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RESUMEN

M.C. Martin Canizales Espinosa Facultad de Medicina de la U AN.L..
Titulo del Estudio: ESTUDIO DE REGULACION EN EL COMPLEJO MULTIGENICO hGH-hPL
MEDIADQO POR HORMONAS Y FACTORLES TRANSCRIPCIONALLS
Numero de paginas: 147 Candidato al grade de Doctor en Ciencias con especialidad en Biologia
Molecular e Ingenieria Genética.

INTRODUCCION: El complejo multigénico de la hormona del crecimiento humano, esta constituido por §
genes que presentan elevada homologia en su secuencia nucleotidica (>95%), pero que se expresan en tejidos
diferentes: hGH-N en la pituitaria y los demas (hGHV y hPLs) en placenta, donde éstos tienen variados niveles
de expresion. La regulacidn génica en este locus, ha sido estudiada desde diferentes abordajes a saber: 1)
Construccién de recombinantes con el promotor de alguno de los genes, dirigiendo la expresién de genes
reporteros no humanos, 2} Efecto hormonal y de metabolitos en el nivel de transcripcién de algunos genes del
complejo (hPI-2 y hPI-3) en cultivo de células, cultivos primarios o en placenta, 3) Estudio de la
transactivacion de promotores basales por factores transcripcionales especificos de tejido y ubicuos, y 4)
Analisis de dos de los tres potenciadores del locus sobre promotores heterdlogos.

Los anteriores analisis se hicieron con algunos genes del complejo, pero nunca se han estudiado todos

los genes bajo un mismo sistema de analisis. Este trabajo, abord¢ el estudio de los elementos reguladores de
los 5 genes del complejo hGH-hPL, por transfeccion y en forma paralela.
OBJETIVO: Estudiar la regulacién de la familia multigénica hGH-hPL. mediada por hormonas y factores
transcripcionales. METODQ: Se realizaron construcciones plasmidicas para estudiar las diferentes regiones
estructurales y reguladoras de los genes del complejo hGH-hPL (promotores, unidad transcripcional [hPL-1 y
hGHY] y potenciadores del locus). La respuesta de los promotores en ausencia o presencia de hormonas,
moduladores, factores transcripcionales y potenciadores, se evalué midiendo la expresion del gen reportero
(hGH-N) por ELISA, después de transfectar transitoriamente células derivadas de pituitana, placenta y de
cérvix. El efecto de las unidades transcripcionales de hPL-1 y hGH-V en construcciones hibridas con hGH-N,
se anahizd por RT-PCR cuantitative. .

Couoclusiones y contribuciones: Se obtuvo una coleccion de recombinantes de las diferentes regiones
reguladoras de los genes del complejo hGH-APL, los cuales permitieron estudiar la regulacion de los diferentes
genes, bajo las mismas variables de analisis. Este estudio demostré que las regiones promotoras tienen un
efecto diferencial de activacion en los niveles de expresion de cada gen del locus, posiblemente debido a la
presencia y/o ausencia de elementos de respuesta a activadores ¢ represores Igualmente, se evidenciaron a dos
elementos represores importantes: Uno localizado en la regidn distal del promotor que reprime la expresion de
hGH-N en células diferentes a hipéfisis y otro en la regién promotora proximal de todos los genes, que reprime
la expresion indistintamente del tipo celular analizado. Los factores transcripcionales activaron
diferencialmente a los promotores proximales, con Pit 1 activando preferentemente en tejido pituitario, PLA-1
en placenta y SP1 sin efecto significativo de activacién. Los datos muestran un efecto de activacidn preferente
de tejido, el cual puede deberse a la interaccion de los factores POU con oiras proteinas especificas de tejido.
Los potenciadores activaron la expresidn solo en tejido placentario y en forma diferente para cada promotor, El
analisis de la primer mitad de hPL-1 combinada cor la segunda mitad del gen hGH-N, mostré mayores niveles
de transcripcion mientras el gen hPL1 completo reparado, tuvo nulos miveles de transcripcion; en el caso de
hGH-V. la segunda mitad del gen tuvo mayor actividad transcripcional. En resamen. los datos en conjunto del
analisis de las quimeras, sugieren la presencia de secuencias activadoras (primer intrén de hPLs) y represoras
(hGH-V) en las regiones estructurales de estos genes, reSponsabIeEJiLQs del comportamiento. de los genes del

complejo hGH-hPL.

Dra, Hefruma Gpe. Mg;l,iﬁc:. Refirigues, Director de Tesis, Dr. Hugo A {Barrers Saldaia, Cb-Director de Tesis.
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