaciones de iniciadores, se realizaron varias reacciones
de PCR. Una vez estandarizadas las condiciones, cinco combinaciones de iniciadores

permitieron obtener los productos amplificados mostrados en la figura 13.

> 1800pb 5
L, 1850 pb *1-3_9
s IPT T s g
sPdl, 2900 pb -
-
SEqy, 3300 pb :
A)

Figura 13.- Amplificacion de los genes GH-PL del mono verde. A) Se esquematizan los sitios de
alineamiento de los iniciadores, asi como los productos amplificados derivados utilizando el gen GH-V del
macaco como secuencia blanco. B) Los productos amplificados con las diferentes combinaciones de
iniciadores, se analizaron en un gel de agarosa al 0.8% (1: d11-MVS, 2: d11-139, 3: d11-403, 4: 5Ed2-403, 5:
5Ed2-AGN). Con ¢l iniciador 403 se obtiene una banda adicional de aproximadamente 1000 pb.

4.3.1 Caracterizacion enzimatica

Los productos amplificados fueron caracterizados enzimaticamente con la finalidad
de conocer el numero probable de genes amplificados.

Se sabia que en el promotor proximal de la mayoria de los genes GHs reportados
para primates se encuentra un sitio Bam HI, a excepcién de un PL de macaco. Por lo tanto,
se hizo una digestién de los productos amplificados con esta enzima y s¢ encontrd que
efectivamente corto todos los productos; pero se observo que el producto dll-139 estaba
integrado por dos genes: uno que corta y otro que no corta (Figura 14). Ademas, se observa
que los dos productos obtenidos con SEd2 incluyen un sitio de corte Bam HI dentro de la
unidad transcripcional, pues de no ser asi se esperaria para 5Ed2-403 una banda de
aproximadamente 1500 pb y para el SEd2-AGN una banda un poco mayor, mismas bandas

que no se obtuvieron (Figura 14).

39



hrec adu oy s alaabr 14 moonddeloeee L 0, mmo sy e T ¥ CRR S ) Pt tLares AR vy monoss g | .

Bam HI
400 pb 1500 po
dil
—> 1900 pb =
ﬂi m 403
SEd *%\ - 514
A) B)

Figura 14.- Caracterizacién de los productos amplificados con Bam HI, A) Esquema representativo de un
gen de GH, las flechas pequerias muestran los iniciadores utilizados y las lineas representan el tamafio de los
productos amplificados, mientras que la flecha gruesa muestra el sitio de corte Bam HI, y a sus lados se indica
el tamario de los dos productos generados por la digestién con esta enzima, si no hubiera sitio de corte en la
unidad transcripcional amplificado con 5Ed2-403 se generaria la misma banda de 1500 pb y una banda un
poco mayor en el caso de SEd2-AGN. B) Gel de agarosa ai 0.8 % mostrando el producto de la digestion de los
productos amplificados ademas del marcador A + Pst L (la flecha remarca la banda de 1500 pb esperada).

En los genes de la familia GH-PL reportados para primates hasta e] momento, se ha
observado que la enzima Bgl Il solo corta los genes de GH y no los PLs, por lo tanto se
caracterizaron los productos amplificados con esta enzima. Con la finalidad de hacer una
caracterizacion mas uniforme de los productos amplificados, €stos se reamplificaron con
los iniciadores d11-d10 y se digirieron con la enzima Bg/ II. Esta enzima solo cortd los

productos d11-139 y d11-MVS5 (Figura 15).
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Figura 15.- Caracterizacién de los productos amplificados con Bg! 11. A) Esquema represéntativo de un
gen de GH, las flechas pequeiias muestran los iniciadores utilizados y las lineas representan el tamafio de los
productos amplificados, la flecha gruesa muestra el sitio de corte Bgl/ 1l y a ambos lados Jos tamafios de los
productos generados. B) Los productos se resolvieron en un gel de agarosa al 0.8%. Se uso como control el
producto d11-d10 sin digerir y como marcador A + Psy [,

Con la finalidad de diferenciar entre si los productos amplificados y al mismo
tiempo tratar de relacionarlos con las regiones intergénicas previamente reportadas por
Corrales (2000), se procedié a hacer una amplificacién virtual usando los iniciadores d11-
prim, de los promotores proximales de las regiones intergénicas de macaco y mono verde,
para buscar enzimas diagndsticas que permitieran diferenciarlas.

La enzima Eco RV cortd solo el producto 5SEd2-403 y este patrén correspondid
s6lo a la region intergénica larga Cal-L2; mientras con la enzima Hae 111 se digiri6 sélo el
producto SEd2-AGN y este mismo patron se observé en la region intergénica larga Cal-L3.

En la figura 16 se observa el resultado de la digestion.
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Figura 16.-Caracterizacién enzimatica de los promotores de los productos amplificados. A) E] esquema
muestra una representacion de la anatomia tipica de un gen de GH, las flechas indican los sitios de
apareamiento de los iniciadores utilizados para obtener el promotor proximal. Los productos amplificados de
los promotores derivados de los genes amplificados y de las clonas obtenidas de las regiones intergénicas por
Corrales, fueron caracterizados con Eco RV (B) y Hae 111 (C) El control representa el producto amplificado
sin digerir y los marcadores utilizados fueron @X174RF y A + Pst I, respectivamente.
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Cinco productos amplificados se diferenciaron enzimdticamente (Tabla 6). Los
productos d11-Mv5 y d11-139 con sitio de corte Bam HI, fueron diferenciados durante ia
secuenciacién. La tabla 6 resume las principales caracteristicas enzimaticas que permitieron

diferenciar los productos amplificados.

Tabla 6.- Diferenciacién enzimitica de los productos amplificados.

D11-Mv3 011-139 D11-403 5£d2-403 | SEd2-AGN
BamH en el
promotor proximal SI SI .')VO 51 SI SI
BamHl enlk
il »NO NO NO NO S7 S7
transcripcional
EcoRY en et
oramatie presigis O XO | N0 NO ST NO
£¢/8 en 1a unidad
i b ST LY ST NO NO NO
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4.3.2 Clonacién de los productos amplificados,

Los productos amplificados se clonaron usando el kit de topoisomerasa. De las clonas
que crecieron se realizd la extraccion del DNA plasmidico, La seleccidn de las clonas se
hizo al observar el retraso en la migracion de! DNA, al haber adquirido el inserto. Se
observaron dos patrones de retraso en la migracion del DNA, diferentes al del DNA
plasmidico sin inserto, como se muestra en la figura 17.

Las clonas que mostraron retraso durante la electroforesis se caracterizaron més

detalladamente y fueron secuenciadas.

Figura 17.- Seleccién de las clonas, Los DNAs plasmidicos extraidos de las clonas recombinantes se
analizaron en un gel de agarosa al 0.8%. Los nameros del | al 18 indican diferentes extracciones de DNA
plasmidico y la C el plasmido sin inserto.

Al digerir con la enzima Eco RI, se liberan los insertos de los vectores
recombinantes. Esta caracterizacién permitié comprobar que se habian obienide clonas
recombinantes de todos los productos amplificados.

En la figura 18 se muestra a la izquierda los productos amplificados digeridos con
Eco R1. Solo los productos que incluyen parte de la regién intergénica (SEd2-403, SEd2-
AGN) fueron digeridos con esta enzima, los productos de tamafio similar (d11-MV5, d11-
139, d11-403) fueron diferenciados segln ¢l retraso de la migracion del inserto liberado.

Al menos dos clonas independientes de cada producto amplificado fueron
secuenciadas. La secuencia nucleotidica se obtuvo alineando las secuencias parciales leidas

con los diferentes iniciadores.
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Figura 18.- Identificacién de las clonas recombinantes. La digestion con la enzima Eco Rl de los productos
amplificados y de las clonas seleccionadas por su retraso en la migracién del DNA, se analiz6 en un gel de
agarosa al 0.8%. El marcador usado fue A + Psr [ y como controles s¢ uso un vector sin inserto digerido y sin

digerir.
4.3 Analisis de las secuencias nucleotidicas.

Para realizar el alineamiento de las secuencias nucleotidicas de los genes obtenidos,
éstas se cortaron en un mismo sitio tanto 5° como 3° (sitios donde se alinean los iniciadores
dll y dl0 respectivamente) y se analizaron mediante el programa computacional
CLUSTAL-W. Por ser estos genes miembros de una misma familia conservan una gran
similitud entre si y con los genes de GH y PL de primates. La tabla 7 muestra el porcentaje

de similitud de los genes obtenidos en relacion a hGH-N y hPL-3.

Tabla 7.- Porcentaje de similitud entre los genes GH y PL del mono verde y hGH-N y hPL-3,

% %
Gen hGH-N | PL-3

caGH-N 94 92
caPL-1 90 91
caPL-2 91 92
caPL-3 90 91
caPL-4 90 91
caPL-5 90 91
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Se obtuvo solo uno que comparte mayor porcentaje de similitud con GHs por esto y
otras caracteristicas tipicas que se mencionaran después se le nombroé caGH-N; los cinco
genes restantes presentaron solo 1% maés similitud a PLs; de tal manera que por observar en
sus secuencias caracteristicas tipicas de PLs se les llam6: caPL-1, caPL-2, caPL-3, caPL-4
y caPL-5; el nombre se relaciona con las iniciales de la especie, el tipo de gen al que se
parecen y el orden en el que fueron obtenidos.

En la figural9, se presenta el alineamiento de las secuencias nucleotidicas (GH-PL)
de los genes del mono verde y de otros primates.

Durante ¢l alineamiento., se evidenciaron wmecanismos de convergencia
(sustituciones que afectan especificamente los genes de una misma especie) ademds se
observo que los sitios de “splicing” estan conservados. Para los genes caPL 1,2,3,4y 5 se
observa en el final del intron 11 una insercion caracteristica de PLs (Figura 19 A).

Especificamente en dos secuencias de PLs (caPL-3 y 4) ocurri6 la insercion de un
coddn en la secuencia codificante (exén I'V) (Figura 19 B).

Intrén |1 Exon IV

X
call Bmmmmmnn == =CCTIGETGGGOGET CCTTCTOCTAGRAAGAAG call CAACAGCCTATTG = TATGGTGTCTC
A TCTTGETCEETGET COMTCTCCTASGAAGAAG CAACAACCTGGTG~ —TATEACACCTC
AGACCAGCAGTACCTCT R GETGGEGEGETOCTTCTCCTACGAAGAAG CAACAACCTIGGTG~ —CATGACACCTC
ACACCAGCASTACCTCTTGGT XTTCTCCTAGGARCAAG CAACAGCCYIGGTG~ « ~TATGECALCTC
AAACCAACGETACTTCTTCGTEGEGRGCTCCITCTCCTAGGAAGAAS CAACANCCTOGT SETGEATGGCACCTL
AGACCAGCAGTCOCTTCTTGETGEGEGET CCTTCTCCTAGGARGAAS CAACRACCTERTGET CTATGECACCTC
AGACCACCASTACCTCPTGCT COGRAGET CCTFCTOCTACGAAGAAG CAACAACCEGGTG- —~CATCACALCTC

neR-v R NS CCTTOOTGCETGETCCTICTCCTACGAAGAAG mGHv CAACCACCTGGTG - -~ CATACCAACTC
maGHa A wmm eemeaa CCTTGETGECCCET CCTTCTCCTACGAMAGAAL maGHa CAACAGCCTATTE -TATGGCGICTC
maGHb A mmmm e CCTTCATECGTECT CCTTCTECTAGGAAGAAA maGHb CAACAGCCRACCS -~ ~-CATAACATCTC
het 3 AAACCAGCAGTCCTTCTEGET GGGGGGT CCTT CTCCTAGGAAGAAA hPL-3 CAACAACCTGETG- - ~TATGACACCTC
<PLa ABRACCAACGGTCCITCTTIGGT TCCTT CTCCTAGGAAGAAG heL-2 CAACAALCCTGCTG-~-TATGACACCTC
heL 2 AAXCCAGCASTCCTTCT T GCTECCESET COTTCTCCTAGGAAGAAA cPlLd CAACAACCTGETG-~ -TATGACACCTC
PLd AAAGCAGCGETCCTTCTTGGTGGGEGET CCTT CTCCTAGGARGAAG cPLb CAACBACCTGGTG~ ~—TATGACACCTC
PLL APAGCAGCGETCCTITCTTEETGGCAEEGT COTT CTCCTABGAAGAAG hPL-1 CAACAACCTGGTG-—-TATGACACCTC
heL 1 AARCCAGTGETCCTTCTT CETEGEGEETCCTT CCCCTAGGAMGANG cPlc CAACARACTTGETG TATGACACCTC
h& N A - === CCTTGGTGCCCGEET CCTTCTCCTAGGAAGAAG hEH=-R CAACAGCCTGGTG TACGGCGCCTC
<SGH-N A - === == - —CCTTGETGECCECTCCTTCTCCTASCAAGAAG cGH-N CAACAGOCTGETG- ~-TATGGCECCTC
<GH-V Amcm e ~CCTTGGTGEGCEGT CCTTCTCCTAGGAAGAAG cGH-V CAACAGOCTGGTC~ --TATGGAGCCTC
h&H-V Amm e oo ~CCTTGGTCEECEET CCTT CTCCTAGGANAGAAG hGH-V CAACAGCCTGETG - -TATGGCECOTC

A) B)

Figura 19.- Alineamiento de las secuencias nucleotidicas de los genes relaciorados a GH del mono verde
contra las secuencias gémicas reportadas para otros primates. A) Se resaltan los fenémenos de
convergencia (A—G, C—A) y los sitios splicing (final del intrén, inicio del exén) conservados. B) Se
observa la insercion del mismo codon en el exon 1V de los genes caPL3 y 4.

Durante el analisis filogenético, las secuencias se asociaron por grupo. En la figura
20 podemos observar la asociacion de los genes de GH reportados para los monos del
nuevo mundo en una rama {mono arafia y Callithrix), las secuencias de GH dec grandes
monos (chimpancé y humano) en otra, ademas se observa de este mismo grupo una

ramificacion que incluye a los PLs.
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Los genes de los monos del viejo mundo (caGH-N, caPLs y mGH-N) se agruparon
en una misma ramificacion, compartiendo los genes relacionados a PL del mono verde
mayor similitud entre si y a la vez siendo mas parecidos a GH-V de macaco que a caGH-N.
Aungue todos los PLs se agrupan juntos compartiendo €l mismo ancestro, evolucionaron de
manera independiente en los monos del viejo mundo y los grandes monos, como lo muestra
el agrupamiento de las secuencias.

El gen caGH-N quedé muy cercano al ancestro que también dié surgimiento a los
PLs en chimpancé y humano.

En las secuencias génicas amplificadas del mono verde, no hubo un gen ortdlogo

para mGH-V.

[ «I ma: mono arafia
maGH-b MEM call: callitrix
T ‘_!caucﬂ
maGH-a
hGH-N i .
iGN oM s s sl
— : humano
hGH-V cPLd
LGH-V Y ok
hPL-2
cPLb
hPL-1
cPLa
c¢PLe
caGH-N m: macaco
' —:mGH-V e 3'! ca: mone verde
| _IcaPL--t
caPL-3
e Cabra caPL-2
’ ‘_LlcaPL-I
caPL-5

Figura 20.- Analisis filogenético de las secuencias nucleotidicas. Arbol filogenético de las secuencias de
los genes GH-PL de mono verde y las secuencias repartadas para otros primates.
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4.5 Analisis de las secuencias aminoacidicas

Una vez localizadas las secuencias codificantes (exones), se eliminaron las
secuencias no codificantes (intrones) y la secuencia codificante restante se tradujo a
aminoécidos mediante el programa computacional DNAMAN.

Se obtuvieron tres proteinas de 217 aminodcidos (incluyendo el péptido sefial) y dos
de 218 aminoacidos. En ninguna proteina se observaron caracteristicas que indicaran la
presencia de pseudogenes.

Al analizar el alineamiento de las secuencias aminoacidicas se pudo deducir una
secuencia ancestral para GH y PL (Figura 21). La versién ancestral PL difiere por 14
sustituciones aminoacidicas de la de GH y estd muy relacionada con CAGH-N (con
solamente 9 sustituciones) y entre HGH-N y CAGH-N sdlo hay cinco sustituciones
aminoacidicas.

El exén 2 de CAPL-3 presenta mucha semejanza con HPL-3 (T3, Ls, Azg) ¥y podria
ser la mas parecida a la version ancestral comun de PL.

Cabe seiialar la insercidén de un residuo aminoacidico de valina (V) en dos de los
PLs del mono verde (CAPL-3 y 4) en la posicién 102 de la proteina madura. En las
proteinas CAPL-3 y 4 ocurri6 la sustitucion de un aspartato (D1;7) por una serina (Sie4), €n

la proteina CAPL-3 se observa ademés la sustitucién de una serina por una valina,
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El andlisis filogenético de las secuencias aminoacidicas GH-PL de primates
evidencid dos grupos distintos (Figura 22): las GHs y los PLs; ademds confirmé que
CAGH-N corresponde a la hormona del crecimiento y que las GHs de los monos de vigjo
mundo: mono verde (CAGH-N) y macaco (MGH-N y MGH-V), estdn maés relacionadas
con la version ancestral que dié también surgimiento a los PLs. Los cinco genes restantes se
asocian a PL, siendo la proteina CAPL-3 la mas parecida a dicho ancestro. Ademas, los PLs

de MVM y GM surgieron por fendmenos de duplicacién independientes.

MGH-V

AGH-N
i fVIGH-N
MAGH-V
‘ ! JCAGH
! MAGH-N
HGH-N
HGH-V

| ICGH-V
el " APL-3
A P L4
— MPL-3
PL "“[;;’1,2
CAPL-1 MM
APL-S
MPL-1
MPL-2
CPL-A CP1L-C
” CABRA ; u?
CPL-D
3 HPL-3 GM
f ars ""';HPLA
¢ . 5CPL-B
: e s S e s S e hﬁp}‘rl Ty

Figura 22.- Analisis filogenético de las secuencias aminoacidicas. Arbol filogenético de las secuencias de
las proteinas GH-PL de mono verde y las proteinas reportadas para otros primates.
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Se analizo la composicion aminoacidica de los sitios funcionalmente importantes en
relacion de la hormona con su receptor (Liu y cols., 2001) para los siguientes primates:
mono arafia (MNM), macaco, mono verde (MVM) y humano, contra un prosimio
(Nycticebus) y el cerdo, considerado virtualmente similar a la secuencia ancestral de GHs
de mamiferos (Wallis, 1994). Se observaron 16 sustituciones aminoacidicas ¢ntre mono
arafa y la secuencia ancestral, e] periodo de cambios se estabilizé durante la divergencia de
las GHs de MVM vy el humano, encontrando 15 sustituciones en relacién a la secuencia
ancestral y ningtin cambio entre estas hormonas. Entre prosimios y el cerdo solo se observa

un cambio aminoacidico (Tabla 8).

Tabia 8.- Divergencia de GH en sitios funcionalmente importantes.

o
§
2

Meno verde

£
8
|3
8

Sitio Cerdo Nyet Mono arafia

1
12ﬂ 126
16%
18*
19166
21°
S
29
4] 127n¢
a5t
46120t
48
51°
54
56*
58%
6l1031.c
szc
63°
64]
65"
68*
164°
167l27 be
]68“» bt
17113 ac
172*
174*®
1 754)1:
17615
1 781658t
179"
182*
183"
185
NOTA: Los aminoacidos cambiados en primates e¢n comparacion con la secuencia ancestral y €l prosimio
(Nycticebus) estan en negritas, los cambios especificos de mono arana estian en italicas, los nimeros pequefios
indican el sitio de unién hormona- receptor, el * indica una delecién mientras que — indica similitud a la secuencia
ancestral (Liu, 2001).
* Residuos importantes para la interaccién GH-GHR (Cummingham y Wells 1989, 1993).
b Residuos importantes para la interaccién GH-PrlR (Cummingham y Wells, 1991).
¢ Residuos de GH que se unen 2 PRLR humano (Somers, 1994).
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Al realizar la prediccion de la estructura tridimensional de las proteinas mediante el
programa DNAMAN, se observé que la formacion de la cuarta hélice podria verse alterada
en la proteina CAPL-3, debido a las sustituciones aminoacidicas ocurridas en dicha
proteina. En la figura 23 se representa la estructura tridimensional de un proteina tipica
relacionada a GH y el anexo 2 presenta la prediccion virtual de la estructura tridimensional
de CAPL-3 y HGH-N; mostrando en gris la formacion de las cuatro hélices propuestas
segun los estudios de cristalografia realizados por De Vos (1992). Cabe recalcar que la
exactitud de la prediccion virtual fue solamente del 68.11% y esto podria influir en las

diferencias observadas en la formacion de las hélices.

Figura 23.- Estructura tridimensional de GH. Las proteinas relacionadas a GH presentan una estructura
tridimensional formada de cuatro hélices @ unidas por dos puentes disulfuro.

un
[\
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4.6 Analisis de los promotores proximales de los genes relacionados a GH

Durante ¢l alinecamiento de la regidon promotora proximal de los genes y las regiones
intergénicas de mono verde, se identificaron los principales sitios de unién a factores
transcripcionales (Figura 24).

Globalmente, las secuencias de los promotores no presentan cambios significativos en
comparacion con las previamente reportadas. Los elementos de unién a Pit-1 distales y
proximales, no tuvieron cambios con la excepcion de una sustitucion de T—G presente en
los promotores de los genes de GH de los monos del viejo mundo (macaco y mono verde).

En el elemento respuesta a AMPc (CRE), la mayoria de los promotores relacionados
a GH del mono verde presentan la misma delecién que €] de la cabra o una sustitucién de
una T por una G (T—G0).

El elemento TRE, de manera particular, presenté mas cambios; para todos los genes
de mono verde en la posiciones -48 y -50 hay A y C respectivamente, como se observa en
las GH-V del humano y el chimpancé y los PLs. Ademas se notaron sustituciones (en todos
los PLs) especificas para ¢sta especie. La caja TATA y el clemento INTE no presentaron

alteracion.
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Al realizar el andlisis filogenético de los promotores proximales de los genes
encontrados y de las regiones intergénicas reportadas para el mono verde y macaco, usando
como grupo fuera a la cabra (por ser €sta la especie ancestral reportada que tenia un
promotor proximal mas completo). caGH-N no se agrupé con promotor alguno y no se
encontré un promotor del mono verde que correspondiera al promotor de GH-V reportade
para macaco. Los demds promotores reportados para mono verde se asociaron a los

promotores proximales reportados para las regiones intergénicas de macaco (Figura 25).

caGH-N I mGH-V
miI-L1
— M I-L3
— caPL-1
1 caPL-2 mI-C1
caPL-5
cal-C2
|caI—C1
-L1
— caPL-4
cal-L2
cal-L3
caPL-3
Cabra

Figura 25.- Anélisis filogenético de los promotores proximales. Arbol filogenético de las secuencias
nucleotidicas de los promotores proximales de los genes y de las regiones intergénicas de mono verde (cal-
Cl, cal-C2, cal-L1, cal-1.2, cal-L3) ademas de los promotores proximales de las regiones intergénicas de
macaco (ml-C1, ml-C2, m}-L1, ml-L2, mI-L3) y el de GH-V de macaco (mGH-V).
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CAPITULO V

DISCUSION

En muchos mamiferos la GH es codificada por un sélo gen. Sin embargo, en los
primates, varios eventos de duplicacion del gen GH dieron lugar a un complejo
multigénico. En €l humano, dos GHs (hGH-N y hGH-V) y tres PLs (hPL-1, hPL-2 y
hPL-3) integran el locus. Mientras que hGH-N se expresa en pituitaria, ¢l resto lo hacen
en la placenta (Chen y cols., 1989). En otros primates el locus GH ha sido también
estudiado, Por ejemplo, en ¢l chimpancé se determiné recientemente la organizacion
parcial del locus que estd integrado por dos GHs y cuatro PLs (Revol, enviado a
publicacidn). Para el macaco, un mono del viejo mundo se logré tinicamente obtener
cinco DNAcs: dos GHs y tres PLs y la secuencia completa de GH-V (Golos y cols.,
1993). En dos mones del nuévo mundo se han reportado inicamente genes relacionados
a GH: ocho para el Callithrix (Wallis, 2002), y seis para el mono arafia (Revol, enviado a
publicacién).

Aunque Golos y cols (1993) describieron tinicamente cinco genes relacionados a
GH para el macaco, la intensidad de las bandas hibridadas en el analisis por Southern blot
del DNA genémico podria sugerir mas de cinco genes. Recientemente, en el Laboratorio
de Biologia Molecular de la ULIEG se reportd para los monos del viejo mundo (macaco
y mono verde) cinco regiones intergénicas, sugiriendo asi que el locus esta integrado por
al menos seis genes (Corrales, 2000)

Los monos del viejo mundo divergieron después de los del nuevo mundo y antes
de los grandes monos, por lo tanto ocupan una posicion estratégica para inferir acerca de
los eventos evolutivos ocurridos durante la duplicacion génica que permitio el

surgimiento de los lactégenos placentarios.
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5.1 Obtencion de los genes del complejo GH-PL en el mono verde y

comparacion.

De las metodologias tradicionalmente utilizadas para obtener genes, destacan el
tamizaje de bibliotecas y la amplificacion génica por PCR, durante este trabajo se ehgid
la segunda alternativa. Se utilizaron iniciadores ya disponibles en el laboratorio los cuales
se habian sintetizado en base a la secuencia del complejo GH-PL humano y se disefié un
nuevo iniciador 3° en base a las secuencias de los monos del viejo mundo.

Seis genes del complejo GH-PL fueron obtenidos mediante PCR en ¢l mono
verde. Dos de ellos se amplificaron con un iniciador 5° que se alinea en la regién
intergénica a 1500 pb del inicio de la transcripcién y los cuatro restantes con otro que se
une al inicio del promotor proximal. Los iniciadores 3" usados se unian al final del exén
5, obteniendo asi tanto el promotor proximal como la unidad transcripcional en su
totalidad.

Aunque la caracterizacidon enzimatica permitié diferenciar al menos cinco genes,
seis secuencias fueron definidas durante la secuenciacidn.

El analisis de las secuencias nucleotidicas completas (¢xones € intrones) revelo
que los sitios de “splicing” estan conservados en todos los genes, lo que permitid asumir
el procesamiento correcto de los RNAms.

Aunque los genes del complejo GH-PL por ser miembros de una familia guardan
gran similitud entre si, ¢l analisis de las secuencias nucleotidicas indico que el gen caGH-
N es de tipo GH presentando un 94% de similitud con hGH-N. El anlisis de la secuencia
aminoacidica de este mismo, corroboré que es el mas conservado y podria ser
considerado ortélogo a hGH-N. Unicamente cinco sustituciones aminoacidicas se
encontraron entre las dos secuencias, mientras que al comparar con maGH-N hubo 19
cambios.

Los cinco genes restantes se consideraron PLs por encontrar en sus secuencias
nucleotidicas y aminoacidicas caracteristicas tipicas de PL. Estos genes guardan mayor
similitud entre si que a los demas genes reportados para los grandes monos; esto debido a

los multiples fenémenos de convergencia génica observados.

57




(X 18 vow s g b la emunadela 1y o [T o £ E 5 P el a4 J ’

5.2 Analisis filogenético de las secuencias GH-PL.

El analisis filogenético de las secuencias aminoacidicas de los genes relacionados
a GH de primates evidenci¢ dos grupos distintos: las GHs y los PLs (Figura 22). Ademas,
el mismo anaélisis filogenético sobre las secuencias nucleotidicas evidencié dos ramas
distintas: una correspondiendo a las GHs de los monos del nuevo mundo y la otra a los
monos del viejo mundo y los grandes monos. Este mismo grupo se ramifica a su vez en
dos: uno que agrupa las GHs de los grandes monos y otra los PLs.

Aunque todos los PLs compartieron el mismo ancestro, evolucionaron de manera
independiente en los monos del viejo mundo y en grandes monos (chimpancé y humano).

Estos resultados se confirmaron al analizar el alineamiento de las secuencias
aminoacidicas, del cual se pudieron deducir las secuencias ancestrales para GH y PL
(Figura 21). La version ancestral PL difiere por 14 sustituciones aminoacidicas de la de
GH y estd muy relacionada con CAGH-N (con solamente 9 sustituciones). Se cbservaron
también los mecanismos de convergencia que hacen que las secuencias de un mismo
grupo s¢ parezcan mas entre si.

Cabe sefialar la insercién de un aminoacido (valina) en dos de los PLs del mono
verde (CAPL-3 y 4), lo cual no afecta aparentemente la estructura de la proteina. Aunque
la adicidn por si sola no parece alterar la estructura de las proteinas, la sumatoria de los
cambios ocwridos en la proteina  CAPL-3 alteran virtualmente la estructura
tridimensional de la proteina, desestabilizando la formacién de la cuarta hélice, lo que
podria dar como resultado una proteina madura con una estructura diferente.

Del anaélisis realizado a las secuencias aminoacidicas de los genes obtenidos se
puede predecir que mantienen los dos puentes disulfuro en la misma posicion (az 53 y
182) que las GHs y PLs del humano y macaco.

Al comparar los sitios funcionalmente importantes en relacion de la hormona y su
receptor para los diferentes primates: mono arafia, macaco, mono verde y humano,
usando como grupo fuera al cerdo y un prosimio (Nycticebus), nuestros datos soportan la
hipétesis de que la especificidad de especie del GHR humano surgié en un ancestro de

los primates del viejo mundo y la fase transitoria persiste ain en los monos del nuevo
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mundo (Liu y cols., 2001), pues no observamos cambios en los sitios funcionalmente
importantes para los monos del viejo mundo y el humano.

De los treinta y cinco sitios funcionalmente importantes analizados, en los PLs se
observan once cambios aminoacidicos, de los cuales siete fueron sustituidos por
aminoacidos de caracteristicas similares (gjemplo: hidrofébico por hidrofébico).
Podemos asurnir al menos once sitios determinantes en la unién al receptor, los cuales se
conservan tanto en GH como en PL de primates. Esto podria apoyar lo propuesto por
Vashdi y cols. (1992), acerca de que los PLs pueden interactuar con receptores
lactogénicos o somatogénicos y la unidon hormona-receptor podria darse por un
mecanismo diferente incluyendo un set de diferentes aminoacidos. Unicamente ensayos

de unién de estas proteinas a sus respectivos receptores podrian corroborar esta hipétesis.
5.3 Analisis de los promotores proximales.

Las secuencias de los promotores proximales s¢ encontraron fuertemente
conservadas en todos los casos. El gen caGH-N mostré caracteristicas tipicas de GHs y
los genes CAPL-1, 2, 3, 4, 5 presentaron caracteristicas relacionadas a los genes de
expresion placentaria (GH-V y PLs).

El analisis filogenético de los promotores de las regiones intergénicas y los genes
reportados para mono verde y las regiones intergénicas de macaco, sugiere que el gen
caGH-N es el primero del locus por no encontrar asociacién con ninguna regién
intergénica de macaco ni de mono verde del gen previamente reportado (igual que en los
locus de humano y Callithrix). Tampoco se encontrd asociacion de la mGH-V con los
genes o las regiones intergénicas de mono verde. Esto podria sugerir que en el locus GH-
PL del mono verde no hay un gen GH-V ortélogo, pero la presencia de mas genes GH-
like no puede ser excluida, pues algunas sustituciones nucleotidicas en ¢l sitio de
apareamiento de los iniciadores podrian impedir su amplificacion por PCR, por lo tanto
por ahora solo podemos afirmar que ¢l locus GH-PL en el mono verde esta integrado por
al menos seis genes.

Los promotores proximales reportados para las regiones intergénicas de macaco y

mono verde son muy semejantes a los descritos en este trabajo. Sin embargo, no fue
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posible establecer una relacién absoluta entre los promotores proximales de los genes y
las regiones intergénicas ya que estos ultimos fueron secuenciados de manera preliminar
(1 clona de cada uno), pero aun asi, con los resultados obtenidos se propone la siguiente
organizacion parcial del locus (Figura 26):

El gen caGH-N es el primero del locus.

Al gen caPL-3 le antecede 1a region intergénica cal-L3

Al gen caPL-4 le antecede la region intergénica cal-L2

Al gen caPL-5 le antecede la region intergénica cal-C2

La relacion entre los genes caPL-1 y caPL-2 con las regiones intergénicas cal-Cl

y cal-L1 no se logré establecer.

g =" 21 —t

% caGH-N

5 —TTTmE cal-
B e i
= caPL-2 cal-L1
cally L,
L R S
= caPL4 E GH
eal-C2 o
caPL-5 iy

Intergénica corta
Intergeénica larga

Figura 26.- Organizacin parcial del locus GH-PL del mono verde. Aunque se desconoce la
organizacion total del locus, se propone que caGH-N es el primer gen del locus, a los genes caPL-1,3 y 4
les anteceden una regién intergénica larga y a los genes caPL-2 y 5 una regién intergénica corta. aun que la
relacién gen-intergénica de caPL-1 y 2 atn no es clara.

Los resultados obtenidos durante este trabajo concuerdan con lo propuesto por
Revol y cols (2001) acerca de que la duplicacion génica del complejo GH-PL ocurrid de
manera independiente en los linajes de primates: los monos del nuevo mundo, monos del
viejo mundo y grandes monos. Por otra parte, la gran similitud entre las GHs de macaco,
mono verde y humano sugiere que entre estas especies la duplicacién génica que dio
origen a los lactégenos placentarios fue compartida y este fenémeno ocurrid a partir de

un ancestro parecido a las GHs de los monos del viejo mundo.
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Las razones para la rapida y aparentemente independiente expansién del complejo
multigénico aiin no son claras. Se propone que cuando la GH adquirié una nueva funcion
(que incluyé las accionmes metabélicas de la GH o interacciones conm receptores
lactogénicos) las fluctuaciones en la importancia de esta nueva funcién favorecieron las
sustituciones aminoacidicas en la proteina. La presion de los cambios pudo ser relevada si
durante la duplicacién génica hubo cambios adicionales que pudieron favorecer la

segunda funcion.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Se obtuvieron seis genes relacionados a la familia de la hormona del crecimiento
en el mono verde. El anélisis de las secuencias predijo que todos son funcionales,
correspondiendo uno a GH y cinco a PLs.

La proteina CAGH-N estd muy conservada, presentando 5 sustituciones
aminoacidicas en relacion a HGH-N, ninguna de las cuales afecta la unién de la
hormona a su receptor.

En su forma madura cuatro proteinas estan constituidas de 191 aa y dos de 192 aa.
El analisis de las sccuencias corroboro que los PLs de los monos del viejo mundo
y los grandes monos provinieron de un ancestro comiin, semejante en su
secuencia a caGH-N.

Aunque para el macaco se ha reportado un gen GH-V, en este trabajo no se logré
amplificar el gen ortdlogo.

Los miembros del locus GH-PL en una misma especie de primates, no presentan

una evolucién independiente debido a mecanismes de convergencia especificos.
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CAPITULO VII
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SECUENCIAS RELACIONADAS A GH DE MONO VERDE

ANEXO 3

PRI

1167,

vertebrata;

1261.

Cercophitecus aethiopis gen de la hormena del crecimiento normal, (caGH-N)

» 1425,

Euteleostomi;
Eutheria; Primates; Catarrhini; Cercopithecidae; Cercopithecinae.

1680...1877)

Traduccién=MAAGSRTSLLLAFALLCLPWLQEGSAFPTI PLSRLFDNAMLRAKRLHQLAFDTYQEFEEAYIPKEQ
KHSFLONPQTSLCFSES T PTPSNREETQOKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLRSVFANNLYVYDTSDSDVYDLLKDL

EEGIQTLMGRLEDGS PRTGQILFKQTYSKFDTNSHNNDALLKNYGLLYCFRKDMDKVETFLRIVQCREVEGSCIR

ttgaggttgg
taagttgggat
tgggaaggga
aaattateca
tgggggcaag
tcraggateco
ctycaatgge
agaggtggca
gtgagtatcg
agggatggac
tecggceteey
ctettgcect
tatceagget
acacctacca
gggtgacttt
tgaagcaaag
gggagetggt
tcccaaagga
agtctattcc
ttctccecaa
tgcgbgtect
cgtggctgga
ccteyggacag
tg9gggtgay
gdgggagagaa
cttagtette
gaggaaaatg
ctcttectte
gcagacctac
cgggctgctc
gecagtgeege

ccaccatggce
ggtatctetg
aagatgacaa
ttagcacagg
cagcaagaga
caaggccecaa
tgcaggtaag
ccetgtagat
ccatctaage
agaaaaaaac
tctgttgecee
gctstgeets
ttttgacaac
ggagtttgta
cecceccgetgg
atgcaggcag
ctececageata
acagaagcat
gacaccctee
gacggggatg
tcceetgeag
acccgtgcag
cgacgtctat
ggtggcgeca
acactgctgc
atttccectg
aatgaatgag
actttgcaga
agcaagtttyg
tactgettea
tctgtggagg

Lacus B 1888pb LNA
DEFINICION
cds completo
ORIGEN Mono Verde
ORGANISMO Cercophitecus aethiopis
Eucariota; Metazoa; Chordata: CJraniana:

REFERENCIA 1 (bases 1 a 1888)
CARACTERISTICAS Localizacidn
Origen 1..1888

/organismo="Cercophitecus aethiopis”
CDS Unidén (344...415, 677...837, 1048..,

/coddén de inicio=1

/producte="hormona del crecimiento normal”
exén 1 344.. .415
intrén 416.. .676
exén 2 677...837
intrén 838...1047
exén 3 1048...1167
intxrén 1168...1260
exon 4 1261...1425
incrén 1426...1679
exon S 1680...1877
Composicicon 436 A; 531 C; 536 G; 385 T
Poxcentage: 23.1% A: 28.1% C; 28.4% G; 20.4% T.
Peso Molecular (kDa): ssDNA: 583.31 dsDNA: 1164.07
ORIGIN
L ggggtctcga ggactggceta tcatgacatc cttccecegey
1 gtgetgecag aggacaccca cctgcetectt aaggagagga
121 gctgacactc tgtgcacaac cctcacaatg ctggtgacgg
181 gecaggggge atgatcccag catgtgrggg aggagcttct
241 cacgtcagtg gceccecatgca taaatgtaca gagazacagq
301 gJaaggggceca gggtatazaa agggcccaca agagaccage
361 ctcececgaac cactcagyggt cotgtggaca geccacctag
421 cgccectaaa atccoctttct gratgatgtyg tcccgagggg
481 dggacggggg cactaaccct caggtttggg gcttcotgaat
541 ccagatattt ggtcaatcte agaatgttce tggtccectgg
601 aaacagetee tggggeaggg agagcactgg cotettacte
661 tcecggtttct goccaggcte ceggacatee ctgerocyy
721 cectggette aagagggcag tgccttecca accatteect
781 gctatgetce gegeoccateg cectgcaccag ctggectttg
841 agctcttggg gaatgggage acatcagagg tggcaagaag
901 aaagtaatgg gaggagacta aggagctcag ggttgttttc
961 atgagcgtac getgagtgag gttcecagaa aagtaacaat
1021 gatcetggtg ggtagtectt ctecraggaa gaageoctata
1081 tcatteoctge agaaccecca gacctccoccte tgettoteag
1141 aacagggagy aaacgcagca gaaatccgtg agtggatgcec
1201 ggggaggcct gtggtcagag ¢cccegggdca gcacagcecac
1261 aacctagage tgcetecgeat ctceetgetg ctcatccagt
1321 ttecteagga gtgtgtttge caacaacetg gtgtatgaca
1381 gacctectaa aggacctaga ggaaggcalc caaacgctga
1441 ggggtccecra atcctggaac cccactgget tcgagggcotg
1501 cctcttttta gcagtcaggce cctgacccaa gagaactcac
1561 gtgaatcecte caggeccttte tctacaccct gaaggggagg
1621 aggagggagg gaacagtgac caagcecgctte gectcteett
16381 ggctggaaga cggcagcccce cggactgggce agatctltcaa
1741 acacaaactc acacaacaat gatgcactgc tcaagaacta
1801 ggaaggacat ggacaaggtc gagacattcc tgcgcatcgt
1861 gcagetgtgg ettgotaacty cccaggtyg
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Bucariota; Metazoa; Chordata; Craniana; vertebrata; Euteleostomi; Mamalia;
" Eutheria; Primates; Catarrhini; Cercopithecidae; Cercopithecinae.

PRI

1142, 1235.

Cercophitecus aethiopis gen de lactégeno placentario 1 (caPL-1)

..1408,

1658...1855)

Traduccidén=MAAGSRTSLLLAFALLCLPWLQEAGRVPSVPLSRLFDHAMIQAHRLHQLAFDTYEEFEEAYTPKEK
KHSFMENPQASFCFADSIPTPSNMEETQQKSNLELLRMSLLLIQSWLEPVQFLRSVFANNLVHDTSDSDVHDLLKDL

EEGIETLMGRLEDGSPQTGQIFKQTYSKFDTHSONDDSLLKNYGLLHCFRKDMDMVETFLRMVQCRTVEGSCGF

ttcaggttgg
caggttgggt
ggaagggeaa
actagccatt
gggtcaagca
caggatccca
gcaatggetg
aggctgagec
tcagaatgtt
ggagagcact
tccecggacat
ggtagggtce
cgcctgcace
gegegteagyg
taaggagctc
aggttctcag
tggtgg99999
catggagaac
ggaggaaacyg
gacctgtggt
agagctgcetc
caggagtgtg
cctaaaggac
cecteaatect
ttttagcagt
tcctcocaggt
gagggaggga
ctggaagatg
acacactcac
aaggacatgg
agctgtgget
ccectggaaag

LOCUS 3 1525 pb DNA
DEFINICION
cdg completo

ORIGEN Mono Verde
ORGANISMO Cercophitecus aethiopis
REFERENCIA 1 (1... 13825 basges)
CARACTERISTICAS Localizacidn
Crigen Yoe #1925

/organismo="Cercophitecus aethiopis”
cDSs Unién (242...413, 639...799, 1023...

/coddn de inmicio=1

/producto="lactdgeno placentario 1*
exén 1 342, .413
intrdén 414 ...638
exén 2 639...799
intzén 780...1022
exdn 3 1023...1142
intrén 1143 ...1234
exén 4 1235...1408
intrén 1409...18657
exdén 5§ 1658.,.1855
Composicidén 443 A; 546 C; 548 G: 388 T.
Percentage:; 23.0% A; 28.4% C; 28.5% G; 20.2% T.
Peso Molecular (kDa): ssDNA: 594.70 dsDNA: 1186.89
ORIGEN
1 ggggtctgag ggactggcta tcctgacatc cttccecacy
61 gtgctgocag aggacaccca catgaccectt aaagagagga
121 gctgaccecte tgcacaaccee tcacaatgtt ggtgacggtg
181 cagggggcat gatcccagea tgtgtgggag gagettcetaa
241 cgtcagtggl Cccatgecta aacgtacaga gaaataggtg
301 actggccagg gtataaaaag ggcccacaag agaccagctc
361 ccfegaacca ctcagggtceco tgtggacage ccagctaget
421 ccectaaaat cratttcetge acgatgtgte ccgagggsag
481 gacgggggyca <¢gccatctaa gcccagatat ttaaccaata
541 ggagggatag agagagaaaa acaaacagct cctggggcag
601 tctctggete cecrecgttge cetceggttt ctocccagge
661 ggcttttgee ctegtetgee tgecttgget tcaagaggct
721 cttatccagyg ctttttgace acgetatgat ccaageccat
781 tgacacctac gaggagtttyg taagctctty gggaatgggt
841 aggggtgact thcccecget ggaaagtcct gggaggagac
901 tctgaggcga aaatgccgge agatgagcat acactgagcg
961 atgggagctg gtctccagca tagagaccag cagtacctet
1021 aggaagaage ctatatccca aaggaaaaga aggattcatt
1081 ccttctgett cgcagactct atteccacac ccotceaacat
1141 ccgtgagtgg ataccttete Cecaaggcgy ggatgggada
1202 gggcagcaca gccractygcegt gtccttcecce tgcagaacct
1261 tgctgetcat ccagtcgtyg ctggagcccg tgcagtteoct
1321 acctggtgca tgacacctcg gacagcgacqg tccatgaccet
1381 gcategaaac gttgatgggg gtgaggatgg cgecagygggt
1441 tggcttcaayg ggctgggaga gagaaacact getgctetct
1501 cccaagagaa Ctcaccttag tettcattte ccctgatgaa
1561 accctgaagyg ggagggagga aaatgaatga atgagagagg
1621 agcgctcage ctetcecttet cttoctteac tttgcagagg
1681 gactgggcag atcttcaagc agacctacag caagtttgac
1741 ctcactgcte aagaactacg ggctgeteca ctgcttcagy
1801 gacattcctg cgcatggtge agtgccgecac tgtggaggdc
18561 cgcgtggcat cctgtgacce ctcocccagtyg cctgtectgg
1921 gtgce

ccaccatgge
ggrategetg
gatgacaage
agcacagygca
gcaagagata
aggcccaact
caggtaagcg
ctgtagatgg
cctggteect
ggcctettge
cactgctect
caagecgrace
aactggectt
ggtggcagga
agggttgttt
agaagtaaca
tecttctect
ceecaggeet
cagcagaaat
cagagcecece
cgcatgtecece
tttgccaaca
ctagaggaag
ggaacctcac
caggeectga
ctttctectac
acagtgacca
gcagccececa
agaacgatga
acatggtega
tctaggtgcee
tgccactcta
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LOCUsS

Cercophitecvs aethiopis gen de lactégeno placentario 2 (caPL-2)

Bucariota; Metazoa; Chordata; Craniana; vertebrata; Euteleostomi; Mamalia;
Primates; Catarrhini; Cercopithecidae; Cercopithecinae.

BEGIQTLMRRLEDGSPRTGQIFKQTYSKFDTHSONDDSLLKNYGLLHCFRKDMDMYETFLRMVQCRSVEGSCGF

PRI

/organismo="Cercophitecus aethiopig”

675...835, 1059..

1178,

1272.

. .1436, 1694...189%1)

/producto="hormona del crecimiento normal*
Traduccidén=MAAGSRTSLLLAFALLCLPWLQEAGRVPSVPLSRLFDHAMIQAHRLHQLAFDTYEEFEEAYIPKEK
KHSLMENPQASFCFSDSIPTPSNMEETQQKSNLELLRMSLLLIQSWLEPVQF LGSVFANSLVYGTSDSDVYDLLKDL

C; 29.2% G; 20.4% T.
588.07 dsDNA: 1172.71

cttcecccacg
aaagagagga
ggtgacggtg
gagcttctaa
gaaataggtyg
agaccagctce
ccacctaget
ccgaggggag
ttcrgaatgt
gtccetggay
tcttgetcte
geotcetgget
cgtaccectta
ggcetttgac
geaggaaggg
ttgttetcty
gtaacgaatqg
tctectagga
aggcctectt
agaaatecgt
geececogygge
tgteccctget
ccaacagcct
aggaaggcat
¢eceactgge
gcctgaccea
ctctacacce
tgaccaagcyg
cceccggact
cgatgactca
ggtcgagaca

1902 pbh DNA
DEFINICION
cdsg completo
ORIGEN Mono Verde
ORGANISMO Cercophitecus aethiopis
" Eutheria;
REFERENCIA 1 (bases 1 a 1902)
CARACTERISTICAS Localizacidn
Origen 1..1902
fesal] Unidén (342...413,
/coddén de inicio=1
exén 1 342...413
intxén 414...674
exén 2 675...835
intrén 836...1058
exén 3 1059...1178
intron 1179...1271
exén 4 1272...1436
intrdn 1437...1683
exén 5 16%4...1891
Compasicién 432 A; 527 C; 555 G; 388 T.
Porcentage: 22.7% A.: 27.7%
Peso Mclecular (kDa): SSDNA:
ORIGEN
1 ggggqtctcega ggactggcta tcctgacatc
61 gtgetgecag aggacaccca catgaccectt
121 gctgacecte tgcacaacece tcacaatgtt
181 tagggggcecat gatcceagea tgtgrgggag
241 cgtcagtgge cccatgcgta aacgtacaga
301 aggdgccagg dtataaaaag dggcccacaag
361 cceegaacca ctcagggtcc tgtggacage
421 cccctaaaat ccatttetge acgacgtgtc
481 gacgggggca ctaaccctca ggtttgggge
541 agatatttaa ¢caatatcag aatgttcetg
601 acagctccety gggcagggag agcactggee
661 cggtttctcc ccaggotccc ggacatccct
721 ttggcttcaa gaggectggta gggtcccaag
781 tatgatcgaa gcccatcgec tgcacfaact
841 ctcttgggga atgggtgcat gtcaggggrg
901 agtcatggyga ggagactaag gagctcagag
261 gagcatacac tgagtgaggt tcoctcagagaa
1021 gaccagcagt acctcttggt gggggggect
1081 aaaagaagca ttcgctcatg gagaacccce
1141 ccacaccecte caacatggag gaaacgcage
1201 aggoggggat gagggagace tgtggtcaga
1261 tteccctgeca gaaccragag ¢tgctcegea
1321 agceocgtgca gttcetcggg agtghkgtttg
1381 gcgacgtcta tgacctcecctad aaggacctag
1431 gggtggegee aggggtcccce aatcectggaa
1501 aacactyctg cecctettttt agcagtcagg
1561 catttccect ggtgaatcet ccaggecttt
1621 gaatgaatga gagagggagg gagggaacag
1681 cttcactttg cagaggctgg aagatggcag
1741 ctacagraag tttgacacac actcacagaa
1801 gctecactge ttcaggaagd acatggacat
1861 ccgetctgtg gagggcaget gtggcttcta

gatgcctggg

ttcaggttgg
caggttgagt
ggaagggaaa
attagccatt
gggtcaagca
caggatctca
gcaatggcetg
aggtggcgcee
gagtategee
ggatagagag
tggctcecte
tttgcectee
tccaggettt
acctacgagg
gtgactktce
aggegaaaat
gagctggtct
agaagcctat
ctgcttetca
gagtggatge
agcacageca
gecteatecag
ggtgtatgge
ccaaacgttg
ttcgagggcet
agagaactca
tgaaggggag
ctcagectet
gggcagatct
ctgctc daga
ttecctgegea
tg

ccaccatggce
ggtatcgety
gatgacaage
agcacaggea
gcaagagata
aggcccgact
caggtaagcg
ctgtagatgg
atctaagcce
agaaaaacaa
cgttgcecte
tctgcctgee
ttgaccacgc
agtttgtaag
cecgctggga
gccggcagat
ccagcataga
atcccaaagg
gactctattce
cttctececa
ctgegtgtec
tegtggetgg
acctcggaca
atgecgggtga
gggggagaga
Ccttagtectt
ggaggaaaat
ccttecctee
tcaagcagac
actacgggct
tggtgcagtg
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Locus

1913 pb

DNA

PRI

..1434, 1691...1889)

(caPL-3)

DEFINICION Cercophitecus aethiopis gen de lactégeno placentario 3
cds completo
ORIGEN Monc Verde
ORGANISMO Cercophitecus aethiopis
Eucariota; Metazoca; Chordata; Craniana; vertebrata; Euteleostomi; Mamalia;
"Eutheria; Primates; Catarrhini; Cercopithecidae:; Cercopithecinae.
REFERENCIA 1 (1... 1812 bases)
CARACTERISTICAS Localizacién
Qrigen 1...1913
/organismo="Cercophitecus aethiopis*
CDSs Unién (324...395, 670...830, 1054...1173, 1267.
Jecoddén de inicios=1l
/producto="lactdédgeno placentario 3"
Traduccion=MAAGSRTSLLLAFALLCLPWLQEAGRVPT I PLSRLFDHAMLQAHRAHQLAIDTYQEFEEACIPKQQ
KYSFLRNPQTSLCFSESIPTPSNMEETQQKSNLELLEISLLLIOSWLEPVQFLRSVFANS LVVYGTSDSDVYDLLKS
LEEGIQTLMGRLEDGSPRTGQI FKQTYSKFDTNSHNDDTLLKNYWLVYCFRKDMNKVETFLRMVQCRSVEGSCGF
exén 1 324...395
intrén 3%6...669
exdn 2 670...830
intrén 831...1052
exén 3 1054...1173
intrén 1174...1266
exdén 4 1267...1434
intxdén 1435.. .1691
exdn 5 1692.., 1889
Composicidn 449 A; 535 C; 538 G; 391 T.
Percentage: 23.5% A; 28.0% C; 28.1% G; 20.4% T.
Peso Molecular (kDa): sSsDNA: 591.02 dsDNA: 1179.48
ORIGEN
1 gaagaaatcc ttccecogegt tgaggttggce caccatggeg tgcoctgeocaga ggacacccac
61 ctgctcetta aagagaggac aagttgogtyg atatctetgg ctgacagtct gtgcacaace
121 ctcacagtgt tggtgacggt gggaagggaa acacgacaag ccagggggca tgatcceccage
181 atgtgtggga ggagcttcta aattagccat tagcacagge acgtcagtgg cacccatgca
241 taaacgtaca gagaaacagg tggggtcaag cagcgagaga taaggggcca gggtataaaa
301 agggcccgdg agagaccaac teocaggatcc caaggcccaa Ctgececcgaac cactcagggt
361 cetgtggaca goccacctayg ctgcaatgde tgcaggtaag cgcccttaaa atccatttec
421 gecacgatgtg toccgaagaa agaggtggra ccctgtagat gggaccgggg cactaatccet
481 caggtttggg dcttctgaat atgagtateg ccatctaage ccagatattc ggccaatctce
541 acaatgttcc tggtccctgg agggatggag agagaggaaa aaaaaaaadaa aaaaaaacag
€01 ctcctaggec agggacagtg ctggcctett gotctetgec tectcegttyg tectcoeggtt
661 tecteocccagg chocecggacyg tecctgetee tggettttge ceteoctetge ctgocarggce
721 ttcaagaggc tggtagggtce ccaaccattce cgttatcecag getttttgac cacgctatge
781 tccaagecca tegegegeac cagctggcca ttgacaccta ccaggagttt gtaagetctt
84l ggggaatggg tgcgcttcag aggtggcagg aaggggtgac tttcccccege tgggaaghtca
901 tgggaggaga ctaaggagct cagggttgtt Ctctgaagcg asaatgcagg cagatgagcea
961 tatgctgagt gaggttccca gaaaagtaac aatgggagct ggtcetccage atagaaacca
1021 gcggtocttc Ltggtggggg gtecttetcc taggaagaag cctgtatcoec aaaggaagag
1081 aagtatteat teoctgcggaa cececagdcce tccoctetglt tetcagagte tatrcecaca
1141 ccctetaaca tggaggaaac acaacagaaa tcogtgagtg gatgcettct cgcccaggeg
1201 gggattgggg aggcctgtygg tcagagccac caggcagcac agccactgec ggtecttece
1261 ctgcagaacc tagagctgct ccacatctcc ctgctgctca tccagtcctyg goerggageee
1321 gtgcagttcec tcaggagtgt gtttgccaac agectgygtgg tgtatggcag ctoggacage
1381 gacgtetarg accteoctaaa aagectagag gaaggcatcec aaacgetgat gggggtgagg
1441 gtggcaccag ggatcccecaa tectggaacce tcactggcott ¢gagggctgyg gyggagagaaa
1501 cactgctgeC ctctttttag cagccaggcce ctgacccaag agaactcacc ttattcttea
1561 tttcecectgg tgcctoctcc aggcocctttct ctacaccctg gaggggaggg aggaaaatga
121 atgaatgaga gcgggaggga gggaacagtg cccaagccct tggectcectct ttctottcecot
15681 tcactttgea gaggetggaa gatggtagcC coceggactgyg gcagatecte aagcagacct
1741 acagcaagtt tgacacaaac tcgcacaacg atgacacact gctcaagaac tactggetyc
1801 tctactgcrt caggaaggac atgaacaagg tcgagacatt cctgcgcatg gtgcagtgee
1861 gctctgtgga gggragetgt ggcttctagg tgeccgcarg gcatcctgtyg cec
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LOCUS 2095 pb DNA PRI
DEFINICION Cercophitecus aethiopis gen de lactégenc placentario 4 (caPL-4}
cds completo
ORIGEN Mono Verde
ORGANISMO Cercophitecus aethiopis
Bucariota; Metazoa; Chordata; Craniana; vertebrata; Euteleostomi; Mamalia;
- Eutheria; Primates; Catarrhini; Cercopithecidae; Cercopithecinae.
REFERENCIA 1 (1...2095 bases)
CARACTERISTICAS Localizagién
Origen 1...2095
/organismo="Cercophitecus aethiopis*
cDs Unidn (3095...380, 652...812, 1036...1155, 1249... 1416,
/codén de inicio=1
/producto=*lactégeno placentario 4°
Traduccidn=MAAGSRTSLLLAFALLCLPWLQEAGRVPSVPLSRLFDNAMIQARRLHQLAFDTYQEFEEAYIPKEQ
KHSFMENPQTSFCFADSI PTPSNMEETQQKSNLELLHISLLLIQSWLEPVQFLRSVFANNLVVYGTSDSDVYDLLKS
LEEGIQTLMWRLEDGSRRTGQILKQTYSKFDTNSHNHDALLKNYCLLYCFRKDMNKVET FLRMVQCRAVEGSCGF
exdén 1 309...380
intrdn 381...651
exdén 2 652...812
intrén 813,..1037
exén 3 1036...1155
intrén 1156, ..1248
exdén 4 1249... 1416
intrdn 1417...1670
exdn 5 1671...1868
Composicién 505 A; S67 C; 588 G; 435 T
Percentage: 24.1% A; 27.1% C; 28.1% G; 20.8% T.
Peso Molecular (kDa): sSsDNA: 647.62 dsDNA: 1231.68
ORIGEN
1 ctgegttgag gttggccace atggcgtgect gecagaggac acccacctgce tcctgaaaga
61 gaggacaagt tgggtgatat ctetggetga cagtetgtge acaacccotca cagrgttggt
121 gacggtggga agggaaacat gacaagecag ggggcatgat ceocageatgt gtgggaggag
181 cttctaaatt agccattage acaggccegt cagtygccce atgcataaac gtacagagaa
241 acaggtgggyg tcaagcageyg agagataagg ggccagggta taaaaagggc ccacaagaga
301 ccagctccag gatcccaagg ccrtaactgce ggaaccactc agggtectgt ggacagccca
361 cctagctgca atggctgcag gtaagcgcocce ttaaaatcca tttcegecacg atgtgteceg
421 aagaaagagg tggcaccctyg tagatgggac ¢ggggcacta atcctcaggt ttggggctec
481 tgaatatgag tatcgecatce taagcccaga tatttggeca atctracaat gttcoctggte
541 cctggaggga tggagagaga ggaaaaaaaa adaaasaaac agctcctagg ccagggacag
601 cgectggeetc ttgctctotg ccteoctocgt tgtectccgg tttctoceca ggetccegga
€61 cgtcectget cctggetttt geectcctet goctgccatg gcttcaagag gctggtaggqg
721 tcccaagcegt accettatoe aggettitty acaacgeetat gatccaagcc catogcetge
781 accagcetgge ctttgacace taccaggagt ttgtaagete ttggggaatg ggtgegggee
841 aggggtggca agaaggggtg actttcecccce actgdggaagt cctgggagga gactaaggag
901 ctcagggttg ttttctgaag cgaaaatgca ggcagatgag catacactga gtgaggttcet
961 cagagaagta acaatgggag ctggtctcca gcatagaaac cagcagtcct tcttggtggg
1021 gggtccttct cctaggaaga agcctatate ccaaaggaac agaagcattc gttecatggag
1081 aacccccaga cetceccttctg ctteogragac tetattecca caccctcoccaa catggaggaa
1141 acacaacaga aatccgtgag tggatgectt ctcgeccagg cggggattygy ggaggectgt
1201 ggtcagagcc accaggcagc acagccactg ccggtcctte ccctgecagaa cctagagetg
1261 ctccacatct ccctgetget catccagtee tggetggage cegtgcagtt cctcaggagce
1321 gtgtttgcca acaacctggt ggtgtatggce acctcggaca gegaggtcta tgacctecta
1381 aaaagcecctag aggaaggcat ccaaacgcetg atgtgggtga gggtgacace agggatecee
1441 aatcctggaa ccecactgget tegaggogty agggagagaa actgctgtee terttttage
1501 agagagggtc tgacccaaga gaactcactt tagtcttcat ttecctctegt gaatcctcea
1561 gggcectctcete tacaccctga agaggagaga ggaaaacgaa tgaatgagag agagagggag
le21 cgaacagtga ccaagcgcte agectctect tcotctteett cactttgcag aggctyggaag
1681 acggcagecog cecggactggg cagatcectca agcagaccta cagcaagttt gacacaaact
1741 cacacaacea tgacgcactg ctraagaact acgggctgct ctactgctte aggaaggaca
1801 tgaacaaggt cgagacattc ctgcgcatgg tgcagtaccg cgetgtggag ggcagetgtg
1861 gcttctaggt gccgcatgge atcctgtgac ccttcccagt goctcetcoetg ctcggaaggt
1921 gccactccag tgcccaccag caatgtccta ataaaattaa gtgtatcatt ttgtctgget
1981 agatgtcectt ctataatatt ttgtggtgga agggggtggt atggagcaag gggcagettg
2041 ggaagacgac ctgtaggcct gragggtcta ttgggaacca ggccactgaa atata
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Chordata; Craniana; vertebrata; Euteleostomi; Mamalia;

..1435, 1692..

caccatggeyg
gtatcgctgg
atgacaagee
gcacaggcac
caagagataa
ggcccaactc
aggtaagcge
tgtagatggg
tctaageccca
gaaaaacaaa
gttgceeetee
ctgeetgect
tgaccacgct
gtttgtaagc
ccgetgggaa
ccggcagatg
cagcatagag
tceccaaagga
actctattee
ttectccccaa
tgcgtgtect
cgtggetaya
cctcggacag
tgtgggtgag
ggggagagaa
cttagtcree
ggcaaaatga
ttctcttect
aagcagacct
tacgggctge
gtgcagtgcee
accgacgcect

LOoCus 1957 pb DNA PRI
DEFINICION Cercophitecus aethiopis gen de lactégeno placentario 5 (caPL-5)
cds tompleto
ORIGEN Mono Verde
CRGANISMO Cercophitecus aethiopis
Eucariota; Metazoa;
"Eutheria; Primates; Catarrhini; Cercopithecidae; Cercopithecinae.
REFERENCIA 1 (1,..1957 bases)
CARACTERISTICAS Localizacién
Origen 1. » JLOST
/organismo="Cercophitecus aethiopis”
Ccos Unidn (341...412, 6€74...834, 1058...1177, 1271.

/codén de inicio=]

/producto="lactdgeno placentario S5*
Traduccid4n=-MAAGSRTSLLLAFALLCLPWLOEAGRVPSVPLSRLFDHAMIQAHRLHQLAFDTYEEFEEAYIPKEK
KHSLMENPQASFCFADSI PTPSNLEETQOKSNLELLRISLLLIQSHWLEPVOFLSSVFANNLYVHHTSDSDVHDLLKDL
EEGIETLMWRLEDGSPQTCGHIFKQTYSKFDTHSQNDDS LLKNYGLLHCFRKDMDMVETFLRMVQCRTVEGSCGF

exdn 1 341...412

intrén 413...873

exon 2 674 ...834

intrén 835...1057

exén 3 1058...1177

intrén 1176...1270

exdn 4 1271...1435

intxrén 1436...1691

exén $ 1692...188%

Composicién 455 A; 558 C; 547 G; 397 T.

Percentage: 23.2% A; 28.5% C; 28.0% G; 20.3% T.

Pesc Molecular (kDa}: ssDNA: 6504.33 dsDNA: 1206.62

ORIGEN

1 gggtctcgag gactggetat cctgacatce ttceccacgt tceaggttgge
61 tgctgeocaga ggacacccac atgaccctta aagagaggac aagttgggtg
121 ctgaccctct gcacaaccct racaatgttg gtgaccgtgg gaagggaaag
181 agggggeratyg atcccageat gtgtgggagg agettctaaa ttagecatta
241 gtcagtggce ccatgegtaa acgtacagag adataggcgg ggtcaagcag
301 ggggccaggg tataaaaagg gcccacaaga gaccagctce aggatcecaa
361 cccgaaccac tcagggtcct gtggacagec cacctagctg caatggetge
421 cectaaaatc catttctgra cgatgtgtec cgaaggaaga ggetgagecc
481 acgggggeac taaccctcag gtttgggget tctgaatgtg agtatcgeca
541 gatatttaac caatatcaca atgttcctgg tccctggagg gatagagaga
601 cagctcctgg ggcagggaga gcactggect cttgctcotct ggoteocetcec
661 ggtttctece caggeteceg gacatccctyg ctectggert ttgoectect
721 tggcttcaag agactggtag ggteccaage gtacocttat ccaggcetttt
781 atgatccaag cccatcgCCt gcaccaactg gectttgaca cectacgagga
841 tcttggggaa tgggtgedcy tcaggggtgg caagaagggg tgactttcoca
901 gtcatgggag gagactaagg agctcagggt tgttttetga agcgaaaatg
961 agcatacact gagcgaggtt ctcagagaag taacaatggg agetggtctce
1021 accagcagta cctortrgyty gggagtectt ctcoctagygaa gaagectata
1681 aaagaagcat tcgctcatgg agaaccccca ggectectte tgettegoag
1141 cacaccctcc aacttggagy aaacgcagca gaaatccgtg agtggatacc
1201 ggcagggatg ggggaggect gtggtcagag ccoecgggcla gcacagecac
1261 tceectgeag aacctagage tgcetcecgeoat ctcoectgoetg ctcatccagt
1321 goccgtgeag ttooctcagta gtgtgtttge caacazcctg gtgcatcaca
1281 cgacgtccat gacctcctaa aggacctaga ggaaggcatc gaaacgttga
1441 gatggcacca ggggtoctca atcctggaac ctcactggcet tcaagggctg
1501 acactgcetge cctettttta geagtcagge cctgacecaa gagaacteac
1561 atttcctctc atgaatecte caggtcttte tctacaccct gaagggagga
1621 atgaargaga gagggaggga gggaacagtg accaagcgct cagcctcotce
1681 tcactttgca gaggctggaa gatggragcc cccagactgg gcacatcttce
1741 acagcaagtt tgacacacac¢ tcacagaacd atgactcact gctraagaac
1801 tecactgctt caggaaggac atggacatgg tcgagacakt cetgegearg
1861 gcactgtgga gggcagetgt ggettetagd tgcccgegty goatcctgty
1921 cgocagtgcee tctcctggaa ctcgggggcet gcaggaa
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