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Resumen

Martin Canizales Espinosa Fecha de Graduacién: Noviembre de 1996
Universidad Auténoma de Nuevo Leén
Facultad de Medicina

Titulo del Estudio; ESTUDIO COMPARATIVO DE PROMOTORES DE GENES DEL

COMPLEJO hGH-hPL QUE SE EXPRESAN EN PLACENTA

Nimero de péginas: 69 Candidato para el grado de Maestria en Ciencias con

especialidad en Biologia Molecular e Ingenieria Genética

Propésito y Métode del Estudio: Las hormonas del crecimiento humane (HGH y HGH-V) y el

lactdgeno placentario (HPL), son polipéptidos de 191 aminoécidos con un peso molecular
de 22 kDa. Estan codificadas por cinco genes que integran el complejo hGH-hPL, de los
cuales tres se expresan en placenta,originando las respectivas hormonas que se postulan
involucradas en el embarazo y desarrollo fetal.

Ha sido de gran interés la notable diferencia en los niveles de expresién observados para los
genes placentarios, lo cual contrasta con su co-localizacién cromosdémica, su muy alta
similitud de secuencia nucleotidica e idéntica organizacién.

Se han estudiado tanto las unidades transcripcionales como las regiones §' y 3' flanqueantes
de estos genes, lograndose localizar secuencias relacionadas con la expresidn tejido-
especifica, asi como secuencias involucradas en la activacion o bien inhibicién de su
expresion.

Los estudios de la regién reguladora denominada promotor proximal, se han circunscrito a
un fragmento de 500 pb antes del inicio de la transcripcion y generalmente a un gen a la
vez.. En el presente trabajo se logré la subclonacién molecular de regiones mayores (de
aproximadamente 2.5 a 3.0 Kb), correspondientes a la regiones reguladoras 5' (promotor
proximal y distal) de los genes hPL-3, hPL-4 (que se expresan a altos niveles) y hGH-V
(de expresion baja) en el vector de expresién para células eucanotes pAVE-hGHN.

Los recombinantes se lipofectaron en una linea celular derivada de placenta (JEG-3), La
expresion del gen reportero hGH-N, bajo la influencia de cada una de las regiones
reguladoras mencionadas, se evalu6é detectando la proteina HGH por ELISA y
alternativamente se detectd el nivel de transcritos usando RT-PCR.

Contribuciones y Conclusiones; Los resultados obtenidos indican que en los recombinantes

FIRMA DEL ASESOR

construidos en este trabajo, la fuerza del promotor del gen hGH-V iguala la fuerza del
promotor del gen hPL-4 y éstos fueron 1.8 veces mas fuertes que el promotor del gen hPL-
3. Se evalué la sintesis del producto del gen reportero en cultivo celular (HGH secretada al
medio extracelular) y se encontré un patrén que no coincide al encontrado a nivel
placentario. Estos resultados fueron confirmados de manera semicuantitativa con ensayos
de RT-PCR, detectando transcritos especificos del gen reportero hGH-N a niveles
diferentes para cada uno de los recombinantes, Este trabajo demuestra la influencia de la
regién 5’ proximal y distal en la regulacion de estos genes y al detectar comparativamente
que el promotor hGH-V tiene mayor fuerza que la reportada en estudios previos, sugiere
que hay mecanismos que reprimen su funcién en su estado natural.
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CAPITULOI

INTRODUCCION.

El interés por las hormonas polipeptidicas ha llevado en la mayoria de los casos
a la clonacién molecular y secuenciacion de los genes y cDNAs que las codifican, més no
a la de sus secuencias reguladoras. Es posible que el conocimiento de los mecanismos de
regulacién nos permita en un futuro tener una mejor idea de como controlar e incluso
manipular la expresion de genes. Una forma de lograr esto, es sin duda alguna, aportar
conocimientos que nos permitan localizar, identificar y caracterizar las secuencias génicas
involucradas en la regulacion; el propdsito de este trabajo es precisamente contribuir al

estudio de este interesante campo de investigacion.

1.1 El Complejo Multigénico hGH-hPL .

Existen grupos de genes muy similares entre si a los cuales se les ha denominado
familias. Una de ellas esta constituida por los genes de la hormona del crecimiento
(hGH), de la prolactina (hPrL) y del lactégeno placentario (hPL)1.

En el humano, el complejo multigénico hGH-hPL codifica para las hormonas del
crecimiento (hGH y hGH-V) y el lactégeno placentario (hPL), estd constituido de 5

genes que se encuentran localizados en el cromosoma 17 entre las bandas q22 y q24 2.



Partiendo del extremo 5, estos genes se encuentran ordenados de la siguiente manera: 5'-
hGH-N (normal), hPL-1, hPL-4, hGH-V (variante), hPL-3 - 3' 3; los productos de
expresién mejor caracterizados de esta familia son los polipéptidos de 191 aminoécidos
de HGH y HPL. Aunque sus genes presentan una muy alta similitud de secuencia
nucleotidica (92 al 95%) 4 y codifican para hormonas muy parecidas (85%) estructural y
funcionalmente, se expresan en tejidos diferentes 5. El andlisis mediante el empleo de
técnicas de DNA recombinante ha revelado una paradoja en el potencial de codificacion
de estos genes, ya que mientras unos genes del complejo (hGH-N y hGH-V) por
remocion alternativa de sus intrones son capaces de generar RNAms que codifican para
més de una proteina 6; otros como los genes hPL-3 y hPL-4 contribuyen a la sintesis de

una misma proteina madura 7,8,

El producto de expresion del gen hGH-N es un polipéptido responsable del
crecimiento de los huesos largos y de miltiples efectos sobre el metabolismo de
carbohidratos y lipidos 9, El transcrito primario de este gen se procesa mediante vias
alternativas que dan como resultado la produccién de dos isoformas polipeptidicas de
diferente peso molecular: una de 22 kDa, que constituye del 85-90% del total de la HGH

circulante en la sangre y la otra de 20 kDa, que comprende del 10-15% 19,

El gen hGH-V se expresa durante el desarrollo placentario y produce también
varios polipéptidos; uno de ellos es secretado, alcanzando la circulacién materna e
inclusive llega a sustituir casi por completo a la HGH normal producida por la
adenohipéfisis materna al final de] embarazo 11,12, Se produce también una isoforma de
26 kDa por retencion del cuarto intrén, ella permanece anclada a la membrana del

sinciciotrofoblasto placentario y otras isoformas que aiin no estan bien estudiadas 13,



La detecci6én en suero materno del producto proteico derivado de la expresién
conjunta por los genes hPL-3 y hPL-4, es factible a partir de la cuarta semana de
gestacion y alcanza niveles de produccion de hasta 1 gramo diario hacia el final del
embarazo 14, A HPL se le ha considerado tradicionalmente como una hormona de
crecimiento fetal, debido a los multiples efectos de esta proteina en el metabolismo y
movilizacién de amino4cidos, lipidos y carbohidratos en la madre, provocando que los
nutrientes se encuentren mas accesibles para su captacién por el feto 13, Sin embargo se
han reportado casos en los que a pesar de que en el feto hubo delecién de los genes que

codifican para esta proteina, el embarazo y el producto a término de éste, resultaron

normales 16,1718

Del gen hPL-1 no ha podido detectarse una proteina derivada de su expresion y
hasta muy recientemente se le consideraba transcripcionalmente inactivo, ya que
presenta una mutacion al inicio del segundo intrén , lo cual lo inhabilita para producir
transcritos completamente procesados 3,19,20, Cooke y cols. detectaron diversos
transcritos producto del procesamiento alternativo de los RNAm inmaduros de este gen
21, Sin embargo, la funcionalidad del promotor se ha verificado ya por ensayos de
transcripcion in vitro 22, Recientemente se cloné un transcrito de este gen y en un ensayo
de transcripcién in vitro se determiné que tiene potencial de codificacién para una

proteina que puede ser secretada y su tamafio es muy similar al de HPL 23,

1. 2 Regulacién diferencial

Del total de los RNAms de los genes placentarios producidos en placenta a
término, entre un 5 y un 10 % son de hPL, mientras que solo 0.05% lo son de hGH-V 24,
pero se desconoce por qué los genes hPL-3 y hPL-4 se expresan aproximadamente 100
veces mas que hPL-1 y 1000 veces mas que hGH-V.



La contribucién de los genes hPL's activos (hPL-3 y hPL-4) a la produccion de
la proteina madura es diferente tanto a nivel de la placenta 25, como en lineas de

coriocarcinoma en cultivo celular y en neoplasias del trofoblasto (molas hidatidiformes)

26

Los niveles de expresién a nivel de RNAm de los genes hPL-3 y hPL-4 en placenta
a término ha sido variadamente reportado como 6:4 (hPL4:hPL3) en estudios realizados
por Barrera-Saldaiia y cols. empleando tres enfoques de investigacién diferentes y una
sola placenta a término 25, 3:1 por Chen y cols. en un banco de DNAc derivado de
placenta 3, 5:1 reportado por Cooke y cols. 27 y mds recientemente por nuestro grupo
desde 1:1 hasta 6:1, presentindose consistentemente €l mismo patrén: los transcritos de
hPL-4 més abundantes que los de hPL-3.

Nuestro grupo ha demostrado también que la transfecci6n transitoria de células
COS-7 con la region codificante de estos genes y bajo la regulacion del mismo promotor
heter6logo, conducen a niveles de transcripcion de hasta 8:1 28, pero con un patrén
invertido al observado en la placenta. Esto sugiere que pequefias diferencias en la unidad
transcripcional de estos dos genes pueden contribuir de forma importante en los niveles

de expresion observados en tejido placentario.

Estudios realizados con recombinantes conteniendo la region promotora proximal
(496 pb) y la regién codificante de un gen reportero (gen CAT), transfectados en lineas
celulares GC (de pituitaria anterior de rata) demostraron que en esta linea celular, el
promotor proximal de hPL-4 es activo e incluso 3 veces més fuerte que el de hGH-V
29,30, De la misma forma, empleando una construccién con el mismo gen reportero CAT

y una region promotora mas grande (2.1 Kb) derivada de hPL-3; se transfectd la linea



celular de coriocarcinoma BeWo, asi como cultivos primarios de células de placenta a
término, estos estudios permitieron localizar regiones de importancia en la activacién e
inhibicidn de la expresion de este gen31-37, Empleando estas construcciones pero con
deleciones en el promotor distal se detecté una regién involucrada en la inhibicién,
localizada alrededor de -1200 a -2300 pb antes del sitio de inicio de la transcripcién32,
Estos estudios representan uno de los pocos trabajos encontrados en la literatura en
relacion a la influencia de la regién promotora distal sobre la expresion de los genes

placentarios.

Se conocen secuencias que al parecer son claves para esclarecer la actividad de
expresion del gen hPL-3. Entre estas regiones reguladoras pueden mencionarse a la caja
TATA, que dicta el origen de la transcripcion del RNAm, la secuencia GGGAGG, la cual
es una variante del sitio de reconocimiento del factor transcripcional Spl, factor
importante en la activacién de la transcripcion de los genes que se expresan en placenta38
y elementos de respuesta involucrados en la activacién del gen hPL-3 en placenta; dichos
elementos se encuentran localizados en una regién aproximada de 600 pb, alrededor de
1.8 Kb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion.

Por lo tanto los resultados obtenidos hasta ahora sugieren que la expresién
diferencial de estos genes puede estar relacionada en parte con la fuerza de sus

promotores proximales, asi como con secuencias especificas localizadas en el promotor

distal.
1.3 Expresion tejido-especifica.
El estudio de los diversos factores de regulacién que gobiernan la expresion

diferencial de los genes del complejo hGH-hPL que se expresan en la placenta, ha

permitido localizar secuencias cripticas importantes en la transcripcién de estos genes.



Algunos avances en el entendimiento de los mecanismos de regulacién génica, asi
como de la expresién tejido-especifica en este locus, se han logrado mediante el empleo
de lineas celulares de adenocarcinoma hipofisiario de rata (células GC), el uso de tejido
placentario y de lineas celulares derivadas de placenta (coriocarcinoma); siendo en estas
tiltimas, donde se localizé 3 Kb rio abajo del gen hPL-3 la primera region "enhancer" del
complejo hGH-hPL 39; la funcién potenciadora de este segmento se ha visto mas
relacionada con la especificidad de tejido para los genes de expresién placentaria que con
la variabilidad en la misma. Regiones similares a esta secuencia también estan localizadas
al final de la unidad codificante de cada uno de los otros genes del complejo de expresion
placentaria (exepto hGH-V), pero hasta el momento la actividad reportada es minima?9.
Estudios realizados con recombinantes que contenian la region promotora de hPL-4, asi
como el gen reportero CAT, mostraron que al fusionarles la region enhancer de hPL-3 y
evaluar su expresién en células en cultivo, el enhancer era activo en células de placenta,

pero no en células de pituitaria 45,

La expresion del gen hGH-N en la hipéfisis se debe a la accién de un factor
transcripcional de expresion especifica de este tejido, el factor GHF-1 o Pit 1 41, ] cual
se une de manera especifica a dos sitios localizados dentro de la region del promotor de
este gen 42, También se localizé un factor transcripcional similar en hipéfisis de rata,
mismo que presenta sitios de unién muy conservados dentro del promotor de rGH 43.
Entonces, identificar elementos estructurales de secuencias reguladoras encontrados en
una especie y conservados en especies diferentes, puede ayudar a localizar mas
elementos reguladores, ya sean estos activadores o inhibidores de la transcripcion. Los
promotores proximales de los genes hPL’s o0 hGH-V también poseen el sitio de unién
especifico del factor GHF-1, pero hasta el momento la presencia en placenta de este

factor transcripcional no ha sido establecida irrefutablemente 41,44,



Los genes del complejo que se expresan en la placenta, poseen una regién de 1 Kb
localizada aproximadamente 1.5 Kb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcién3, que
ha sido identificada como secuencia inhibidora de la expresién de estos genes a nivel
hipofisiario. A recombinantes que posefan la regién promotora proximal de los genes
hPL-4 y hGH-V, regulando la expresion del gen reportero CAT, se les afiadié rio arriba
de cada una de las regiones promotoras, un fragmento de 263 pb correspondiente a un
fragmento de la regién inhibidora del gen hGH-V. Estos recombinantes al ser
transfectados en lineas celulares de adenoma hipofisiario de rata (GC), inhibian la
expresion del gen reportero y ensayos de unién al DNA confirmaron que proteinas de
extractos nucleares hipofisiarios, pero no de extractos placentarios interactuaban, con

esta secuencia 44.

1.3.1 Niveles de la regulacién génica

Los mecanismos de control de la expresion génica residen en tres niveles: 1)
diferencias en la secuencia nucleotidica de las regiones codificantes, 2) diferencias en las
regiones flanqueantes 3) en la expresion tisular diferencial de factores de transcripcién
(activadores e inhibidores) y 4) en la afinidad diferencial de estos factores por las

diversas secuencias nucleotidicas de control.

Sin embargo los diversos estudios llevados a cabo hasta ahora, que involucran
los promotores proximales, la regidn codificante, asi como la Gnica regién "enhancer"
localizada después del gen hPL-3 39, no han logrado explicar la expresién diferencial

detectada en los genes del complejo que se expresan en la placenta.



1.4 Justificacion.

Las investigaciones realizadas hasta el momento a nivel del promotor, se han
centrado principalmente sobre el efecto del promotor proximal (496 pb antes del inicio
de la transcripcion) en hGH-V y hPL-4 o sobre una regién mas amplia de un solo gen
(hPL-3) . Sin embargo no ha sido posible aclarar las diferencias de expresién ya
mencionadas. Por lo anterior, nos propusimos estudiar un segmento mais grande, al que
llamamos promotor distal (de 2000 a 3000 pb incluyendo al promotor proximal) y
realizar un estudio de tipo comparativo a nivel del promotor. Para ello construimos
recombinantes en los que tales regiones de los genes hPL-3 y hPL-4 ( que se expresan a
altos niveles) y del gen hGH-V (de bajo nivel de expresion) dirigen la expresién del gen
reportero hGH-N; luego se introdujeron estas construcciones a células en cultivo
derivadas de placenta, para detectar posibles diferencias en la expresién y tratar de

dilucidar las causas de la expresion diferencial.



CAPITULO I
HIPOTESIS

La influencia de elementos regulatorios incluidos en una regién promotora mas
extensa de los genes del complejo hGH-hPL que la del promotor proximal,

provoca las diferencias en los niveles de expresion de estos genes en la placenta.
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CAPITULO I
OBJETIVO GENERAL
Determinar si las regiones 5' proximal y distal hasta una regién aproximada de
3000 pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcién es participe de la expresién

diferencial de los genes del complejo hGH-hPL que se expresan en placenta

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Obtener fragmentos de aproximadamente 2 a 3 Kb de las regiones
promotoras correspondientes a los genes hPL-4, hPL-3 y hGH-V.

2.- Insertar estos fragmentos en el vector de expresién para células eucariotes
pAVEhGH-N, sustituyendo al promotor heterdlogo que en éste dirige la
expresion del gen hGH-N.

3.- Introducir por transfeccion los recombinantes en una linea celular derivada de
placenta.

4.- Evaluar la fuerza de los promotores cuantificando la expresion de la unidad

transcripcional del gen hGH-N, como gen reportero.



11

CAPITULO IV
MATERIAL Y METODOS

4.1 Origen de reactivos.

Las endonucleasas de restriccién fueron adquiridas de las casas comerciales
Gibco-BRL Life Technologies, Inc.(Gaithersburg, MD. EUA) y New England Biolabs,
Inc.(Beverly, MA EUA). y se utilizaron de acuerdo a las indicaciones de la casa

comercial.

Para la purificacidn de las bandas a partir de los geles de agarosa se us6 un kit
comercial GlassMAX TMDNA Isolation; de la compaifiia Gibco-BRL.

El material de plastico de cultivo celular se adquirié de Corning (Cambridge,
MA, EUA) y Falcon (Lincoln Park, NJ, EUA)

Los medios de cultivo Opti-MEM® I y DMEM de la compafiia GibcoBRL
Life TechnologiesTM,

El suero bovino fetal se adquirié6 de Hyclone, Inc. (Logan, Utha, EUA) y la
tripsina de DIFCO Laboratories (Detroit, Michigan EUA).

De Amersham International (Buckinghamshire, UK, se adquiri6é el D-treo-
(dicloroacetil-1-14C)-Cloranfenicol,
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El reactivo LipofectA]\flINETM se obtuvo de la compaiiia GibcoBRL,asi como
el kit de ELISA para la inmunodeteccion de la HGH humana recombinante .

La enzima transcriptasa reversa M-MLYV, se consigui6é de la compaiiia Gibco-
BRL, Inc.; la enzima Taq-DNApolimerasa fué¢ adquirida de Perkin Elmer-Cetus
(Alameda,CA. EUA) y los dNTP’s de corporacién Promega (Madison, WI, EUA)

El oligonucleétido 5' empleado en el andlisis de PCR fué sintetizado en el
Laboratorio de Quimica Biomolecular de nuestro Departamento y el 3' usado para

completar €l juego en los ensayos de amplificacién se sintetiz6 en BioSynthesis

(Lewisville, TX, EUA)

4.2 Origen de Material Biolégico.

Los vectores que posefan las regiones promotoras, fueron obtenidos de la

plasmidoteca del laboratorio de Biologia Molecular de la ULIEG.

Las cepas bacterianas Topl0 F' y DH5aF’ de Escherichia coli empleadas en los
ensayos de transformacién y propagacién de los recombinantes, se obtuvieron del

cepario existente en el laboratorio de Biotecnologia de la ULIEG.

La linea celular de coriocarcinoma JEG-3, fué donada por el Dr. José Luis
Castrillo del Centro de Biologia Molecular "Severo Ochoa” de la Universidad Auténoma
de Madrid, en Madrid, Espaiia.

Las células COS-7 las cuales derivan de rifion de mono verde y que fueron

empleadas como testigos de transfeccidn, fueron donadas por el Dr. Tien Kuo del
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Departamento de Patologia Experimental del M.D. Anderson Center Research de

Houston, TX. EUA.

Todo el material biol6gico, aunque no presenta ningiin riesgo para la salud, fué
manejado de acuerdo a los requerimientos impuestos por la Secretaria de Salud y Comités
Internacionales, asi como por el Comité de Salvaguarda para el manejo de productos

radiolégicos.
4.3 Equipo.

Se utiliz6 un horno de microondas GoldStar modelo MA-857M,
microcentrifugas Eppendorf modelos 5402 y 5415, una fuente de poder Biorad 200/2.0,
un agitador de tubos Barnstead/Termolyne modelo Maxi Mix (Bubuque, Iowa, EUA),
una placa agitadora con control de temperatura marca Corning modelo PC320 (N.Y .,
EUA), un ultracongelador marca So-Low Enviromental Equipment (Cincinnati, Ohio,
EUA) y una campana de flujo laminar marca Labconco Corporation (K. C., Missouri,
EUA). También se utilizaron dos termocicladores marca MJ Research modelos PT 150 y
PT 100 (Watertown, Mass. EUA), una béscula digital marca Sartorios modelo 1206MP
(Camibh Géttingen Germany), un evaporador y concentrador marca Labonco

Corporation modelo 78100-00 (K. C., Missouri, EUA) .

El procesamiento de datos fue realizado en las computadoras modelo Macintosh
LC III (Apple Computer, Inc.; Cupertino California. EUA). Los periféricos compatibles
utilizados: Modem Global Village Communication Inc. modelo Teleport/Silver A801
(East Middlefied Road Montain View Ca. EUA); digitalizador de imagenes de cama
plana UMAX data System Inc. modelo UC630 MaxColor (Industrial Park Hsinchu
Taiwan, R.O.1.).
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Los procesadores de textos utilizados fueron; Microsoft Word versiéon 5.1a (©
1987-1992 Microsoft Corporation), procesadores de graficos Microsft PowerPoint
Version 3.0 (© 1987-1992 Microsoft Corporation), Adobe Photoshop Limited Edition
2.5.1 (© 1989-1993 Adobe Systems Incorporated) y UMAX Scan (© 1990-1991
UMAX Scanner Driver, Impact Research Inc.).

Los programas de analisis en biologia molecular fueron; Amplify Version 1.2b
(Biil Engels ©1992 University of Wisconsin Genetics M. Madison, Wi. EUA), DNA
Strider ™ 1.1 (© Ch. Marck and C.E.A 1989 Service de Biochimie-Départemet de
Biologie-Institut de Recherche Fondamentale-CEA-FRANCE), OLIGO. Ver 4.0 (©
1992, Plymouth, Mn , EUA), MacPlasmap ver. 1.82 (© 1988-1990 Jingdong Liu,
Biology Department, University of Utah, Salt Lake City, UT 84112. EUA).

4.4 Métodos.

El desarrollo de este trabajo, fué implementado en dos etapas que de manera
general fueron: 1) Construccion y caracterizacion de los recombinantes seleccionados
para este estudio y 2) Andlisis de expresion de los mismos in vivo en un modelo de
cultivo celular in vitro.

La estrategia general formulada para alcanzar los objetivos planteados se
presenta ¢n la figura 1 y consistié en lo siguiente:
1) Obtencién de los fragmentos de las secuencias reguladoras.
2) Preparacién del vector (eliminacién del promotor heterélogo pCMV).
3) Ligacion de los fragmentos y el vector.
4) Transformacion y caracterizacién de clonas.
5) Propagacién y crecimiento a gran escala de testigos (pPCMV-CAT, pAVE-hGHN y
PAVEnphGH-N) y problemas (phPL4-hGHN,phPL3-hGHN y phGHV-hGHN).
6) Purificacién por gradiente de densidad en CsCl.
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7) Transfeccién en células de placenta.
8) Andlisis de expresion mediante ELISA y RT-PCR.

Estrategia General

0o g0 == JAyA

y propagacion
@ @ @ @ @ @ Purificacién por
Gradiente en CsCl

Recombinantes

'—‘H |'|= @lLipofoecién
I Proteina ::ﬂ_""
== Expresion 1—' |

| RNA JEG3

RT-PCR

Electroforesis en
gel de agarosa

Fig 1.-Estrategia general del proyecto. Los nimeros indicados en esta figura corresponden a los
sefialados en la estrategia general del trabajo.

4.4.1 Subclonacién de las regiones promotoras en el vector de expresion pAVE-
hGHN.

4.4.1.1 Seleceion del vector de clonacion.

El vector de expresién para células eucariotes, el pAVE-hGHN contruido con
anterioridad por nuestro grupo?6, se consideré adecuado para construir los
recombinantes de este trabajo; debido a las siguientes caracteristicas: posee una secuencia
de resistencia a ampicilina, un origen de replicaciéon para células procariotes, el gen
reportero hGH-N, el sitio de policlonaciéon perteneciente a pUC19 y el promotor

heter6logo del Citomegalovirus humano el cual, de acuerdo a reportes previos; es méas
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fuerte que el de SV40 para dirigir la expresién de genes reporteros 47, siendo asi, pAVE-
hGHN se empleo también como control positivo de expresién de HGH ya que se conoce

de antemano su eficiencia de expresion 28,

4.4.1.2 Estrategia de eliminacion del promotor heterélogo.

Antes de insertar las secuencias reguladoras de hPL-3, hPL-4 y hGH-V en
pAVE-hGHN, fué necesario eliminar el promotor heterélogo hCMYV con la finalidad de
que el gen reportero quedara bajo la influencia exclusiva de las secuencias promotoras en
estudio. Basado en el analisis de restriccién elaborado en el programa DNA Strider 1.1 al
alimentarlo con la secuencia nucleotidica del vector, se identificé que los sitios de
restriccién para las enzimas Bam HI y Xba I flanqueaban el sitio multiple de clonacién y
la regién del promotor de hCMV respectivamente (ver fig. 2); la digestién con estas
enzimas libera un fragmento de aproximadamente 670 pb y con ello la regién del
promotor de hCMV; al mismo tiempo estos sitios permitirfan la insercién de las

secuencias promotoras.

El DNA plasmidico se utilizé a una concentracion de 1pg/l y primeramente se

caracterizd con enzimas de restriccién lo que nos permitié corroborar su identidad.

El vector de clonacién cuenta con 2 sitios de reconocimiento para la enzima Xba
I (ver fig 2), por este motivo la digestion preparativa se realizd primero con la enzima
Bam HI y posteriormente se afiadio6 a la reaccion la enzima Xba I que permitiria eliminar
el promotor de pCMV.
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Fig . 2. - Mapa de restriccién del vector pAVE-hGHN

4.4.1.3 Digestion preparativa del vector de clonacion.

Tabla I Digestion preparativa del vector pAVE-hGHN:

DNA plasmidico (vector) 1pug/pl 10ul
Amortiguador 10X 10ul
Bam HI 100/l 10ul
H20 milliQ 70ul

La preparacién se incubd toda la noche a 37°C (aproximadamente 12 h) para
tratar de asegurar un corte total con la enzima (tabla I). Ya corroborada la linearizaciéon y

el tamafio esperado del vector mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, se llevo a
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un volumen de 300 pul con H2O milliQ y se realizé un lavado aiiadiendo 200 pl de
Fenol:Sevag (1:1) para eliminar proteinas, glicerol y sales.

Después de centrifugar y recuperar la fase acuosa, se adicionaron 2 voliimenes
de isopropanol absoluto y se dejé precipitar a -20°C por 3 h; transcurrido este tiempo se
centrifugé 5 min a 12000 rpm. La pastilla se secd en un evaporador centrifugo aplicando
vacio y al final se resuspendi6 en 80 ul de HyO milliQ.

Para completar la eliminacién del promotor heter6logo se agregaron 10 pul de la
enzima de restriccion Xba [ y 10 pl de solucién amortiguadora, esta mezcla se incubd a
37°C toda Ia noche.

El vector se digirié en un mismo tubo con las enzimas de restriccién Bam HI-
Eco Rl para liberar un fragmento de 2.1 Kb correspondiente a la unidad transcripcional
del gen hGH-N y corroborar su identidad. Los productos de la digestién se visualizaron
con luz UV después de separarse por electroforesis en gel de agarosa al 1 % y tefiidos

con bromuro de etidio.

4.4.1.4 Purificacion del vector.

Una vez demostrada la digestion total del vector de expresidn asi como su
identidad, se separaron los fragmentos en gel preparativo de agarosa de bajo punto de
fusién al 1%, mediante el depdsito de 50 pl del volumen total del digerido (aprox. 5 pg).
Se resolvié en electroforesis por 1 h con buffer TBE 1X a voltaje constante de 85 V,
después de que el xilencianol migré 3/4 partes del largo total del gel de agarosa se apagé el
campo eléctrico y con extremo cuidado debido a la naturaleza friable del gel de agarosa de
bajo punto de fusi6n, se colocd en un recipiente con solucién de bromuro de etidio a 2

pg/ml por 5 min,
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Las bandas se detectaron con luz UV de onda larga para de no dafiar el DNA, la
de 4269 pb correspondiente al vector sin el pCMV fué purificada del gel de agarosa con
el kit comercial GlassMax Matrix System .

Una vez identificada la banda de interés, se procedi6 a cortarla obteniéndose un
fragmento de agarosa con peso de 687 mg, el cual fué dividido en dos tubos eppendorf de
1.5 mly se procedié a purificarla de acuerdo a las instrucciones de la casa comercial para

el uso de GlassMax 48,49,

El protocolo empleado fué el siguiente:

1.- En un tubo eppendorf de 1.5 ml se coloco un trozo de gel de agarosa (343
mg) que contenia el fragmento de interés y se le agregd 1 ml de solucién de unién
(Ioduro de Sodio 6 M).

2.- Se incubd a 50°C por 10 min.,

3.- Habiéndose fundido, se afiadieron 20 pl de la mezcla de GlassMAX,
previamente resuspendida en vortex (El volumen de gel de silice afiadido se
determind siguiendo las indicaciones del manual de instruccion).

4.- Se mezclé cuidadosamente y se incubé en hielo con cubierta de papel
aluminio por 10 min.

5.- Se centrifug6 a 3000 rpm por 6 min.

6.- Se eliminé la fase liquida y se hicieron 2 lavados cada uno con 500 pl de
buffer de lavado 1X a 4°C por resuspension cuidadosa.

7.- Se centrifugd a 3500 rpm/ 10 min, se eliminé el sobrenadante y la pastilla de
silica-DNA se secd en un evaporador centrifugo aplicando calor, sin vacio.

8.- Se llevaron a cabo tres eluciones con 50 pl de H2O milliQ, cada uno a 50°C/
10 min. Las eluciones se juntaron y se precipité con 2.5 volimenes de etanol

absoluto a -20°C/ 4h.
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La pastilla de DNA plasmidico se disolvié en 20 pl de H20 milliQ y se evalué

su pureza y calidad por absorcién de luz UV a A de 260 y 280 nm.

4.4.1.5 Digestion y ligacion de las secuencias promotoras de hPL-4,

Para obtener los fragmentos de DNA correspondiente a las regiones promotoras
proximal y distal para cada uno de los recombinantes, se partié de construcciones
realizadas previamente, por lo que se procedié primero a caracterizar y establecer la
identidad de cada una de ellas y comprobar que se estaba trabajando con las secuencias de

interés.

La regién perteneciente al promotor proximal y distal del gen hPL-4, estaba
clonada en dos partes, una de ellas de 1859 pb que correspondia a la regién promotora
proximal asi como parte del promotor distal en el vector pBlue-Script KS (+) y la
secuencia correspondiente al resto del promotor distal se encontraba en una regién de

4071 pb en otra construccidn en este mismo vector.

La estrategia de clonacién consistié en localizar secuencias de reconocimiento
para enzimas de restriccién que flanquearan las regiones de interés como sitios tinicos y
que se encontraran en el vector de clonacién también como sitios Unicos. Se planed
entonces, obtener por un lado la region correspondiente de 1.8 Kb delimitada por los
sitios 5'Xho I-Bam HI 3' y por otro lado, partiendo de la secuencia clonada de 4071 pb
que pertenece al resto del promotor distal, obtener una region de 1273 pb delimitada por
los sitios 5'Xba I-Xho I 3' en base a lo marcado por ¢l mapa de restriccion obtenido con el
programa DNA Strider, cuando éste fué alimentado con las secuencias de los plasmidos.

(ver fig 3 y tabla II).
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Con el fin de tener DNA de alta calidad y en suficiente cantidad para los
ensayos de digestién enzimatica, purificacién de las regiones promotoras y las ligaciones,
los vectores conteniendo las secuencias reguladoras se crecieron a gran escala y se
purificaron mediante ultracentrifugacién empleando gradiente de densidad en CsCl

usando una modificacién a la técnica ya descrita por Clewell, D.B. 30,

pBS-hPL4 Xho I-Bam HI 4101 Sac Il
4092 Eag !
430 Sca] 4091 Not |
309 "Xmnl 2199 *Kpn ’2214 Xho | 3579 EcoR | 43%57? Ba;mH i
5 1820 OP p 3  4766pb
719 HinD Il
7ISECRV  pBS-hPL4 Hind II-Xho I
670 Eagl
669 Not i
681 Secil 3517 Xbal

i A .
5I

7008 pb

N et
|| pBlue-Script

||]]]l]| Sitio policlonacién

Promotor distal del gen hPL-4
- Promotor proximal

Fig 3.- Regiones del promotor del gen hPL-4 clonadas en el vector para células procariotes

pBlueSeript KS (+), los corchetes muestran las regiones de interés en este estudio.

Tabla II Digestién de los vectores pBShPL-4

pBS hPL-4 Bam HI-Xho I Ipg/pl.........5pl  pBShPL-4 Xho I-Hind I11....5pl

Amortiguador 10 X......cccoernircrreveccones o 2l Amortiguador 10 X............. 2ul
Enzima Bam HI 10 U/ pl.....ccrirevnnee. 1pl Enzima Xba 110 U/ pl......... i
Enzima Xho I 10 U/ pl............en..... lpl Enzima X2o 110 U/ pl........ 1ul

5 5Y0 0 Y 111110 N RTTIIR S (Y0 R Y 11110 N 11l
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Una vez obtenida la digestién total, se ajusté a un volumen de 200 pl y se
precipitd con 2 voliimenes de isopropanol por 3 h. Se centrifug6 15 min a 12000 rpm y
la pastilla se secé en evaporador centrifugo con vacio. La pastilla seca fué resuspendida
en 15 pl de HO milliQ.

4.4.1.6 Construccion del recombinante phPL-4-hGHN.
El vector previamente digerido, purificado y cuantificado; se puso en contacto

con el producto directo de las digestiones de los vectores pBlueScript KS(+) (tabla III)

que contienen las secuencias promotoras del gen hPL-4 mediante una reaccién de ligacién

51,52,

Tabla ITI Las condiciones de ligacién fueron las siguientes:

Vector Bam HI-Xba I (~433 ng/pl).....cccucvcrvcnsrnncnnne 1l
Digestion pBShPL~4 Bam HI-Xko I (~660 ng).......... 3
Digestién pBShPL-4 Xho I-Xba 1(~660 ng)................ 3ul
Ligasa BRL 1 U/UL.....ccvnvinivrsrisisasssesscssssnsenssnnne 1.5ul
Buffer de Ligasa SX BRL...........ccocoeeirsensmenceresenes L5ul
H20 milliQu...cooiriccinsenscnesiisencssnseseeecsesssrasseaons 11ul

La incubacién se hizo a 16°C toda la noche (12 h). Terminada la reaccion de
ligacién se afiadié a la mezcla, empleando el mismo buffer de ligacién, 2 pul de la enzima
Kpn 1 que de acuerdo a los mapas de restriccion solo digiere en el SMC de los vectores
pBShPL-4, pero no puede digerir en el vector de clonacidn o en las secuencias
promotoras ya que estos carecen de la secuencia reconocida por Kpn 1 . (ver fig 2 y 3). Se

incub6 a 37°C por 3 h y se tomé una quinta parte para la transformacién en células de E.
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coli Top10F* Cat+ competentes preparadas con la técnica descrita por Maniatis et.al 51
y otros métodos 33,54,

4.4.1.7 Estrategia de clonacién del promotor de hPL-3 y hGH-V.

Las regiones correspondientes a los promotores proximal y distal de los genes
hPL-3 y hGH-V, secuencias codificantes y region 3°, también se encontraban clonados en

el vector para células procariotes pBlue-Script KS(+).

Partiendo del recombinante phPL-4-hGHN se digiri6 con las enzimas Bam HI-
Xba 1 para asegurar una digestion total con dos enzimas y eliminar las secuencias
reguladoras del gen hPL-4, el resto del vector se purificé a partir del gel de agarosa de
bajo punto de fusién al 1% por el protocolo ya descrito para el método GlassMAX 48,

Tomando en cuenta que la secuencia de restriccion para la enzima Bam HI se
encuentra varias veces localizada en la regién del promotor distal de los genes hPL-3 y
hGH-V (fig 4), se diseii¢ una estrategia que permitiria recuperar la secuencia del
promotor proximal de 496 pb de hPL-3 y hGH-V mediante digestiones preparativas
con las enzimas 5’=Eco RI-Bam HI=3" (Tabla IV) y simultineamente, en una digestién
aparte, obtener el fragmento del promotor distal de los mismos genes en forma integra
con las enzimas 5°=Xba I-Eco RI=3’, y fusionarlos en el vector previamente abierto en

los mismos sitios Bam HI-Xba I por ligacién de los tres fragmentos.
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Unidad transcripcional

- Promotor proximal

Xba | 4253
mHl 5186 % Promotor distal
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Figura 4.- Mapa de restriccién de los vectores que contienen las secuencias reguladoras de hPL-3 y
hGH-V.

Tabla IV. Digestién preparativa de los vectores que contienen los promotores de fos genes hPL-3

y hGH-V
pBS hPL-3 y pBS hGH-V (Promotor proximal)
DNA plasmidico (1pg/ul).......... 10ul
Amortiguador 10X.........cccrvrrneee 5ul
Enzima Bam HI 10 U/pul............ Sul
HoO milliQ...ovcvniicniciiennnas 30ul
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En tubos por separado esta mezcla se incubd a 37°C por 12 h, la digestion total
se analizb en gel de agarosa al 0.8 % y se separé mediante electroforesis.

Una vez corroborada la identidad de las secuencias y asegurada una digestién
total, se le afiadieron 150 pl de H>O milliQ y 200 pl de fenol:Sevag (1:1). Después de
centrifugar y recuperar la fase acuosa, se afladieron 2 volimenes de isopropanol absoluto
y se dejo precipitar a -20°C por espacio de 3 h; transcurrido este tiempo se centrifugé en
una microcentrifuga Eppendorf por 5 min a 12000 rpm. La pastilla se sec6 en un
evaporador centrifugo aplicando vacio y al final se resuspendié en 70 pl de HyO milliQ
y del digerido con la enzima Bam HI se tomaron 5 1l (para después de digerir con Eco RI
verificar si la digestién fué total) y al resto se le afiadieron 10 pl de amortiguador 10 X,
10 pl de Eco RI 10 U/ul y 15 pl de H20 milliQ. Esta mezcla se dejé incubar por
espacio de 5 ha 37°C.

En paralelo se realiz6 la digestion preparativa del promotor distal de ambos
genes con las enzimas Eco Rl y Xba . Se resolvieron en gel de agarosa al 0.7 % y se
tifieron con solucién de bromuro de etidio para evaluar las digestiones y corroborar el

tamatio de los fragmentos generados.
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Fig. 5.- Estrategia general para obtener las regiones reguladoras de los genes hPL-3 y hGH-V ¢
insertarlas en el recombinante previamente construido phPL4-hGHN. El recombinante phPL4-
hGHN fué usado como "plantilla” sobre ¢l cual construir los recombinantes de phPL3-hGHN y
phGHV-hGHN. primeramente phPL4-hGHN se digirié con las enzimas Bam HI y Xba 1, el
vector se recuperd y se ligé al promotor proximal digerido con Eco RI-Bam Hl y al promotor distal

de los mismos genes digerido con Eco RI-Xba L., ambos obtenidos a partir de pBS-hPL-3 y pBS-
hGH-V respectivamente,

4.4.1.8 Purificacion, ligacion y transformacién de secuencias

promotoras.

Una vez resueltas las secuencias reguladoras en gel de agarosa, se procedi6 a
recuperarlas y purificarlas empleando el kit de GlassMAX Matrix System de acuerdo a

las indicaciones ya descritas para la purificacién del vector de clonaci6én 48,
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Para evaluar la cantidad de DNA de los productos purificados se determinaron
las lecturas de absorbancia a 260 nm de las muestras y en base a las concentraciones

determinadas, se decidié la cantidad de DNA 6éptima en los ensayos de ligacion 52.

Ya recuperados y cuantificados tanto vector como insertos, se pusieron a ligar
con las siguientes concentraciones molares y de reaccion: vector (1)/inserto 1
(1.2)/inserto 2 (1.6) en las condiciones mostradas en la tabla V, las reacciones de ligacién
se incubaron a 16°C por espacio de 12 h (toda la noche) y una cuarta parte de la reaccién
(5ul) se empled para transformar células de E. coli DH5aF’ Ca*™* competentes.

Tabla V Ligacién de promotores de los genes hPL-3 y hGH-V.

hPL-3 bhGH-V
Vector Bam HI-Xba I (~300Ng)..0ceererensense S5u J— 111
(del recombinante phPL4-hGHN)

Fragmento Bam HI-Eco Rl (~400ng)e.....6ll weeeee 6l
Fragmento Eco RI-Xba I (~500ng)....ccce0us 4ul R 111
Amortiguador de Ligacién 5X 2ul 1]
T4 DNA Ligasa (BRL) 1l 11|
H20 milliQ ul 2ul

El analisis de las clonas recombinantes que resultaron, se realizo por el método

de lisis alcalina descrito por Maniatis y Sambrook 51,

El testigo negativo que se usé carece de regién promotora alguna y se obtuvo al
digerir el vector pAVE-hGHN con la endonucleasa Xba I, que liberd un segmento de 664
pb correspondiente a la regién del SMC y la secuencia del pCMV. El vector abierto en
Xba 1 se purificd, relig6 con la enzima T4 DNA ligasa y se introdujo en células de E. coli

DH5a Cat™t competentes.
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4.4.2 Crecimiento a gran escala de los recombinantes y los testigos.

La obtencién de DNA plasmidico de alta calidad para ensayos de transfeccion
en cultivo celular se logrd por el crecimiento a gran escala y purificacién por el método de
centrifugacion en CsCl 50,

Descripcion del método de crecimiento y purificacién.

1.-Una colonia bacteriana se inoculé en 4 ml de medio LB con ampicilina y se
incub¢ toda la noche a 37°C con agitacidn continua.

2.-El in6culo se transfirié a 20 ml de medio LB con ampicilina y se propagé a 37
°C por 4 h (tiempo aproximado para tener una absorbancia de 0.4 a una 1 de 600
nm).

3.-Después los 20 ml se adicionaron a un matraz de 2 | conteniendo 1 1 de medio
LB con 750 mg de ampicilina y se incubé en agitacién a 230 rpm a 37°C por 5 h.
Se agregaron 250 mg de cloranfenicol y se dejé incubar toda la noche en las
mismas condiciones .

4.-L.a masa bacteriana se recuper6 por centrifugacion a 6500 rpm por 10 min .
5.-Las bacterias se lisaron afiadiendo 5 ml de solucién de sacarosa al 25% en
Tris-HCl 50 mM pH 8.0 y agitando sobre hielo al mismo tiempo en que se
afiadia 1.2 ml de solucién de lisozima (2 mg/ml).

6.- 5 min después se agregd 1 ml de soluciéon de EDTA al 0.5 M y 8 ml de
solucién de triton X-100 2%-EDTA 200 mM-Tris-Cl 150 mM pH 8.0 en
agitacion continua y se dejé reposar por 15 min con agitacién ocasional.

7.- El lisado claro se separ por ultracentrifugacién a 30,000 rpm por 30 min.

8.- El lisado claro se filtré y se tomd una alicuota (1) para visualizar en gel de
agarosa con €l objetivo de estimar calidad y concentracién.

9.- En un tubo falcon de 50 ml se virtieron 11 ml del lisado, se afladieron 11 g de
CsCl (deshidratado previamente) y se disolvié por inversion.

10.- La mezcla se colocd en un tubo “Quick seal” con pipeta “pasteur” al que se
agregaron 1.2 ml de bromuro de etidio (50 mg/ml) y se completé el volumen del
tubo con aceite mineral, se sello usando tapones metélicos y calor, se agit6 por
inversi6n y se cubrieron con papel aluminio,
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El tiempo y la velocidad de centrifugacién necesarios para formar el gradiente de
densidad fué de 45000 rpm por 24 h en rotor 60Ti, suficiente para permitir la separacién
de las bandas de DNA plasmidico del DNA genémico bacteriano.

La recuperacion de la banda de interés, se realizd en presencia de luz UV de onda
corta y empleando jeringas de 5 ml con agujas No 16, puncionando 2-3 mm por debajo de
la banda del DNA plasmidico (banda inferior) y aspirando la misma hasta su

recuperacion total.

Tres clonas de cada uno de los recombinantes fueron purificadas por esta
técnica para evitar variaciones y no restringirnos a la calidad de un solo DNA que pudiera
interferir en los experimentos de transfeccion de células en cultivo. Junto con los
recombinantes también se crecieron y purificaron en paralelo pAVE-hGHN (testigo
positivo de expresion de HGH), pAVE-nphGHN (testigo negativo de expresion de
HGH) y pCMV-CAT (testigo de eficiencia de transfeccidn).

n
Al
A2
A3
PhPLA-hGHN Clona BC m
B3
Clom Cr—a Células de
a coriocarcinoma
Al JEG-3 Proteina
v
phPL3-hGHN ClomB,— 3 @
A
ClonaC a
b RNAm
Al
A2
Al
PhGHV-hGHN Clona BC ]
ClonaC — &
a
[ o]
n = No. de repeticiones —

Fig . 6.- Estrategin general de purificacién y transfeccién de los recombinantes,
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4.4.3 Anailisis en cultivo de células.

4.4.3.1 Condiciones del cultivo celular.

La linea celular de coriocarcinoma JEG-3 se mantuvo en medio de cultivo Opti-
MEM (Gibco-BRL) con SBF al 10% y solucién de antibiéticos (Sulfato de
Estreptomicina 100pg/ml y Penicilina 100U/ml) a 37°C en atmdsfera hiimeda con CO; al
5%.

Para el mantenimiento del cultivo celular se siguié el siguiente protocolo:
1).- A un cultivo confluente se le eliminé el medio y se le agregaron 2 ml de tripsina 1X
(para desprenderlas del sustrato) y se incubaron por 5 min
2).-Una vez recuperadas las células de la caja y eliminada la tripsina por centrifugacién a
3000 rpm por 5 min, se resuspendieron en 3 ml de medio Opti-MEM, se contaron en un
hemocimetro 33 y se transfiri6 una alicuota conteniendo aproximadamente 7 x 104 células
a una nueva botella.
3).- Se agregaron 5 ml de medio (Opti-MEM complementado con 10% de SBF y
antibidticos).
4).-Se incubaron en CO; a 36.5°C y se les realizé cambios diarios de medio de cultivo
(72 h).

A partir de cultivos al 80% de confluencia y en fase logaritmica, se procedio a
levantar las células con tripsina 1X y realizar la cuenta celular; inoculando 1.5 x 106
células en 13 placas con didmetro de 60 mm, se incubd por un periodo de 10-12 h antes

de la transfeccion.
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4.4.3.2 Estandarizacion de la transfeccion,

Para estandarizar las condiciones de transfeccion, se realizaron diversos ensayos
variando volumenes de Lipofectamina y cotransfectando al vector pCMV-CAT con
pAVE-hGHN en diferentes concentraciones 56 .

Los volimenes de Lipofectamina ensayados fueron: 6, 9, 12 y 15 ul y las
concentraciones de DNA empleadas fueron las siguientes: 1, 2, 4, 6, 8 y 15ug (fig 14, 15
y 16)

De esta manera fué posible encontrar las condiciones 6ptimas para la
introduccién de los pldsmidos a los cultivos de células de JEG-3 con el siguiente

protocolo de transfeccién transitoria 57,

1.- En dos tubos eppendorf de 1.5 ml se colocaron 100 pul de medio de cultivo
Opti-MEM sin antibiéticos ni SBF.

2.- A uno de los tubos se le afiadi¢ Lipofectamina y al otro tubo la cantidad de
DNA a utilizar en el ensayo de transfeccién, esta dilucion se dejé reposar por 10
min a temperatura ambiente.

3.- El contenido del tubo con Lipofectamina se agregd al que contenia la dilucién
del DNA y la mezcla se incubd a temperatura ambiente por 30 min.

4.- Se aifladieron 800 pl de medio Opti-MEM libre de SBF y antibidticos a la
mezcla de DNA-Lipofectamina y se homogenizd por agitacion.

5.- La mezcla se adicion6 por goteo a las células JEG-3 en monocapa y se
distribuyé con movimientos circulares sobre toda la superficie de la placa.

6.- Las células se incubaron con el complejo DNA-Liposoma por 5 ha 37°C en

atmosfera huimeda con CO7 al 5% .
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7.- Pasado este tiempo se afiadieron 2 ml de medio de cultivo Opti-MEM sin
antibiéticos ni SBF, se colocé en la incubadora y se tomaron alicuotas de 200ul
del sobrenadante cada 12 h hasta las 48 h en que se detuvo el ensayo.

4.4.3.3 Ensayos de CAT (Cloranfenicol-acetil-transferasa).

Como control interno de los ensayos de transfeccion se utilizé el plasmido

pCMV-CAT el cual se introdujo junto con los testigos o los recombinantes.

El fundamento de este ensayo se ve ilustrada en la figura 7.

ENSAYO PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD DE LR ENZIMA
CLORANFENICOL-ACETIL-TRANSFERASA (CAT)

Reel EcoRl
\\hCMD  CAT  su4e

Amp

lusu
2 mg )

4
c t 1 *Cloranfenicol C
r:l:nca. :gr;n: ¢+ — + Extracto

AeOCll-l 2 2 AcetilCoR celular
|: Hoocra,
Autorradiografia CH oA CHDAc
Cloranfenicol
Acetilado

Fig. 7.- Ensayo de CAT, el plismido pCMV-CAT codifica para la enzima cloranfenicol-acetil-
transferasa. Extractos de células transfectadas con este plismido y mediante la actividad de esta

enzima, en presencia de cloranfenicol ¢ y acetil CoA , forma derivados mono y diacetilados del

cloranfenicol marcado los cuales pueden detectarse por cromatografia en capa fina y
autorradiografia.

Después del periodo de incubacién de las células en presencia de la mezcla de
transfeccion (lipofectamina/DNA), en el que se tomaron alicuotas de 200 pl del
sobrenadante para ensayos de ELISA cada 12 h; se detuvo el experimento para proceder
a la reaccidon de CAT y la extraccién de RNA. Se realizaron 2 lavados con PBS 1X
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(solucidn salina-fosfatos) y empleando 500l de Tris-HCI 250 mM pH 8.0 con la ayuda
de un “gendarme” se levantaron las células de una de las mitades de la placa, se lisaron,
mediante 3 ciclos de congelamiento en N2 liquido y descongelamiento en bafio de agua a
37°C 58, Las células de la otra mitad de la placa se emplearon para extraer el RNA total,

como se describe mas adelante,

Para normalizar la reaccién de CAT, se determinaron las proteinas totales al
extracto celular por el método de Bradford previa centrifugacién3?, La concentracion de
proteina del extracto celular de JEG-3 se ajusté a 30 pg por reaccion, basado en la
eficiencia obtenida con el extracto proteico de células COS-7 a esa concentracién. La
reacci6n de CAT contenfa 26 pl Tris-HCl 0.25 M (pH 8.0); 2pl de cloranfenicol 14C (60
mCi/mM), 10 pl acetilCoA 4 mM (2.5 mg/ml) y 30ug de extracto celular de JEG-3

transfectadas.

La mezcla de reaccion se incubé 30 min a 37°C y se detuvo adicionando 600pl
de buffer Tris-HCI 0.25 M pH 8.0; se le realizaron dos extracciones una con S00ul y la
otra con 300l de acetato de etilo. Por centrifugacion se recuperaron las fases superiores,
se concentraron en evaporador centrifugo con vacio por 1 h y las formas acetiladas del
cloranfenicol se resuspendieron lavando las paredes del tubo con 25l de acetato de etilo
para siembra en placa cromatogrifica TLC 60 F254. La cuba usada para la separacion de
los productos mono y diacetilados fué saturada 1 h con 100 ml de la fase mévil

cloroformo:metanol (9.5:0.5).

La placa se cubrié con una pelicula Ektascan Kodak de 20.3 x 25.4 cm (No de
cat 6013460) y se incubé en la oscuridad por 48 h y a temperatura ambiente. Se reveld y
se evalud la eficiencia de cotransfeccion de los recombinantes basandonos en la intensidad

de las manchas de los productos mono y diacetilados, separados cromatograficamente.
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4.4.4 Extraccion de RNA total.

Para detectar transcritos especificos del gen hGH-N y relacionarlos con los

resultados obtenidos a nivel de proteina, la mitad de las células transfectadas se

sometieron a extraccion de RNA total.

Se utilizaron dos técnicas, una de ellas se realiz6 en base a una modificacién de
la técnica de Isotiocianato de guanidina-fenol-cloroformo, previamente descrita por
Chomezynski y Sachi en 1987 60 y la segunda con la técnica descrita por Besim
Ogretmen et al. en 1995 61; obteniéndose mejores resultados en concentracion y calidad

del RNA con esta ultima.

Protocolo de purificacién y recuperacién de RNA:

1. Las placas a las que previamente se les habia realizado en una mitad el
levantamiento de células para los ensayos de CAT, se colocaron en hielo y se
lavaron con 1 mi de PBS 1X.

2. La lisis se hizo afladiendo 1 ml de una emulsién hecha con Fenol saturado con
H,0 DEPC-SDS 0.5%, se rasp6 con un “gendarme” de plastico y se mezcld por
1 min.

3. El lisado se transfiri6 a tubos eppendorf de 1.5 ml con una puntilla estéril.

4. Se adicionaron 100pul de acetato de sodio 2 M pH 4.0 y se centrifugé a 12000
rpm por 10 min a 4°C.

5. La fase acuosa se recuper6 y se realizaron 2 lavados con fenol:cloroformo
(49:1).

6. Se recuper? la fase acuosa y se precipité con 2 volimenes de etanol al 95% a
-70°C por 3 h. La pastilla se obtuvo por centrifugacién a 12000 rpm a 4°C 10

min
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7. La pastilla se secé en evaporador centrifugo con vacio y se resuspendié en
401 H>0 DEPC.

La cuantificacién del RNA se realizd por espectrofotometria tomando 1pul de la
muestra y diluyéndola en 1 ml de HyO DEPC para tomar la lectura a 260 nm (3
determinaciones ) y estimar la calidad de las muestras mediante la relacion de las lecturas

obtenidas a 260/280 nm. Una vez cuantificado se conservé a -70°C hasta su uso.

La integridad del RNA también fué corroborada mediante el analisis del perfil

electroforético en gel de agarosa desnaturalizante al 1% 61,

4.4.5 Ensayos de ELISA.

Después que los ensayos de CAT mostraron que las transfecciones habijan sido
eficientes; se procedi6 al andlisis de los sobrenadantes de las células transfectadas para

cuantificar la HGH secretada al medio de cultivo.

El ensayo empleado para detectar la proteina fué el de ELISA tipo
“sandwich™62, basado en las indicaciones de la casa comercial Gibco-BRL para el empleo
del Kit de inmunodeteccién no isotépico de HGH recombinante, segin el siguiente

protocolo.

1.-Los estandares se prepararon con diluciones desde 1:2 hasta 1:16

afiadiendo primero 50 pl de estindar HGH (500 ng/ul) a 450 pl de medio
OptiMEM.
2.- 100pl de las muestras de las transfecciones con phPL-4hGHN y phGH-
VhGHN se diluyeron con 100pnl de OptiMEM en tubos eppendorf de 1 ml.
Para phPL3-hGHN se agregaron 200l del sobrenadante de la transfeccidn sin

diluir, debido a que en ensayos previos con alicuotas diluidas no hubd deteccién.
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4.- Las muestras se colocaron en los pocillos recubiertos con anticuerpo anti-
HGH sintetizado en conejo.

5.- Se incubaron a 37°C por 30 min, y se realizaron 5 lavados con buffer de
lavado 2X.

6.- Se afiadieron 200l del primer anticuerpo (IgG monoclonal anti-HGH
sintetizado en ratdn) y se incubé por 30 min a 37°C.

7.- Pasado este periodo se agregd buffer de lavado 5 veces y se incubé 30 min en
presencia de 200 pl del segundo anticuerpo (anti-ratén producido en cabra y
conjugado con peroxidasa de rabano).

8.- Se lavdé nuevamente con buffer de lavado 5 veces y se aplicaron 200pl del
sustrato OPD a temperatura ambiente y en la oscuridad.

9.- La reaccion se detuvo 30 min después adicionando 100 pul de 4cido sulfiirico
2N y la intensidad del color se determiné midiendo la absorbancia en un micro-

lector de ELISA a 492 nm.

Con el empleo del programa computacional Microsoft Excel 4.0, se realiz6 el
andlisis de los datos y se elaboré una curva de absorbancia x, y. Se calculé el 2 de la
curva, obteniéndose tanto la pendiente de la misma como el intercepto y en base a estos

datos, se calculd la concentracion de las muestras.

4.4.6 Transcripcion reversa y Reaccién en Cadena de la Polimerasa (RT-

PCR).
4.4.6.1 Sintesis de la cadena de cDNA.

El RNA total extraido de las células en cultivo, se someti6 a retrotranscripcion
empleando la transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina de Moloney (MML-

V). Debido a la pequefia cantidad de RNA con que se contaba, se empled la mitad tanto
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de las concentraciones como de los voliimenes recomendados en la técnica de Gubler y

Hoffman 62.

Para ¢llo se empleé el siguiente protocolo; el RNA se desnaturalizé a
temperatura de 95°C en bafio de agua por 5 min y fué retrotranscrito a cDNA usando
3ul Buffer de reacciéon 5X, 0.8ul de ANTP’s (10mM), 0.5ul de Ditiotreitol (0.1 M),

0.5u1 de Hexdmeros al azar (0.3uM), 1.0ul de M-MLV-RT (200 U/ul), 200 ng RNA
molde y se completd a 20pl con H2O milliQ

Esta mezcla se incub6 a 37°C por 1 h y los cDNAs obtenidos se guardaron a
-20°C hasta su uso.

4.4.6.2 Reaccion de PCR.

Con la finalidad de detectar transcritos especificos del gen hGH-N en las células
transfectadas donde normalmente no es posible encontrarlos (JEG-3) y que nos
permitiera corroborar lo detectado a nivel de proteina para cada uno de los
recombinantes, se procedio a amplificar el cDNA especifico para el gen hGH-N

empleando la técnica de PCR y un par de oligonucleétidos especificos para este gen.

A continuacion se presenta la secuencia del par de oligonucleétidos :

tcgagaaaagattcccaaccatteccttat oligonucleé6tido (5°).

ccgaattecaggagaggeactggop oligonucledtido (3°).

El iniciador 5’se aparea al inicio de la proteina madura del cDNA de hGH-N y el
3’al final de la secuencia del tltimo ex6n dentro de la regién 3' no traducible de este gen.
Las condiciones estAndar para llevar a cabo la amplificacion selectiva del cDNA

de hGH-N 63, se determinaron previamente con los programas de computacién para
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Biologfa Molecular Oligo 4.0 y Amplify 1.2, el primero nos permitié obtener la
temperatura media de fusién del fragmento amplificado realizado el calculo con la

siguiente ecuacién 64,65:

Tmf=16.6log[X*]+0.41(%GC)-675/L+81.5
L: Longitud del fragmento tedrico amplificado.
X*: Concentracion del catién monovalente.
Este valor fué sustituido en la siguiente formula para obtener el valor de la

temperatura 6ptima tedrica de apareamiento para los dos iniciadores:

Tap= 0.3 Tmp+0.7 Tmf-14.9
Tmp: Temperatura media de cada primer
La media de las dos temperaturas determinadas nos proporcioné la temperatura

Gptima con la cual iniciar el alineamiento en el programa de PCR.

En forma simultdnea con el programa Amplify 1.2 se simulé una reaccién de
PCR con la secuencia de los oligonucledtidos y con la de los cDNAs de cada uno de los
miembros del complejo reportadas en una base de datos (Gen Bank) y recuperadas por

conexion remota.

La reaccién de PCR se prepard aiiadiendo 5pl del cDNA de hGH-N, 5ul del
buffer de reaccioén 10 X, 3ul de Cloruro de Magnesio 25 mM, 1.5ul de ANTP’s 10mM,
1.0ul del oligonucledtido 5¢ a 5pM, 5ul del oligonucledtido 3° a concentracién de SUM,
29ul H20 milliQ estéril y enzima Taq-DNApolimerasa (5 U/ul).

La concentraci6én del iniciador 3' empleada en la reaccién de PCR se debe a la
alta complementaridad que presenta con la region 3' no traducible de todos los genes del
complejo, de tal manera que para evitar efecto de competencia entre el cDNA de hGH-N

producido por nuestros recombinantes con los cDNA de transcritos internos, producidos



39

por los genes del complejo de expresién placentaria se decidié6 aumentar 4 veces la

concentracién del mismo en relacién a la del iniciador 5'.
Pérametros usados en el programa de amplificacion:

Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 94°C 1 min
Alineamiento 61°C 1:30 min
Extension 72°C 1:30 min

Durante 30 ciclos y un 1ltimo paso de extension a 72°C por 5 min.

4.4.6.3 Digestion del producto amplificado.

Ya a que los miembros de este complejo presentan una alta homologia, existia la
posiblidad de que los cDNAs de lactégeno placentario y hormona de crecimiento variante
(correspondientes a transcritos endégenos de la linea celular), pudieran ser amplificados
con el par de oligonucledtidos empleados en la reaccion de PCR; aunque el iniciador §'
bajo las condiciones de amplificacién se aparea esclusivamente al cDNA de hGH-N, el
iniciador 3' presenta 100% de complementaridad en ¢l extremo 3' de todos los genes del
complejo por ello se decidié comprobar que el producto amplificado era de hHG-N y no
de hPL's 0 de hGH-V.

El programa DNA Strider 1.0 permitié analizar la secuencia del cDNA de hGH-
N amplificado en el PCR e identificé un sitio unico de corte con la enzima Rsa I ala
mitad del producto amplificado (fig 8) el cual comprobaria que el producto de PCR
provenia de hGH-N y diferenciarlo de posibles amplificaciones de los cDNAs
correspondientes a transcritos internos de hPL’s o hGH-V. El sitio Rsa I no se encuentra
en los cDNAS de transcritos de hPL’s y en hGH-V esta localizado al inicio del mismo, de
tal forma que solo en el cDNA de hGH-N es posible obtener un par de fragmentos de
317 pb y 325 pb de longitud.
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El producto de PCR se digiri6 con la enzima Rsa I colocando en un tubo
eppendorf 2l del producto amplificado con 1ul de enzima Rsa I (8U/pl) y 1l buffer de
Reaccion 10X, todo esto en un volumen final de 10 pl completando el volumen restante
con 6pul de H20 milliQ. Se incubd a 37°C por 2 h y en un gel de agarosa al 1.5% se
analizaron los productos de la digestién empleando como marcador de peso molecular

pBR322 digerido con Alu 1.

4.4.7 Densitometria de geles.

El producto de PCR digerido con la enzima Rsa I se separé en gel de agarosa al
1.5%, se obtuvo una fotografia y el negativo de la misma se analizé mediante scanner con
densitometria de laser, los parametros se ajustaron en base a la banda de mayor
intensidad (transmitancia 100%) y en al carril que correspondia al testigo negativo

(transmitancia 0%).

4.4.8 Meétodo estadistico

Las medias de concentraciéon de HGH obtenidas para cada uno de los
recombinantes se se analizaron por un método estadistico que nos permitiera discernir si
existia diferencia significativa entre ellas; para ello se empled la técnica de anélisis de
varianza (ANOVA) de un solo sentido.

Los célculos y andlisis se realizaron con el programa estadistico computacional

Microsoft Excel 4.0.



41

V RESULTADOS.

5.1 Caracterizacién del vector pAVE-hGHN y eliminacién de su promotor del
hCMV.

El vector de clonacion pAVE-hGHN fué digerido en un ensayo preparativo con
las enzimas Bam HI-Xba 1 para eliminar el promotor heterélogo del Citomegalovirus
humano y los productos se separaron por electroforesis en gel de agarosa 1%.

Se realizé otra digestiéon con Bam HI -Eco Rl de tipo analitica para verificar la
identidad del vector. Como se observa en el carril b de la figura 8, se liberé un fragmento
de 670 pb correspondiente al promotor del CMV y el SMC. En la misma figura en el
carril ¢, el fragmento liberado de 2.1 Kb aproximadamente corresponde a la unidad

transcripcional del gen hGH-N

e

2154 BamH |

Xba | 2824

phCMV 2160 Xba |

Qorigen de 2184 HinD It
replicacidén

Fig. 8.- Caracterizacién del vector pAVE-hGHN A) Mapa de restricciéon del vector representando
las regiones de intereés, las enzimas Bam HI-Hin D lII flanquean el sitio maltiple de clonacién y
la localizacién de las enzimas empleadas, B) Digestién del vector pAVE-hGHN vy electroforesis en
gel de agarosa al 1%: a) | BstE II; b) Vector con Bam HI-Xba 1 liberando el fragmento que
contiene ¢l pCMV y el SMC, ¢) Vector digerido con Bam HI-Eco RI que libera la unidad
transcripcional del gen hGH-N de 2.1 Kb, d) pBR 322 Alu 1..
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5.2 Obtenci6én de las secuencias promotoras de los genes hPL-4 hPL-3 y
hGH-V.

5.2.1 Promotor del gen hPL-4.

Para recuperar el promotor de 3131 pb del gen hPL-4, se partié de dos
construcciones realizadas previamente en nuestro departamento en el vector pBlueScript
KS(+). Cada una de ellas contenia parte de la regién de interés, por lo cual se digirieron de
forma independiente: pBShPL-4 B-X se digirié con las enzimas Bam HI-Xho I y
pBShPL-4 X-H con Xho 1-Xba I y los productos de digestién se separaron por
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. Los resultados de esta digestion se muestran en
la fig 9, donde puede observarse que se liberan los fragmentos de tamafio previstos. Estas

regiones estan sombreadas en el mapa de restriccion.

Fig 9. Mapa de restriccién y caracterizacion de vectores conteniendo la regién promotora del gen
hPL-4. Mapa de restriccion del los vectores pBS hPL-4 Bam HI-Xhol (A) y pBS hPL-4 Xko I-
Hind HI (B). C) Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% que muestra la separacién del producto
de digestién los vectores en el carril b) Vector pBS hPL-4 B-X con las enzimas Bam Hl y Xheo 1
que libera un fragmento de 1.8 Kb conteniendo ¢l promotor proximal y una porcién del promotor
distal y carril; c) Digestién del vector pBS hPL-4 X-H con las enzimas XAo 1y Xba I liberando un
fragmento de 1273 pb, en los carriles a y d) Marcador de PM .
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S5.2.2 Promotor del gen hPL-3.

Los fragmentos para reconstruir el promotor del gen hPL-3 se obtuvieron de la
digestion de una construccién previa (pBS-hPL-3 Nhe I-Cla I) realizada en la ULIEG en
el vector pBlue-Script KS(+). Se realizaron dos digestiones preparativas de esta
construccién por separado empleando la combinacion de enzimas Bam HI-Eco Rl por un
lado para obtener el fragmento de 496 pb que corresponde al promotor proximal y las
enzimas Eco RI-Xba I en una digestién aparte que liberan un fragmento de 2149 pb,
perteneciente al promotor distal. En la fig 10 se muestra el mapa de restriccién con las
regiones de interés sombreadas, asf como los tamafios que corresponden a los fragmentos

liberados.

1378 BamH |

1877 Xbal l
543 BamH |
2768 Xbal

3121 BamH |

Xba | 6344 4917 EcoR |

BamH | 5411

Unidad transcripcional del gen hPL-3
B rromotor proximal y distal de hPL-3

Fig. 10 Recuperacién del promotor del gen hPL-3. A) Mapa de restriccién del vector pBS-hPL3 N-
C, Ia regién sombreada en oscuro ejemplifica la secuencia del promotor del gen hPL-3, (B)
Electroforesis en gel de agarosa al 1% en la que se separd el producto de digestién del vector pBS-
hPL- N-C en el carril: a) pBR-322 digerido con Alu como marcador de peso molecular, b) vector
pBShPL3 N-C digerido con Bam HI y Eco RI ¢) vector con Ece RI y Xba 1, d) Marcador de PM.
Es posible visualizar en el carril B la liberacién de un fragmento de aproximadamente 496 pb
correspondiente al promotor proximal y en el carril C un fragmento de 2149 pb que corresponde a
la regién del promotor distal.
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5.2.3 Promotor del gen hGH-V

Las regiones comrespondientes a las secuencias promotoras proximal y distal del
gen hGH-V se obtuvieron por una metodologia igual a la descrita para el promotor del
gen hPL-3 (resultados no mostrados). Estas regiones correspondian a dos fragmentos,

uno de 493 pb perteneciente al promotor proximal y un segmento de 1740 pb que
corresponde al promotor distal dando un total de 2233 pb.

5.3 Construccion de los recombinantes,

5.3.1 Recombinante phPL4-hGHN

La transformacién de bacterias Catt competentes usando el producto de la
ligaci6n entre el promotor del gen hPL-4 flanqueado con las enzimas Bam Hl y Eco RI
con el vector de clonacion pAVE-hGHN abierto en los mismos sitios, permitié
seleccionar y caracterizar con enzimas de restriccién 18 colonias de las cuales 6 portaban
el fragmento de interés. Las enzimas usadas en la caracterizacién cortan en uno o en dos
sitios en el fragmento clonado; uno en la region codificante del gen hGH-N y el otro en el
inserto, permitiendo la liberacién de un fragmento. La caracterizacién de una clona se
muestra en la Fig. 11, donde puede observarse que la digestion con las enzimas Eco Rl
Bam HL,Xho 1, Xba I y Bgl 11 liberaron fragmentos con la longitud esperada.

Una vez corroborada la identidad del recombinante phPL4-hGHN, éste se creci6
a gran escala y se purificé por gradiente en cloruro de cesio mediante ultracentrifugacion
y se utilizé6 como fuente del vector de clonacidn, requiriéndose solo de realizar cambios
de "cassette™ sustituyendo en éste la region del promotor proximal y distal del gen hPL-

4, por las correspondientes de los genes hPL-3 y hGH-V.
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B Enzima| Fragmento
2649
a)Eco RI 4754 3
1796 pb 575 pb

b)BamHi 5031 pb

c)xho | 7402 pb
d)Xbe I 7402 pb

oBgint | oo o

C

Fig.11.-Caracterizacién del recombinante phPL4-hGHN. Se emplearon enzimas de restriccién
diagnésticas localizadas en el mapa de restriccién (A) y los productos de las digestiones se
separaron por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. (B) La tabla muestra las enzimas
empleadas y en la fotografia (C), el carril a) La digestién con Eco RI libera un fragmento de 2.6
Kb que contiene la unidad transcripcional del gen hGH-N y el promotor proximal de hPL-4;
carril b) La digestién con Bam HI reconoce una secuencia al inicio del gen hGH-N y otras en el
promotor distal; carril ¢) Xko I, cuenta con sitio Gnico a la mitad del promotor distal y lineariza
el vector; carril d) Digestién usando Xba I con reconocimiento al inicio del promotor distal; carril
e)Bgl 11 corta dentro de la unidad transcripcional del gem hGH-N y en ¢l promotor distal
liberando un fragmento de 2.4 Kb, M marcador de PM. Todos los fragmentos generados fueron
los esperados como nos lo indica el mapa de restriccion,

5.3.2 Recombinante phPL3-hGHN

Al recombinante phPL4-hGHN se le elimind el fragmento del promotor de hPL-
4 y se le sustituy6 con los fragmentos generados en las digestiones con Bam HI-Eco RI
y Eco RI-Xba 1 del vector pPBShPL-3 mostrados en la fig 10. Después de ligar estos

fragmentos con el vector pAVE-hGHN abierto en Bam HI-Xba I, se obtuvo el
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recombinante phPL3-hGHN. Se lograron 5 clonas las cuales se caracterizaron con

enzimas de restriccién para corroborar su identidad; una de éstas se muestra en la Fig 12.

ph PL-3-hGHN ; ENZIMA FRAGMENTOQ
6912 pb ' a)xmn I | 6912 pb

b) Bam HI 2290 pb

4622 pb

3331 Bsm1 c)Xba I 6912 pb

Bl Promotor proximal y distal del gen hPL-3

6912 pb
EF Unidad transcripcional del gen hGH-N [ 25" * P

abecdM pb

@ 1226
7421
5804

5643
4878

Fig 12 Mapa de restriccién y caracterizacion del recombinante phPL3-hGHN . A) muestra el mapa
de restriccién del recombinante conteniendo ¢l promotor del gen hPL-3, éste se identific6 con el
empleo de enzimas de restriccién, las cuales se encuentran enlistadas en B junto con los fragmentos
tedricos liberados y C) Electroforesis en gel de agarosa al 1% del recombinante digerido en el carril
a) Con la enzima Xmn 1 que presenta sitio de corte inico en el vector por lo que lineariza el
recombinante; carril b) Con Bam HI cuenta con sitio de corte doble, uno dentro del promotor
distal y otro al inicio de la secuencia codificante del gen hGHN, libera un fragmento de 2.3 Kb
que pertenece al promotor proximal y parte del promotor distal clonado; carril c) La enzima Xba [
localizada al inicio de la regién promotora distal, lineariza el plismido; carril d) La enzima Bsm I
cuenta con sitio Gnico de corte dentro del promotor distal y lineariza el recombinante,

5.3.3 Recombinante phGHV-hGHN

Al igual que la construccién realizada con el recombinante phPL3-hGH-N, el
recombinante phPL4-hGHN se aproveché para eliminar en €l la regién promotora
perteneciente al gen hPL.-4 y sustituirla por la del gen hGH-V en el vector purificado. La

transformacién con el producto ligado permitié analizar 18 clonas de las cuales 3



47

presentaron un patrén de restriccion que correspondia al esperado, empleando un conjunto

de enzimas de restriccion que nos permitié diferenciar los productos recombinantes; una

de estas caracterizaciones se presenta en la Fig 13.

A B

Enzima |Fragmento
2648 pb -
a) Eco RI 3854 pb hGH-N
b) Bsm 1| 6502 pb
c) Afl I | €502 pb Xba 1 4387°R 2154 BamH |
d) Xba | | 6502pb | %#12647 EcoR|
Afl 11 340C

3161 Bsm |

Il Promotor Proximal
i Promotor Distal
XA Gen hGH-N

Fig 13.- Mapa de restriccién y caracterizacion del recombinante phGHV-hGHN

A)Tabla que muestra las enzimas empleadas en la caracterizacién del recombinante y fragmentos
tedricos liberados, B) Mapa de restriccién del recombinante phGHV-hGHN en donde se representan las
principales regiones del mismo y la localizacién de las enzimas empleadas para su caracterizacion, C)
Electroforesis en gel de agarosa al 1% donde se separan los fragmentos liberados al digerir el DNA del

recombinante con las enzimas de restriccion, a) Eco RIL, b) Bsm L, ¢) Af] 11, d) Xba 1, M) Marcador de
PM A Eco RI (izq.) M )\ Hind Il (der.).

54 Cuantificacién y calidad de los recombinantes .

Las preparaciones a gran escala de los recombinantes y testigos resultaron de
buena calidad ya que los valores obtenidos en 1a relacién de absorbancias a A de 260/280
nm fueron aceptables (considerindose los valores optimos de calidad superiores a 1.8). El
rendimiento de la técnica seguida también fué aceptable y semejante para todos los

recombinantes (ver tabla VI).
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Tabla VI Calidad y rendimiento de los DNAs de los recombinantes crecidos a gran escala y
purificados por ultracentrifugacién en gradiente de CsCL

_DNA plasmidico Relacién ggOIZSO s Rendggliento mg/l
P PLAGHN B 50 005 [ 21750087
phPL4-hGHN C 2.15 £ 0.03 46 + 0.094
phPL3-hGHN A 20 =+ 0.04 2.29+ 0.078
phPL3-hGHN B .96 4 0.02 2.56 + 0.082
phPL3-hGHN C 1.88 £ 0.0 2.02 £0.071
phGHV-hGHN A 1.98 + 0.05 1.84 +£0.086
phGHV-hGHN B 1.93 £ 0.02 2.32 + 0.082
phGHV-hGHNC 2.05 % 0.04 2.74 +.0.088

5.5 Transfeccion.

Para determinar las condiciones éptimas para los ensayos de transfeccidn, se
probaron diferentes concentraciones de lipofectamina y de DNA transfectando el
plasmido pCMV-CAT en células JAR y analizando la actividad de la enzima

cloranfenicol-acetil-transferasa, resultante de la expresion, precisamente del gen CAT.

La influencia de la concentracién del DNA se puso de manifiesto al probar 6, 9,
12 y 15pug de DNA por caja y observar un aumento progresivo en la intensidad de las
manchas que corresponden a los productos mono y diacetilados en las autorradiografias
(Fig 14 y 15). Para determinar el volumen adecuado de lipofectamina, se probaron 6,9,12
y 15 pl de este reactivo por placa de cultivo y los resultados de estos experimentos se

muestran en las Fig 14 y 15.

Con estos ensayos, se determiné que las condiciones dptimas para los
experimentos de transfeccion fueron 8ug de DNA y 9ul de lipofectamina por placa de 60

mm de didmetro. Las condiciones ensayadas para la linea celular JAR, fueron luego
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probadas en la linea celular JEG-3, obteniéndose buena eficiencia de transfeccién, lo cual
se aprecia en la Fig 16. En todos estos ensayos se us6 como referencia la intensidad de
acetilacion obtenida con extracto proteico de celulas COS-7 transfectadas en paralelo, ya
que conociamos por estudios previos de optimacién llevados a cabo en nuestro laboratorio
en éstas células, 67 que las condiciones de transfeccion (concentracion de DNA y volumen
de lipofectamina) que evaluidbamos en las células JAR permitirian obtener una buena

eficiencia y acetilacion casi total en las células COS-7.

Producto —p
Diacetilado

Producto

Mono- —p
acetilado

Producto —p
No acetilado

1 2 34546 78
Fig 14.- Influencia de la concentacién de DNA y el volumen de lipofectamina en la transfeccién de
células JAR con el plasmido pCMV-CAT. 1.5x 10 células JAR se cotransfectaron con los pldsmidos
pCMV-CAT y pAVE-hGHN empleando diferentes vohimenes de lipofectamina y 1 6 2 g de cada DNA
por placa. Después de 48 h de incubacion se obtuvieron los extractos celulares, el extracto etilico de Ia
reaccion de CAT se separd por cromatografia en placa fina y se hizo una autorradiografia que se
muestra en esta figura. En los carriles 1 al 4 se ensayaron 1}ig de DNA con 6, 9, 12 y 15 pl de
lipofectamina respectivamente y carriles S al 8, 2 pg de DNA con 6, 9, 12 y 15 pl de lipofectamina,
respectivamente.
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15$¥—1212223

Producto
Diacetilado

Producto —
Mono-
acetilado

Producto —»
No acetilado

123 4 5678910111213 14
Fig 15.- Estandarizacién de la transfeccién en células JAR cotransfectando pAVE-hGHN y pCMV-CAT.
Se analizaron las siguientes condiciones de transfeccién empleando concentraciones variables de DNA y
lipofectamina en ¢élulas JAR : Carriles 1y 2) 91 de lipofectamina con 1 g de cada DNA; carriles 3 y
4), 12 pl de lipofectamina con 2 ug de cada DNA; carriles 5y 6) 9ul con 3 pug de DNA; carriles 7 y 8)
12 pl de lipofectamina con 3 g de cada DNA; carriles 15 al 21) células COS-7 transfectadas con los
mismos pardmetros pero como ensayos Gnicos, 22) células JAR no transfectadas y 23) COS-7

transfectada con 6pl/1pg.

Producto
Diacetilado—y

Producto
Mono- —_—
acetilado

Producto —»
No acetilado

Fig 16.- Optimacién de la cotransfeccién en células JEG-3, Las condiciones ensayadas para la linea
JAR se sometieron a andlisis en células JEG-3, carriles a-¢) 9l Lipofectamina/ 8ig de DNA
(pPAVERGHN-pCMVCAT); carriles d-f) 9ul/10pg; carriles g-i) 9y /15ug; carril j) Células
transfectadas solo con 8j.g de pCMV-CAT; carril k) Transfeccién de 10 ug de pCMV-CAT; carril 1)
células JEG-3 no transfectadas (negativo) y m) células COS-7 cotransfectadas con 8ug de cada DNA y
9 de lipofectamina,
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5.5.1 Eficiencia de transfeccién con los recombinantes.
5.5.1.1 Eficiencia de transfeccién con phPL4-hGHN.

Los ensayos de cotransfeccion de los recombinantes se realizaron con el plasmido
pCMV-CAT empleando 9 pl de lipofectamina. La eficiencia se estim6 en base a la
intensidad de las manchas generadas por la cantidad de productos mono y diacetilados del
cloranfenicol marcado radioactivamente, detectados por autorradiografia (Fig 17).

ab ¢ de fg hi j k 1l m n

Producto
Diacetilado

Producto —»
Mono-
acetilado

Producto—»
No acetilado

Fig 17.- Eficiencia de cotransfeccion en JEG-3 del recombinante phPL4-hGHN y pCMV-CAT
empleando 9 | de lipofectamina y 8 ng de DNA se probaron 3 clonas, cada una por triplicado: Carriles
a—) Clona A de phPL4-hGHN, carriles d-f) Clona B de phPL4-hGHN, g-i) Clona C de phPL4-hGHN,
j) JEG-3 con pAVE-hGHN, k) JEG-3 pAVEnphGH-N (testigo neg. de la expresion de HGH), I) Células
COS-7 pAVE-hGHN, m) COS-7 pAVEap-hGHN, n) Células JEG-3 no transfectadas.

5.5.1.2 Eficiencia de transfecciéon con phPL3-hGHN.

La intensidad en las manchas de los productos mono y diacetilados en la
autorradiografia se puede apreciar homogénea en la transfeccién realizada con el
recombinante phPL3-hGHN (ver Fig 18); 3 clonas del recombinante se transfectaron 3
veces, es decir el recombinante fue transfectado nueve veces para disminuir el porcentaje

de error que pudiera presentarse por variabilidad en la calidad del DNA de las diferentes

clonas.
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Producto
Diacetilado

Producto —p
Mono-
acetilado

Producto—p
No acetilado

Fig 18.- Cotransfeccién en JEG-3 de las tres clonas de phPL3-hGHN con pCMVY-CAT , Carriles 2-)
Clona A; carriles d-f) Clona B; carriles g-i) Clona C; carril j) JEG-3 con pAVE-hGHN; carril k) JEG-3
pAVEnp-hGHN; 1) COS-7 pAVE-hGHN/; carril m) JEG-3 no transfectadas, cada clona se ensayé por
triplicado.

5.5.1.3 Eficiencia de transfeccién con phGHV-hGHN.

El recombinante phGHV-hGHN también se transfectd en las mismas condiciones
que los anteriores recombinantes. El ensayo se considerd con buena eficiencia, basado en
el analisis semicuantitativo de la intensidad de las manchas generadas por los derivados
radioactivos separados por cromatografia (ver Fig 19); esto en comparacién con la
intensidad obtenida en células COS-7 que se usaron como testigos positivos.

a be d e f g h i j k 1

Producto
Diacetilado

Producto —p
Mono-
acetilado

Fig 19.- Eficiencia de cotransfeccion de las tres clonas de phGHV-hGHN con pCMYV-CAT, Se
emplearon 91l de lipofectamina con 8 [ig de DNA y cada clona se ensayo por triplicado., Carriles a-¢)
Cotransfecciin de la clona A de phGHV-hGHN, d-f) Clona B , g-i) Clona C , j) Cotransfeccién de
PAVE-hGHN (+), k) Células JEG-3 no transfectadas (<), I) células COS-7 con pAVEh-GHN.



53

5.6 Analisis de expresion.

5.6.1 Analisis del RNA total obtenido de las células transfectadas.

El RNA que se recuper6 de las células JEG-3 transfectadas present6 buena calidad
en base al patrén de bandas que se observé cuando se separd por electroforesis en gel
desnaturalizante de agarosa al 1%-formaldehido en donde las principales especies del

RNA pudieron visualizarse al teflir el gel con bromuro de etidio (ver fig 20).

abec

Fig 20.-Perfil electroforético de RNA total de células JEG-3 transfectadas. La electroforesis se
practico en gel desnaturalizante de agarosa al 1%-formaldheido a) Extraccién a partir de células
JEG-3; b) RNA de células COS-7, c) RNA de células JEG-3 transfectadas con los recombinantes.
La calidad del RNA total extraido se considerd alta en base a abundancia relativa de las diferentes
especies del RNA, asi como a los valores obtenidoa espectrofotométricamente .

5.6.2 Inmunodeteccién de HGH.

El uso de anticuerpos monoclonales especificos contra HGH recombinante nos
permitié detectar la secrecion de la hormona al medio de cultivo. Se utiliz6 la téenica de
ELISA tipo "sandwich" de doble anticuerpo, la cual presenta un limite de deteccidén
menor a 0.5 ng/ml, siendo el rango dindmico del ensayo de alrededor de 0.2-25 ng/ml 72,
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Los resultados de 1a tabla VII, representan una media de nueve determinaciones
de la concentracién de proteina presente en el medio extracelular, para cada uno de los
recombinantes involucrados en el estudio y corresponden a la alicuota tomada 48 h
después de la transfeccién. La concentracién se obtuvo por interpolacién de la
absorbancia media calculada para cada uno de los recombinantes, en la curva presentada

en la Fig 21.

A 3,000
°
o 2.500¢
r
b 2.000t
a
n
c 1.5004
1
a 1.000+
A 0.500.
260nm |
0.000 $ $ + — $ t 4
(1 2 4 6 8 10 12 14

Concentracién de HGH ng/ml

Fig 21.- Curva corregida de deteccién de HGH por la técnica de ELISA de doble anticuerpo.
Los puntos que conforman la curva de calibracién representan la media de 2 repeticiones por

estidndar. Se presentan ¢l coeficiente de variacién 2= 0.952; Ia pendiente, m= 0.146 y el intercepto,
b= 0.169.

Tabla VII Concentracién de HGH encontrada para cada uno de los recombinantes®.

phPL4-hGHN phPL3-bGHN phGHV-hGHN
Clona A: 1.502+ 0.105 Clona A:0.8484 0,088 Clona A:1.393 + 0.105
B: 1.409+ 0.098 B:0.775 £ 0.102 B:1.475 +0.08]
C: 1.364+ 0.120 C:0.705 + 0.093 C:1477 +0.143
X=1.425 ng/ml(D5+.098) X= 0.776ng/mi(D5+0.101) X= 1.448 ng/ml(DS+0.059)

*Los valores corresponden a la media de tres determinaciones para cada clona expresada como
ng/ml y de igual forma ia media de la concentracién de las tres clonas para cada recombinante,
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5.6.3 Amplificacién del cDNA de hGH-N por PCR.
Una vez realizada la reaccién de retrotranscripcién se procedié a la
amplificacién selectiva del cDNA de hGH-N empleando la técnica de PCR.

El resultado de la simulacién del PCR en el programa Amplify 1.2 nos
pronosticé la amplificacién selectiva de una banda con tamafio de 642 pb que
corresponde al cDNA que codifica para la proteina madura de HGH (fig 22). El
oligonucledtido 5' presenta este apareamiento selectivo debido a que se alinea al inicio de
la proteina madura de HGH, lo que le permite discernir y aparearse selectivamente al

c¢DNA del gen reportero.
Oligonucledtido §°
A [TCGAGARAGATTCCCAACCATTCCCTTAT
D cONARGH-N cDNA hPL-1 cDNA hPL4 CONAhGHV  cDNAhPL3
e s e o L L
¢« d { ¢ { {”
B 642
179
1400
2192
2974
3759

Fig 22.- Simulacidén del PCR proporcionado por el programa Amplify 1.2. Empleando las
secuencias de los cDNAs reportadas para los genes del complejo ¥ la secuencia del par de
iniciadores, se simulé una reaccién de PCR en el programa Amplify 1.2 A) Presenta la secuencia
del oligonucle'otido 5' y su alineamiento representado como un tridingulo, al inicio de la secuencia
del cDNA del gen hGH-N, las letras en negritas en la secuencia del oligonucleétido representan la
secuencia de apareamiento, ésta codifica para el inicio de la proteina madura de HGH, B)
productos tedricos amplificados con el par de oligonucleétidos, la banda prefereatemente
amplificada corresponde a un fragmento de 642 pb.

El PCR confirmé el anélisis hecho en el Amplify 1.2, pues se logré amplificar
una banda que correspondia en tamafio (basado en el marcador de peso molecular) a un
fragmento de aproximadamente 640 pb. (Fig. 23).
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pb M hPL-4 hPL-3 hGH-V £)(+)

910
659
656
521
403
281
257
226

Fig 23.- Perfil electroforetico del producto de PCR correspondiente a los cDNAs de transcritos de
hGH-N , gen reportero de cada uno de los recombinantes. La banda generada corresponde a un
fragmento de alrededor de 642 pb en base al marcador de peso molecular M) pBR322 digerido con la
enzima Alu I ; () Células JEG-3 no transfectadas; (+) Células JEG-3 transfectadas con pAVE-hGHN,
5.6.4 Caracterizacién del producto amplificado por digestién con la enzima Rsa L

La enzima Rsa I corta el producto amplificado de hGH-N en dos fragmentos:
uno de 317 pb y otro de 325 pb. Con el propoésito de demostrar la identidad del producto
amplificado se digirié con esta enzima y 3ul de esta digestion se sometieron a
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, empleando pBR-322 digerido con Al I como
marcador de peso molecular. Como se muestra en la Fig 24, los productos amplificados
de los recombinantes se digerieron con Rsa I obteniéndose una sola banda ya que los
tamafios de los fragmentos son tan parecidos y no llegan a resolverse en el gel de agarosa.

M hPL4 hPL-3 hGH-V (-)(+)

Fig 24.- Gel de agarosa al 1.5% donde se separé el producto amplificado de 642 pbla digerido con Ia
endonucleasa Rsq 1. Los productos de PCR se digirieron con la enzima Rsa 1 y su separacién por
electroforesis en gel de agarosa liberan dos fragmentos uno de 317 y otro de 325 pb, mismos que en
funcién de las caracterizticas del gel de agarosa empleado (1.5%) no pueden ser resueltos y comigran a
la altura de 300 pb aproximadamente, de acuerdo al marcador de peso molecular (M), (-) células JEG-3
no transfectadas, (+) células JEG-3 transfectadas con pAVE-hGHN.
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5.6.5 Analisis de niveles de expresion de los genes hibridos por
densitometria de geles.

Uno de los geles del producto amplificado digerido con Rsa I se fotografid y el
negativo se analizd por densitometria. Se obtuvo el valor densitométrico reportandose
como un numero absoluto y corresponde a la media de tres determinaciones para cada
recombinante (ver tabla VIII), el testigo negativo se empleé como blanco, con el cual se

ajusto el valor cero de transmitancia

Tabla VIII Andlisis densitométrico de el amplicén digerido con la enzima Rsa I

Recombinante Media del drea relativa
a3)*
JEG-3/ phPL-4hGHN 22677
JEG-3/ phPL-3hGHN 7967
JEG-3/ phGH-VhGHN 17618
JEG-3/ pAVE-hGHN 63778

* El niimero entre paréntesis especifica que son ensayos por triplicado y el valor
reportado corresponde a la media de esas tres determinaciones.

5.6.6 Analisis estadistico.

El anilisis de las medias de concentracién de cada uno de los recombinantes se
realizé por el método de ANOVA para determinar si la diferencia entre las medias de
grupos era sinificativa%é, Los datos sometidos al analisis corresponden a la media de la
concentracién de HGH en la alicuota del medio extracelular, tomada a las 48h después de

la transfeccién de cada recombinante.
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Los resultados obtenidos nos demuestran una diferencia significativa entre la
media de concentracién obtenida con el recombinante hGH-V y el recombinante hPL-4

contra la media de concentracién obtenida con el recombinante que posee la regién

promotora del gen hPL-3 (Tabla IX).

Tabla IX ANOVA de la media de concentracién encontrada para cada uno de los recombinantes

Grupos Media de la Concentracion de | Valor F Calculado | Valor F de tablas
HGH (ng/ml)
phPL-4hGHN 1.425 + 0.098
phPL-3hGHN 0.770 + 0.101 65.40 3.402
phGH-VhGHN 1.448 + 0.059
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CAPITULO V1
Discusién

En la estrategia que disefiamos, se seleccionaron las secuencias rio arriba de los
genes hPL-4 y hPL-3 (de expresion alta en placenta) y del gen hGH-V (de expresién baja).
Por otro lado elegimos como gen reportero a la unidad transcripcional de hGH-N, ya que
pertenece al mismo complejo génico pero de expresion en la hipdfisis y al mismo tiempo
nos permitié6 la construccidn de recombinantes que se acercardn lo més posible a lo que se
tiene en la célula. Por otra parte, la expresion del gen reportero hGH-N ya estaba
implementada en nuestro laboratorio, midiéndose tanto por RT-PCR el nivel de
transcritos, como por ELISA el de la hormona secretada por las células transfectadas. Por
ultimo el sistema de expresion seleccionado fué una linea celular derivada de placenta, en la

que las secuencias promotoras estudiadas presentan actividad.

Nuestro objetivo principal fué comparar la fuerza de los promotores naturales,
empleando un sistema de ensayo muy sensible que permitiera detectar el nivel de expresion

que esperabamos 14,15,

Una vez construidos los recombinantes y probados en células en cultivo,
encontramos que la regulacion promovida por el promotor de hPL-4 fué superior a la de
hPL-3 (1.8 veces mas), lo cual concuerda con lo que se se observa en la placenta. Pero
resultd sorprendente encontrar que el promotor del gen hGH-V tuvo niveles de expresion
superiores a los del promotor del gen hPL-3, pues igualé al encontrado para el promotor del
gen hPL-4. Este hallazgo resulta interesante porque es muy diferente a lo que sucede en la
placenta donde los niveles de expresion del gen hGH-V son 1000 veces menores que los de

hPL-4.
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Respecto a los resultados obtenidos para el promotor del gen hPL-3, éstos
concuerdan con estudios realizados por otros investigadores 30,33 en los que se utilizé una

region semilar en tamafio (2.3 Kb) a la empleada en este trabajo.

En placenta se ha determinado que la produccién de lactégenos se estimula por el
acido retinoico (RAR) y la hormona tiroidea (RT3) y se han identificado secuencias
consenso de unién para los receptores de estas hormonas en varias especies 31, Un anélisis
computacional del promotor de hPL-3 permitié localizar tres secuencias potenciales de
unidn para estos receptores entre -500 y -1200 pb antes del inicio de la transcripcién 33, El
centro de estas regiones se encuentra constituido por elementos repetidos de la secuencia
(A/G) GGT (C/G), 1a cual es reconocida por los receptores retinoicos/tiroideos. Un analisis
de las secuencias promotoras realizado por nosotros mostr6 que hPL-4 tiene las mismas
secuencias localizadas en la misma posicion, pero que éstas se encuentran modificadas en el

promotor de hGH-V.

Uno de los pocos estudios en los que se involucra una region rio arriba mis grande
que el promotor proximal (500 pb), se realizé con una regién promotora de 2.3 kb del gen
hPL-3 comparado contra una regién de 1.2 kb del mismo gen. Se determiné asi que 1a regién
de 2.3 kb producia niveles de expresién mas bajos en el gen reportero (CAT) que la de 1.2
Kb, por lo que se propuso la existencia de un inhibidor actuando en cis sobre esta region.
Sinembargo, hasta ahora se desconoce la secuencia que pudiera actuar como inhibidor y no
sabemos si el promotor de hPL-4 también pudiera tenerla. Si bien es cierto que los genes del
complejo hGH-hPL presentan una similitud de al menos 92% en su secuencia codificante,
ésta disminuye conforme se avanza hacia los flancos del gen; si existieran diferencias en
secuencias en estas regiones entre los genes hPL-4 y hPL-3, podria explicar porque hPL-4

no se ve afectado en nuestro estudio.
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En la linea celular JEG-3 se han encontrado factores nucleares denominados
receptores de hormonas esteroides "huérfanos” (EAR/COUP), para los cuales los ligandos
no han sido avin identificados 68, recientemente uno de estos receptores se describié en la
linea celular de coriocarcinoma BeWo y fué denominado factor Ear-3/ARP-1 31, Se conoce
que estos receptores tienen la capacidad de interactuar mediante la formacién de
heterodimeros con receptores de acido retinoico, hormona tiroidea y el receptor X del 4cido
retinoico e inhibir la actividad promotora de genes regulados por estas hormonas 6970, El
hecho de que en el promotor del gen hGH-V haya diferencias en las secuencias de
interaccién con los receptores retinoicos/tiroideos, podria influir en la unién de los
inhibidores anteriores; ello pudiera explicar el por que el promotor de hGH-V presenta
mayor fuerza promotora que su contraparte del gen hPL-3, aspecto que no se presenta in
vivo tal vez por la cercania del \inico enhancer del locus al gen hPL-3.

Otro aspecto importante de aclarar es el hecho de que la longitud de las secuencias
promotoras en estudio no son iguales en tamaiio, por tanto un mecanismo represor actuante
en la regién promotora del gen hGH-V de manera natural en la placenta, pero que no
funciona en el promotor estudiado por nosotros, debido quizas a que carece de la secuencia
de interaccion con el inhibidor, ello también pudiera explicar los altos niveles de expresién

alcanzados por el gen reportero empleando éste promotor.

Recombinantes que contenian la regién promotora proximal de los genes hPL-4,
hGH-V y hGH-N dirigiendo la expresi6n del gen reportero CAT se transfectaron en células
de adenohipéfisis de rata y se demostré que el promotor proximal de hPL-4 es activo e
incluso miés fuerte que el de hGH-V y hGH-N, sin embargo el modelo celular empleado no
permite llegar a conclusiones claras como pudiera haberlo hecho un modelo que se acerque
lo mas posible a la placenta; por ésta razén, en este trabajo decidimos emplear células
humanas derivadas de éste organo y un gen reportero que forma parte del mismo complejo

multigénico.
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CAPITULO VII

Conclusiones

1) El promotor del gen hPL-4 y el promotor del gen hGH-V expresan 1.8 veces més
proteina que el del gen hPL-3.

2) El promotor del gen hGH-V iguala la fuerza del gen promtor del gen hPL4.

3) Estos resultados pudieran explicarse por:
a) Diferencias en el nimero de sitios funcionales de interaccién con los receptores para

cido retinoico y hormona tiroidea.

b) Presencia en la linea celular empleada de factores nucleares desconocidos de unién a
receptores "huerfanos” que interactuan con los receptores de hormonas esteroides y se sabe
pueden inhibir la actividad promotora de los genes regulados por hormonas

retinoico/tiroideas.

c) Al colocar el promotor de hGH-V fuera del contexto genémico de la placenta, esta regién

podria quedar més accesible a la accién de activadores hasta ahora desconocidos.

d) Mecanismo de represién presente naturaimente en la placenta y que no funciona en la

porcion del promotor del gen hGH-V estudiada en el presente trabajo.
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