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RESUMEN

Biol. Hipélito Castillo Ureta Fecha de Graduacién: Noviembre, 2000

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Facultad de Medicina
Departamento de Bioguimica

Titulo del estudio: EXPRESION DEL GEN DE LA HORMONA DEL
CRECIMIENTO (hGH-N) BAJO EL CONTROL
DE UN PROMOTOR INDUCIBLE CON
DOXICICLINA EN CELULAS HIPOFISIARIAS.

Nimero de paginas: 70 - Candidato al grado de Maestria en Ciencias con
Especialidad en Biologia Molecular e Ingenieria
Genética.

Area de estudio: Biologia Molecular

Propésito y método del estudio: E! gen hGH-N es uno de los miembros mejor caracterizado

de una familia de cinco genes conocida como hGH-hPL. Estos genes comparten
una similitud de secuencia de aproximadamente un 95%. La HGH se ha
producido utilizando diferentes sistemas de expresién basados en bactenas,
levaduras o células de mamiferos en cultivo. Todos ellos con la finalidad de
producir la proteina a gran escala, pero aun no se ha utilizado un sistema que
permita modular finamente su expresion con la finalidad de estudiar su
mecanismo de accion en los procesos celulares.
En este trabajo se adapt6 un sistema de expresién de HGH, conocido como “tet On” que
se enciende o se apaga en presencia de doxiciclina. Se analizaron dos versiones de éste
sistema, la versién “tet On” biplasmidica asi como una versién monoplasmidica. Ambos
versiones se transfectaron en células GC (derivadas de hipofisis de rata) y se indujeron
con dosis crecientes de doxiciclina. La concentracién de HGH producida se determiné
por ELISA. .

Contribuciones y conclusiones: Se estableci6 un sistema de expresion de HGH regulable
por doxiciclina. Utilizando la dosis maxima de induccion (1000 ng/ml) se logré obtener
una concentracion de HGH que excede hasta en 7 veces (250 ng/ml) con relacion al
estado no inducido. Estos valeres se incrementaron significativamente conforme se
aumento la dosis del antibidtico. Cuando se compararon las dos versiones del sistema se
obtuvieron valores de HGH similares, sin apreciar diferencias significativas. No
obstante, la generacion de un sistemna “tet On” integrado en un solo plasmido facilité los

ensayos de expresion.
Py MP—

Dra. Hermigfa Ma &fodn’gucz Dr. H go A. Barrera Saldaiia
IREGTO CO-DIRECT OR
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Introduccion
Expresién del gen de la hormona del crecimiento (hGH-N) bajo el control de un promotar inducible con doxiciclina en células hipofisiarias

CAPITULO I

1. INTRODUCCION

El reciente desarrollo de sistemas de expresion genética regulados por
tetraciclina (tet), aunado al avance en el estudio de secuencias reguladoras que dirigen la
expresion de un gen determinado, ha aumentado las herramientas disponibles para el
control temporal y tisular de genes exdgenos en cultivo de células de mamiferos, plantas
y animales transgénicos. Una caracteristica esencial de estos sistemas reguladores es su
potencial para controlar la actividad de un gen de manera reversible y temporal, por lo
que su uso puede facilitar el analisis de genes cuyos productos de expresion no pueden
ser tolerados permanentemente o en ciertas etapas claves del desarrollo.

El principio fundamental de estos sistemas es la capacidad de una pequefia
molécula (el inductor), que modifica la actividad de un factor de transcripcion, el cual
regula a través de un promotor heterdlogo la expresién de una unidad transcripcional de

interés, como lo es en este estudio la del gen hGH-N.
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Expresidn del gen de la honmona del crecimiento (hGH-N) bajo el control de un promotor inducible con dexiciclina en células hipofisiarias

1.1 La familia multigénica hGH-hPL

El gen hGH-N pertenece a la familia multigénica hGH-hPL compuesta por cinco
genes agrupados en un segmento de DNA de aproximadamente 50 kb, localizado en el
brazo largo del cromosoma 17, entre las bandas q22-q24 (Barrera-Saldafia, 1998, Harper
y cols., 1982). Estos genes estan organizados en direccion 5° a 3’ asi: hGH-N
(N=Normal), hPL1, hPL2, hGH-V (V=Variante) y hPL3, poseen una misma orientacion
transcripcional y regiones intergénicas de entre 6 a 13 kb (Chen y cols. 1989). Los cinco
genes y sus regiones flanqueantes tienen una secuencia nucleotidica altamente
conservada, exhibiendo una similitud de >90 % (Nickel y cols. 1996, Barrera-Saldaiia,
1998) (ver fig. 1).

A pesar de su alta similitud, la expresion de cada uno de estos genes es tejido
especifica, mientras que hGH-N es expresado principalmente en somatotrofos de la
pituitaria anterior (Nickel y cols. 1991), hPL1, hPL2 hPL3 y hGH-V son expresados en
el sinciciotrofoblasto placentario (Cooke y cols., 1987).

Los niveles de expresion son vamables para cada gen. El RNAm de hGH-N
constituye cerca del 3% del RNA total en la hipéfisis (MacLeod y cols., 1992), mientras
que los niveles relativos de los RNAm placentarios son del 1% para hPL2, 0.5% para

hPL3, 0.01% para hPL1 y 0.001% para hGH-V (Natchigal y cols., 1993).
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hGH-N hPL-1 hPL-2 hGH-V

R

Gen

I (6K b) (13Kb) L (13Kb) I (6.5Kb) 665Kb (Intergénicas)
HIPOFISIS P L A CENTA Especificidad
3 o0l 1 Q.001 05 % del RNA
22 Z)y ? 2 kDa 5’ 5 2kbDa Isoformas
17.5kDa Yy 2kDa

Figura 1. El complejo multigénico hGH-hPL. Se indica su localizacion en ¢l cromosoma 17, la
organizacion de los genes que lo constituyen (rectangulos obscuros), el tamafio de las regiones
intergénicas (paréntesis), el tejido en que se expresan, los niveles de expresién de los transcntos
asi como las isoformas de las proteinas generadas por cada gen.

1.1.2 Caracteristicas del gen hGH-N y su regulacion.

El gen hGH-N tiene 1.65 kb de longitud (Cooke y cols., 1988) y su unidad
transcripcional, al igual que la del resto de los genes del complejo hGH-hPL, esta
constituida por 5 exones (de 71, 161, 120, 165, y 198 pb) separados por 4 intrones (de
260, 209, 92 y 252 pb, respectivamente). Posee en su primer y iltimo exones secuencias
no traducibles de 62 y 105 nucleétidos, respectivamente (Chen y cols., 1989, Frankenne

y cols., 1990).
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Su expresion se lleva a cabo principalmente en los somatotrofos de la pituitaria
anterior, aunque también se ha detectado a bajos niveles en diferentes tejidos tales como
células hematopoyéticas y linfoides (Paladin y cols., 1982), asi como en ovarios
(Schwazeler y cols., 1997) y testiculos (Untergasser y cols., 1997). La expresion en
pituitaria es conferida en parte por el factor transcripcional especifico de pituitaria Pit-1
0 GHF-1, el cual se une a dos sitios en €l promotor, uno proximal (-92 a -65) y uno distal
(-130 a -105) (Lemaigre y cols., 1990). Algunos factores de transcripcidén generales se
unen también al promotor de hGH, como Spl que lo hace en la region de —131 a —140
adyacente al sitio distal de Pit-1(Peritz y cols., 1988, Lemaigre y cols., 1989), USF-1 en
la posicion de —267 pb a—290 pb; mientras que los factores de transcripcion NF-1 y AP-
2 compiten por el sitio de unién localizado en —267 pb a —290 pb (Courtois y cols.
1990). También se localizan sitios de unmién para algunos factores inducibles cuya
actividad y concentracidn es regulable por sefiales extracelulares. Entre estos factores se
encuentran la proteina CREB (regulable por fosforilacion tras una cascada de sefiales
inducidas por variaciones intracelulares de AMPc) y los receptores nucleares de

hormonas no proteicas, como es el caso de glucocorticodes, T3 y &cido retinoico

(Castrillo y cols. 1998)

1.1.3 Proteinas derivadas de la expresion del gen hGH-N.

Por un procesamiento alternativo del transcrito primario del gen hGH-N se
generan tres especies de RNA mensajero que codifican para tres isoformas (Wallis 1980,

Lecomte y cols., 1987), la principal proteina activa de HGH de 22 kDa constituye entre
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un 80 a un 90% de la HGH total, mientras que aproximadamente un 10% corresponde a
la isoforma de 20 kDa, la cual posee una delecién de 15 aminoacidos con respecto a la
de 22 kDa (De Noto y cols., 1981), y una tercera isoforma, de 17.5 kDa, carece de 40
aminoacidos debido a la omision del exén 3 (Walker y cols., 1986). Ademas, se han
detectado otras formas de HGH como la HGH de 80 kDa generada por la asociacién de
la HGH de 22 kDa con una proteina de transporte (Chawla y cols., 1983), la HGH de 45
kDa, que es un dimero de la de 22 kDa (Benveniste y cols., 1975) y la HGH de 24 kDa,
considerada como una prehormona debido a que conserva el péptido sefial (Lewis y

cols., 1980).

1.1.4 Estructuray funcién de la hormona del crecimiento

La hormona del crecimiento (GH), llamada también somatotropina (SH), es una
pequefia molécula proteica de cadena tinica que contiene 191 aminoacidos (Lewis y cols.
1978) y presenta dos puentes disulfuro en su estructura (Murria y cols., 1997).

De manera general, las GHs estdn formadas por cuatro hélices antiparalelas en
donde uno de los enlaces disulfuro conecta a la hélice 1 con el extremo carboxilo
terminal de la proteina y el segundo enlace conecta a la hélice 1 con la 4, lo que da la
estructura tridimensional caracteristica de las GHs (Watahiki y cols., 1989).

La proteina posee también un péptido sefial o lider de aproximadamente 26
aminoacidos que es utilizado para dirigir el transporte de la pre-hormona a través de la
membrana hacia la luz del reticulo endoplasmico en donde es removido, generandose la

proteina madura funcional (Paladin y cols., 1982).
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La HGH es secretada de una manera episddica al torrente sanguineo y su vida
media es de 20 a 30 minutos (Thompson y cols., 1972). Esta hormona esta involucrada
en procesos fisiolégicos relacionados con el crecimiento y morfogénesis (Goffin y cols.,
1996), in physio ejerce una amplia variedad de efectos, algunos de ellos indirectos y
otros directos (Juarez y cols., 1995). Algunos de los indirectos, como la estimulacién del
crecimiento y de la proliferacién celular estin mediados a través de las somatomedinas

(Castro, F. y cols., 1999, Rotwein y cols., 1991).

1.2 Sintesis de la hormona del crecimiento humano (HGH) en diferentes sistemas

de regulacion.

El gen hGH-N ha sido expresado bajo la regulacion de diferentes sistemas, como
ejemplo se tiene a Goeddel y colaboradores que en 1979 sintetizaron por primera vez la
HGHr bajo el control del promotor lac (lactosa) en Escherichia coli.

Particularmente, en nuestra Unidad de Laboratorios de Ingenieria y Expresion
Genéticas (U.L.LE.G) del Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de
laUANL., sellevé a cabo la produccion de HGHr fusionada a la proteina de unién a
maltosa (HGH-MBPr). Para ello se construyé el plasmido pMALchGH22K, el cual se
introdujo en la cepa TBI de Escherichia coli. La biosintesis fue inducida con un analogo
de la lactosa, el IPTG (Isopropil-B-D-Tiogalactésido), que desreprime al promotor tac
(promotor hibrido formado por secuencias nucledtidicas del operdn del triptéfano y de ta

lactosa) y permite que la transcripcién se lleve a cabo (Martinez y cols. 1992).
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La HGHr se ha expresado también en levaduras metilotroficas como Pichia
pastoris. Para esto se construyé el vector de expresion pPIC9hGH22K en donde el
“cassette” expresor de la HGH est4 regulado por el promotor de la alcohol oxidasa, que
se enciende en presencia de metanol. La transformaciéon de las células permitié la
integracion del vector en €l genoma de la levadura, la sintesis de la hormona fué
inducida adicionando metanol y se logré obtener una concentracién de HGHr de 12.3
mg/] a nivel de matraz (Escamilla y cols., 1996).

Adicionalmente se ha logrado la obtencién de lineas celulares estables
productoras de las isoformas de 20 y 22 kDa de HGH mediante ¢l sistema de
amplificacion con metotrexate (CHO/MTX/DHFR) con una produccién que oscila entre
1-2 ug para HGH 22 kDa y valores 10 veces menores para HGH 20 kDa, con dosis de

250 nM de metotrexate (Ortiz y cols., 1992).

1.2.1 Otros sistemas de expresion

Ademads de los sistemas en los que se ha expresado a la HGH, existen otros cuyo
potencial esta siendo estudiado; entre éstos se tiene a los sistemas inducibles por iones
de metales pesados (Mayo y cols., 1982), hormonas esteroideas (Lee y cols., 1988),
proteinas de choque térmico y por antibiéticos, destacando entre estos iltimos el sistema
de expresion regulable por tetraciclina o derivados de la misma (doxiciclina) (Sturtz y
cols., 1998). Este sistema existe en dos versiones: el sistema “tet Off” o de apagado y el

sistema “tet On” o de encendido (Gossen y cols., 1995).
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1.3 Caracteristicas generales de los sistemas inducibles por tetraciclina.

Estos sistemas deben poseer al menos tres caracteristicas: 1) selectividad, es
decir, que no respondan a activadores enddgenos, 2) eficiencia, o que exhiba bajos
niveles de expresion basales sin induccién y genere altos niveles de expresién en el
estado inducido, el cual pueda ser revertido rapidamente, 3) dependencia por la dosis del
inductor, permitiendo asi modular los niveles de expresién de un gen en el sistema de
expresion (Rossi y cols., 1998, Saez y cols., 1997).

El sistema regulable por tetraciclina estd constituido por dos componentes
centrales, factores transcripcionales hibridos que interactian con elementos reguladores
cis de bacterias y antibidticos que modulan la unién de éstos factores a DNA a dosis
bajas no téxicas (Shocket y cols.,, 1996). Basicamente este sistema tiene dos
modalidades, uno en que la presencia de tetraciclina apaga la expresion del gen de
interés llamada “tet Off” y otra en la que el antibidtico enciende la expresion del gen,

llamada “tet On”.

1.3.1 Caracteristicas del sistema “tet Off

El sistema “tet Off” construido por Gossen y colaboradores en 1994, esta
constituido por varios elementos distribuidos en dos plasmidos: uno de éstos integra al
gen que codifica para un factor transcripcional hibrido (transactivador tTA) bajo la
regulacion del promotor del Citomagalovirus humano y el otro contiene al gen de interés

a expresar, bajo la regulaciéon de un promotor minimo del Citomegalovirus humano en
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combinacién con una secuencia TRE (elemento de respuesta a tetraciclina) (Schultze y
cols., 1996). En ausencia de tetraciclina o doxiciclina el sistema estd encendido,
permitiendo que la transcripcion del gen de interés se lleve a cabo y se apaga solamente

cuando se adiciona el antibiotico (Gossen y cols., 1994) (ver fig 2).

SISTEMA DE REGULACION “Tet-Off”

Gen hibrido
Plismido1 --— cmvp >{ etR | VP16 >, -

o qs =
Tetraciclina 0
. v
0 tTA E
Doxiciclina <== (proteina s

transactivadora)

Tet o Dox.
Transcripcion

Plasmido 2

Gen de interé€s >—

Figura 2. Componentes del sistema de expresion regulado por tetraciclina “tet Off”. El sistema estd
basado en un factor transcripcional hibrido (transactivador) compuesto por el dominio
transactivador de la proteina VP16 del virus del Herpes simplex y el dominio de unién a DNA del
represor del operdn de resistencia a tetraciclina(tetR). Este transactivador es activo en ausencia de
tetraciclina, por lo que al unirse a un promotor hibrido formado por una secuencia TRE
(Elemento de Respuesta a Tetraciclina) en combinacion con el promotor minimo del
Citomegalovirus humano (PminCMV), enciende la transcripcidn del gen de interés.

1.3.2 Caracteristicas del sistema “tet On”.

Recientemente mediante procedimientos de mutagénesis se logré disefiar un

sistema inducible por doxiciclina que regula a la inversa del sistema “tet Off”. La
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proteina transactivadora (rtTA) depende de doxiciclina para transactivar el gen de
interés. Este transactivador presenta un cambio de cuatro aminoécidos en el dominio del
represor tet (Glu 71 Lys, Asp 95 Asn, Leu 101 Ser y Gly 102 Asp); ninguno de estos
cuatro aminoacidos entran en contacto con el antibiético tanto en el transactivador de
tipo silvestre como en el mutado, pero se cree que estin involucrados en el cambio
conformacional de la proteina durante la represion o induccién (Gossen y cols., 1995)

(ver fig 3).

SISTEMA DE REGULACION “Tet-On”

Gen hibndo
Plismidol --— cmvp \ iR | VPI6 I>f-'-

5
itTA @
Doxiciclina (prot'cina E‘
. “ transactivadora) M
// Dox
Transcripcion

Plasmido 2

TRE | PminCMV Y Gen de interés >—

Figura 3. Version del sistema de expresion regulado por doxiciclina que funciona en sentido inverso con
respecto al sistema “tet Off”. Debido al cambio de 4 aminoécidos, la proteina transactivadora se
activa cuando se adiciona doxiciclina, encendiendo la transcripcion del gen de interés y se apaga
cuando se elimina el antibidtico.

1.3.3 Estudios de regulacion del sistema “tet Off”.

Con la finalidad de generar sistemas de expresion para estudios de regulacion

genética inducibles con tetraciclina y evitar procesos de transfecccion de dos plasmidos,
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diversos investigadores se han enfocado a establecer lineas celulares como B3.2
derivadas de Xenopus, asi como humanas (HeLa), que expresan establemente el
transactivador tTA (Camacho y cols., 1998).

Aunado a esto se ha probado la especificidad de accién del transactivador en
diferentes lineas celulares (HTC de hepatoma de rata, T47D derivada de cancer de seno
humano y SK-N-BE de un neuroblastoma humano) (Magalani y cols., 1995),
encontrandose diferencias significativas en la respuesta del sistema de expresion de
tetraciclina dependiendo del tipo celular (Howe y cols., 1995).

También se han hecho comparaciones de la actividad basal del promotor minimo
hCMV, en respuesta al transactivador tTA con el gen reportero luciferasa en varias
lineas celulares, entre ellas HeLa, BHK (riiién de hamster), Vero y PC12; se observé que
¢l promotor tetO/hCMV IE presentaba niveles de actividad transcripcional basal de hasta
270 veces en c€lulas Vero o BHK en comparacion a la presentada en células HeLa o
PC12 (Ackland-Berlung y cols., 1995).

Ya que las propiedades reguladoras del sistema de expresion modulade por
doxiciclina dependen criticamente de 1a linea celular y del promotor minimo usado para
la expresién, la explotacién completa del sistema, ocasionalmente requiere
modificaciones de elementos individuales como por ¢jemplo la expresion de sefiales
para el transactivador, la naturaleza de su dominio de activacién y las secuencias

utilizadas en el promotor minimo (Gossen y cols., 1995).

11
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1.3.3.1 Expresion de proteinas de interés bajo la regulacion del sistema “tet Off”

Entre algunas proteinas expresadas bajo el control del sistema inducible con
tetraciclina estan los factores de transcripciébn basal humanos TBP, TAF;155 y la
subunidad p62 de TFIIH en clonas derivadas de la linea celular HeLa (Yuang y cols.,
1996), adicionalmente, el receptor D3 de la dopamina y el del glutamato (GluR6) se han
expresado en células GH3 y HEK 293, respectivamente (Howe y cols., 1995); todas
ellas produciendo constitutivamente el transactivador tTA.

Ademas, se han generado ratones transgénicos que expresan el transactivador
tTA, el cual a su vez regula la expresion de genes tales como el gen Id1 implicado en el
control de la diferenciacion del musculo cardiaco (ratones tet-Id1) (Fishman y cols.,
1994) y el gen reportero de la luciferasa (Furth y cols., 1994).

Recientemente se ha expresado el gen de la hormona del crecimiento humano
(hGH-N) con este sistema, en donde se han reportado niveles de expresion de HGH de
aproximadamente 100 ng/ml por 24 h en ausencia de tetraciclina, los cuales se
disminuyen a 0.0 ng/ml de acuerdo al limite de deteccion del método utilizado (kit de
ELISA, GIBCO-BRL) cuando se adiciona tetraciclina a una concentracién de 0.1 ug/ml

(Sturtz y cols 1998).

1.3.3.2 Estudios de expresion realizados con el sistema “tet On”

Entre algunos estudios genéticos en los que se ha utilizado el sistema “tet On”, se

tiene la expresion del gen de luciferasa en una linea celular de HeLa que expresa

12
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establemente al transactivador rtTA. Para esto fue transfectado el plasmido pUCHC13-3
y utilizando diferentes dosis de doxiciclina, se determiné que concentraciones de 1000
ng/ml y 20 h de induccién, fueron suficientes para que el sistema llegara a un nivel de
saturacién (Gossen y col., 1995). Este sistema también se ha utilizado en la expresion
del gen de la proteina verde fluorescente en oligodendrocitos de rata, en donde el gen
que codifica para el transactivador rtTA fue puesto bajo la regulacion del promotor del
gen de la proteina basica de la mielina con la finalidad de obtener expresion tejido
especifica (Huang y cols., 1999).

Dadas las ventajas que representa para nuestra linea de investigacién contar con
un sistema inducible que regule la expresion del gen hGH-N, tanto in vive como in vitro,
nos propusimos utilizar el sistema “tet On” para expresar el gen hGH-N en cultivo de
células derivadas de hipofisis. Seleccionamos el sistema “tet On” ya que no es necesario
que el sistema tenga antibiético permanentemente, permitiéndonos asi modular los
niveles de expresion de HGH en ¢l medio de cultivo con la adicion o eliminacion de la
doxiciclina.

A la fecha hay reportes de la expresion del gen hGH-N en el sistema “tet Off”’
{(Sturtz y cols., 1998) pero no los hay en el sistema “tet On”, por lo que los resultados

derivados de este trabajo son los primeros en obtenerse bajo este sistema.
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establemente al transactivador rtTA. Para esto fue transfectado el plasmido pUCHC13-3
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1.4 Justificacion:

La expresion del gen hGH-N mediante un sistema regulable con doxiciclina, en

células de hipofisis, permitié obtener un modelo de estudio para la expresidn tanto

espacial como temporal de genes heterdlogos.
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CAPITULO I

OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Estudiar la expresion del gen de la hormona del crecimiento humano (hGH-N) en

un sistema "tet On".

2.2 Objetivos especificos

1.-Construir un vector que incluya la unidad transcripcional del gen de la hormona del

crecimiento (hGH-N) bajo el efecto de secuencias regulables por el inductor doxiciclina.

2.-Integrar en un vector las unidades transcripcionales de los genes de la hormona del

crecimiento y de la proteina transactivadora bajo la influencia de un promotor

bidireccional regulado por doxiciclina (sistema “tet On” monoplasmidico).
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3.-Introducir por transfeccion el recombinante obtemdo, en una linea celular derivada de

hipéfisis de rata.

4.-Determinar los niveles de expresion del gen de la hormona del crecimiento por

ELISA en funcién de la concentracion del inductor en el medio de cultivo.

5.-Evaluar las diferencias en la expresion de HGH cuando se cotransfectan los vectores
que incluyen las wunidades transcripcionales del gen hGH y transactivador
respectivamente (sistema “tet On” biplasmidico), versus la transfeccién del vector que

incluye a ambas secuencias (sistema “tet On” monoplasmidico).
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1 Origen de los reactivos

Los sigunientes reactivos y materiales fueron adquiridos de las casas comerciales
que se mencionan a continuacion:
-Las endonucleasas de restriccion de New Englands Biolabs, Inc, (Beverly, MA, EUA) y
Gibco-BRL Life Technologies, Inc. (Gaithersburg, MD, EUA). Se utilizaron en cada
caso las condiciones recomendadas por el fabricante.
-Las cajas de plastico para cultivo celular de Falcon (Lincon Park, NJ, EUA).
-El suero bovino de Hyclone, Inc. (Logan UT, EUA)
-La tripsina de DIFCO Laboratories (Detroit, MI, EUA).
-Fenol, DNAsa, Etanol, Isopropanol, asi como la mayoria de los reactivos inorganicos
de SIGMA-Aldrich (St,. Louis, MO, EUA)
-Cloroformo de MERCK® (EM SCIENC, Gibbstown, NJ, EUA).
-Tubos Falcon de 15 y 50 ml. de CELL Associates, Inc (Houston TX.)

-Tubos Eppendorf de 0.5, 1.5 y 2.0 ml. asi como puntillas de BIOMOL, SA de CV,

Mex.
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-Medio DMEM, OPTIMEM Liofectamina y reactivo plus de Gibco-BRL Life
Technologies, Inc. (Gaithersburg, MD, EUA)
-Kit de ELISA para HGH (Cat. # 1585878) y CPRG (Rojo de Clorofenol B-D-

Galactopirandsido) de Boehringer-Mannheim (GmbH,Germany)

3.2 Origen del material biolégico:
-La linea celular GC derivada de pituitaria de rata y el plasmido pBI-EGFP en el cual se
subcloné la unidad transcripcional del gen hGH-N fueron donados por el Dr. José Luis
Castrillo del Centro Universitario "Severo Ochoa" de Madrnid Espaiia.
-La cepas bacterianas TOP 10 F ' y XL1-Blue fueron obtenidas del cepario del
Departamento de Bioquimica en la ULIEG.
-El plasmido pBS-hGH-N del cual se¢ obtuvo Ja unidad transcripcional del gen hGH-N
fue obtenido de la plasmidoteca de la ULIEG.
-Los plésmidos pBIG2i-rtTA y pBIG3i-iTA, los cuales contiecnen la unidad
transcripcional de la proteina transactivadora (tTA) fueron donados por el Dr. Craig A.

Strathdee, del Instituto de Investigacién John P. Robarts, London, Ontario, Canada.

3.3 Equipo:
Entre el equipo utilizado se encuentra un horno de microondas Goldstar modelo
MA-857M, Microcentrifugas Eppendorf modelos 5402 y 5415, una fuente de poder
Gibco BRL, modelo 250, una campana de flujo laminar marca Labconco Corporation

(Kansas, City, MO, EUA). Una balanza digital Sartorios modelo 1206 MP, (Camibh
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Géttingen, Alemania), una balanza analitica OHAUS modelo AP1105 (Florham Park,
Suiza), micropipetas de Gilson de Raining Instruments Co, Inc (Emeryville, CA, EUA),
un agitador G10 marca New Bussines Scientific Co., Inc. (Edison, NJ, EUA), jeringas y
agujas Becton Dickinson & Co. (Rutherford, NJ. EUA), laminas de bisturi Becton
Dickinson (Juiz de la Fiora, MG, Brasil), un potenciémetro Beckman ® 320, un equipo
de video-computadora marca BioRad, modelo GelDoc 1000 (Hércules, CA, EUA), un
microscopio invertido marca Karl Zeiss, ultracentrifuga TLX 120 de Beckman
Instruments, Inc.

El procesamiento de datos se realizé en computadoras marca Macintosh modelo
Cassic I y COMPAQ, PRESARIO, MV500. Se empleé el procesador de textos
Microsoft Word versién 1997, procesadores de graficos Microsoft Power Point version
1997 Adobe Photoshop Limited Edition 2.5.1(1989-1993 Adobe Systems Inc.) y
Molecular Analyst version 1.5 de Biorad Laboratories (Hércules, CA, EUA)

En la realizacion de los analisis de secuencias genéticas se usé el programa DNA
Strider ™ 1.1(@Ch Marck and CEA, 1989, Service de Biochimie-Départament de
Biologic-Institut de Recherche Fondamentale-CEA-Francia). Para la busqueda de

informacién se empled el servicio via intemnet.

3.4 Métodos
Este trabajo se realiz6 en dos etapas que se describen a continuacién: 1)
Construccion y caracterizacion de los recombinantes requeridos para este estudio y 2)

Anélisis de la expresion de los mismos en un modelo de cultivo celular in vitro.
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Para dar cumplimiento a los objetivos planteados se llevd a cabo la estrategia

general mostrada en la figura 4 en la que resaltan los siguientes puntos:

1.-Obtencion de la unidad transcripcional del gen hGH-N a partir del vector de

expresion pBShGH-N mediante digestion con endonucleasas de restriccion.

2.-Introduccién de la unidad transcripcional del gen hGH-N en el vector pBI-EGFP bajo

el control de un promotor bidireccional regulable por doxiciclina.

3.-Construccién del vector con los genes del transactivador y hGH bajo €l control del

promotor bidireccional regulable por doxiciclina.

4.-Obtencién y caracterizacién de clonas transformadas con los vectores pBI-EGFP-

hGHN y pBIG3i-rtTA-hGHN.

5.-Obtencién de DNA de alta calidad y cantidad para los ensayos de expresion.

6.-Transfeccion de la linea celular GC (derivada de hipdfisis de rata) con los vectores

pBI-EGFP-hGHN y pBIG3i-rtTA-hGHN por lipofeccion.

7.-Analisis de la expresion de HGH mediante ELISA.

8.-Determinacion de la eficiencia de transfeccion por actividad de B-Galactosidasa.
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Figura 4. Estrategia general del proyecto. Los nimeros indican cada uno de los puntos descritos

anteriormente.

3.4.1 Subclonacion de la unidad transcripcional del gen hGH-N en los vectores de

expresién pBI-EGFP y pBIG3i-rtTA.

La unidad transcripcional del gen hGH-N fué obtenida del vector de expresion

para c€lulas eucariotas pBShGH-N, construido anteriormente en el laboratorio.
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3.4.1.1 Eliminacién del promotor de 511 pb y obtencion del gen hGH-N a partir del

vector pBShGH-N,

Basado en el analisis de restriccion de la secuencia correspondiente a este vector,
generado en el programa DNA Strider 1.1, se identificaron sitios de restriccién unicos
para las enzimas Apa I, Sac I, EcoRV y dos sitios para la enzima BamHI los cuales

flanquean a la unidad transcripcional en conjunto con su promotor natural de 511 pb (ver

fig. 5).

Apa I 4944
EcoRV 4908

pBShGH-N

hGH-N

Figura 5. Esquema del vector pPBShGH-N con la ubicacién de los diferentes sitios de restriccion para las
enzimas Apa 1, Sac Il, EcoRV y BamHI. P (promotor), hGH-N (Unidad transcripcional del gen
hGH-N).

Para obtener la unidad transcripcional del gen hGH-N fué necesario eliminar el
promotor natural de 511 pb del gen hGH-N, lo que se realizé mediante una digestién
preparativa del vector pBShGH-N con la enzima BamHI. La mezcla de reaccién se

muestra en la tabla L.
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Tabla 1. Digestion preparativa del plismido pBShGH-N con la enzima BamHI

Reactivo Volumen (ul)
PBShGH-N (~1 pg/ul) 3.0
Buffer NEB #3 (10X) 6.0
BSA (100X) 3.0
BamHI (10 U/ul) 3.0
Agua MilliQ 45.0

La mezcla de reaccidn se incubd a 37°C por 12 h con la finalidad de obtener una
digestion enzimatica total. Para corroborar el corte de la enzima se sometieron 3 pl de la
mezcla de reaccion a corrimiento electroforético en gel de agarosa al 1% y

posteriormente s¢ analizé en el sistema GelDoc BIORAD.

3.4.1.1.1 Purificacion del vector pBShGH-N por el método de fibra de vidrio. Los
productos de la digestion se separaron en un gel preparativo de agarosa al 1%, utilizando
para ello 50 pl del DNA digerido (aprox. 2.5 pug de DNA). La muestra se resolvié por
electroforesis con buffer TBE a voltaje constante de 100 V. Una vez que el colorante
(xilencianol) migré 3/4 partes del largo total del gel, se detuvo la electroforesis, se
transfirié con cuidado el gel a un recipiente con solucién de bromuro de etidio a una
concentracion de 2 pg/m] por un tiempo de 5 min.

Una vez identificada la banda que correspondia al vector, mediante el sistema de
analisis GelDoc se cortd con una hoja de bisturi, ¢l fragmento de agarosa se deposité en
un tubo Eppendorf de 1.5 ml para su posterior purificacién por el método de fibra de
vidrio, el cual se describe a continuacion:

A un tubo Eppendorf de 0.5 ml se le realizé un orificio pequefio en su parte

inferior mediante ¢l empleo de una aguja, posteriormente se introdujo fibra de vidrio
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siliconizada empaquetando una cuarta parte del interior del tubo. El fragmento de
agarosa obtenido, fue cortado en pequefios trozos (grosor de 1-2 mm) y se colocé dentro
del tubo. El tubo de 0.5 ml se puso dentro de un tubo Eppendorf de 1.5 ml y se¢ someti6 a
centrifugacién por 10 min a una velocidad de 14,000 rpm. Se obtuvo el complejo DNA-
agarosa contenido en el tubo de 1.5 ml y se realizo una extraccion con medio volumen
de Fenol-Sevag. La mezcla se agitd fuertemente por inversion, se obtuvo el
sobrenadante (fase superior) y se le adicionaron 2.5 volimenes de etanol absoluto y un
10% de Acetato de Sodio 3M con la finalidad de aumentar la precipitacion del DNA.

El tubo se incubd a —70°C por 3 h, los fléculos formados (DNA plasmidico) se
empastillaron por centrifugacion a 14,000 rpm por 15 min a 4°C, se desecho el alcohol y
se lavo la pastilla con una solucién de etanol al 70% y se centrifugd de nuevo bajo las
condiciones ya descritas.

La pastilla obtenida se secd en un evaporador centrifugo (SAVANT) por 1h y se
resuspendi6 en 20 pl de soluciéon TE (Tris-EDTA pH 8). Se evalué su pureza y calidad

por absorcion de luz UV a una longitud de onda de 260 y 280 nm.

3.4.1.1.2 Ligacion del vector pBShGH-N. Se mont6 una reaccién de ligacion con el

DNA purificado (ver tabla 2) y se incubo a 16°C por 12 h. Para corroborar la ligacién
del vector pBShGH-N(pro-) se sometieron 5 pl de la reaccién a corrimiento

electroforético en gel de agarosa al 1%. Terminado el tiempo de corrimiento, el gel se

tifié en solucién de bromuro de etidio y se visualizé en el sistema de andlisis GelDoc.
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Tabla 2. Condiciones de ligacién del vector pBShGH-N previamente digerido con la enzima BamHI.

Reactivos Volumenes de reaccion (ul)
Vector pBShGH-N (BamHI) (~586 ng) 5.0
Buffer para ligasa 5X 2.0
T4 DNA Ligasa NEB (1 U/pl) 2.0
Agua MilliQ 11.0

El producto de la ligacion se utilizé para transformar bacterias E coli XL1-Blue,
las clonas candidatas fueron propagadas a pequefia escala con la finalidad de obtener

suficiente DNA plasmidico para llevar a cabo su caracterizacion.

3.4.1.1.3 Caracterizacion de la clona pBShGH-N(pro-). Se¢ llevé a cabo la
caracterizacién de las clonas pBShGH-N(pro-) al digerirlas con la enzima BamHI que
tiene un sitio unico de restriccidn, lo que permitié visualizar mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1% la linearizacién y por lo tanto la identificacién de las clonas

positivas (ver fig. 6).

Apa 14433
EcoRV 4397

pBShGH-N(pro-)

5096 pb
hGH-N

—Sac IT 2210
BamHI 2238

Figura 6. Mapa de restriccion de la clona pBShGH(pro-). La ¢liminacién del promotor de 511 pb con la
enzima BamHI permite ganar el sitio de restriccion para la enzima Sac Il y a la vez se obtiene un
sitio unico para la enzima BamHI.
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3.4.1.14 Liberacion de la unidad transcripcional del gen hGH-N. Para obtener la
unidad transcripcional del gen hGH-N a partir de una de las clonas pPBShGH-N(pro-), se
montaron por separado dos reacciones de digestidén, en una de ellas se utilizé a las
enzimas Apa I-Sac 11 y en la otra a las enzimas BamHI-EcoRV bajo condiciones de 37°C
y 12 h de incubacidn (ver tablas 3 y 4). Estos mismos sitios de restriccién permitieron
subclonarla en el vector de expresion pBI-EGFP y pBIG3i-rtTA, respectivamente,

quedando bajo la regulacion de un promotor inducible por doxiciclina.

Tabla 3. Condiciones de la reaccion de digestion de la clona pBShGH-N(pro-) con las enzimas Apa I -Sac
1L

Reactivo Volumen de reaceidn (ul)
Clona pBShGH-N(pro) (~1pg/ul) 3.0
Buffer NEB #4 (10 X) 6.0
BSA (100 X) 3.0
Enzima Apa [ (10 U/pl) 3.0
Enzima Sac 1T (10 U/ul) 3.0
Agua MilliQ 42.0

NOTA: primero se digirié con Apa I a 25°C y después se adiciond Sac 1I, la reaccién se llevé a cabo a
37°€,

Tabla 4. Condiciones de la reaccién de digestion de la clona pPBShGH-N(pro-) con las enzimas BamHI-
EcoRV.

Reactivo Volumen de reaccién (ul)
Clona pBShGH-N(pro) (~1 pg/ul) 3.0
Buffer NEB #3 (10 X) 6.0
BSA NEB (100 X) 3.0
Enzima BamHI (10 U/ul) 3.0
Enzima EcoRV (10 U/pl) 3.0
Agua MilliQ 42.0

Los productos de la digestién fueron separados por electroforesis en gel de
agarosa al 1% y visualizados en el Gel-Doc, el tamaiio del fragmento esperado fue
corroborado mediante un marcador de alto peso molecular (DNA A digerido con la

enzima Pst ).
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3.4.1.2 Construccion del recombinante pBI-EGFP-hGH-N

La estrategia de subclonacion se llevo a cabo en tres etapas debido a la presencia
de tres sitios de restriccion para la endonucleasa Sac 11 en el vector de expresién pBI-
EGFP, dos sitios que flanquean al promotor bidireccional de tetraciclina y un tercer sitio
ubicado en el sitio multiple de clonacién en el extremo 5' de la unidad transcripcional de

la proteina verde fluorescente (ver fig. 7).

Sac IT 5090

Figura 7. Mapa de restriccion del vector de expresion pBI-EGFP. En este se muestran los sitios de
restriccion de interés (Sac Il y Apa 1).

3.4.1.2.1 Digestion y ligacién del vector de expresion pBI-EGFP. En esta etapa fue
digerido el vector pBI-EGFP parcialmente con las enzimas Sac lI+A4pa I, buscando no
afectar el promotor bidireccional (ver fig. 7). Una vez digerido bajo las mismas
condiciones indicadas en la tabla 3, purificado y cuantificado, se puso en contacto

mediante una reaccion de ligacién (ver tabla 5) con la unidad transcripcional del gen
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hGH-N, previamente obtenida a partir de la clona pBShGH-N(pro-) con las enzimas Sac

I+4pa 1.

Tabla 5. Condiciones de 1a reaccién de ligacion del vector pBI-EGFP y el inserto de hGH-N previamente
digeridos con las enzimas Sac Il y Apa 1.

Reactivos Volumen de reaccion (ul)
Inserto {gen hGH-N)Sac II-4pa I (~541 ng) 7.0
Vector - Sac II-Apa 1 (~659 ng) 3.0
Buffer para ligasa (5X) 2.0
T4 DNA Ligasa (1 U/ul) 2.0
Agua MilliQ 6.0

34.1.2.2 Caracterizacién de las clonas pBI-EGFP-hGH-N. Los productos de la
ligacion fueron utilizados para transformar bacterias Ca™ competentes (cepa XL1-Blue).
Las clonas obtenidas fueron propagadas a pequefia escala y se caracterizaron con las
enzimas de restriccién  EcoRI+BamHI y Xba 1+Pst 1 para corroborar la presencia del
inserto. Se obtuvieron clonas que presentaban el inserto comrespondiente a la unidad
trnascripcional del hGH pero no presentaban el promotor bidireccional (ver fig. 8), por

lo que se procedio a reinsertarlo.

Sac Il 6124

coR1 930
Apal 2218

EcoR1 2313

.
« pBI-EGFP-hGH(pro-
6129 pb

Figura 8. Esquema de la clona pBI-EGFP-hGH-N(pro-). Las clonas contienen a la unidad transcripcional
del gen hGH-N pero pierden €l promotor bidireccional de tal manera que se obtienen clonas que
presentan un sitio de restriccién para la enzima Sac II.
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34.1.2.3 Reinsercion del promotor regulable por tetraciclina. Para reinsertar ¢l
promotor se digiri6 el vector pBI-EGFP con Sac 1I para liberar una banda de 543 pb que
corresponde al promotor. En paralelo con esto fue digerida en otro tubo la clona pBI-

EGFP-hGH-N(pro-) cop la misma enzima (ver tabla 6).

Tabla 6. Condiciones de la reaccion de digestion de la clona pBShGH-N(pro-) y del vector pBI-EGFP por
separado con la enzima Sac II.

Reactivo Volumen de reaccion (ul)
Vector pBI-EGFP (~1 pg/ul) 6
Clona pBI-EGFP-hGH-N(pro-)(~1pg/ul) 3.0
Buffer 4 (10 X) 6.0
BSA (100 X) 3.0
Enzima Sac II (10 U/ul) 3.0
Agua MilliQ 45.0

Tanto la banda que coresponde al vector linearizado, como el fragmento de 543

pb una vez purificados, se someticron a una reaccion de ligacion, (ver tabla 7).

Tabla 7. Condiciones de ligacién del promotor bidireccional y clona pBI-EGFP-hGHN(pro-) previamente
digeridos con la enzima Sac IL

Reactivos Volimenes de reaccién (ul)
Inserto de 543 pb (promotor) (326 ng) 7.0
Clona pBI-EGFP-hGHN(pro-) (648 ng) 3.0
Buffer para ligasa 10X 2.0
Ligasa 2.0
Agua MilliQQ 6.0

Con los productos de la ligacion se realizé la transformacion de bacterias. Las
clonas pBI-EGFP-hGHN(pro+) obtenidas a partir de la minipreparacién del DNA

plasmidico, fueron caracterizadas con las enzimas EcoRI+BamHI y Xba I+Pst 1 (ver fig.

9).
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BamHI 6695

hGH-N

Pst1 1328
Pstl 1495

Figura 9. Mapa de restriccion de la clona pBI-EGFP-hGH-N (pro+). En este se indica la ubicacion de los
sitios de las enzimas con que fue caracterizada.

3.4.1.3 Construccion del recombinante pBG3i-rtTA-hGH-N

El vector pBIG3i-rfTA contiene un promotor bidireccional formado por un
promotor minimo del Citomegalovirus humano, siete secuencias en tandem del operador
tet y el promotor de TK (Timidina cinasa). Este altimo regula la expresion del gen que
codifica para la proteina transactivadora (rtTA) (ver fig. 10). La subclonacién de la
unidad transcripcional del gen hGH-N dentro de este vector de expresion nos permitio

obtener un sistema “tet On” monoplasmidico.

Figura 10. Esquema del vector de expresion pBIG3i-1tTA. La digestion de este vector con las enzimas
EcoRV y BamHI permite ubicar a la unidad transcripcional de hGH-N bajo la regulacién del
promotor bidireccional.
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3.4.1.3.1. Digestion preparativa del vector de expresién pBIG3i-rtTA. Se realizo
una digestién preparativa del vector pBIG3i-rtTA con las enzimas de restriccion
BamHI+EcoRV (ver tabla 8). Ya purificado y cuantificado se monté una reaccién de
ligacién en la que se puso en contacto con el producto de la digestién de la clona
pBShGH-N(pro-), obtenido previamente con las mismas enzimas y que corresponde a la
unidad transcripcional del gen hGH-N (ver tabla 4). La reaccién se incubé a 16°C por 16

h (ver tabla 9).

Tabla 8. Condiciones de la reaccién de digestion del vector de expresion pBIG3i-itTA con las enzimas
BamHI+EcoRV.

Reactivo Volumen de reaccién (ul)
PBI3i-rtTA (~1pg/ul) 3.0
Buffer 3 (10X) 6.0
BSA (100 X) 3.0
Enzima BamHI (10 U/ul) 3.0
Enzima EcoRV(10 U/ul) 3.0
Agua MilliQ 42.0

Tabla 9. Condiciones de la reaccién de ligacion del vector pBIG3i-rtTA y el inserto de hGH-N
previamente digeridos con las enzimas BamHI +EcoRV

Reactivos Volimenes de reaccion (pl)
Inserto (hGH-N) BamHI-EcoRV (532 ng) 5.0
Vector pBIG3i-rtTA (BamHI-EcoRV) (672 ng) 3.0
Buffer para ligasa 5X 2.0
T4 DNA Ligasa (1 U/ul) - 2.0
AguaMilliQQ 8.0

De la mezcla de ligacion se tomo una cuarta parte (5 pl) para la transformacion
de bacterias (cepa TOP 10F’). A partir de las colonias obtenidas se¢ prepar6 DNA
plasmidico a miniescala, de acuerdo al método de Sambrock y cols., 1989. Las clonas
pBIG3i-ntTA-hGH-N fueron caracterizadas con las enzimas BamHI+EcoRV y Xho 1,

que flanquean al inserto (hGH-N) (ver fig. 11)
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Xhol 318
EcoRV 382

Figura 11. Esquema de la clona pBIG3i-tTA-hGH-N y ubicacién de los sitios de restriccién para
enzimas diagnésticas.

3.4.2 Propagacion a gran escala de los recombinantes pBI-EGFP-hGH-N(pro+) y

pBIG3i-rtTA-hGH-N.:

Para obtener DNA plasmidico de alta calidad para ensayos de fransfeccion en
cultivo celulares, se crecieron a gran escala los recombinantes pBI-EGFP-hGH-N y
pBIG3i-tTA-hGH-N, mediante el método de lisis alcalina y de acuerdo a las
indicaciones de Sambrock y cols., 1989. El procedimiento se describe a continuacion:

En dos matraces de 250 ml que contenian 20 ml de medio de cultivo LB +
antibitico se inocularon por separado las cepas bacterianas que portaban los
recombinantes pBI-EGFP-hGH-N y pBIG3i-rtTA-hGH-N. Se colocaron en una
incubadora bajo condiciones de 37°C por 12 h y a 250 rpm hasta alcanzar la fase

logaritmica (densidad dptica aproximada de 0.6). El contenido del matraz pequefio (250
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ml) se vacié a un matraz de 2 1 que contenia 800 ml de medio LB y 4 pl/ml del
antibiético ampicilina (25 mg/ml). Se incubd por 2-3 h hasta obtener una densidad
optica de 0.4. El crecimiento bacteriano se centrifugd a 5000 rpm/15 min en frascos de
500 ml con la finalidad de empastillar las células. Se desechd el sobrenadante y se
resuspendio la pastilla con 10 ml de solucién I (élucosa 50 mM, tris-HCI 25 mM pH §,
EDTA 10 mM pH 8) y 2 ml de lisozima recién preparada (10 mg/ml en tris-HCI pH 8).
Luego se adicionaron 20 ml de solucién II recién preparada (NaOH 0.2 N, SDS al 1%)
con la finalidad de provocar la lisis celular, el frasco se agité mediante movimientos
giratorios y se incubd a temperatura ambiente por 10 min. Se agregaron 15 ml de
solucién III (60 ml de Acetato de potasio 5 M, 11.5 ml de Acido acético glacial y 28.5
ml de agua) previamente refrigerada, se mezcld suavemente por inversion y se incubd
por 10 min hasta la formacién de un precipitado blanco. El lisado bacteriano se
centrifugé a 10,000 rpm/15 min y se rescaté el sobrenadante. Se precipitdé el DNA
plasmidico con 2.5 volamenes de etanol al 100 % y en incubacién a —70°C por 1h. Una
vez formado un precipitado blanco se centrifugd a 5000 rpm/15 min para empastillar el
DNA. El etanol se desechd por decantacion, se dejo secar la pastilla y se resuspendio en
1 ml de solucion TE pH 8 Se midié la concentracion de DNA mediante

espectrofotometria a una longitud de onda de 260 y 280 nm.
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3.4.2.1 Purificacion de los recombinantes por el método de gradiente con Cloruro

de Cesio ( modificacion del método de Clewell, D.B. y cols., 1972)

La solucion de DNA se llevé a un volumen final de 4 ml con agua milliQ estéril
y se agregaron a ésta 4 g de Cloruro de Cesio. El tubo Falcon se cubrié con papel
aluminio y se le adicioné 0.5 ml de bromuro de etidio (10 mg/ml en agua). Se obtuvo
una densidad final de 1.55 g/ml (indice de refraccién de 1.386) y la concentracién de
bromuro de etidio es de aproximadamente 740 pg/m].

La solucién se incubo a temperatura ambiente por 30 min para permitir la
formacion de un complejo proteina-bromuro de etidio, el cual se elimind por
centrifugacion a 8000 rpm por 5 min. La solucidén acuosa se transfirié a uno de los tubos
de ultracentrifuga de 4 ml, se adicioné al tubo aceite mineral y se sellé. Para dar lugar a
la formacién del gradiente, el tubo se centrifugd a 96,000 rpm en un rotor TLA 100.4
por 12 h. Una vez formado el gradiente e identificada la banda de interés se insertd una
aguja 20-G en la parte superior del tubo para permitir la entrada de aire y se recuperd la
banda del plasmido por succién con una jeringa de 3 ml y una aguja 20-G cubierta con
vaselina que fué insertada a 1 cm por debajo de la banda y con el bisel hacia arriba. La
solucidn se colocé en un tubo Falcon de 15 ml previamente cubierto con papel aluminio.
Se elimino el bromuro de etidio mediante extracciones sucesivas con 1 volumen de
alcohol isoamilico, Para esto, la mezcla se agitd suavemente por inversion, esto se

repitié hasta que desaparecio el color del bromuro de etidio.
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3.4.2.2 Dialisis

Una vez eliminado el bromuro de etidio, la solucién se coloc con ayuda de una
pipeta en una membrana para dialisis sellada en ambos extremos, se sumergié en un
recipiente con 2 1 de agua destilada, se llevé a un cuarto frio en donde se dializ6 por 2 h.
Se realizé un cambio de agua y se dejé dializando por 12 h mas. El contenido de la bolsa
se recuperd y se mezclé con 2.5 volimenes de etanol al 100% en frio y 1/10 parte de
acetato de sodio 3 M pH 5, se dejd precipitar por 2-3 h a -70°C y se centrifugd a 5000

rpm. La pastilla obtenida se resuspendid en 1 ml de TE

3.4.2.3 Cuantificacion del DNA plasmidico:

Se determiné la cantidad y calidad del DNA obterudo en absorbancia de 260 y
280 nm. Para esto se prepararon diluciones de 1:1000 y por triplicado. En la realizacton

de los calculos se empled la siguiente férmula:

Concentracion de DNA = (F. D.) (50) (Abs).
Donde: F.D.= Factor de dilucién
50 =Factor de conversion a ng/pl
Abs= Absorbancia
Finalmente una vez determinada la calidad mediante la relacion de absorbancias

a A de 260/280 (considerandose DNA de buena calidad con valores proximos o iguales a
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1.8) se determiné la concentracién total de DNA y se diluyé hasta obtener una

concentracion final de 1pg/pl.

3.4.3 Estudios de expresion del gen hGH-N.

3.4.3.1 Condiciones del cultivo celular.

Se empled como sistema de expresion la linea celular GC denivada de hipdfisis
de rata (Hay, R., 1992). Para ello se utiliz6 un vial de células conservadas en
congelacion en nitrogeno liquido. Se procedid a la descongelacion inmediata por
inmersién en bafio de agua a 37°C. Posteriormente, el contenido del vial se coloco en un
tubo Eppendorf estéril de 1.5 ml y se centrifugd a 2000 rpm por 5 min. Se decanto el
sobrenadante en condiciones de esterilidad y se resuspendi6 el botén de células en 1 ml
de medio de cultivo DMEM (Gibco-BRL) con 10% de SBF y 1 ml de solucién de
antibioticos (Sulfato de Estreptomicina 100 pg/ml y Penicilina 100 pg/ml). La
resuspension se deposité en botellas de 25 cm” a las que previamente se les adicionaron

7 ml de medio DMEM, manteniéndose en incubacién a 37°C en atmosfera himeda con

CO,.
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3.4.3.2 Mantenimiento del cultivo celular.

A un cultivo confluente de células se le eliminé €l medio de cultivo y para
desprenderlas del substrato se agregaron 2 ml de solucién de tripsina 1X (4 ml de
tripsina al 2.5 %, 2.4 ml de rojo de fenol al 1%, 0.08 gr de EDTA, 4 ml de solicién de
antibi6ticos 100X, 176 ml de solucién TD2X y 176 ml de agua milliQ). Se incubb a
37°C por 5 min y una vez que las células se desprendieron, se recuperaron con ayuda de
una pipeta y se colocaron en un tubo de ensayo de 15 ml. La suspension de células se
centrifugé a 3000 rpm por 5 min, se elimind la tripsina y se resuspendid el botén de
células en 3 ml de medio DMEM. Se realizé conteo celular en un hemocitémetro o
cAmara de Neubauer y se transfirié una alicuota que contenia aproximadamente 7 x 10°

células a una botella nueva con medio DMEM conteniendo 10% de suero bovino fetal.

3.4.3.3 Transfeccion de los recombinantes pBI-EGFP-hGH-N y pBIG3i-r{TA-

hGH-N.

A partir de cultivos con una confluencia del 80% y en fase logaritmica, se
procedié a levantar las células con tripsina 1X y realizar la cuenta celular. Inoculando 1

x 10° células en placas de 35 mm, se incubaron por 12 a 24 h y se transfectaron con 750
ng del vector pBI-EGFP-hGH-N y la misma cantidad del vector pBIG31-rtTA, con 3 pl

de lipofectamina y 1pl de reactivo plus, de acuerdo a las indicaciones de la casa
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comercial Gibco-BRL. También se transfecté en la mezcla el vector pPCMVSport-fgal
que contiene al gen reportero para -galactosidasa.

Para estandarizar las condiciones de transfeccién se realizaron diversos ensayos
variando la concentracién de los recombinantes. Las concentraciones ensayadas para el
recombinante pBIG3i-rtTA-hGH-N, asi como para pCMVSport-fgal fueron: 1.5, 1.0,
0.7, 0.5 y 0.25 pg. En el caso de la lipofectamina y reactivo plus se mantuvieron

volumenes constantes de 3 y 1 pl por caja de 35 mm, respectivamente.

Descripcion del protocolo:

En un tubo (tubo A) se colocaron 0.75 ng de cada uno de los vectores pBI-
EGFP-hGH-N y pBIG2i-tTA (sistema “tet On” biplasmidico) y pBIG3i-tTA-hGH-N
(sistema “tet On” monoplasmidico) en cotransfeccion con el vector pCMVSport-p-Gal
que contiene al gen reportero de B-Galactosidasa. Se completé a 100 pul con medio de
cultivo OPTI-MEM libre de suero y antibiético. En otro tubo (tubo B) se adicionaron 3
ul del reactivo de lipofectamina y 1 pl del reactivo plus lipofectamina y finalmente se
completo a un volumen de 100 pl con medio de cultivo OPTI-MEM.

Se mezcld el contenido de ambos tubos y se incubd a temperatura ambiente por
25- 45 minutos, Una vez hecho esto, se agregaron al tubo 800 pl de medio OPTI-MEM
y se vacio el contenido en una placa que contenia el cultivo celular con una confiuencia
de un 70-80% aproximadamente. Las placas se incubaron a 37°C por S h y se sustituyd
el medio de cultivo por medio OPTI-MEM completo (10% suero bovino fetal y solucion

de antibioticos). Se realizaron los ensayos de expresion en un tiempo de 45 h después de

la transfeccidn.
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3.4.3.4 Induccion de la expresion:

Se empled como inductor de la expresion un derivado de la tetraciclina
(doxiciclina). Se realizaron ensayos variando la concentracién del antibidtico, para lo
cual se utilizaron las siguientes concentraciones: 0, 10, 100 y 1000 ng/ml por un tiempo

de induccion de 48 h.

3.4.3.5 Cuantificacién y normalizacion de la actividad de B-Galactosidasa.

Para la determinacion de la actividad de B-Galactosidasa se siguid el protocolo

descrito por Eustice y cols., 1994.

Una vez terminado el tiempo de incubacidn de la transfeccion, se recupero el
medio de cultivo para determinar posteriormente la concentracion de HGH. Por ofro
lado, la monocapa de células se lavé con 0.5 ml de solucion PBS pH 7.4 y se
adicionaron 250 pl de Buffer de lisis pH 8 (Tris-HCL- 0.1 % de tritén 100 X). Para
aumentar la lisis celular, el lisado se sometié a 3 ciclos de congelamiente a —70°C y
descongelamiento a temperatura ambiente. Después las muestras se centrifugaron a 3000
rpm para empastillar los restos celulares. Del sobrenadante obtenido (extracto proteico)

se tomaron S50 pl para llevar a cabo una reaccién con 150 pl del substrato para f-

Galactosidasa CPRG (rojo de clorofenol B-D Galactopirandsido) a una concentracién de

1mg/ml.
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La reaccion se llevé a cabo a 37°C en un tiempo de 30 min y se determiné la
intensidad del color, midiéndose la absorbancia a 580 nm La actividad de -

Galactosidasa se determiné mediante la siguiente férmula (Carrol, 1992):

10° X Abs™
Actividad de B-Galactosidasa (U) =

(# de células.) (t de incub. en h)

Para normalizar la actividad de [B-Galactosidasa en U/ug de proteina se
cuantificé la concentracion de proteina total en el extracto celular mediante la técnica de

Bradford. Se realiz6 la normalizacién mediante la siguiente férmula:

Actividad de B-Galactosidasa en U.

= U de p-galactosidasa/pg de proteina
pig de proteinas totales.

3.4.3.5.1 Cuantificaciéon de proteinas (Bradford, 1976). En tubos Eppendorf de 0.5
ml se colocaron 1.0, 2.5, 5.0, 12.5 y 15 pl de una solucién estandar con una
concentracién de 0.5 mg/ml de albiimina sérica bovina. Cada tubo se aforé a 50 ul con
solucion de NaCl 150 mM. Cada solucion tenia una concentracion equivalente a 0.5,
1.25, 2.5, 6.25 y 7.5 pg respectivamente.

La reaccion se llevo a cabo con la adicién de 150 pl del colorante azul brillante

de Coomassie G-250, se incubé 5 min a temperatura ambiente. Se midio la absorbancia

a una longitud de onda de 595 nm. En paralelo con la elaboracion de la curva de
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calibracion se determind la concentracién de proteina de cada una de las muestras

problema mediante diluciones 1:10.

3.4.3.6 Cuantificacién de los niveles de expresién de HGH

Se midi6 la concentracion de HGH presente en el medio de cultivo con un
inmunoensayo de ELISA basado en el principio del “sandwich” y de acuerdo a las
indicaciones de la casa comercial Borehringer Mannheim. El protocolo se describe a

continuacion:

a).- Preparacion de la curva de calibracion

Se prepard una serie de diluciones estandar en tubos Eppendorf de 1.5 ml tal y como se

muestra en la tabla 10.

Tabla 10. Preparacién de la curva de calibracién que se empled en la cuantificacion de los niveles de
expresion de HGH.

Paso | Solucion de HGH | Buffer de muestra | Concentracion de
(400 pg/ml) (solucién 7) HGH (pg/ml)
0 0 1000pl 0
i | 1000 pl 0 ul 400
2 500 ul del paso 1 500 pl 200
3 500 pl del paso 2 500 ul 100
4 500 ul del paso 3 500 pl 50
5 500 pl del paso 4 500 pl 25
) 500 pl del paso 5 500 ul 12.5
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De cada estindar se tomaron 200 pul o la misma cantidad de la muestra problema.
Se cubrid la placa de 8 pocillos con una hoja adhesiva y se incubd a 37°C por 1 h.
Pasado el tiempo de incubacién se removid la solucién completamente y se lavd 5 veces
cada pocillo con 250 pul de buffer de lavado (solucién 6), por cada lavado se espero 30s y
se eliminé el buffer cuidadosamente. Se adicionaron 200 pul de la solucion Anti-hGH-
DIG (Digoxigenina anti-HGH, dilucién 2a), se cubrié la placa con una hoja adhesiva y
se incubo de nuevo a 37°C por 1 h.

Se repitio €l lavado y se adicionaron 200 ul de la soluciéon Anti-DIG-
PEROXIDASA (Anti-DIG-POD, solucién 3a), se cubrié la placa con una hoja adhesiva
y se incubd a 37°C por 1 h Pasado el tiempo de incubacion se lavaron las muestras de
nuevo y se les adicion6 200 pl del substrato POD ( Sustrato para peroxidasa, solucién 4)
incubandose a temperatura ambiente en oscuridad por 15 min. Finalmente, se midié la
absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 405 nm con referencia a 493 nm
Se graficaron los valores de absorbancia contra concentracién de cada uno de los

estandar para asi determinar la concentracion de las muestras problema.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1 Subclonacion de la unidad transcripcional del gen hGH-N en el vector de

expresion pBI-EGFP.

La recuperacion de la unidad transcripcional del gen hGH-N se realizé a partir
del vector pBShGH-N en dos pasos, en el primero se eliminé el promotor y se religé el
vector y en el segundo se obtuvo la unidad transcripcional de hGH-N; previo a ésto se

realizd la caracterizacion de los vectores pBShGH-N y pBI-EGFP.

4.1.1 Caracterizacion de los vectores pBShGH-N y pBI-EGFP.

Para corroborar la identidad de los vectores pBShGH-N y pBI-EGFP, se digirio

el primero con las enzimas de restriccion BamHI+EcoRlI, Pst I y Pvu I, mientras que el

segundo se digiri6 con Spe [+Hind 111, Xba I+EcoRV (ver fig 12).
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(A) (B)

M1 23

EcoRV 4358
HindIll 4352

Xba Il 4335

©

pBShGH-N

A 4

hGH-N

Pst T, 3656~
Psi] 3489—

BamHI 2749 Pst T 2250

EcoRI 2256

Figura 12. Caracterizacién de los vectores pBI-EGFP y pBShGH-N. Se muestran los mapas de restriccion
de ambos vectores. (A) El vector pBI-EGFP se sometié a doble digestién con las enzimas Spe
I+Hind 11 y Xba I+EcoRV. B).-Una alicuota de la reaccién de digestién se sometié a corrimiento
electroforético en gel de agarosa al 1% en donde M=marcador de peso molecular APstl, en el
carril 1 y 2 se muestran los productos de la digestion con las enzimas Spe I+Hind IIl con
tamafios de 4371 y 750 pb y en el carril 3 se observan tres de cinco fragmentos con tamaiios de
3697, 750, 645 y dos restantes con tamaiios de 23 y 6 pb, los cuales dado su tamaifio pequefio se
salen del gel durante la electroforesis. C y D) Mapa y productos de digestion del vector pBShGH-
N mostrando en el carril 1 que la doble digestion BamHI+EcoRI liber6 4 fragmentos con tamafios
de 2943, 2153, 493 y uno de 18 pb que se sale durante ¢l corrimiento electroforético, en el carril 2
el vector se digirié con Pst [, liberarandose 3 fragmentos con tamafio de 4201, 1239 y 167 pb.
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4.1.2 Eliminacién del promotor del gen hGH-N en el vector pBShGH-N.

El vector pPBShGH-N se digiri6é con BamHI lo cual di6 2 fragmentos: uno de 511
pb que corresponde al promotor y otro de 5096 pb que corresponde al vector (ver fig.
13). Se recuper6 la banda de 5096 y se religd, permitiendo esta estrategia ganar un sitio

Sac 11 en el extremo 5’ de la unidad transcripcional del gen hGH-N.

@) (B)

pBShGH-N

hGH-N

BamHI 2749

Figura 13. Eliminacién del promotor del gen hGH-N del vector pBShGH-N. El vector fue digerido
con BamHI para eliminar un fragmento que comprende al promotor del gen hGH-N . A) Esquema
del plasmido pBShGH-N en donde se muestran los sitios de restriccion para BamHI B) Una
alicuota de la digestion con BamHI fue sometida a electroforesis en agarosa al 1%, M= Marcador
de peso molecular APstl, carriles 1 y 2 productos de la digestién de pBShGH-N con BamHI, que
liberé una banda de 511 pb que corresponde al promotor y la banda de 5096 pb al resto del
vector.

La transformacién de bacterias con el producto de la ligacién permitié la
obtencién de 9 clonas candidatas, de las cuales al ser caracterizadas con la enzima

BamHI, cuatro presentaron la delecion del fragmento de 511 pb (ver fig. 14).
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(A) (B)

pBShGH-N(pro-)
5096 pb

BamHI 2238

Figura 14. Caracterizacién de clonas pBShGH-N(pro-). Las clonas que tienen deletado el promotor de
511 pb presentaron un sitio de restriccién inico para la enzima BamHI. (A) Esquema de la clona
pBShGH-N(pro-) en donde se indica la ubicacién del sitio Gnico para BamHI. (B) Una alicuota de
la digestién con BamHI fue sometida a electroforesis en agarosa al 1%. De un total de 9 clonas
analizadas, cuatro presentaron la delecién del promotor de 511 pb (carmriles 1,38 y 9)
obteniéndose un fragmento de 5096 pb, que corresponde al vector linearizado. M= Marcador de

peso molecular APst I,

4.1.3 Liberacion de la unidad transcripcional del gen hGH-N.

La unidad transcripcional del gen hGH-N se obtuvo de 1a clona pBShGHN(pro-),
que se sometid a una reaccion de digestion con las endonucleasas Sac Il y Apa I, de la
que se liberé un fragmento de 2223 pb (ver fig. 15). Estos sitios de restriccion
permitieron 1a subclonacion de la unidad transcripcional dentro del vector pBI-EGFP,

ubicandolo bajo la regulacién del promotor bidireccional modulado por doxiciclina.
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(A) ®)

Apa 14433

pBShGH-N(pro-)

5096 pb 2.8
hGH-N

—Sac I 2210

Figura 15. Obtencién de la unidad transcripcional del gen hGH-N. A)- Esquema de la clona pBShGH-
N(pro-) con la ubicacién de los sitios de restriccién para las enzimas Sac Il y Apa 1. B). Una
alicuota de la digestién de la clona pBShGH-N(pro-) con Sac I y Apa 1 fue sometida 2
electroforesis en gel de agarosa al 1%, M= marcador de peso molecular APstl, carril 1: como
producto de la digestién se liberé un fragmento de 2223 pb que corresponde a la unidad
transcripcional del gen hGH-N.

4.1.4 Digestion preparativa del vector pBI-EGFP.

El vector pBI-EGFP se digirié con la enzima Apa 1y los productos de la
digestion se resolvieron por electroforesis en gel de agarosa al 1%, obteniéndose un
fragmento de 5121 pb que corresponde al vector linearizado (ver fig. 16B), después se
hicieron digestiones parciales al agregar a la misma mezcla de reaccion la enzima Sac II.
Como producto de esto ultimo se obtuvo un fragmento de 4496 pb, visualizado en gel de

agarosa al 1% (ver fig. 16C).
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(A)
Sac II 5090 ©)

4496

Figura 16. Digestién preparativa del vector pBI-EGFP. A).- Esquema del vector pBI-EGFP con la
ubicacion de los sitios de restriccion para las enzimas Sac I1 y Apa 1. Una alicuota de la reaccién
de digestion se sometio a electroforesis en gel de agarosa al 1%. B) La digestion del vector con la
enzima Apa 1 originé una banda de 5121 pb que corresponde al vector linearizado. C).- A la
misma reaccion de digestion se adiciond la enzima Sac II y se buscé obtener una digestién parcial
del vector con esta enzima, lograndose obtener el fragmento de aproximadamente 4496 pb
deseado. M= marcador de peso molecular APst1.

4.1.5 Ligacion de la unidad transcripcional de hGH-N y el vector pBI-EGFP.

Los fragmentos purificados del gen hGH-N de 2223 pb y del vector pBI-EGFP
de 4496 pb se someticron a una reaccién de ligacién (ver fig 17), 5 pl de la cual se
utilizaron para transformar bacterias.

Sac IT 5090
Sac Il 17

pBI
< Sac II 560 €—

hGH-N

EGFP
(2223 pb)

pBI-EGFP

4496 pb Apal 1185%

Figura 17. Esquema del vector pBI-EGFP indicando los sitios de restriccion para Sac I y
Apa | entre las cuales fue subclonada la unidad transcripcional del gen hGH-N.
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4.1.6 Caracterizacién de clonas pBI-EGFP-hGH-N

Como resultado de la caracterizacion de 30 clonas con las enzimas
EcoRI+BamHI y Xba 1+Pst 1, se obtuvieron 5 clonas pBI-EGFP-hGH-N(pro-) que
incluian el inserto de 2223 pb correspondiente a la unidad transcripcional del gen hGH-
N pero que carecian de un fragmento de aproximadamente 500 pb, correspondiente al

promotor bidireccional (ver fig. 18 ).

(A)

BamHI 6695
(B)
Xba I 576 Enzima Fragmento (pb)
Bamill 588 3050, 2153, 732

WGH-N | | BcoRFBamHll s 137 35y 32

Pstl 1328

PstI 1495 4439, 773, 752
Xba I-Pst I 1 K
EcoRI 2741
Beali274 575,167y 14
(D)
12345
= W aRiER
ST 5.0
33 Hd -}'E(g_[‘[‘z.s
<« > s i
Uy b7E)
575 —1 Lk
167 — S #iiﬁ

Figura 18. Caracterizacion de clonas pBI-EGFP-hGH-N. A).- Esquema de la clona pBI-EGFP-hGH-N

con la ubicacién de los sitios de restriccion para las enzimas BamHI+EcoRI, Xba I+Pst 1. B).- En
el cuadro se indican el nimero y el tamafio de los fragmentos liberados producto de la doble
digestion de la clona con dichas enzimas. Una alicuota de la digestion de cada una de las clonas
se sometid a electroforesis en gel de agarosa al 1%. (C).-Producto de la digestion de las clonas
pBI-EGFP-hGH-N con las enzimas EcoRI+BamH], se observan 4 de los 7 fragmentos esperados
con los siguientes tamaitios: 3050, 2153, 732 y 137 pb, los tres fragmentos restantes uno de 581
que esta ausente y dos de 35 y 32 pb que no se alcanzan a visualizar en el gel dado que por su
tamafio pequefio alcanzan a salirse del mismo en la electroforesis. (B) La digestion de las
mismas clonas con las enzimas Xba [+Pst I, liberé 6 fragmentos, 4 de estos se logran visualizar
en el gel con tamaiios de: 4439, 773, 752 y 167, otro de 575 pb que ésta ausente, un fragmento
pequefio de 14 pb que también se pierde. M= marcador de peso molecular APst1.
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4.1.7 Reinsercién del promotor bidireccional en las clonas pBI-EGFP-hGH-N(pro-)

Tanto la clona pBI-EGFP-hGH-N(pro-), como el vector pBI-EGFP fueron
digeridos con la enzima Sac II, lo que en ¢l caso de la primera permitié obtener un
fragmento de 6129 pb correspondiente a la clona linearizada, mientras que el segundo
liberé un fragmento de 543 pb que corresponde al promotor bidireccional. Los productos
de la digestion fueron resueltos por corrimiento electroforético en gel de agarosa al 1%
(ver fig. 19C).

®) (B)

Sac II 5090 Sac IT 6124

Sac II 560

¢ pBI-EGFP-hGH(pro-
6129 pb

6129

05 543

Figura 19. Digestion del vector pBI-EGFP y de la clona pBI-EGFP-hGH-N(pro-) con la ezima Sac /1.
En A y B se muestran esquemas indicando la ubicacion de los sitios de restriccién para Sac II.
(C).- Una alicuota de la digestion se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 1%. En el
carril 1, producto de la digestion de PBI-EGFP se libero un fragmento de 543 pb que corresponde
al promotor bidireccional, en el carril 2, producto de la digestién de la clona pBI-EGFP-hGH-
N(pro-) se obtuvo un fragmento de 6129 pb que corresponde a la clona linearizada. M= marcador
de peso molecular APst1.
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Ambos fragmentos el de 6129 y 543 pb se purificaron y se sometieron a una
reaccion de ligacion.

Se realizo la transformacion de bacterias, obteniéndose 32 clonas candidatas, que
se caracterizaron mediante una doble digestion con las enzimas EcoRI+BamHI, de las
cuales las clonas 11 y 15 presentaron el numero y tamafio de los fragmentos deseados,
incluyendo un fragmento de aproximadamente 500 pb que corresponde al promotor
bidireccional. La variacién en el tamafio de este fragmento se debe al sentido en el que

se integré el promotor en el vector, sin embargo dado que es un promotor bidireccional

esto no altera su funcion (ver fig. 20).

Figura 20. Caracterizacion de las clonas pBI-EGFP-hGH-N(pro+) con las enzimas EcoRI+
BamHI. Una alicuota de la digestion se sometié a electroforesis en agarosa al 1%, en
dos de las clonas (carriles 2 y 3 ), como producto de la digestidn se liberé un fragmento
extra de aproximadamente 543 pb que corresponde al promotor bidireccional, en el resto
de las clonas analizadas (camiles 4, 5, 6 y 7) este fragmento no estaba presente. En el
carril 1, se muestran los fragmentos liberados por una de las clonas pBI-EGFP-hGH-
N(pro-), M= marcador de peso molecular APs¢ I.

4.2 Construcciéon del recombinante pBIG3i-rtTA-hGH-N (sistema “tet On”

monoplasmidico)

Se planeé la construccion de un vector que tuviera bajo la regulacion del

promotor inducible con doxiciclina tanto la secuencia que codifica para el
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transactivador, como la de hGH-N. Para proceder a construirlo fue necesario caracterizar

el vector de clonacién pBIG3i-rtTA.

4.2.1 Caracterizacion del vector pBIG3i-rtTA

Para corroborar la identidad del vector pBIG3i-rtTA se sometié a digestion con

las enzimas Hind 111, Sal I 'y Bgl I (ver fig. 21)

(A)

— Hind Il 721
L Bgll 738

Hind IIT 1285

pBIG3i-rtTA
Hind IIT 1853

(B)
Enzima Fragmento (pb)
Hind Il 3947, 564, 311, 257
Sal LBgl I 2978, 807, 737, 557

Figura 21. Caracterizacién del vector pBIG3i-itTA. A).-Esquema del vector con Ia ubicacion de los
sitios de restriccion para las enzimas Hind III, Bgl [y Sal I. B).- En el cuadro se muestran los
tamaiios de los fragmentos liberados por las enzimas utilizadas en la caracterizacién. Una alicuota
de la digestién se someti6 a electroforesis en gel de agarosa al 1%, C).-Producto de la digestion
del vector con Hind I y D) Producto de la digestién del vector con las enzimas Sal 1+Bgl I. M=

marcador de peso molecular APstl.
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4.2.2 Obtencién de la unidad transcripcional del gen hGH-N y digestién

preparativa del vector pBIG3i-rtTA.

La unidad transcripcional del gen hGH-N se obtuvo con la digestién de una de
las clonas pBShGH-N(pro-) obtenida previamente en este trabajo (seccion 3.4.1.1.4). Al
digerir a la clona pBShGH-N(pro-) con las enzimas BamHI+EcoRV se liberd un
fragmento de 2159 pb, a su vez la digestion del vector de clonacién pBIG3i-rtTA con
las mismas enzimas permitié obtener dos fragmentos: uno de 5038 pb y el otro de 42 pb

mismo que no se logra visualizar en el gel por su diminuto tamafio (ver fig. 22).

(A)

(B)

EcoRV 4397

pBShGH-N(pro-)

pBIG3i-r{TA cMVp

5096 pb 5079

hGH-N

BamHI 2238 rtTA
© v v

IR e S e =

Figura 22. Digestién de la clona pBS-hGH-N(pro-) y el vector de clonacién pBIG3i-rtTA. En A y B se
muestra un esquema de ambos vectores con la ubicacion de los sitios de restriccién para las
enzimas BamHI1 y EcoRV. (C) .-Una alicuota de la digestion se sometio a electroforesis en gel de
agarosa al 1%, en el carril 1, producto de la digestion de 1a clona pBShGH-N(pro-) se liberd un
fragmento de 2159 pb que corresponde al gen hGH-N, en €l cairil 2 como producto de la
digestion del vector pBIG3i-rtTA se obtuvierén dos fragmentos uno de 5038 y otro de 42 pb. M=
marcador de peso molecular APst1,
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4.2.3 Ligacion de la unidad transcripcional del gen hGH-N en el vector pBIG3i-

rtTA y transformacién de E. coli (cepa TOP 10 F°)

El fragmento de 2159 pb que corresponde a la unidad transcripcional de hGH-N
y ¢l de 5038 pb correspondiente al vector pBIG3i-rtTA se purificaron y se ligaron. Con

los productos de la ligacion se realiz6 la transformacion de bacterias (cepa TOP 10 F).

4.2.4 Caracterizacion de clonas pBIG3i-rtTA-hGH-N

Se obtuvieron en total 10 clonas, que fueron caracterizadas con las enzimas

BamHI y EcoRI, liberandose un fragmento de 2159 pb que corresponde al inserto de

hGH-N (ver fig 23).
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Xhol 318
EcoRV 382
(B)
(A)
Enzima Fragmento (pb)
BamHI 2500 EcoRV-BamHI| 5038, 2159
XhoI 2529
Xho 4986, 2211
© (D)
M1234567 89101112 1234567 891011 M

A

Figura 23. Caracterizacion de las clonas pBI3i-rtTA-hGH-N. En el inciso (A) se muestra un esquema de
la clona con los sitios de restriccion para las enzimas BamHI+EcoRV y Xho 1. B) En el cuadro se
indica el numero y tamafio de los fragmentos liberados producto de la digestion de las clonas con
las enzimas utilizadas. Una alicuota de la digestion de cada clona se someti6 a electroforesis en
agarosa al 1%. (C) Como producto de la digestién con BamHI+EcoRV, las clonas en los camiles
3,5,7,8,9 y 10 liberaron un fragmento de 2159 pb que corresponde al gen hGH-N, en el carril 1 12
digestion del vector pBIG3i-rtTA con las mismas enzimas origina dos fragmentos, uno de 5038 y
otro de 41 pb que no se observa en el gel. M=marcador de peso molecular APst.. (D)
Caracterizacién de las clonas con la enzima X%o I, donde las clonas en los carriles 3,5,7,8,9 y 10,
liberaron un fragmento de 2211 pb que corresponde la gen hGH-N. Carril 1, digestién del vector
pBIG2i-1tTA en la que se liberd un fragmento de 4986 y uno pequeiio de 89 pb.

4.3 Propagacion a gran escala y cuantificacion de los recombinantes pBI-EGFP-

hGH-N y pBIG3i-rtTA-hGH-N.

Con la finalidad de obtener DNA de alta calidad para los estudios de expresion,

los recombinantes pBI-EGFP-hGH-N y pBIG3i-rtTA-hGH-N, asi como los vectores
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pCMVSport-BGal, pAVE-hGH-N y pBIG2i-rtTA, fueron propagados a gran escala y
cuantificados por espectrofotometria. Se obtuvo DNA de buena calidad para cada uno de
las construcciones ya que los valores obtenidos en la relacion de absorbancias a A de
260/280 resultan cercanos a 1.8 (considerandose los valores dptimos de calidad

proximos o iguales a 1.8). Los resultados de la cuantificacién se muestran en la tabla 11.

Tabla 11, Cuantificacién de los recombinantes obtenidos asi como algunos vectores de utilidad para los
ensayos de expresion.

Recombinante Relacién 1.260/2280 Rendimiento (mg)
PBI-EGFP-hGH-N 1.73 +- 0.06 2.79
PBI-EGFP-hGHN(pro-) 1.7 +0.07 1.75
PBIG2i-riTA 1.69 +- 0.05 3.05
PBIG3i-rtTA-hGH-N 1.76 +- 0.04 1.5
PCMVSport-Bgal 1.75 +- 0.06 3.8
Pave-hGH-N 1.74 +- 0.04 1.6

4.4 Expresion de HGH y p-galactosidasa en células GC

Se cotransfectaron en paralelo los recombinantes que constituyen al sistema “tet
On” biplasmidico (recombinantes pBI-EGFP-hGH-N y pBIG2i-rtTA) y el sistema “tet
On”” monoplasmidico (recombinante pBIG2i-rtTA-hGH-N), con el vector pCMVSport-
BGal. Se determind la eficiencia de transfeccion para cada ensayo por actividad de B-
galactosidasa, normalizada por pg de proteina. Se obtuvieron valores muy similares en
ambos ensayos. Asi mismo, en relacién a la proteina reportera (HGH) los valores

obtenidos se incrementaron desde 31.1 hasta 253.5 ng/ml en el caso del sistema "tet On"
biplasmidico y de 33.5 hasta 255.9 ng/ml para el sistema "tet On" monoplasmidico,

conforme se aument6 la dosis de doxiciclina (ver tabla 12).
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Tabla 12. Actividad de 3-Galactosidasa y valores de HGH obtenidos por induccién con diferentes dosis de
doxiciclina para ¢l sistema “tet On” biplasmidico y monoplasmidico (ensayos por triplicado).

Actividad de
ENSAYO Dox. (ng/ml.) B-Galactosidasa HGH ng/ml
U/ug de prot. Total

“Tet On” biplasmidico 0.0 2.9 +-0.42 311
pBI-EGFP-hGHN 10 3.1+-0.5 69.14
pBIG2i-tTA 100 3.5 +-0.58 151.5
pCMVSport-Pgal 1000 3.3+-0.51 253.5
“Tet On” monoplasmidico 0.0 3.8+ 0.61 33.5
PBIG3i-rtTA-hGHN 10 3.3 +-0.53 88.7
PCMVSport-pgal 100 32+ 0.29 237.1

1000 4.0+-0.72 255.9

Dado que en estos ensayos se obtuvieron niveles de HGH basales de 32.3 ng/ml

en promedio para ambos sistemas sin induccién (0.0 ng de doxiciclina), se realizé la

transfeccion de un sistema “tet On” biplasmidico carente del promotor minimo de

Citomegalovirus, para ver si se disminuian los valores basales, lo cual se logré (ver tabla

13).

Tabla 13. Actividad de B-Galactosidasa y niveles de expresion de HGH basales obtenidos con el sistema

“tet-On” biplasmidico carente del promotor bidireccional regulable por doxiciclina.

Actividad de
ENSAYO Dox. (ng/ml) B-Galactosidasa HGH ng/ml
U/ug de prot. Total
pBI-EGFP-hGHN(pro-) 0.0 2.9 +-0.38 0.034
pBIG2i-rtTA 10 3.6 +-0.53 0.082
pCMVSport-figal 100 3.6 +0.36 0.061
1000 3.0 +-0.48 0.045

Como control positivo de expresion de HGH fué .utilizado el vector pAVE-

hGHN, el cual tiene la unidad transcripcional de hGH bajo la regulacion del promotor

nativo del Citomegalovirus humano. Este vector se cotransfectd con los vectores
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pBIG2i-rtTA y pCMVSport-BGal. Se obtuvieron en promedio niveles de expresion de

HGH de 41.7 ng/ml y se observé que éstos niveles no se afectaron por dosis crecientes

de doxiciclina en presencia de la proteina transactivadora. Por otro lado, en el caso del

control negativo (sin transfeccién de DNA) no se detecté actividad de B-galactosidasa ni

HGH (ver tabla 14).

Tabla 14. Valores de actividad B-galactosidasa y concentracién de HGH obtenidos con cada uno de los
controles utilizados en el ensayo de transfeccion.

Actividad de
ENSAYO Dox. (ng/m}) B-Galactosidasa HGH ng/ml
U/ug de prot. Total
(C +) pAVE-hGH-N 0.0 2.0 +-0.63 42.0
pBIG2i-rtTA 10 1.6 +-0.38 32.0
pCMYVSport-Bgal 100 2.2+-0.42 52.8
1000 2.0 +-0.72 40.0
C —Sin transfeccion 1000 0.0 0.0
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CAPITULO YV

DISCUSION

El gen hGH-N es uno de los miembros del complejo génico hGH-hPL mas
ampliamente caracterizado. Con la finalidad de producir la hormona codificada por éste

y dado su importancia farmacéutica, se han utilizado diferentes sistemas de expresién.

El sistema “tet”, a diferencia de otros sistemas en los que ha sido producida la
hormona, ofrece la ventaja de que ademas de producirse tanto in vitro como in vivo,
puede regular sus niveles de expresién suministrando ya sea al medio o por via oral

segun sea el caso, pequefias dosis de antibiotico.

El sistema posee promotores heterdlogos que permiten la expresion del gen de
interés en un amplio niimero de lineas celulares; incluyendo a la linea celular GC. Esto
nos permitid establecer un sistema de expresion de HGH regulable por doxiciclina en

células de hipofisis.

Una vez que los recombinantes fueron transfectados se determino la eficiencia de

transfeccidon por actividad de P-galactosidasa para cada ensayo, obteniéndose en
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promedio 3.3 U de (-galactosidasa/ug de proteina total. Estos valores nos indican que
los recombinantes fueron transfectados de un manera eficiente y uniforme. En relacion a
los niveles de expresion de HGH, estos se ven incrementados significativamente
conforme se aumnenta la dosis de doxiciclina en concentraciones que van desde 32 ng de
HGH en el estado no inducido (expresidn basal) hasta 255 ng en el estado inducido (1.0
pg de doxiciclina), indicindonos con ésto que el sistema regula eficientemente la

expresion del gen hGH-N.

Algunos estudios en los que se han expresado diferentes genes utilizando el
sistema “tet Off” han reportado niveles de induccién que van desde 5 hasta 10 veces con
respecto a los niveles de expresidon basales. En el caso del sistema “tet On”, se han
reportado niveles de induccion de casi 10 veces en la expresion de la proteina verde
fluorescente (GFP) (Jaworski y cols, 2000) y de hasta 13.5 veces para la o-

lactoalbumina recombinante de ratén (Soulier y cols., 1999).

Nuestros resultados indican niveles de expresion de HGH que superan hasta en 7
veces a los niveles basales obtenidos coincidiendo con los ya reportados, aunque se
tienen antecedentes de que los niveles de expresion de un gen determinado, ya sea bajo
la regulacidn del sistema “tet Off” o “tet On”, pueden ser afectados por el tipo celular
utilizado (Ackland-Berlung, 1995), por lo que queda pendiente ensayar estas

construcciones en otras lineas celulares.
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En nuestro estudio se obtuvieron niveles de expresién basales de 32 ng de HGH
en promedio para ambos sistemas, lo cual también se ha mencionado en otros trabajos
(Howe y cols., 1995). Sin embargo con la finalidad de disminuir este efecto y corroborar
st los niveles de expresion se debian a la fuerza del promotor minimo del
Citomegalovirus, se transfecté un recombinante que carece del mismo y los niveles de

HGH obtenidos se disminuyeron practicamente a niveles de cero.

Hay un unico estudio en que se ha expresado el gen hGH-N en el sistema “tet
Off” utilizando la linea celular NIH3T3 y en el cual los niveles de expresion de HGH
reportados fueron aproximadamente de 100 ng/ml, obtenidos por un tiempo de
induccién de 24 h (Sturtz y cols., 1998). En el presente estudio se logré la deteccion de
hasta 250 ng/ml de HGH peor un tiempo de induccién de 48 h en €l sistema “tet On” y la

linea celular GC.

Estos resultados nos indican que ambos sistemas generan niveles de expresion de
HGH muy similares, sin embargo el hecho de que el sistema "tet On" se encienda
inicamente cuando se adiciona doxiciclina pudiese representar un ventaja sobre el
sistema "tet Off' que se apaga cuando el antibidtico esta presente, evitando asi
suministrar de manera permanente el antibiotico. Fue por ello que en éste trabajo se
construyo un plasmido que integra al transactivador y al gen de interés con la finalidad
de hacer mas eficiente al sistema “tet On” y simplificar su manipulacién. Cuando
comparamos ¢l sistema “tet On” en sus dos versiones (sistema “tet On™ biplasmidico y
sistema “tet On” monoplasmidico) detectamos niveles de expresion de HGH muy

similares y por lo tanto no encontramos diferencias significativas. No obstante, la
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generacion de un sistema "tet On" integrado en un solo pldsmido facilité los ensayos de
expresién, disminuyendo el mimero de plasmidos en la cotransfecciéon minimizando asi

el riesgo de toxicidad celular por altas concentraciones de DNA.

Este trabajo sienta las bases para estudiar los efectos de HGH modulando su
expresion de manera que no se produzca constifutivamente, sino en periodos
determinados por la adicidn del antibidtico. La produccion de hormona de crecimiento
bajo un sisterna de encendido y apagado, controlado segin las necesidades de la
investigacion facilitara esclarecer los mecanismos de accion de la proteina sobre muchos
procesos celulares, pudiendo incluso tal vez aspirar a reproducir las fluctuaciones de su
produccion durante las diferentes ctapas del desarrollo, asi como facilitar las
investigaciones sobre su potencial regenerativo sobre tejidos dafiados y/o derivados de
personas de edad avanzada.

Ademas este sistema tiene la ventaja de que puede ser utilizado tanto in vitro
como in vivo, por lo que con la introduccion de pequefias modificaciones en ¢l mismo
puede generarse expresion tejido especifica ya sea de hGH o de otros genes heterélogos;
permitiendo a la vez regular los niveles de expresion encendiendo a apagando el sistema

con el antibidtico doxiciclina.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

1.-Se logré establecer un sistema de expresion de HGH regulable por doxiciclina.

2.-Los niveles de expresion basales de HGH obtenidos sin utilizar inductor se deben al

efecto o fuerza del promotor minimo de hCMV.

3.-Los niveles de expresion de HGH entre el sistema “tet On” biplasmidico y el sistema

“tet On” monoplasmidico, son muy similares.

4.-La concentracion de HGH utilizando la méxima concentracion del inductor (1000 ng

de Doxiciclina) es 7 veces mas altos que los derivados del estado no inducido (0.0 ng de

Doxiciclina).
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Anexo 1

HGH-N (Regidn promotora proximal)
CTGACATCCTTCTCCGCGTTCAGGTTGGCCACCATGGCCTGCGGCCAGAGGGCACCCACGTGACCCTTARAGAGAGGAC
AAGTTGGGTGGTATCTCTGGCTGACACTCTGTGCACAACCCTCACAACACTGGTGACGGTGGGAAGGGARAGATGACAA
GCCAGGGGGCATGATCCCAGCATGTGTGGGAGGAGCTTCTAAATTATCCATTAGCACAAGCCCGTCAGTGGCCCCATGC
ATAAATGTACACAGARACAGGTGGGGGCAACAGTGGGAGAGAAGGGGCCAGGTATAAAAAGGGCCCACAAGAGACCAGC
TCAA

MGH-V (Regidén promotora proximal)
CTGACATCCTTCCCCGTGTTCAGGTTGGCCACCATGATGTGCTGCCAGAGGGCACCCACCTGCTCCTTAAAGAGAGGAC
ARGTTGGGTGGTATCTCTGGCCGACACTCTGTGCACAACTCTTACCGATGCTGGTAACGGTGAGAAGGGARAGATGACAA
GCCAGGGGGCATGATCCCAGCATGTGTGGGAGGAGCTTCTAAAT TAGCCATTAGCACAGGTACATCAGTGGCCCCATGT
GTAAACGTACAGAGAAATAGGTGGGCTCAAGCAGCAAGAGATAAGGGGCCAGGGTATAAAAAGGGCCCACAAGAGACCA
GCTCCA

Mappl2 (Regién promotora proximal)

CTGACATCCTTCCCCGTGTTCAGGTTGGT CACCATGATGTGCTGCCAGAGGGCACCCACCTGCTCCTTAAAGAGAGGAC
AAGTTGGGTGGTATCTCTGCCGACACTCTGTGCACAACTCTTACGATGCTGGTAACGGTGAGAAGGCGAAAGATGACAAG
CCAGGGGGCATGATCCCAGCACGTGTGGGAGGAGCTTCTAAATTAGCCATTAGCACAGGTACATCAGTGGCCCCATGCG
TAAACGTACAGAGAAATAGGTGGGGTCAAGCAGCAAGAGATAAGGGGCCAGGGTATAAAAAGGGCCCACAAGAGACCCG
CTCCACC

Mappl4 (Regién promotora proximal)
CTACATCCTTCCCCACGTTCAGGTCTTCCACCATGGCGTGCTGCCAGAGGGACCCACCTGACCCTTAAAGAGAGGACAG
GTTGGGTAGTATCTCTGCCTACACTCTGGGACAACCCTCACAATGCTAGTGACGATGGGAAGAGAAAGATGACAAGTCA
GGGGGCATGATCCCAGCATGTATGGGAGGACTTCTARATTATCCAT TAGCACAGGCACGTCAGTGACGTACAGAGAAAC
AAGTGGGGTCAAGCAGCGAGAGATAAGGGGCCAGGATATAARAAGGGCCCACAAGAGACCAGCTCC

Mappcé {Regidn promotora proximal)
CTGACATCCTTCCCCACGTTCAGGTTGGCCACCATGGCGTGCTGCCAGAGGACACCCACATGACCCTTAAAGAGAGGAC
AAGTTGGGTGGTATCGCTGGCTGACCCTCTGCACARCCCTCACAARTATTGGTGACCGTGGGAAGGGAAAGATGACAACC
CAGGGGGCATGATCCCAGCATGTGTGGGAGGAGTTTCTAAATTAGCCACTAGCACAGGCACGTCAGGCCCCATGCGTAA
ACGTACAGAGAAATAGGCGGGGTCAAGCAGCAAGAGATAAGGGGCCAGGGTATAAAAAGGGCCCACAAGAGACCAGCTC
CA

Mappc2 (Regidén promotora proximal)
CTCACATCCTTCCCCACCGTTCAGGTGGCACCATGCGTCGCTGCCAGAGACACCCACATGACCCTTAAAGAGAGGACAAGT
TGGGTGGTATCGCTGGCTGACCCCCTGCACARCCCTCACAATATTGGCGACCGTGGGAARGGGAAAGATGACAACCCAGG
GGCATGATCCCGCATGTGTGGGAGGAGTTTCTAAATTAGCCACTAGCACAGGCACGTCAGGGCCCCATGCGTAAACGTA
CAGAGAAATAGGCGGGGTCAAGCAGCAAGAGATAAGGGGCCAGGTATAAAAAGGCCCACAAGAGACCAGCTCCA

Mvpplé (Reqgién promotora proximal)
CTGACATCCTTCCCCACGTTCAGGTTGGCCACCATGGCGTGCTGCCAGAGGACACCCACATGACCCTTAAAGAGAGGAC
AGGTTGGGTGGTATCGCTGGCTGACCCTCTGCACARCCCTCACRAATGTTGGTGACGGTCGGAAGGGAAAGATGCCAAGC
CAGGGGGCATGATCCCAGCATGTGTGGGAGGAGTTTCTAAATTAGCCAGTAGCACAGGCACGTCAGTGGCACCATGCGT
AGACGTACAGAGAAATAGGTGGGGTCAAGCAGCAAGAGATARCGGGCCAGAGTATAAAAAGGGCCCACARGAGACCAGT
TCCA

Mvppc8 (Regidn promotora proximal)
CTGACATCCTTCCCCACGTTCAGGTTGGCCACCATGGCGTGCTGCCAGAGGACACCCACATGACCCTTAAAGAGAGGAL
AGGTTGGGTGGTATCGCTGGCTGACCCTCTGCACAACCCTCACAATGTTGGTGACGGTGGGAAGGGAAAGATGACAAGC
CAGGGGGCATGATCCCAGCATGTGTGGGAGGAGTTTCTAAATTAGCCAGTAGCACAGGCACGTCAGTGGCACCTGCGTA
TACGTACAGAGAAATAGGCGGGGTCAAGCAGCAAGAGATAAGGGGCCAGGGTATARAAAGGGCCCACAAGAGACCAGCT
CCA

Mvppcé (Regidén promotora proximal)

CTGCCATCCTTCCCCACGTTCAGGTTGGCCACCATGGCGTGCTGCCAGAGGACACCCACATGAACCTTAAAGAGAGGAC
AGGTTGGGTGGTATCGCTGCGCTGAACCTCTGCACAACCCTCACAATGT TGGTGACGGTGGGAAGGGAAAGATGACAAGC
CAGGGGGCATGATCCCAGCATGTGTGGGAGGAGTTTCTAAATTAGCCAGTAGCACAGGCACGTAAGTGGCCACCATGCG



TAAACGTACAGCGAAATAGGTGGGGTCAAGCAGCAAGAGATAACGGGCCAGAGTATAAAAAGGGCCCACAAGAGACCAG
CTCCA

Mvpdl7 (Regidn promotora distal)
CTGACATCCTTCCCCGTGTTCAGGTTGGTCACCATGATGTGCTGCCAGACGGGCCCCACCTGCTCCTTAAAGAGAGGAC
AAGTTGGGTGATATCTCTGGCTGACAGTCTGTGCACAACCCTCACAGTGTTGGTGACGGTGGGAAGGGAAACATGACAA
GCCAGGGGGCATGATCCCAGCATGTGTGGGGGACTTCTAAATTAGCCATTAGCACAGGCACGTCAGTGGCACCATGCAT
AAACGTACAGAGAAACAGGTGGGGTCAAGCAGGAGAGATAAGGGGCAGGGTATAAAAAGGGCCCACAAGAGACCAGCTC
CA

Mapdl3 (Regiénm promotora distal)
TGGAAGAAAGGGATAGGATAGAGAGTGGGATAGGGTCAGTATGGGTCTCAAGGACGGGCTATACTGATATCCTTCCCTG
CGTTGAGGTTGGCCACCATGGCGTGCTGCCAGAGGGCACCCACCTTCTCCTTAAAGAGAGGACAAGTTGGGTGATATCT
CTGGCTGACACTCTGTGCACAACCCACACAGTGT TGGTGACGGTGGGAAGGGAAACATGACAAGCCAGGGGGCATGATG
CCAGCATGTGTGGGAGGAGCTTCTAAATTAGCCAT TAGCACAGGCACGTCAGTGGTCCTATGCATAAACGTACAGAGAA
ACAGGTGGGGTCAAGCAGCGAGAGATAAGGGGCTAGGGTATAAAAAGGGCCCAAAAGAGACCACTCCAGGA

Mapdll (Regidn promotora distal)
GATAGGATAGAGAGTGGGATGGGGTCTGTAGGGGTCTCGAGGACTGGCTATCCTGACATCCTTCCCCGTGTTCAGETTG
GCCACCATGATGTGCTGCCAGAGGGCACCCACCTGCTCCTTARAGAGAGGACAAGTTGGGTGGTATCTCTGGCCGACAC
TCTGTGCACAACTCTTACGATGCTGGTAACGGTGAGAAGGGAAAGATGACAAGCCAGGGGGCATGATCCCAGCATGTGT
GGGAGGAGCTTCTARATTAGCCATTAGCACAGGTACATCAGTGGCCCCATGCGTAAACGTACAGAGARATAGGTGGGGT
CARGCAGCAAGAGATAAGGGGCCAGGGTATAAAAAGGGCCCACAAGAGACCAGCTCC
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