Al analizar la expresion de p — galactosidasa en la linea cejular GC también
se observd un aumento en los niveles de expresién con los moduladores en el
caso del promotor del gen hGH — N, siendo para écido retinoico el incremento de
la expresién de 6.3 veces, 5.1 veces para triyodotironina y 5.8 veces para éster de
forbol. No se detectd expresion significativa en el caso del piasmido que contenia
al promotor del gen hGH -~ V en presencia de los moduladores ya que ests es un
gen de expresion placentaria. (Figura 8).

A) B)

GC /V-BGAL

°888888

Figura 8. Andlisis del gen reportero p - galactosidasa en la linea celular GC.
En estas gréficas se puede observar que la expresion del gen reportero
B - galactosidasa dirigido por el promotor del gen hGH - N en GC no varia con
respecto al control negativo, mientras que dirigido por el promotor del gen hGH -
N la expresion aumenta. C (-); céiulas sin transfectar, sin inducir, C (+): CMV-
B-gal, V- pGal y N - pGal : células transfectadas con el plésmido sin inducir, AR,
T3 y EF : células transfectadas @ inducidas. Los ensayos se realizaron por
triplicado

Para verificar que los resultados que obtuvimos eran debido a la influencia
de los moduladores se analizd por ELISA la expresion de gen hGH —~ N el cual se
introdujo en los cultivos celulares en el plasmido pCMV - hGH ~ N, habiendo muy
poca variacion entre una muestra y olra, ya que este promotor no responde a los
moduladores, por lo que se puede asegurar que las variaciones encontradas en la
expresion de P - galactosidasa se debe a lg influencia de los inductores
adicionados a los cuitivos celulares. (Figura 9)
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CURVA PARA ELISA DE H6H-N

HGH (ug / mL)

Figura 9. Andlisis del gen hGH — N por ELISA. Para comprobar que las
variaciones observadas en la exprasién de p - galactosidasa se debian a la accién

de los moduladores sobre los promotores de hGH — V y hGH — N en las lineas
celulares, se midié por ELISA la hormona HGH, observandose minima variacién
en las muestras.
4.6 Anélisis por RT- PCR de la expresién del gen hGH - V transfectado
Se realizaron ensayos por RT — PCR para evaluar la expresién del gen
completo de hGH — V con su propio promotor transfectado en ausencia y
presencia de los moduladores, la reaccién se llevo a cabo en dos pasos: primero

la retrotranscripcion y después la reaccién en cadena de la polimerasa.

Debido a que las temperaturas de apareamiento éptimas para los
iniciadores de GAPDH (65 ° C) y de hGH - V (63 °C) son similares, se decidi6
coamplificar estos genes, con el fin de normalizar los resultados del gen hGH — V.
Sin embargd no se logré amplificar el producto correspondiente a hGH -V, por lo
que se opté por amplificar los productos de GAPDH y hGH -V por separado, para
posteriormente mezclarlos para correr la electroforesis en gel de agarosa.
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que se optd por amplificar los productos de GAPDH y hGH — V por separado, para
posteriormente mezclarlos para correr la electroforesis en gel de agarosa.

Se observaron en variaciones en [a intensidad de la banda de los productos
amplificados de hGH — V provenientes de las muestras a las que se le adicionaron
moduladores, mientras que la intensidad de la banda comrespondiente al gen de
GAPDH se mantenia constante. (Figura 10).

4507

1%

Figura 10. Amplificacién GAPDH / hGH - V en la linea celular JEG ~ 3
transfectada. Los productos de la amplificacion para GAPDH y hGH - V,
separados por electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %, para lograr separarias
bandas correspondientes a GAPDH de 1093 pb y hHG — V de 586 pb. M -

Marcador A Pst |, 1. — testigo negativo de PCR, 2. - control positivo (Placenta), 3. —
V/ sin inducir, 4 y 5.- V/AR, 6y 7.-V/ T3, 8 y 9.- VIEF.
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El andlisis densitométrico realizado al gel se muestra en la figura 11, donde
se puede observar las variaciones de intensidad de respuesta de los productos
amplificados a 108 moduladores.

V/GAPDH*

V-V AR AR T3 T3 EF EF
TRATAMIENTO
* Intensidad relativa del transcrito

Figura 11. Densitometria de la amplificacién de GAPDH / hGH = V. En
esta tabla podemos observar las variaciones de intensidad entre los productos de
amplificacién con moduladores y en ausencia de ellos, se puede ver que en el
caso de los productos con AR la induccion es hasta 5.4 veces, con T3es de 3. 7
veces y con EF es de 4.5 veces.

También se realizaron ensayos por RT — PCR para evaluar la expresién
del gen hGH - V transfectado en la linea celular GC y verificar su especificidad
celular. Esta se comprob6é al no lograr detectar la banda de 586 pb
correspondiente a hGH ~ V, coamplificando con GAPDH con el fin de que fuera
testigo interno de la reaccién de RT — PCR (Figura 12)
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M12345¢678

1093 pb

GAPDH wmp

WH -V oy
516 pb

Figura 12. Amplificacion GAPDH / hGH - V en la linea celular GC
transfectada. Los producto de la coamplificacion para GAPDH y hGH - V,
separados por electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %, en los carriles 3 - 9 no se
observa amplificacion del producto de 586 pb correspondiente a hGH — V. M -
Marcador A Pst |, 1. — testigo negativo de PCR, 2. - control positivo (Placenta), 3. -
V/ sin inducir, 4 y 5.- V/IAR, 6 y 7.-V/ T3, 8 y 9.- VVEF. Como se puede ver en este
gel solo se logr6é amplificar a GAPDH y no al hGH ~ V por lo que podemos
comprobar la especificidad tisular del gen transfectado.
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CAPITULO V
DISCUSION

La mayoria de los estudios realizados sobre la regulacion de la expresién
de los genes de la familia hGH — hPL que se expresan en la placenta se han
llevado a cabo en lineas celulares ya establecidas, 6 en cultivos primarios de
placenta, enfocandase principalmente al estudio de los diferentes componentes
del gen : promotor, unidad transcripcional, potenciador, elementos de respuesta a
metabolitos, etc. Estos experimentos se han llevado a cabo principalmente con los
dos genes que mas se expresan en placenta: hPL- 2 y hPL -3 y poco habia sido el
interés por hGH -V, ya que a pesar de que se consideraba por las caracteristicas
de su secuencia un gen funcional y esto se confirmé por estudios de expresién in
vitro en lineas celulares no humanas, su expresién in vivo no fue detectada por
muchos afios. La primera evidencia de su expresién fisiolbgica se logré6 mediante
un analisis de dot blot de RNAm de placenta humana (Frankenne y cols; 1987).
Por todo esto, pocos son los estudios sobre la expresion de este gen y su
regulacion por los factores transcripcionales.

En este trabajo se realizd un estudio comparativo de la regulacion de la
expresion diferencial del gen hGH — V bajo la accidn de diferentes moduladores en
una linea celular placentaria humana (JEG — 3) y una linea celular de hipdfisis de
rata (GC). Para ello, primero se realizaron, ensayos para tratar de detectar los
genes endbégenos en la linea celular JEG — 3 en presencia y ausencia de
moduladores (acido retinoico, triyodotironina y éster de forbol), utilizando un
iniciador especifico para hGH - V, para aumentar la sensibilidad de la reaccion. En
nuestras condiciones de trabajo no logramos detectar un producto de amplificacién
para el gen hGH — V, cabe sefialar que en un estudio realizado con las lineas
celulares BeWo, JAR y JEG - 3 sobre la expresion tejido - especifico de los
genes pertenecientes a la familia hGH / hPL que se expresa en placenta, no se
logré detectar expresion del gen hGH — V en la linea celular JEG - 3. (Nickel y
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cols; 1991). Por lo que es probable que los niveles de expresion de los genes
endbgenos sean bajos.

Sin embargo en ensayos realizados previamente en nuestro laboratorio se
habia logrado detectar un producto de amplificacién de aproximadamente 738 pb y
analizando por medio de la enzima de restriccién diagnéstica Pst | se comprobé
que era un producto de amplificacion proveniente de hGH — V; este ensayo se
realizé con las lineas celulares JEG- 3, JAR y BeWo; sin embargo en el presente
trabajo no se pudieron repetir estos resultados lo cual podria deberse a
variaciones en las condiciones de cultivo.

También realizamos ensayos con vectores recombinantes, que contenian
las versiones més largas de los promotores del gen hGH — V y hGH - N (para
tratar de tener las secuencias a las que se sabe que son las que interaccionan con
los moduladores incluidos en este trabajo) dirigiendo al gen reportero B -
galactosidasa ya que es un gen que no se encuentra de manera normal en las
células en donde se llevaron a cabo los ensayos y su expresion es facilmente
detectabile, lo que lo convierte en un buen gen reportero.

En otros trabajos en nuestro laboratorio se ha usado como gen reportero a
hGH — N, pero en esta investigacién se pensé que al ser éste un miembro de la
familia hGH / hPL, podria interferir en la respuesta a moduladores cuando se
ensayaba con los promotores hGH -V y hGH — N, mientras que al usar como gen
reportero a B - galactosidasa, los resultados obtenidos en la expresién de los
promotores bajo la accion de los moduladores son atribuibles solo a los
promotores ensayados.

Se usd también el gen completo de hGH - V (promotor distal y unidad
transcripcional), y ademas se cotransfectaron con los vectores que contenian el
promotor del Citomegalovirus (CMV) el cual no responde a los moduladores
dirigiendo a los genes reporteros p - galactosidasa y hGH — N. Este vector puede
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ser usado como control interno de transfeccion y de esta manera comprobar que
lag variaciones en los niveles de induccion son debidas a la accién de los
moduladores sobre los promotores ensayados.

En los ensayos de cotransfeccion realizados en la linea celular placentaria
humana JEG - 3 se utilizaron los vectores que contenian a los promotores distales
de hGH - V y hGH — N, dirigiendo la unidad transcripcional de B - galactosidasa.
Se usaron estos vectores con el objetivo de estudiar el efecto de los moduladores
sobre el promotor distal de hGH - V y por otro lado comprobar la especificidad
tisular de los promotores de hGH - V y hGH - N. Se abservo un aumento en los
niveles de la proteina de B - galactosidasa hasta de 6 veces con acido retinoico,
4.6 veces con triyodotironina y 5. 3 veces aproximadamente con éster de forbol.
En nuestro trabajo estos tres moduladores estimulan la sintesis y la liberacién de
B - galactosidasa (reportero) en células citotrofoblasticas (JEG — 3) in vitro, y en
trabajos anteriores se observé que acido retinoico y triyodo tironina estimulaban la
sintesis y liberacién de hPL usando promotores de 0.5 kb y 2.3 kb dirigiendo al
gen reportero CAT, ademas que se cotrasfectaron con vectores que contenian las
secuencias para RARoy TRp (Stephanou y cols; 1994 a). En el caso de la
induccién con éster de forbol poco es lo que se conoce acerca de su accién sobre
los promotores de los genes de la familia hGH - hPL, pero se sabe que éster de
forbol reduce los efectos de hGH en la estimulacién del crecimiento de una linea
celular de linfocitos (IM-9) (Kazuhiro y cols; 1990); habria que hacer un estudio
mas detallado sobre la accidén de este modulador en los promotores distales de
todos los genes de esta familia tanto en lineas celulares placentarias como de
hipdfisis con el fin de evaluar la expresién de los genes bajo la influencia de éster
de forbol. En el caso de los resultados obtenidos con el promotor del gen hGH - N
en JEG -3 no se detect6 aumento en los niveles de la proteina de B -
galactosidasa (reportero) esto nos indica la especificidad tisular del promotor distal
(3.3 kb) de hGH - N ya que necesita de la presencia del factor transcripcional
Pit — 1 (GHF- 1) para una eficiente expresion (Karin y cols; 1990).
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En los ensayos de cotransfeccion llevados a cabo en la linea celular GC
con los vectores antes mencionados se observé un aumento en los niveles de
expresion del promotor del gen hGH-N bajo la accién de los moduladores con
respecto a los niveles del control sin inducir, muy parecido al que se observé en la
linea celular JEG — 3, es decir hay mayor aumento con &cido retinoico, le sigue
éster de forbol y triyodotironia aunque las variaciones en la expresion del promotor
de hGH — N con moduladores son mas altas que las que se observaron con el
promotor de hGH - V en los ensayos con JEG - 3. A la vez no se observo
aumento en la expresion del promotor del gen hGH -V, por lo que se corroboré la
especificidad tisular de este gen, ya que a 2.0 kb aproximadamente rio arriba del
sitio de inicio de la transcripcibn se encuentra un elemento inhibidor llamado
elemento P el cual esta presente en todos los genes de esta familia excepto en el
gen hGH - N (Chen y cols; 1989).

Para corroborar los resuitados obtenidos también se realizaron ensayos por
retrotranscripcidn seguida de la reaccién en cadena de la polimerasa con un
iniciador especifico para hGH ~ V. Para éstos se utilizé6 un vector que contenia el
gen completo de hGH — V y se cotransfecté con un vector que contenia al gen
reportero hGH - N, en estos ensayos si logramos detectar un producto de
amplificacion de 586 pb correspondientes al gen de hGH — V en todas la muestras
incluyendo en ausencia de moduladores aunque la banda amplificada era muy
tenue (figura 9). Se encontraron variaciones en la intensidad de la banda al igual
que en los ensayos de andlisis de p - galactosidasa, siendo para acido retinoico
un aumento de hasta 6 veces, 5.3 veces para éster de forbol y casi 4.6 veces para
triyodo tironina. Para nomalizar los resultados de la reaccion de RT — PCR se
seleccion6 al gen de GAPDH ya que como se menciond en el capitulo de Material
y Métodos es un gen que tiene expresion constitutiva, |0 cual observamos en la
figura 9.
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Para comprobar que las variaciones observadas tanto en los ensayos de
analisis de p — galactosidasa como en el RT — PCR se debian a la accién de los
moduladores sobre los promotores ensayados (hGH - V y hGH &~ N),
cotransfectamos el plasmido que contenfa al promotor de CMV, el cual como ya
mencionamos anteriormente no responde a la accibn de los moduladores
utilizados en este trabajo. Este promotor se usd para dirigir la expresion de la
unidad transcripcional de hGH — N llevdndose a cabo el andlisis mediante un
ensayo de ELISA de HGH, teniendo una R 2 =0.9949, con esto podemos estar
seguros que las variaciones observadas en la expresibn de los promotores
analizados son debidas a la accion de los moduladores. La hormona de
crecimiento s una proteina que es secretada al medio de cultivo por lo que se
puede medir facilmente al tomar una muestra del medio de cultivo mediante
inmunoensayos (Larsen y cols; 1986).

En resumen en este trabajo se encontrd que los tres moduladores
ensayados incrementan la expresiéon de los genes reporteros con la expresion
especifica de tejido que corresponde a su expresion natural, es decir el promotor
de hGH-V en las células de placenta y el de hGH-N en las células de hipéfisis.
Aunque se observaron pequefias diferencias en cada uno de los moduladores, no
puede saberse si estas tienen significancia biolégica.
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CONCLUSIONES

1. Los niveles de expresién del gen hGH — V end6geno en la linea celular JEG-3
no fueron detectados bajo nuestras condiciones de trabajo.

2.- Al transfectar una construccion conteniendo el promotor del gen hGH-V si se
logré detectar su expresiéon. Esto pemmitié discernir el efecto de los moduladores
sobre los promotores de ambos genes hGH.

2. Se comprobd la especificidad tisular de los promotores de hGH — V y de hGH -
N.

3.- Se observd que triyodo tironina, acido retinoico y éster de forbol incrementan la
actividad del promotor de hGH - V.

4 .- Se logro detectar por RT — PCR el producto de amplificacién de hGH — N, en

ausencia y en presencia de los moduladores, teniendo incrementos de 5.4 veces
para 4cido retinoico, 3.7 para triyodotironina y 4.4 veces para éster de forbol.
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