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CAPITULO 1

Introduccidon

1.1. El complejo multigénico de la hormona del crecimiento
humana

Una familia génica se define como un grupo de unidades
transcripcionales que codifican para productos ligeramente diferentes
entre si, y que provienen de un ancestro comin (Darnell J. er al.
1986, Singer M. and P. Berg 1991). Existen muchos ejemplos de éstas
en los gendémas de organismos tan dispares como levaduras, plantas y
vertebrados. En humanos un e¢jemplo lo constituye la familia
multigénica de la hormona del crecimiento (HGH) y del lactdgeno
placentario (HPL). Los genes de esta familia multigénica ocupan un
area de aproximadamente 50,000 pares de bases (pb) (Figura 1). Este
complejo estd localizado entre las bandas q22-24 del cromosoma 17
humano (George D.L. et al. 1981, Harper M.E. er al. 1982, Barrera-
Saldana H.A. er al. 1988). La secuencia nucleotidica de estos genes se
ha determinado (Chen E.Y. er al. 1989), conociéndose con exactitud las
secuencias codificantes, los promotores, potenciadores de la
transcripcién (o enhancers) y las secuencias que flanguean a los
genes.

Dentro del locus hGH-hPL existen cinco genes con una similitud
de entre 91-95 % (Barrera-Saldaiia H.A. er al. 1982, Hirt H. et al
1987). Dos de estos codifican para hormonas similares: el gen hGH-N
(Normal) con expresiéon especifica en los somatotr6fos de la pituitaria
y el gen hGH-V, el cual codifica para una vartante de GH en la
placenta (Frankenne F. et al. 1987). Dos genes, hPL-3 y hPL-4
codifican para la hormona lactogénica placentaria (Seeburg P.H er al
1977 y Barrera-Saldana H.A. er al. 1983) y finalmente el gen hPL-1
se concidera un pseudogen por contener una mutacién en ¢l segundo
intron la cual evita la correcta remocién del mismo (Resendez-Perez
D. et al. 1990).

Los cinco genes estin separados por regiones intergénicas de
6,000 a 13,000 pb (6-13 kb) (Chen E.Y. er al. 1989). Dentro de estos
fragmentos se encuentran secuencias homoélogas y repetidas que si
bien no se les han determinado su funcion, es posible que tengan un
papel importante en la regulacion de la expresidén de los miembros
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génicos del locus. La estructura de los cinco genes es muy similar
entre si, todos cuentan con clncQo exones y cuatro intrones, regiones
promotoras de longitud similar (De Noto F.M. et al. 1981, Barrera-
Saldaia H.A. et al. 1988, Chen E.Y. et al. 1989) y en el caso de los tres
genes hPL, una secuencia potenciadora o enhancer (Rogers B.L. er al

1986).

Cromosoma 17

- £ o= £ o ——
0 —6— —————13 o 13 4 —6.54 66 kb
hGH-N hPL-1 hPL-4 hGH-V hPL-3
e ~
Hipofisis Placenta

Figura 1. Anatomia de la familia multigénica
hGH-hPL. Se muestra la disposicién de cada gen y el
tejido de expresién de los cinco genes del locus hGH-
hPL.

En base a estudios comparativos de las secuencias nucleotidicas,
se deduce que los genes hGHs y hPLs poseeen un origen comiin. Se ha
establecido que los genes GH aparecieron hace mas de 350 millones
de aiios en los primeros vertebrados (Niall ILD. er al. 1971, Chen E.Y.
et al. 1989). Por otro lado, se ha propuesto que la evolucién de los
genes PL haya iniciado de manera independiente, hace cerca de 80
millones de afios a partir del gen de la GH en los primates (Moore D.D.
et al. 1982).

En primates, la aparicién del locus hGH-hPL se basé en una
serie de duplicaciones mediadas por secuencias repetitivas
pertenecientes a la familia Alu (Hirt H. er ol 1987, Chen EY. er al.
1989). Se sabe que estas secuencias estdn involucradas en fendmenos
de recombinacién a lo largo del gendma (Calabretta B. er al. 1982) por
lo que se ha congiderado como los puntos de recombinaciéon que
dieron origen posteriormente a los miembros del locus (Chen E.Y. et
al. 1989). Los cinco genes del complejo y sus secuencias flangueantes
se produjeron mediante tres eventos independientes de duplicacion
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(Hirt H. er al. 1987). A partir de un gen ancestral (similar al actual
gen hGH-N), aparecieron los precursores de los genes hPLs y hGHs.
Algunas mutaciones en la secuencia de ambos genes dieron lugar a
las diferencias ahora presentes entre los genes GHs y PLs. Una
posterior duplicacién en tandem dié origen a los precursores de los
genes hGH-V y hPL-3. El tercero y dltimo evento se produjo mediante
una duplicacién del fragmento que contenia al gen hPL-1, de esta
manera surgid el precursor del actual gen hPL-4 (Chen E.XY. er al.
1989).

1.2 Productos proteicos del complejo hGH-hPL

El gen hGH-N se expresa en la hipdéfisis, mientras que el resto
de la familia se expresa en la placenta (Chen E.Y. er al. 1989). El gen
hGH-N (DeNoto F.M. et al. 1981) produce un par de isoformas, una de
22 kiloDaltons (kDa) y la otra de 20 kDa. Esta iuitima representa el
10% del total de hormona secretada al torrente circulatorio por la
hipdfisis. En la placenta se producen varios péptidos, todos derivados
de la expresion diferencial de los genes placentarios (Barrera-Saldafia
H.A. et al. 1983, MacLeod J.N. er al. 1992). A su vez, el gen hGH-V
produce dos isoformas, una de 22 kDa y otra de 26 kDa (figura 2),
ambas en diferente proporcidon conforme se desarrolla la placenta
(MacLeod J.N. er al. 1992, Liebhaber S.A. et al. 1989). Por otro lado, el
lactégeno placentario secretado por la placenta se produce por la
.expresién conjunta de los genes hPL-3 y hPL-4 (Barrera-Saldafa H.A.
et al. 1983), pero en diferentes proporciones: asi, la relacidn entre
hPL-3 y hPL-4 es de 1.5 a las 4 semanas de formada la placenta y 5
al final del embarazo (MacLeod J.N. er al. 1992). Un estudio mas
reciente, en el cual se incluyeron varias placentas, mostré una
relaciéon de 1:1 a 1:6 de hPL-3 : hPL-4 con variacién de individuo a
individuo (Martinez-Rodriguez H.G. er al. 1997).

Inicialmente se habia especulado que el gen BPL-1 era inactivo
a nivel transcripcional, por no haberse encontrado RNA mensajeros
derivados del mismo en una placenta (Kidd V.J. er al. 1982, Barrera-
Sladafia H.A. 1983). Sin embargo, estudios realizados por hibridacién
de DNAs complementarios (¢cDNA) en una placeata, indicaron la
presencia de transcritos de hPL-1 (Chen E.Y. er al. 1989), los cuales
fueron caracterizados posteriormente (Macl.eod J.N. er al. 1992). Se
han descrito transcritos con potencial codificante (MacLeod J.N. et al
1992), pero no se han determinado las causas por las que no existe
un producto proteico derivado de este gen.



hGH-N hPL-1 hPL-4 hGH-V hPL-3

Figura 2. Expresion de los genes del locus hGH-
hPL. Cada gen posee un patrén distinto de expresion
en tejido y niveles de transcritos.

1.3 Estudio de Ia regulacion de la expresion de los genes del
complejo hGH-hPL

El complejo hGH-hPL constituye un modelo de regulacién de
genes muy siumilares entre si en su estructura genémica pero con
diferencias radicales en cuanto a su expresion tejido especifica,

regulacion y funcién (Barrera-Saldafia HA. ez al. 1988 y Chen EY. &
al. 1989).

La regulacion de la expresién de los genes del complejo hGH-
hPL se ha estudiado en placenta y en la hip&fisis. También se ha
recwnido al desarrollo de lineas celulares para este fin, siendo las
mas utilizadas las derivadas de carcinomas de hipdfisis de rata
(c€lulas GC) y de coriocarcinoma humano (células JEG-3, JAR y BeWo).

Experimentos de expresion transitoria realizados en estas lineas
celulares han permitido estudiar 1a expresion de genes reporteros
(Cloranfenicol acetil transferasa o CAT y luciferasa o Luc) bajo el
control de las secuencias promotoras de algunos de los genes del
complejo hGH-hPL, permitiendo determinar las secuencias
nucleotidicas involucradas en la regulacién de estos genes.
Generalmente, los estuerzos de los grupos que han realizado estos
trabajos, se han enfocado en determinar la razén de la expresion
tejido especifica de los mismos.

Asi, se han probado en células GC tanto las secuencias
promotoras del gen hGH-N (Cattini P.A. et al. 1986a. 1986b y 1987 v
Lemaigre FP. et al. 1989a), como las del gen hGH-V (Catani P.A. eral.



1987 y Nickel B.E. et al. 1990 y 1991b), e incluso las de los genes
hPL-3 (Lemaigre F.P. er al. 1989ay Voz M.L. eral. 1992) y hPL-4
(Cattini P.A. eral. 1987, Nachtigal M.W. et al. 1989 y Nickel B.E. et al.
1990 y 1991b) a pesar que estos genes no se expresan en hipdfisis de
manera natural. No obstante el gran mimero de trabajos publicados,

no se ha incluido el gen hPL-1 en ninguno de ellos, (figura 3).

celular Trofob.
hPL-3 y 4 hPL-3 hPL-3
s hGH-V hPL-3y4  hPL3y4 hPL-4 hPL-4
hGH-N hGH-V hGH-v
_ Genes Genes Genes Proisrtecsi AT
Seﬁ::::;“ Prom.-CAT Genesint.  Genesint. Prom.-CAT , "
Prom.-Luc Prom.-Luc Genes int. Genes int.
Origen Hipof. rat Placent Carci Carci Cardi
delalinea POL. rata acenta arcinoma arcinoma arcinoma

Figura 3. Modelos de estudio de expresién de
los genes del locus hGH-hPL. Se listan los nombres
de las lineas celulares y origen de las mismas, asi

como los genes estudiados. (CAT = gen de
Cloranfenicolacetil transferasa, Enh. = Secuencia
potenciadora, Genes int = genes internos, Luc. = gen de
Luciferasa, Prom. = secuencia promotora.)

Se han reportado trabajos con las secuencias promotoras de los
genes hPL-3 y hPL-4 utlizando cultivo de células las lineas JAR
(Nickel B.E. er al. 1991a) y JEG-3 (Fitzpatrick S.L. er al. 1990, Nickel
BE. ef al. 1991a y Voz M.L. et al. 1992). Sin embargo, la linea celular
que preferente se ha utilizado para el estudio de los genes
placentarios ha sido BeWo. Se han publicado trabajos en los que se
utilizaron secuencias promotoras del gen hGH-V (Nickel B.E. et al
1991a y 1993) y de los genes hPL-3 y hPL-4 (Cattini P.A. er al. 1987,
Tansey W.P. et al. 1991, Voz M.L. et al. 1991, Nickel B.E. et al. 1991]a
y 1993 y Stephanou A. er al. 1994b, 1995a y c¢). Incluso, se han
ensayado las secuencias promotoras del gen hGH-N (Barlow J.W. e al.
1986 y Voz M.L. et al. 1991). De nuevo, el gen hPL-1 no ha sido
utilizado en estos ensayos.



Otra estrategia experimental aplicada ha sido la
implementaciéon de cultivos primarios de células trofoblasticas
aisladas a partir de placentas a término (Klassen M.E. er al. 1989,
Stephanoun A. er al. 1994a), los cuales semejan el comportamiento y la
diferenciacién de estas células en placenta (Stephanon A. et al
1994a). No obstante que las condiciones de transfeccién por medio de
liposomas se han estandarizado para esos cultivos (Jacquem P. er al
1993), algunos autores reportan tener problemas para su utilizacidn
en técnicas de introduccion de DNA (Handwerger S. er al. 1995).

1.4 Secuencias reguladoras de los genes del complejo hGH-
hPL

Durante el estudio de los genes del complejo multigénico se han
descrito varias secuencias involucradas en la regulacién de la
expresidon. Estas se encuentran en uwn 4rea aproximado de 3000 pb
previos al inicio de la transcripcién. Sin embargo, en los primeros 300
pb, se encuentran los elementos de regulacién bdsicos para la
expresion de los genes (figuras 4 y 5).

La primera de las secuencias regulatorias descrita, fue la regién
de unién al factor Pit-1 (Bodner M. et al. 1987 y Castrillo J.L. er al
1989), también conocido como GHF-1. Esta proteina es el factor
responsable de la expresién especifica de tejido del gen hGH-N (Karin
M et al. 1990) y se une a un par de regiones a 40 pb de la caja TATA,
denominadas Pit distal y Pit proximal (figuras 4 y 5).

Ambas regiones de unién a Pit-1 se encuentran altamente
conservadas al nivel de su secuencia nucleotidica en los promotores
de los genes de la familia, a excepcion de hGH-V (figura 5). Se sabe
que este factor se puede unir a los promotores basicos de los genes
hPLs en células GC e inducir su expresion (Nickel B.E. er al. 1990). Sin
embargo, existe vna regidén (entre 1,500 y 2,000 pb del sitio de inicio
de la transcripcidn segin el gen), en la cual se wnen proteinas que
inhiben la unién de Pit-1 en los genes hPLs y hGH-V. Estas secuencias
impiden la expresién de los genes placentarios en la hipéfisis
(Natchigal M.W. er al. 1993). Por ser Pit-1 un factor especifico de
tejido hipofisiario (Ingaham H.A. er al. 1988), aparentemente no estd
involucrado en la induccién de la expresiéon de los genes hPLs y hGH-
V en la placenta.



Promotor Unidad

Distal Préximal transcripcional Potenciador
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USF Zn-15 InrE
Figura 4. Secuencias reguladoras de los genes
del complejo. Se representan las principales
regiones donde se unen los factores reguladores a los
promotores de los genes del locus hGH-hPL.

Otros factores han sido involucrados en la regulacién de la
expresién del gen hGH-N en la hipdfisis, potenciando la accién de Pit-
1. Algunos de éstos son: AP-2 (Lefevre C. er al. 1987), NFy (Stephanou
A. et al. 1995a) y USF (Lemaigre F.P. er al. 1989b, Courtois S.J. et al.
1992). Estos factores se unen al promotor en un region de 290 a 255
pb antes del sitio de inicio de la transcripcién (figura 5). Otro par de
factores relacionados con Pit-1 son Zn-15 (descrito en rata), el cual
funciona como potenciador de Pit-1 (Lipkin S.M. er al. 1993) y Spl
(Lemaigre F.P. er al. 1989b), el cual compite con el factor Pit-1 por la
region de union Pit distal en los promotores de los genes de hPLs
(Jiang S.W. et al. 1995). El factor Spl juega un papel muy importante
en la regulacion tanto de los genes hPL como de hGH-V, ya que la
delecion de su sitio de unidén, disminuye de manera significativa la
expresion de estos genes en células BeWo (Fitzpatrick S.L. et al. 1990,
Karin M et al. 1990), no siendo el caso de la delecién de la regién de
unién a Pit-1, al menos en el gen hPL-4 (Fizpatrick S.L. er al. 1990).
Otra regién involucrada en la regulacion de los genes hPLs es el
elemento iniciador o InrE, éste se localiza entre la caja TATA y el sitio
de inicio de la transcripcion (figura 5). La mutacién de esta secuencia
provoca la disminucidén de la expresién hasta en un 60% (Jiang S.W. et
al. 1995).
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Varias hormonas tienen también un papel regulador sobre los
genes hPLs. Se han reportado sitios de unién para los receptores de
glucocorticoides en el primer intron del gen hGH-N (Slater E.P. er al
1985 y Cattini P.A. et al. 1986b). La hormona triyodo tironina (T3), es
importante para la regulacién de la expresién de los genes hPL-3
(Nickel B.E. et al. 1991a, Voz M.L. et al. 1991 y Stephanou A. er al.
1995a, 1995b) y hPL-4 (Cattini P.A. et al. 1987, Nickel B.E. et al
1991a, 1993 y Tansey W.P. et al. 1991). Cabe mencionar, que el gen
hGH-N no responde a la induccién de la hormona T3 (Cattini P.A. er al.
19860,1987 e Ingaham H.A. er al. 1988).

Existen otros receptores que se unen a los promotores de los
genes hPLs, €éstos son: los de la vitamina D (Stephanou A. er al. 1994b,
1995a, 1995b), el del 4acido retinoico (Stephancu A. ef al. 1995b), el
de la apolipoproteina Al (Handwerger S. et al. 1995) e incluso el de
la interleucina-6 (Stephanou A. er al. 1994b). También se ha
localizado una region que responde a la induccién por AMP ciclico
(Dana S. et al. 1989). Extraiiamente, para el gen hPL-1 no se¢ ha
publicado ningin estudio sobre la unién de los receptores descritos
anteriormente sobre su promotor, aunque contiene también las
secuencias implicadas en la unién de estos factores (figura 5).

Aunque los sitios de unién de todos estos factores
transcripcionales y receptores de segundos mensajeros se han
localizado sobre los promotores de los genes del complejo hGH-hPL,
no se sabe con exactitud como regulan la expresién de cada miembro
del complejo, ni como participan en la expresion diferencial de los
mismnos.

Si bien los modelos de cultivo celular han sido de gran ayuda en
el estudio de la expresion de los genes del complejo, presentan
limitantes. Por ejemplo, las células GC son derivadas de hipéfisis de
rata, mientras que JAR, JEG-3 y BeWo son derivadas de carcinoma de .
corion (el cual no expresa lactégeno placentario in vive). Sin embargo,
estas tres lineas celulares expresan HPL y HGH variante, pero con
diferente patrén en comparacién a la placenta (Lytras A. et al. 1994).
Otro modelo empleado es el cultivo primaric de trofoblastos pero su
reducida sobrevivencia en cultivo es una gran limitante para su

utilizaciéon en los estudios de expresién de los genes del complejo
hGH-hPL.
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1.5 Ensayos de transcripcion in vitro

Una alternativa a los estudios de expresién génica en lineas
celulares o directamente in vive, son los ensayos de transcripcion in
vitro. Para realizar éstos se requieren extractos crudos o purificados,
los cuales contengan tanto la RNA polimerasa II como los factores
transcripcionales bdasicos. Desde su desarrollo (Manley J.L. er al. 1980,
Dignam J.D. er al. 1983), esta herramienta ha permitido identificar las
proteinas implicadas en la transcripcién y entender la regulacion
génica (Ge H. er al. 1996).

Utilizando un sistema de transcripcidn in vitro, se reporté la
actividad del promotor del gen hGH-N tanto en extractos de células
HeLa, como en células GC de hipdfisis de rata (Courtois S.J. ef al. 1992
y Labarriere N. 1995), no obstante, el trabajo se enfoca a estudiar los
multiples sitios de inicio de la transcripcidon de este gen mds que a
estudiar su regulacion.

En otro trabajo se utilizaron los promotores proximales (500
pb) de los genes hPL-1, hPL-3 y hPL-4, utilizando de nuevo extractos
de células Hela como fuente de la RNA polimerasa 11 y factores
transcripcionales (Selvanayagam C.S. et al. 1984). Los resultados
demostraron }la funcionalidad de los tres promotores en este sistema.
Adicionalmente se describieron varios sitios de iniciacién alternativos
al inicialmente descrito para estos genes (Barrera-Saldafia H.A. er al.
1983). En este trabajo no se compard el potencial transcripcional de
los genes de lactégeno probados, ni se incluyeron los genes hGH-N vy
V.

No se ha desarrollado alin un sistema de transcripcién a partir
de tejido placentario y a la fecha no se ha comparado la actividad de
los promotores de los genes hPL's o hGH-V en un sistema in vitro
derivado del tejido donde se expresan naturalmente como lo. es la
placenta. Por lo tanto, en este trabajo se propone un estudio
comparativa del potenctal transcripcional de los promotores de los
genes del complejo hGH-hPL uwsando tanto extractos de células Hel.a
como extractos de placenta humana.
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CAPITULO 2
Objetivos
2.1 Objetivo general
Comparar ¢l potencial transcripcional de los cinco promotores
de los genes del complejo multigénico hGH-hPL en un sistema in
vitro.

2.2 Objetivos especificos

» Estandarizar el sistema de transcripcién in vitro a partir de
extractos de células HelLa.

« Comparar en el sistema estandarizado el potencial transcripcional
de las cinco regiones promotoras bdasicas (-3500 pb) de los genes hGH-
hPL.

* Implementar un sistemna de transcripcién in vitro derivado de
placenta a término.

» Inferir la posible participacién de las principales regiones
regulatorias de dichos promotores en la transcripcién, mediante
deleciones de las mismas.
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CAPITULO 3

Material y Métodos

Los objetivos marcados anteriormente fueron desarrollados
signiendo la estrategia general tlustrada en la figura 6.

Obtencidén de extractos de
células Hela y placenta

Obtencion de templados

Purificacion de extractos (placenta)

Transcripcion in vitro

Analisis de resultados

Figura 6. Estrategia experimental. En este
esquema se ilustran los pasos que se siguieron para
lograr los objetivos de este trabajo.

3.1 Obtencion de templados

Para la realizacion de la transcripciéon in vitro se requirid de
preparar templados que tuvieran el promotor a estudiar y una
porcidn de la unidad transcripcional. Para este trabajo se utilizd la
region de 500 pb. denominada “promotor béasico” de cada uno de los
cinco genes del complejo hGH-hPL y aproximadamente 460 pb de la
regién estructural correspondiente. Se construyeron dos deleciones
de cada regién promotora: una con las primeras 140 pb y la otra con

solo 70 pb sin cambiar la longitud de la regién a transcribir (figura
7).
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3.1.1 Purificaciéon de templados en gradientes de sacarosa

A partir de las construcciones mencionadas anteriormente
(Barrera-Saldaiia H.A. datos no publicados) fueron obtenidos los
fragmentos de 960, 600 y 530 pb que corresponden a las tres
versiones de templados a ensayar para cada uno de los cinco genes
del complejo hGH-hPL tal como se ilustra en la figura 7. Estas
construcciones una vez caracterizadas enzimaticamente |y
secuenciadas para corroborar su identidad, fueron obtenidas a gran
escala utilizando el método de lisis alcalina (Sambrook J. et al. 1989).
Fueron digeridos con las enzimas de restriccién Sac 1y Kpn 1, 200 png
de DNA plasmidico siguiendo las recomendaciones del fabricante, de
esta manera se liberaron los templados del vector de clonacién.

460

=500 -400 -300
| Lo

=200
|

-100 i +100

N F-1 Pit g GRE

Fragmentos clonados:

* -500 + UT (460 pb)
* -140 + UT (460 pb)
s -70 + UT (460 pb)

Figura 7. Obtencién de templados para la
transcripcion. Una vez subclonados en el vector
plasmidico pBlueScript SK+, los templados fueron
liberados por cortes enzimdticos con Sac [y Kpn |
(amp, gen de resistencia a ampicilina; Ori, origen de
replicacion; UT, unidad transcripcional).

Los fragmentos derivados de la digestién fueron purificados
mediante gradientes de sacarosa de 5 a 20 %, preparados en una
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solucion conteniendo Tris HCI (20mM, pH 8.0), EDTA (2mM), NaCl
(200mM) vy EtBr (5 wg/ml). Se centrifugaron en un rotor SW41
(Beckman) a 35,000 rpm por 16 h a 4 °C. Se recuperaron las bandas
de los templados mediante puncién con una aguja. El DNA fue
precipitado al agregar 1/10 del volumen de NaOAc 3M y 2
voluimenes de EtOH 100 %. Se precipitd a -20 °C por 30 min, la pastilla
se laveo con EtOH al 70 % y se secé al aire para posteriormente
disolverse en agua.

3.1.2 Cuantificaciéon y andlisis electroforético de los

templados

Una vez purificados los templados, se realizé una medicién de la
absorbancia a 260 nm con un espectrofotémetro Beckman modelo
DUS50 para determinar su concentracién, tomando en cuenta que

cada unidad de absorbancia a 260 am, corresponde a 50 mg/mL de .

DNA de cadena doble en solucién (Catalogo de New England BioLabs,
1995 pp 232). Adicionalmente los templados se sometieron a una
electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % en un amortiguador TBE,
para verificar que efectivamente se habian separado del vector.

3.2 Preparaciéon de extractos proteicos para transcripcién
vitro

Para realizar la transcripcién de un templado purificado es
necesario la RNA polimerasa y todos los factores transcripcionales
asociados a ésta. La fuente comin de éstos son extractos celulares, ya
sean de cultivo o directamente de teiidos, En este trabajo se utilizaron
tanto extractos derivados de células HelLa como de placenta.

3.2.1 Extractos crudos de células HeLa

Desde la aparicion de los primeros articulos en los que se
describié la técnica de transcripcidén in vitro (Manley J.L. et al. 1980,
Dignam J.D. et al. 1983) comunmente se han utilizado extractos
crudos de células Hela como fuente de la maquinaria transcripcional.

-Los extractos de células Hela utilizados en este trabajo fueron
donados por el grupo de investigacion del Dr. Jean-Marc Egly del
“Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire”
(IGBMC) de Estrasburgo, Francia. Estos fueron preparados como se
describe a continnacién vy en la figura 8.

in
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Todo el proceso se realizd en el cuarto frio a 4 °C, usando
materiales y soluciones enfriadas previamente en hielo. A partir de
50 mlL de células HeLa cultivadas en medio minimo DMEM (a 37 °C y
con 5% de CO2,) se hizo mecdnicamente una lisis celular con un
homogenizador de vidrio Potter-Elevehjem (Wheaton) con 100 mL
del amortiguador A (10mM Tris-HCI pH 7.9, ImM EDTA y 5mM DTT).
Se mezcld el lisado con un volumen igual de amortiguador B (50mM
Tris-HCl pH 7.9, 10mM MgClp, 2mM DTT, 25 % sacarosa y 50 %
glicerol). Se agregé 1/8 del volumen final de una solucién saturada de
(NH4)2S04 (4M) gota a gota, mezclindose a velocidad media con un
agitador magnético por 30 min.

[ Células Hel.a ] Homogenizar
—_—

+
o Placenta (NH, ) S 04

Centrifugar «+—— Sobre:Eldante «4——— Centrifugar

(15,000 rpm / 30 min) (NH, } SO: (60%) (45,000 rpm / 3 hrs)

l HelLa

P > [Transcripcién]

Dialisis - .
Placenta H Purificacién —» in vitro

Figura 8. Extractos de células Hela y placenta,
Se homogenizé las células Hela o cotiledones de
placenta en un amortiguador. Los restos cclulares se
eliminaron por centrifugacién, Se adiciond sulfato de
amonio al sobrenadante hasta un 60% para precipitar
las proteinas. Se dializaron y para el caso de los
extractos de placenta se procedié a un paso de semi-
purificacion por cromatografia.

La mezcla se centrifugé en un rotor 60Ti (Beckman) a 50,000
rpm a 4 °C por 3 h. Se agregd 0.33 g de (NH4)32504 s6lido y 0.33 pL de
NaOH (1IM) por cada ml. de sobrenadante, mezclindose por 30 min.
Se centrifugd en un rotor 60Ti (Beckman) a 15,000 rpm a 4 °C por 20
min. Se decanté el sobrenadante y la pastilla se dejé escurrir sobre
papel absorbente a 4 °C. Posteriormente se disolvio en el menor
volumen posible con amortiguador C (50mM Tris-HCI pH 7.9, 0.2mM
EDTA, 5mM MgCl;, 40mM (NH4)2S04, ImM DTT y 15 % de glicerol).
Finalmente se dializé contra 500 mL del mismo amortiguador C
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durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente, los extractos se
guardaron en alicuotas de 200 pL a -70 °C hasta su uso. La
concentracién de los extractos se obtuvo mediante la técnica de
Bradford (Bradford M.M. 1976).

3.2.2 Extractos crudos de tejido placentario

Los extractos de placenta fueron obtenidos siguiendo la misma
metodologia descrita para los extractos de células HelLa (Figura 8) con
las siguientes modificaciones. A partir de placentas obtenidas por
cesdreas (Servicio de Ginecologia del Hospital Universitario José
Eleuterio Gonzalez de la Facultad de Medicina de la UANL), les fueron
cortados los cotiledones y se éstos se lavaron en un amortiguador PBS
para e¢liminar lo mas posible la sangre. Se homogenizaron 80 g de
cotiledones en 100 mL de amortiguador A en una licuadora estéril, se
agregdé un volumen ignal de amortiguador B y 1/8 del volumen final
de (NH4)2S04 saturado. El homogenado se centrifugé en un rotor JA-
18 (Beckman) a 18,000 rpm a 4 °C por 1.5 h. A partir del
sobrenadante se precipitaron las proteinas como se describié para los
extractos de células Hela. Se centrifugé en el mismo rotor a 15,000
rpm a 4 °C por 30 min. La pastilla se disolvié en amortiguador C y se
dializ6 contra el mismo amortiguador durante toda la noche a 4 °C. Se
almacend a -70 °C hasta su uso.

3.2.3 Semipurificacion de Jlos extractos de placenta

Los extractos crudos de placeata, a diferencia de los de células
HelLa, no son activos en ensayos de transcripcidn in vitro (Revol A.
1996, datos no publicados) y se requiere de una semipurificacion de
los mismos por cromatografia, la cual se realizé como se ilustra en la
figura 9.

Una columna de 14 X 2 cm (BioRad) fue empacada con 10 mL
de resina de heparina-sefarosa (IBF Biotechnics, Estrasburgo,
Francia), se lavé y se equilibr6 con 5 volimenes de un amortiguador
denominado TG1gEDKsg (50mM Tris-HCL pH 7.9, 10 % glicerol, 0.1mM
EDTA, 0.5mM DTT y 50mM KCI). Se deposité el extracto crudo de
placenta (aproximadamente de 10 a 15 mL) con un flujo de 0.8
mL/min. El filtrado se almacend en hielo para posteriormente
depositarlo en una columna de DEAE-celulosa. La columna de
heparina-sefarosa se lavd primeramente con cinco
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Extractos crudos
de Placenta

Columna de Heparina

Filtrado 50 mM KCl 240 mM KCl1 600 mM KCl1
Dialisis
Columna de DEAE
Dialisis ¥

.r I ! I Transcripceién
Filirado 50mMKCl 70 mM KCl 350 mM KCF—»| . ..

Figura 9. Semipurificacion de los extractos de
placenta. El extracto crudo se fraccioné
primeramente en una columna de heparina-sefarosa vy
después en una de DEAE-celulosa. La elucion se hizo a
600mM (heparina-sefarosa) y 350mM (DEAE-celulosa)
de KCI. Ambas fracciones fueron dializadas antes de su
uso.

volimenes de TG1gEDKj5q, después con TG1gEDK240 (240mM KCl) y la
elucién de las proteinas de interés se llevo al cabo con TG1gEDKgg0
(600mM KCI) con un flujo de 0.8 mL/min. Se colectaron alicuotas de
0.8 mL a la salida de la columna y la concntracién de proteinas se
determind mediante la lectura de la absorbancia a 280 nm con un
espectrofotémetro (Beckman, modelo DUS50). Al f{inalizar la
cromatografia, se lavé la columna con 5 volimenes de TGigEDK m,
almacendndose en este amortiguador a 4 °C hasta su uso (Gerard M.
et al. 1991).

Para la columna de intercambio anidénico (DEAE-celulosa, IBF
Biotechnics, Estrasbourgo Francia) se procedié de igual manera. Se
equilibré con cinco volimenes de TGjgEDKsp una columna empacada
con 10 mL de esta resina, se procedié a un lavado con cinco
voliimenes de TGjgEDK7g, la elucién final se hizo con TGjpEDK350 a un
flujo constante de 0.8 mL/min, colectando alicuotas de 0.8 mL
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siguiendo la absorbancia de las mismas a 280 nm. Como en el caso
anterior se lavé la columna con TGigEDK M para eluir completamente
las proteinas remanentes. Se almacend en este amortiguador a 4 °C
hasta su uso.

Las alicuotas colectadas de ambas columnas (TGgEDKeggo de
heparina-sefarosa y TGipEDK350 de DEAE-celulosa) se dializaron
contra 500 mL de TG19EDKso durante dos horas a 4 °C y se usaron
inmediatamente para los ensayos de transcripcién o se congelaron
por inmersién en N2 liquido y almacenaron a -70 °C hasta su uso.

3.3 Ensayos de Transcripcion in vitro

La transcripcién in vitro es una herramienta utilizada para el
estudio de la expresion y regulacidon génica. Esta consiste en colocar
un fragmento de DNA el cual posee una regién promotora con las
secuencias necesarias para que la maquinaria transcripcional
suministrada por extractos de células o tejidos, las reconozca y dirijan
la sintesis de un fragmento de RNA de tamaiio predeterminado, al
limitar el fragmento a transcribir. De esta manera, se puede estudiar
tanto la capacidad de un promotor para dirigir la transcripcién como
su potencia y especificidad.

Los ensayos de transcripcién in vitro fueron realizados
siguiendo el protocolo descrito en la literatura (Miyamoto N.G. et al.
1985, Gerard M. er al. 1991) con las siguientes modificaciones:

Primeramente se realizd una preincubacién de los extractos
proteicos y del templado para favorecer la. unién los factores
transcripcionales. Se utilizaron como DNAs templados tanto el
promotor mayor tardio del Adenovirus-2 (Ad2ZMLP, Miyamoto N.G. et
al. 1984, 100ng) como alguna de las tres versiones de promotores de
cada gen del complejo hGH-hPL (100 a 200 ng de cada uno). A cada
templado se le agregé 1 pul MgCly (100mM) y los extractos crudos de
células HelLa o de placenta, 2 pl. de la fraccién eluida con TG gEDKas
de la columna de DEAE-celulosa y 5 ul. de la fraccion eluida con
TG1oEDKgoo de la columna de heparina-sefarosa, ajustando a 25 pL de
volumen final con TGigEDKsg. Se incubd esta mezcla en un bano de
agua a 25 °C por 15 min.

Después de la preincubacién, se inicié la reaccion de
transcripcién al agregar 5 ul. de una mezcla conteniendo | pL de CTP
(0.25mM), 0.65 ul. de MgCly (100mM), 0.2 pl. de una mezcla de
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ATP/UTP/GTP (25 mM cada uno) y 0.3 a 0.5 pL de CTP marcado con
fosforo 32 (32P-a-CTP, 10 mCi/mL de Amersham), completado a un
volumen final de 5 pL con TGigEDKs5g. Se mezclé y se incubd en un
bafio de agua a 25 °C por 45 min.

La reaccién se detuvo agregando 400 pL de una solucién con
0.5 % SDS, 50mM NaOAc y 50 mg/mL tRNA de levadura o de E . coli .
LLos RNAs se extrajeron con 200 uL de Fenol saturado con Tris-HCI
IM, pH 8.0 (Sambrook et al. 1989), agitindose en vortex por 10 s.
Posteriormente se adicionaron 200 pl de cloroformo a la mezcla y se
agitd nuevamente por 10 s en vortex. Se separaron las fases por
microcentrifugacién (Eppendorf, modelo 5415¢) a 14,000 rpm por 5
min. Una vez recuperado el sobrenadante, los RNAs se precipitaron al
agregar 20 pL de NH4OAc (5M) vy 1 mL de EtOH 100%, incubando a
-20 °C por 20 min. Se colecté el precipitado por centrifugacién a
14,000 rpm por 25 min, se decanté el sobrenadante secdndose los
tubos con un papel absorbente. Las pastillas se dejaron secar al aire
por 10 min y la pastilla se disolvio en 4 pL. de amortignador de
muestra para secuenciacién (80 % formamida, 0.5X amortiguador TBE,
0.2 % azul de bromofenol y 0.2 % xilencianol).

32
Templado P- o—CTP
Extractos HeLa 22°C/15min
o Placenta ] .,
' Pre-incubacion

EtOH

NHQOAC Extraccion de . ..
Centrifugar w-——— los RNAS -+— Rx transcripcion

(15,000 rpm / 5 min) 25 /a5 min
l Electroforeésis
Pastilla _— condiciones
desnaturalizantes

¢

] «+—— Autoradiografia

Analisis
de resultados

Figura 10. Diagrama de flujo de los e¢nsayos de
transcripcidn in  vitro.
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3.4 Andlisis de los productos de transcripcion in vitre

Los productos de transcripcion se separaron por electroforesis
en geles de poliacrilamida(5 %)-Urea(50 %) de 19 X 25 cm, en
amortignador de TBE a 20 mA por 1 h. Se desmontd el gel y se fijé
sobre un papel filtro por adherencia, se cubrié con pléastico
autoadherente KleenPack (Keemberly-Clark) y se expuso a una
pelicula de rayos X (HyperFilm MP de Amersham) con pantalla
intensificadora (Kodak) por 16 h a -70 °C. Una vez revelada la
pelicula se analizaron las bandas mediante densitometria utilizando
un procesador de imagenes Bio-imaging analyzer Bas 2000 (Fuji,
Japén).

3.5 Analisis estadistico de los resultados

Se agruparon las mediciones por tamafio de regién promotora
(500, 140 y 70 pb) por gen del cual se originaron (hGH-N, hGH-V,
hPL-1, hPL-3 y hPL-4). Los valores de cada grupo fueron procesados
estadisticamente por un analisis de ANOVA mediante el programa
computacional Excel 4.0 (Microsoft corporation). Los valores
utilizados fueron solo los de los ensayos en los que todas las muestras
procesadas se lefan en la misma pelicula. Cualquier ensayo
incompleto se descarté. Asi mismo, se determind el valor promedio
para cada grupo de mediciones y la desviacidn estandar graficandose
en el mismo programa Excel 4.0.
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CAPITULO 4

Resultados
4.1 Templados |

Los fragmentos de DNA utilizados como templados fueron
purificados por gradiente de sacarosa. La concentracién de cada
preparacién de templados se calculé midiendo su absorbancia a
260nm (tabla I).

Tabla I. Concentracion de los templados
utilizados para la transcripciéon in vitro

Templado | Conc ng/mL
N-500 466
1-500 686
4-500 660
V-500 692
3-500 706
N-140 672
1-140 560
4-140 620
V-140 792
3-140 652
N-70 632
1-70 880
4-70 952
V-70 966
3-70 812

Los templados se identificaron asignando el nombre de cada
gen seguido de la versién de promotor, a saber, para el gen hGH-N
con 500 pb de promotor se asigné "N-500". Se verificéd la integridad
de los DNAs mediante un gel de agarosa al 0.8 % tefidos con una
solucion de bromuro de etidio (2 mg/mL), como se muestra en la
figura 11.
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- 500 bp - 140 bp - 70 bp
M N1 4V 3 NTrawpegsy 1 4V 3

M

960 nuc 600 nuc 530 nuc

Figura 11. DNAs templados para transcripcién
in vitro. Se muestran los DNA templados resueltos
por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Las
longitudes de las tres versiones son 960, 600 y 530 pb
respectivamente.

4.2 Transcripcion in vitro con extractos de células HelLa
4.2.1 Estandarizacion del sistema

Primeramente, se realizé una serie de ensayos en los cuales se
probé el extracto de células Hela para encontrar las condiciones
Optimas para el mismo, ya que se sabe que podrian variar de
preparacion a preparacion (Miyamoto N.G. et al. 1984). Se utilizé el
promotor del gen mayor tardio de Adenovirus (AdMLP) en
cantidades de 50, 100 y 200 ng. Los resultados se ilustran en la
figura 12. Se observa una banda prominente a 309 nucleétidos que
corresponde al transcrito esperado a partir de este templado. A
medida que la cantidad de templado se incrementa, la seial del
transcrito también lo hace (carriles 1 al 3, figura 12). Sin embargo, al
aumentar la cantidad de 100 a 200 ng de templado, el incremento de
sefial ya no es proporcional (carriles 2 y 3, figura 12), por lo que se
decidié utilizar 100 ng para los posteriores ensayos.
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ng de AAMLP

Vector
Adenovirus:
100 ng
hGH / hPL: - ‘
200 n ranscrito
g (309 nuc)
Productos
inespecificos

Figura 12. Ensayo de transcripcion wusando
extractos de células HeLa. Se muestra el
incremento de la sefial conforme se aumenta la

concentracion de templado, el cual fue AAMLP (M=

marcador de peso molecular, el plasmido pBR322

digerido con la enzima de restriccion Msp I).

De igual manera, se realiz6 un ensayo con los templados
conteniendo las secuencias promotoras de 70 pb de cada uno de los
genes del complejo y se determiné una cantidad de 200 ng como la
mejor para obtener una seiial clara pero sin llegar al punto de
saturacién del sistema. De esta manera, se traté de permanecer
dentro de la fase proporcional del sistema.

El ensayo con los templados de 70 pb de la regién promotora se
realiz6 de igual forma para probar la funcionalidad de estos
promotores minimos de cada gen del complejo, en el sistema de Hela.
En la figura 13, se observa el resultado de uno de los ensayos
realizados. La sefnal principal que se visualiza en la figura 13
(sefialado con una flecha) es el transcrito de aproximadamente 460
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pb derivado de la regién codificante presente en cada templado, el
tamafio de los mismos fue verificado en base al marcador de peso
molecular colocado a la derecha de la figura (carril M, figura 13).

Asi mismo, se observa la sefial derivada del testigo positivo a
saber, el templado de adenovirus (carril “Ad”, figura 13). Con estos
ensayos se encontr6 que los templados de los cinco genes,
conteniendo sélo la regién minima promotora de cada gen (figura 5)
podian dirigir la transcripcién en este sistema derivado de células
HeLa. Cabe senalar las intensidades de las seiiales encontradas para
cada gen. Asi, la mayor intensidad se observé en los genes hGH-N y
hPL-1 (carriles N y 1, figura 13). Le siguen los genes hPL-3, hPL-4 y
finalmente, con menor intensidad hGH-V (carriles 3, 4 y V, figura 13).
Esta tendencia se encontr6 en todos los ensayos realizados.

N =38 4. ¥ 80 Ad - M

622
527

460

403

309

Figura 13. Transcripcion in vitro de los
templados 70 pb con extractos de células HeLa.
Se observa la actividad de los templados con el
promotor minimo de cada gen del complejo hGH-hPL.
(Ad= Adenovirus, M= marcador de peso molecular,
pBR322 + Msp I).
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4.2.2 Ensayos de transcripcion con los genes hGH-hPL

Se realizaron varios ensayos en los que se utilizaron los 15
templados preparados a partir de los genes del complejo hGH-hPL a
saber, los cinco genes del complejo en sus tres versiones de promotor.
En la figura 14 se ilustra un ensayo representativo en el que se
observan los transcritos derivados de cada templado, primero los
cinco genes en la version con 500 pb, después 140 pb y finalmente
de 70 pb del promotor. El testigo positivo fue AdMLP.

- 500 bp - 140 bp - 70 bp

N14V3Nl14V3N14V3AdM

Figura 14. Transcripcion in vitro de los 15
templados con extractos de células HeLa. Se
muestran los resultados de un experimento de
transcripcién in vitro, en el cual se incluyeron todos
los miembros del complejo hGH-hPL en sus tres
versiones de longitud de promotor. (Ad= Adenovirus,
M= marcador de peso molecular, pBR322 +Msp I).

En esta figura se observa nuevamente la diferencia entre las
senales derivadas de cada templado. Los ensayos con los 15
templados fueron repetidos en varios experimentos independientes.
Las intensidades de las bandas obtenidas fueron medidas por
densitometria directamente sobre la pelicula mediante el equipo Bio-
imaging analyzer Bas 2000 (Fuji, Japon). Los resultados promedios y
sus desviaciones estandares se presentan en la tabla II.

Dada la alta variacion en los ensayos se decidid realizar un
experimento en el que se incluyeron duplicados de un mismo
templado bajo las mismas condiciones experimentales, para
determinar el origen de las variaciones (figura 15). Se observan
variaciones de la intensidad de las bandas del cada transcrito aln y
cuando se hicieron bajo las mismas condiciones experimentales.
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Tabla II. Valores promedio de los ensayos
de transcripcién in vitro  medidas en
unidades arbitrarias

Templado| Promedio| Dev. Std
N-500 123.64 74.99
1-5090 98.96 81.34
4-500 165.01 128.02
V-500 89.46 59.69
3-500 104.18 41.47

n=29

Templado| Promedio] Dev. Std.
N-140 257.35 128.01
1-140 188.08 21.53
4-140 169.80) 917.17
V-140 135.60 24.86
3-140 230.70 124.58

n=4¢4

Templado| Promedio| Dev. Std.
N-70 189.55 61.12
1-70 183.53 54.30
4-70 113.85 38.40
V-70 . 86.78 15.13
3-70 105.28 15.69

n =4

4.2.3 Ensayos comparativos de transcripcion

En base a los valores obtenidos para cada gen en sus tres
versiones de promotor, se utilizé un analisis de varianza para
determinar si existian diferencias significativas entre las mediciones
de cada muestra. La tabla II incluye los valores promedio y la
desviacién estandar de cada grupo analizado, a saber la comparacién
entre los cincos genes y la comparacién entre las tres. versiones de
cada gen individual.

En la figura 16, se ilustra de manera grafica el resultado de
estos andlisis. Para la version de 500 pb de promotor, no se
observaron diferencias significativas entre los cinco genes. (gréfica a,
figura 16), esto mismo sucedié con la version de 140 pb (grafica b).
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N N \ \4
500 140 70 500 140 70 500 140 70 500 140 70 M

,

Figura 15. Ensayos de transcripcion por
duplicado en el mismo experimento. La figura
presenta los resultados de uno de los ensayos por
duplicado utilizando los promotores de los genes hGH-
N y hGH-V (Ad= Adenovirus, M= marcador de peso
molecular).

Sin embargo, en la grafica correspondiente a los resultados de
la mediciones de la version de 70 pb (gréfica c) se observan
diferencias significativas (p = 0.022), entre el gen hGH-V, que
presenta el menor indice transcripcional y los genes hGH-N y hPL-1
los mayores. Adicionalmente se observa que los genes hPL-3 y hPL-4
presentan valores muy similares para esta versién del promotor.

Por otro lado, la comparacién entre cada versién del promotor
de cada gen se muestra en la figura 17. Se realizé un analisis de
varianza para cada gen en sus tres versiones, 500, 140 y 70 pb. El
analisis no mostré diferencias significativas entre las mediciones, lo
- que indica que para un mismo gen el potencial transcripcional entre
las tres versiones de promotor ensayadas no es mayor que la
variabilidad observada entre los ensayos.

4.3 Transcripcion in vitro con extractos de placenta
4.3.1 Semipurificacion de extractos de placenta
Una vez que se obtuvo el extracto ciudo, se procedid

semipurificarlo por medio de cromatografia de afinidad (heparina-
sefarosa) y de intercambio aniénico (DEAE-celulosa). En la figura 18
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1 4 v

C
Promotor de 500 bp 300 7
n=9
200
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B 400, 100
3001
U rel ¢
200 N 1 4 v 3
100 Promotor de 70 bp
L n=4
0 & _ : 4
N 1 4 v
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Figora 16. Comparacién de]l potencial
transcripcional de cada gen en ensayos de
transcripcién. Las tres grificas representan el
promedio de varias mediciones del indice
transcripcional de cada gen asi como la desviacién
estandar de las mismas.

SOO-F

400 -

300 -
U rel

200 4

100 4

500 140 70 500 140 70 500 140 70 500 140 70 500 140 70

hGH-N hPL-1 hPL-4 hGH-V hPL-3

Figura 17. Comparacién entre las tres
versiones del promotor de cada uno de los
genes del complejo hGH-hPL. Se graficé el
promedio de los indices transcripcionales obtenidos
por cada promotor y la desviacidn estandar asociada.
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utilizarlas, una vez dializadas en los ensayos de transcripcion.
siguié el mismo protocolo ya descrito para los ensayos con los

se muestran las grificas de elucidn de las proteinas en funcién de la
extractos de células HelLa (ver material y métodos).
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4.3.2 Transcripcién in vitro con los extractos de placenta

En la figura 19 se presenta uno ensayo representativo de
transcripcién in vitro con los extractos de placenta. En esta figura se
observan los transcritos derivados de cada uno de los genes en sus
tres versiones. Estos productos de transcripcién presentan el tamaiio
de aproximadamente 460 pb.

460 pb

Transcritos

Figura 19. Ensayo de transcripcién in vitro
utilizando extractos de placenta. Se observa el
resultado de un ensayo de transcripcién in vitro
utilizando los 15 templados del complejo hGH-hPL.
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CAPITULO 5
Discusién
5.1 Templados para transcripciéon in vitro

Han sido descritas diversas técnicas para la purificacidon de
templados para transcripcion in vitre, como purificacion por
adsorcion a silica (Geneclean®), electroelucion y gradientes de
sacarosa. En el presente trabajo se utiliz6 esta iltima, obteniéndose
templados lo suficientemente limpios para ser utilizados
. exitosamente en las reacciones de transcripcién. Ademas, la
utilizacién de los gradientes de sacarosa permite procesar grandes
cantidades de material. Por ejemplo, al cargar los gradientes con 100
pg de DNA plasmidico digerido se purificaron hasta 10 pg de
templado en un sélo paso. Esta cantidad fue suficiente para un gran
nimero de ensayos, de esta manera al usar un templado de una
misma preparacién se evitaron las variaciones en los resultados
debido a la calidad del mismo.

5.2 Ensayos de transcripcion con extractos de células HeLa

Se utilizaron extractos crudos de células Hel.a con la ventaja de
que este sistema ha sido ampliamente estudiado y que la mayoria de
las proteinas reguladoras presentes en estas células han sido
descritas (Ge H. et al. 1996). Como templado testigo se utilizd el
promotor AdMLP, caracterizado por N.G. Miyamoto y colaboradores
(1984), quienes identificaron las regiones bdsicas necesarias para su
funcionamiento. Este ha sido el mdas utilizado en sistemas de
transcripcion in vitro desde el desarrollo de esta técnica (Manley J.L.
et al. 1980).

Las condiciones utilizadas para las reacciones de transcripcion
in vitro en este trabajo fueron reportadas por el grupo de J.M. Egly y
colaboradores (Gerard M. et al. 1991), los cuales optimaron los
ensayos de transcripcion con extractos de Hela y el AAMLP como
templado. Estas condiciones permitieron obtener una seial
abundante para el templado de AdMLP y una buena sefial en el caso
de los templados derivados del complejo hGH-hPL (figura 12). Sin
embargo, se utilizdé casi el doble de templado derivado de los genes
del complejo hGH-hPL para obtener una seiial comparable con la
obtenida con el templado de AdMLP. Varias razones podrian explicar
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estas diferencias a saber, el potencial diferencial intrinseco entre los
promotores 0 que las condiciones Optimas para cada uno de los genes
hGH-hPL no fuesen las mismas.

Las tres versiones de los promotores de los genes del complejo
hGH-hPL pudieran dirigir la transcripcién en el sistema derivado de
Hela (figura 13) incluyendo la wversién reducida de 70 pb, la cual
incluye las secuencias minimas necesarias para dirigir la
transcripcién (Lewin B. 1994 y Hawkings J.D. 1996). La utilizacién de
un promotor reducido a la caja TATA (34 pb en el caso del
adenovirus) es suficiente para obtener una seiial basal
correspondiente a la accién del complejo bdsico de transcripcidn.
Hasta la fecha, las regiones promotoras menores de 500 pb de los
genes hGH-hPL no habian sido probados en un sistema de
transcripcidn in vitro.

El tamafio de los transcritos obtenidos (460 nucleétidos, figura
13) indica que la transcripcién derivada de cada uno de los cinco
templados se 1nicié en la posicion +1, ya descrita para estos genes
(Barrera-Saldafia H.A. er al. 1982 y Chen E.Y. er al. 1989, figura 5).
Por lo tanto, el sistema derivado de células HeLa no sélo permité
dirigir la transcripcién a partir de los templados usados sino también
iniciar ésta en el sitio correcto. En los ensayos de transcripcidn in
vitro se observd un tamafio ligeramente mayor del transcrito del gen
hPL-1, debido al tamafio algo mayor del templado utilizddo en
comparacion con el resto (Barrera-Saldana H.A., datos no publicados).

5.2.1 Ensayos con los genes del complejo con las tres
versiones de promotor

El anélisis comparativo de las sefiales obtenidas para cada
longitud del promotor de los cinco genes del complejo se dificulté por
la variabilidad que se obtuvo entre los ensayos de transcripcion
(figura 14). Como se puede observar en la figura 15, al colocar en un
solo gel repeticiones del mismo experimento se obtienen diferencias
entre las intensidades de las bandas del transcrito. Una de las
principales causas de ésto es la variabilidad en la técnica, la cual
implica varios pasos criticos, como la extraccion del RNA, la aplicacidon
de las muestras en el gel entre otros. En conclusion, la variacion
observada no permitié poner en evidencia diferencias significativas a
nivel estadistico que pudieran existir entre el potencial
transcripcional de estos promotores y las diferentes versiones en
longitud.
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Adn y con estas variaciones, las grificas arrojan datos
interesantes. Al comparar ¢l potencial transcripcional de los cincos
promotores se¢ observa que no existen diferencias notables entre si
(Figura 16). Sin embargo, el promotor del gen hGH-V muestra una
tendencia a una transcripcion mas debil que el resto de los
promotores probados. Esta observacidon es mas evidente para la
versién de 70 pb del promotor (figura 16, grifica C). Si se revisa la
regiéon que abarca los 70 pb del promotor (figura 5), se observan
varios cambios nucleotidicos: 12 diferencias nucleotidicas con al
menos uno de los otros genes del complejo; cuatro de éstas
corresponden a diferencias que se presentan exclusivamente en este
gen (Figura 5), las mas relevantes son los cambios situados en la
regidon de unidén del receptor de la hormona T3 (TBE , figura 3),
cambiando la secuencia "GGCA" conscrvada en ¢l resto de los genes y
reportada como importante para la unidén de este receptor (Voz M.L.
et al. 1991 y 1992). Sin embargo, no se puede atribuir a éstas la
disminucién en el potencial transcripcional del gen hGH-V al menos
en los experimentos realizados en este trabajo.

Las diferencias observadas en ¢l indice transcripcional de cada
version de promotor utilizado son minimas (figura 17), Sélo la
version de 140 pb posee una tendencia aparente hacia una
transcripcién mdas intensa en casi todos los promotores a excepcién
del promotor del gen hPL-1 (figura 17), aunque lo disperso de los
datos impide considerar estas diferencias como significativas. Cada
versién incluye elementos diferentes de regulacién. En comparacién a
la versién de 500 pb, la de 140 pb carece de los sitios de unidn a USF
(Courtois S.J. et al. 1992) y NF;-AP-2(Courtois SJ. er al. 1990).
Mientras que en la version de 70 pb, se pierden el sitio de unién a
Spl (Lemaigre F.P. er al. 1989b), Pit-1 (Bodner M. et al. 1987 y
Castrillo J.L. et al. 1989) y Zn-15 (Lipkin S.M. et al. 1993),
permaneciendo sélo la caja TATA y el sitio de unién a T3 (Voz M.L. er
al. 1991 y 1992) y el iniciador (IntE, Jiang S.W. er al. 1995).

Los resultados tan similares en potencial transcripcional
indicarian que en este sistema derivado de células HeLa se observa
sélo la transcripcién basal de estos promotores y que la intervencién
de los factores que unen algunas de las regiones de los promotores es
minima, al menos en estas condiciones. Se ha reportado que el
AAMLP puede disminuir su eficiencia de¢ transcripciéon entre 10 a 20
veces si se elimina la regidon de unién a USF en un sistema de
transcripcioén in vitro derivado de células HelLa como éste (Sawadogo
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M. et al. 1985). Si bien no todos los factores transcripcionales citados
estan presentes en el extracto de células Hela, como Pit-1 o el
iniciador, se sabe que por lo menos estan Spl (Jackson S.P. ez al.
1989), NF;, AP-2 (Descheemaeker K.A. er al. 1992), USF (Sawadogo M.
et al. 1985) y Zn-15 (Lipkin S.M. er al. 1993). Por lo tanto,
te6ricamente podrian potenciar la transcripcién al unirse a templados
con los sitios de unién respectivos.

Una razén por la que no se observé el efecto de los factores
potenciadores sobre la transcripciéon de estos templados, podria ser la
cantidad de templado, usado que en este caso fue de dos veces la
utilizada para AdMPL. Si la concentraciéon de estos factores e€s
limitada en los extractos y la cantidad de moléculas de templado es
muy alta, estos udltimos podrian competir por la union de las
proteinas y disminuir asi la eficiencia de la activacién sobre el
complejo transcripcional. Sin embargo, generalmente en lo ensayos de
competicién que se utilizan en experimentos de “footprinting" (Galas
D.J. et al. 1978) se requieren cantidades hasta 10 veces mayores de
competidor para evidenciar el efecto. Una explicacién mas viable
seria la ausencia de algin elemento regulador crucial en la funcién de
los factores potenciadores generales, a saber Pit-1 para el gen hGH-N
y las proteinas que unen al iniciador para los genes hPLs y hGH-V.

5.3 Sistema de transcripcion derivado de placenta

Uno de los objetivos del trabajo fue desarrollar un sistema de
transcripcion in vitro derivado de extractos de placenta, €l cual es el
mas idoneo para el estudio de la transcripcion de genes hPLs y hGH-
V, los cuales se expresan en éste (ejido.

5.3.1 Semipurificacion de los extractos de placenta

Por trabajos previos realizados sobre extractos crudos de
placenta como fuente de la maquinaria transcripcional (Revol A,
datos no publicados), se sabia que éstos no tenian la actividad de
transcripcién. Sin embargo, aplicando técnicas de purificacién ya
descritas para otros sistemas derivados de células HelLa (Gerard M. er
al. 1991) o levaduras (Moncollin V., comunicacién personal) se logrd
obtener extractos con actividad de transcripcion.

Se realizaron sucesivamente dos cromatografias para obtener a
partir del extracto placentario, las proteinas de la maquinaria
transcripcional. La primera consisti6 en una columna de afinidad
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sobre heparina-sefarosa, que retiene la mayoria de las proteinas que
se unen al DNA, una elucién a 600 mM de KCl permite recuperar la
mayoria de los factores transcripcionales. Sin embargo, algunos de
ellos {como TFIIA) no se unen con eficiencia a la columna, y pasan en
el filtrado. Estos se pueden purificar, al pasar el filtrado de la primera
columna por una cromatografia de intercambio aniénico (DEAE-
celulosa), y al eluirla a 350 mM de KCl se recupera el resto de los
factores. La mezcla de los eluidos de las dos columnas permite
reconstituir un sistema con actividad transcripcional. Los perfiles
cromatograficos obtenidos en los ensayos de separacion mostrados en
la figura 18, son representativos de varios ensayos realizados, en
todos se registré el mismo perfil de elucién por lo que se considera
que la técnica fue reproducible.

Los primeros ensayos, tanto de purificacién como de
transcripcion, se tuvieron que realizar en el mismo dia, ya que los
extractos perdian notablemente la actividad al congelarse. Sin
embargo, al aumentar la concentracién protéica de los mismos se
obtuvieron fracciones méis estables. Esto se logrd incrementando la
cantidad de tejido inicialmente procesado (hasta 80 g). La
concentracién de las fracciones protéicas fu€ el doble que las
provenientes de los extractos iniciales, los cuales partian de 20 g de
tejido. Los extractos mds concentrados fueron los que mantuvieron la
actividad atin y después de varios ciclos de congelacion vy
descongelacion. Ademas, mostraron en varigs €nsayos sucesivos una
actividad transcripcional similar (datos no mostrados).

5.3.2 Ensayos de transcripcion

Para probar los extractos semipurificados de placenta se utilizd
inicialmeate el promotor de adenavirus, el cual no diéd senal para
estos ensayos. Posteriormente se recurrié al uso de los templados de
los genes del complejo hGH-hPL, utilizando las mismas condiciones de
reaccidn que para los ensayos con extractos de células Hel.a se obtuvo
seflal. Para estos experimentos se utilizé una cantidad de templado
mayor que €n los ensayos con extractos de c€lulas HelLa (400 ng por
muestra), alcanzandose asi a obtener una senal, gque si bien fue débil,
fue reproducible a lo largo de varias repeticiones de €stos ensayos
(figura 19).

La razén por la que los templados de adenovirus no dieron
seflal en este sistema placentario no estd adn clara. En el sistema
derivado de c¢élulas Hela el adenovirus produjo una sefal mas
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abundante que cualquiera de los templados o variantes de los genes
del complejo hGH-hPL. Sin embargo, en estos ensayos se utilizé un
templado que inclufa una regiéon del AAMLP de aproximadamente
130 pb en el cual estd el sitio de unidén al factor de transcripcion USF
(Sawadogo M. er al. 1985), mientras que en los ecnsayos con extractos
de placenta se utilizé una versiéon menor del promotor (PM34), la cnal
sélo contiene 34 pb del mismo (Miyamoto N.G. er al. 1984). Al
utilizarse un promotor con soélo la caja TATA se obtendria sélo una
transcripeién basal. Sin embargo, se ha reportado que el PM34 se ha
utilizado de manera exitosa en varios trabajos (Miyamoto N.G. 1984,
1985 y Gerard M. et al. 1991), mas estos fueron realizados en
sistemas de transcripcién derivados de células Hela. Esio implica que
en el caso del sistema placentario, al optimizarlo podria observarse
un nivel basal de transcripcién in vitro para éste promotor viral.

Si bien los resultados de los ensayos en placenta no permitieron
comparar el potencial transcripcional de los cinco promotores, como
lo fue posible en el sistema derivado de células Hela, los datos
obtenidos fueron interesantes. Por ejemplo, se observé que el
promotor del gen hGH-N a pesar de su expresion especifica en la
hipofisis, muestra una transcripcton a niveles similares que los otros
genes del complejo en este sistema producido a partir de placenta.
Ademas, en estos ensayos tampoco observamos diferencias muy
marcadas entre los potenciales de transcripcién en los promotores de
los genes y las diferentes versiones usadas, a pesar de que in vivo
pueden ser hasta en cuatro ordenes de magnitud (Chen E.Y. et al
1989).

Sin embargo, estos resuitados son preliminares y necesitan ser
corroborados utilizando para ello un sistema mejor caracterizado
ademas de un testigo interno que permita la cuvantificacidon las
senales obtenidas.

Finalmente, se logrd obtener un sistema de transcripcién in
vitro derivado de placenta, en el cual los promotores del complejo
hGH-hPL pudieron dirigir una transcripcidon sitio especifica. Este
sistema de transcripcién derivado de placenta es una nueva
alternativa para el estudio de la regulacién de la transcripcion de
genes como los del complejo multigénico hGH-hPL. Si bien es
necesario caracterizarlo a fondo, muestra una actividad
transcripcional y presenta ventajas sobre el sistema de HeLa. Por
ejemplo, la facilidad de procesar grandes cantidades de tejido y
costos de produccién de estos extractos en comparacién con el
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proceso para la obtencién de células HelLa en los que se emplean
medios de cultivo y fermentadores muy caros. Por ser la placenta una
6rgano transcripcionalmente muy activo y con un sistema de
receptores y segundos mensajeros muy complejo constituye una
buena fuente para la obtencién de la maquinaria transcripcional. De
esta manera, este sistema de transcripcién in  vitro  puede
representar una nueva alternativa para el estondio de la regulacién de
la expresién gémica en eucariotes.
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De los experimentos realizados y los resultados obtenidos se

derivan las siguientes conclusiones:

Todas las versiones de los promotores de los genes del
complejo son funcionales en el sistema de transcripcién in
vitro derivado de células Hela.

No se observan diferencias significativas entre los niveles de
transcripcién de los promotores y en las diferentes
longitudes de los mismos, a excepcién de hGH-V, el cual
presenta una tendencia hacia un menor indice
transcripcional.

Las diferencias marcadas en los niveles de transcripciéon de
estos genes observadas in vivoe no se reflejyan en los ensayos
in vitro realizados en este trabajo.

La semi-purificacién de los extractos crudos de placenta
mediante cromatografias de heparina-sefarosa y DEAE-
celulosa permitié obtener un nuevo sistema de transcripcion
in vitro .

Todos los promotores del complejo hGH-hPL son funcionales
también en el sistema de transcripcién in vitro derivado de
placenta.
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