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todas las lineas celulares ademas, funcioné como competidor por los oligos en la PCR. Lo anterior
permitid evaluar la eficiencia de transfeccion, ademés los niveles de expresion de HGH 20 K no
saturaron la linearidad de la RT-PCR, se corroboré la naturaleza ubicua del promotor factina humano y

ademas, su fuerza de transcripcion no fue mayor a la del promotor proximal de hGH-N.
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Figura 34. Deteccién por RT-PCR de I expresién pPactinahGUN21K ean diferentes lineas celulares. Cinco lineas
celulares fueron utilizadas para analizar la expresion del vector de pfactinahGHN21K (producto de expresion: 20K}
cotranfectado con pBShGHEco-Ssp (producto de expresion: 22K) en una relacion de 3:1, respectivamente, De las células
transfectadas se extrajo el RNA total y se realizé6 RT-PCR en un paso con los oligonucledtidos 112-113 junto con GAPDH,
para normalizar fa concentracion de RNA en cada muestra. Los carriles 1 v 2 presentan el resultado de RT-PCR de células
humanas (TJEG-3 y Hel.a) mientras en 3, 4 y 5 células no humanas (GC, COS8-7 y 3T3), Se aprecia la presencia de tres bandas,
lz de mayor peso molecular GAPDH en intensidad muy similar en 1odos los carriles y bandas de 22K ¥ 20K con variabilidad
en la intensidad que demuestra competencia por los oligonucledtidos, ademas el promotor B actina fue activo en todas las
lineas celulares mientras el de hGH-N, solo en las células JEG-3 y GC.

4.3.5 Andlisis por RT-PCR cuantitativo.
La delecion de 27 nucledtidos en el segundo exén con el oligonucledtido Edrl y la
técnica “d-Loop™(102). Técnica ya descrita en la seccion de Material y Métodos permitio obtener

el plasmido competidor para los ensayos de RT-PCR competitivo.
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Figura 35. Caracterizacién por PCR de pBShGH20K3Edrl. Una de las clonas derivada del producto de la digestion con
nucleasa §1, ligacion y transformacion, se analizé por PCR con los oligonucledtidos 112-113. Comeo controles de tamafie se
utilizaron & los vectores pAVERGH22K que tiene clonado el DNAc de HGH 22K y pBSchGH20K del que se partio. Los
productos de PCR se separaron en gel de agarosa al 2 % donde se aprecia que la clona, efectivamente difiere en tamafio y
puede ser separada eficientemente de los controles.

Antes de realizar los ensayos competitivos del analisis de las unidades transcripcionales
de hGH-V y hPL-1, evaluamos primero dos estrategias de cémo el competidor podria ser
incorporado a la reacctén de RT-PCR. La primera fue como DNA plasmidico previa
cuantificacion, la segunda estrategia consistid en sintefizar RNA en una reaccion de
transcripeion irn vitro con el estuche comercial Megascript T7 de la compaiiia Ambion y evaluar
ademas, la eficiencia de retrotranscripcion en la RT-PCR. El transcrito sintético se cuantifico por
UV, se diluyd y se adicionaron 1, 3 y 5 fg a la reaccion de RT-PCR llevada a cabo en un solo
paso. La densitometria de geles con ambas estrategias después de la RT-PCR, determinaron que
ambas metodologias son igualmente eficientes y sensibles, que no era necesario evaluar le
eficiencia de RT, por lo que decidimos utilizar el plasmido para los ensayos de RT-PCR
cuantitativo. La figura 36 muestra los resultados del analisis de la titulacion del competidor y de
RNA de placenta humana, necesarios para tener un sistema competitivo en la reaccion de RT-

PCR.
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Figura 36. Andlisis dei competidor para el sisiema RT-PCR competitive. Para estudiar la concentracién en que el
competidor debia ser agregado a la PCR, A: primero se hicieron diluciones del competidor (en drdenes de 1000 veces) B: Gel
de agarosa donde se separaron las bandas de los genes hPL a partir de] RNA total de placenta- humana, del competidor
adicicnado en dos diluciones al RNA comaplificades por RT- PCR utilizando los oligonucleétidos 112 ¥ 113 y un programa
de 20 cicios. Las bandas demostraron variabilidad densitométrica, asumiéndose con elios que existia competencia ente los
amplicones. C: Gmf' ca de unidades de transmitancia relativa (UTR) vs concentracion del competidor. D; Se usé la ditucidn
del competidor 10® {1 pg/p.l) y se adiciond a diferentes concentraciones de RNA total de placenta humana para detectar la
cantidad de RNA necesarta en la reaccion para seguir teniendo competencia. El producto de PCR se separ¢ en gel de agarosa
al 2% y se determind la densidad de las bandas por transmitancia con el (GelDoc 2000. La concentracion de RNA
seleccionada para analizar las muestras transfectadas fue de 0.1 ug pues en esta dilucién, el competidor no presentd saturacién
de la lectura de transmitancia y teniz equivalencia con los niveles de expresion de genes hPL derivados de placenta.

Despu¢s de este analisis, se co-transfectaron las quimeras de las unidades
transcripcionales de hGH-V o hPL-1/hGH-N en JEG-3 con ppactinahGHN21K y después de 48
h, se extrajo el RNA total para anahizar los niveles de expresién. A cada muestra de RNA se le
adicionaron 2500 fg (2.5 pg) del competidor, (equivalente§ a 10 atomoles, ver detalles de
calculos en Material y Métodos) y se procedio a la RT-PCR cuantitativa con los oligonucleotidos
112 — 113 (para transcritos hGH-hPL) y 104 — 106 (para transcritos GAPDH). La concentracién
de RNA final usada de células transfectadas fue de 350 ng pues la analizada previamente (100
ng), fue insuficiente para establecer competencia con el competidor (datos no mostrados),
posiblemente debido a que los ensayos de optimacion los hicimos con los productos de
expresion enddgena, mientras los derivados de transfeccidn frecuentemente son mayores que los

de expresion interna (111,112). Los productos RT-PCR, se separaron en gel de agarosa al 2.0% y
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se analizé la densidad de las bandas por transmitancia, con el fotodocumentador GelDoc 2000.
La figura 37 muestra el gel obtenido al separar las bandas de la RT-PCR cuantitiva y en la figura

38, la tabulacion y cuantificacion del nimero de atomoles relacionados con la densidad de la

banda del competidor.

1. pBSGHVGHN

2. pBSGHV(V)GHN
3. pPBSGHV(GHN)V
4, pBShGHV

5. pBSPLIGHN

6. pBSPLI(1)GHN
7. pBShPLI{NYPL1
8. pSVgpthPL 1{rep)
9. pPBShGHNECcoRI

Competidor 20K

Figura 37. RT-PCR cuantitative de quimeras hPL-1, hGH-V/AGHN. La figurs muestra ¢l patrén de bandas obtenidas al
separarias en pel de agarosa 2% producto de la RT-PCR cuantitative. Las bandas de la parte superior a la inferior,
corresponden a los productos: GAPDH, quimera hGH-hPL1/hGH-N, HGH 20 K derivada de pBactinahGHN21K y 20K5Edr1
(competidor adicionado). Las bandas fueron cuantificadas utilizando densitormetria con el fotodocumentador GelDoc 2000.
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Figura 38, Cuantificacién del nimero de atomoles A: Las bandas del gel anterior fueron cuantificadas por densitometria
con los valores de transmitancia y se calculd el namero de atomoles, al relacionar 1a transmitancia de las bandas de las
quimeras contra la del’ competidor adicionado (de concentracidon conocida 10 atomoles, relacion de calculo presentada en
Material y Métodos). B: Los valores se graficaron y los datos sugieren que la primer mitad de hGH-V no presenta efecto para
activar la expresién de la quimera, mientras la primer mitad de hPL-1 st aumenta la transcripcién. La construccidn de
pSVgpthPL1r, no presentd miveles de expresion detectables, dato evidenciado previamente en la ULIEG (137,

BC




r

Resultados

Regulacitn en el complejo multigénico hGH-hPL, mediado por harmonas y jactores transcripcionales

Los sugerian que la primer mitad hPL-1 participa en activacion, por ello se penso que
algiin elemento incluido en el primer intron del gen podria actuar en conjunto con €l promotor
natural para producir mayores niveles de expresion. Para tratar de evidenciar este punto, y
ademds hacer extensivo el andlisis de la unidad transcripcional a todos los genes del complejo,
construfmos otra coleccion de recombinantes que conservaban €l promotor y primer intron de los
genes de expresion placentaria (hPLs y hGH-V), fusionados al resto de la unidad transcripcional
de hGH-N a partir del segundo exén y los transfectamos en cultivo celular de placenta, JEG-3.
La proteina HGH es codifcada a partir del tercer exdm del gen hGH-N por lo que en las
quimeras, podia ser usada como reportera para estudiar el efecto del primer intrén en la

activacion del promotor de estos genes.

4.3.6 Construccion de quimeras para andlisis del ler Intron de genes hGH-hPL.

Para lograr los recombiﬁantcs, se digirieron los plasmidos pBShGH-hPL EcoRI-Pvull con
las enzimas de restriccion Aat 11 y Kpn 1 para recuperar la porcion del vector que conserva el
promotor hGH-V 6 hPL con el exdn I, intrén 1 v 6 nucledtidos del exdn I, de cada gen
placentario. El vector pBShGHNEc:oSsp también se digirid con las mismas enzimas para
recuperar la unidad transcripcional de hGH-N Aat-Kpn, la cual se ligé a los vectores antes
purificados. Los recombinantes resultantes conservan el promotor de S00 pb de los genes
placentarios, el exén I e mtron 1 y seis nucledtidos del exén I fusionados al gen hGH-N, desde
el exon II hasta el exon V. Esta estrategia de clonacion, permitid comparar los niveles de
expresion de HGH (codificada a partir del tercer exén) obtenidos con estos recombinantes y
compararlos con los obtenidos usando las construcciones con promotor proximal de hGHV o

hPL, fusionado a la unidad transcripcional completa de hGH-N,

La figura 39, resume el proceso para la construccion de estos recombinantes, los cuales se
caracterizaron con la enzima Pst I que permitié diferenciar claramente a todas las construcciones

(mapas de restriccién y fragmentos esperados, incluidos en seccidn de Anexos).
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Figura 39, Construccién de vectores para estudiar el efecio sinérgico promotor-primer intrén. Se obtuvieron cuatro
diferentes recombinantes a partir de las construcciones en pBlueScript hGH-hPL Eco-Pvy II (A), los cuales se digirieron con
las enzimas de restriccidn Aot T y Kprn I (B). Los vectores conscrvaban el promotor BGH-V/APL, exéa I ¢ intrén L -Se
purificaron (C} y ligaron a la unidad transcnpclonal de hGH-N purificada digerida también con las mismas enzimas (D). Los
recombinantes obtenidos (E) se caracterizaron con la enzima Pst I (F), que identifica a cada uno de los recombinantes por
presentar diferentes patron de bandas.

Las construcciones recombinantes caracterizadas y purificadas por CsCl, se co-
transfectaron con pCMVSportBGal en células JEG-3. Despueés de 48 h, se realizd el anilisis de la
expresion de HGH en el medio extracelular y la enzima B-Galactosidasa en el extracto celular.
La figura 40 muestra los niveles de HGH obtenidos con los recombinantes, los cuales presentan
niveles diferentes a los obtenidos con recombinantes que contienen unicamente los promotores
hGH-hPL fusionados a la unidad transcripcional completa de hGH-N y confirma el efecto
observado para las quimeras de hPL-1 y hGH-V. Los resultados demuestran claramente, que el
primer intrén de hPL-2 asi como el de hPL-3, favorece la transcripcion de su promotor, ef de
hPL-~1 tiene minimo efecto estimulador, mientras que el de hGH-V no presenta ningun efecto de

activacién sobre su promotor proximal.
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Figura 40. Concentracién de HGH obtenida con quimeras de primer intrén, La tabla resume los ocbtenidos después de
cuantificar la proteina reportera HGH. Es importante remarcar la activacién positiva que sufren las construcciones con el
primer intron de cada gen hPL que retienen su promotor proximal, pero no el recombinante de hGHYV, el cual no presentd
efecto significativo de activacién en esta linea célular (JEG-) [[ll Promotor hGH-hPL,[] Exones de la unidad transcripcional
hGH-N, B, Exén I e inicio de Exén II de genes hPL o hGH-V.
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Figura 41. Efecto det primer intrén sobre el promotor de genes piacentarios en células JEG-3. Los recombinantes
obtenidos en el paso anterior, se analizaron en células de placenta por triplicado v los niveles de HGH demuestran que en el
caso del primer intrén de los genes hPL-2 y hPL-3 combinado con su promotor natural, aumenta al doble o casi el doble
respectivamente, los niveles de expresion de la proteina reportera. El caso del recombinante de hPL-1, aumento cerca de un
30% mientras que en hGH-V, no se detectd diferencias de activacion. .

44  Pruebas estadisticas.
4.4.1 Andlisis de Varianza ¢ inferencia estadistica.

Se realizé ANOVA simple para la comparacion del valor F, las tablas de resultados se
muestran en la seccion de ANEXOS para cada seccidn de objetivos analizada. El caso del
analisis del intrén uno demuestran diferencias significativas y evidencian que participa en la

expresion y niveles de transcripcion de los promotores de los genes de lactogeno placentario en

JEG-3.
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CAPITULO V

DISCUSION.
El estudio de los elementos reguladores involucrados en la transcripcion de un gen, se

centra en la identificacion de aquellos que de manera directa o indirecta, pueden afectar 1a
tasa, momento o lugar de la transcripcion. Para lograr lo antenor, es frecuente abordar en
forma independiente cada uno de los elementos estructurales (Promotor, unidad
transcripcional o regidn 3° no traducible) que integran al gen de interés a veces con la ayuda
de genes no relacionados (genes reporteros) que puedan informar del comportamiento de la
region génica que pretendemos investigar.

En el humano, se ha estudiado una amplia variedad de regiones génicas siguiendo los
principios anteriores. Una de ellas la constituye el complejo de las hormonas del crecimiento
humano y lactogeno placentario. Este complejo hGH-hPL ha sido counsiderado como un
excelente modelo para esfudiar mecanismos de regudacion de la expresion a nivel
transcripcional, asi como tejido especifica, pues aunque sus genes tienen una similitud cercana
al 95% en secuencia nucleotidica codificante, minimas diferencias en sus regiones reguladoras
como el promotor, regidon 3’ e incluso en la unidad transcripcional, provocan que se expresen

en tejidos distintos (hGH-N en pituitaria y hPLs — hGHYV en la placenta) y en niveles de
expresion diferentes. Muy posiblemente estas variaciones en secuencia entre los genes del
complejo, los hacen blanco de diferentes efectores hormonales o factores de transcripeion, que
de alguna manera alteran los patrones de expresion.

Para estudiarlos en este trabajo, se estudio en forr;la sistematica y en paralelo, las
regiones reguladoras de los genes hGH-hPL como:

1) Variaciones en la longitud del promotor de cada gen.

2) Diversos moduladores sobre las versiones largas de los promotores.

3) Factores de transcripcion sobre las versiones promotoras de -496 pares de bases.
4) Porciones de las unidades transcripcionales de H'PL-1 y hGH-V.

3). Los potenciadores de los genes hPL sobre los promotores proximales (-496 pb).
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La discusidn de los resultados obtenidos con este trabajo, seran presentados en base al

orden de los objetivos propuestos.

3.1 Regulacion en la region 5°, comportamiento de los promotores del complejo hGH-hPL.

La primera parte consistid en la subclonacién de las regiones reguladoras de los genes
hGH-hPL fusiorndandolas al gen hGH-N, Una vez construida la serie de recombinantes, se
analizaron por transfeccion transitoria en cuitivos celulares denivados de placenta (JEG-3),

pituitaria (GH-3 o GC) y de cérvix humano (HeLa) como testigo.

5.1.1 Regiones promotoras distales.

Con la subclonacién de los elementos promotores, obtuvimos una coleccién amplia de
recombinantes con longitudes largas (entre -2 y -3 kb) y cortas (-496, -140 y —70 pb), de estas
regiones. El andlisis de las versiones promotoras largas en células JEG-3 demostré que hGHN
no fue capaz de generar niveles de expresion detectables de HGGH mientras que la de 496 pb
si, lo cual nos hizo suponer la acci‘c'm de un mecanismo o factor de represion, actuando en la
region promotora distal de este gen.

Los promotores de hPL-1 y hPL-3 tuvieron un comportamiento similar entre ellos sin
diferencias significativas en los niveles de expresion del gen reportero de acuerdo a los
valores F de ANOVA, mientras hPL-2 tuvo niveles de expresion casi tres veces mayores a los
anteriores. Hasta este momento, los resultados en JEG-3 reproducian el comportamiento
observado en el ambiente fisiolégico de la placenta humana. Pero interesantemente, el
promotor de hGH-V, considerado uno de los genes mas débiles del complejo y que alcanza
drdenes de expresion 1000 veces menores que los de hPL-2, segiur los reportes originales de
Chen y cols en 1989 (12), en estos ensayos repetidamente mostro niveles elevados de
transeripcion comparables con los obtenidos por el promotor de hPL-2; varios argumentos

pueden explicar este comportamiento:
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1)

2)

3)

Uno se relaciona con el tamafio de la region promotora de hGH-V clonada, 1a cual tal vez
carece de elementos de unidn a represores ubicados en regiones mas distales del promotor

(hacia el extremo 5°), presentes solo en la secuencia nativa de hGH-V en la cromatina.

Diferencias en la concentracion de glucosa entre €l medio Opti-MEM comparado con
RPMI-1640 {regularmente ntilizado por los grupos de investigacion que reportan nulos o
muy bajo nivel de transcritos de hGH-V en JEG-3) o concentraciones del suero bovino
fetal (ellos utilizan 15%, mientras que nosotros usamos 10%) utilizadas por los
mencionados grupos, pueden haber alterado el patron de expresion endogena y del
promator de hGH-V transfectado, pues algunos grupos han demostrade que HGH-V

secretada in vitro, es inhibida por los niveles de glucosa (114).

Quizas las regiones cromatinicas del promotor de hGHV en et DNA genémico se
encuentran hipermetiladas, lo que provoca que los factores franscripcionales no puedan
accesar a las secuencias blanco. Este punto puede ser apoyado por los experimentos de
Jiménez y cols. en 1993 en el (iue sus experimentos sugieren que cambios en la cromatina
entre pituitariay ‘placenta, puede preceder la activacion transcripcional de los miembros

del complejo hGH-hPL (14).

En resumen, las versiones promotoras largas de hGH-N, hPL-1, hPL-2 y hPL-3

reprodujeron el comportamiento de los niveles de expresion detectados en placenta, asi como

la especificdad tisular, pero el gen hGHV se comporté con otros niveles de expresion,

simulando tal vez la situacion que se presenta en las etapas finales del embarazo en las que la

concentracion de HGH secretada por la placenta es mayor y susituye casi por completo a la

HGH secretada por la pituitaria (34).
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3.1.2 Comportamiento de los promotores proximales en asmbas lineas celulares.

La version promotora corta de —496 pb de hPL-2 er» JEG-3 mostrados en la figura 15,
tuvo un comportamiento muy similar entre hGH-N y h€GH-V sin diferencias significativas
entre ellos y aunque se elimind la region distal en h&GH-V, siguid teniendo niveles: de
expresion simtilares a Jos de hPL-2 lo que puede deberse a que al eliminar muchos de los
elementos de respuesta por la delecidn de la region promotora distal, se proveca un
comportamiento mas similar de las regiones reguladoras, como lo sugiere Weerdt y cols.
trabajando la region promotora distal del gen de prolactina humana (113).

El estudio de la version promotora de -496 pb en células GH-3, mostrd que hGH-N, hPL-
2 y hGH-V tuvieron niveles de expresién mas elevados que hPL-1 y hPL-3. Nuestros
resultados, confirman parcialmente otros ya obtenidos «on los promotores proximales de
hGH-N, hPL-2 y hGH-V, pero realizados en células GC por Nickel y cols. en 1990 y 1991
(22,47), quiénes demostraron que el promotor proximal de hGH-V tuvo niveles casi nulos de
expreston al compararse con el promotor de hGH-N, mientras el de hPL-2 fue el mas fuerte.
En nuestros ensayos, debido a las desviaciones estamdard experimentales el promotor
proximal de hGH-V se comporta ‘similar a los de hGH-N y hPL-2. El comportamiento de
hPL-2 y hGH-N pero no hGH-V, concuerdan con los datos de dichos investigadores; quienes
explican la inhibicion de hGH-V en sus experimentos, por ensayos de proteccion a DNAsa
utilizando extractos nucleares de células GC adicionados a los promotores de hGH-V, hGH-N
y hPL-2. Sus resultados demostraron que la secuencia proximal de union a Pit-1 en el
promotor hGH-V no interactia con el factor transcripcional, debido a mutaciones en esta
region (revisar alineamiento de promotores figura 2), mientras las correspondientes de hPL-2
y hGH-N si podian hacerlo (22, 70).

Una posible explicacion de por qué el promotor proximal de hGH-V expresa niveles de
HGH comparables a los de hGH-N en este estudio, puede ser debido a que la unidad
transcripcional hGH-N actie de manera sinérgica con el promotor de hGH-V favoreciendo su

potencia de transcripcion, como ha sido demostrado previamente por Kolb y cols. en 1988,
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analizando regiones exonicas ¢ intrénicas del gen hGH-N, tanto con un promotor heterologo,
como con el promotor proximal de hGH-N (85); mientras que el promotor de hPL-2 es mas
activo que el de hGH-N, quizis debido a que 1a pobre unién de Pit en su region distal 47); es
desplazada por el factor ubicuo Sp-1, lo cual ha sido comprobado previamente por Lemaigre y
cols. en 1990 con el promotor de hGH-N (53,116). Este evento podria activar consecuentemente
mas la transcripcion de hPL-2 que la de hGH-N. La incapacidad para unir a Pit, ya sea a la
region proximal (hGH-V) o a la distal (hPL-2), se comrelaciona con los niveles de expresion
para cada promotor proximal en células GC, como lo sugirieron Natchigal y cols. en 1989 (70),
por lo que posiblemente un mecanismo similar, sucede en nuestros ensayos con GH-3..
Desconocemos st los menores niveles de HGH que detectamos con los promotores de
hPL-1 y hPL-3 en la misma linea celular pituitaria, se deben a un comportamiento similar al
atribuido para hGH-V de incapacidad para unir a Pit-1 en la regién proximal (47) o bien,
debido a que Pit-1 unido a estos promotores puede presentar pobre interaccion con otras
proteinas cooperadoras de la franscripcion en la piturtaria o en placenta, necesarias para
aumentar los niveles de transcripcion, como lo demostraron previamente Bradford y cols. en
1997, estudiando la interaccion d‘e Pit-1 con el proto-oncogen ETS-1, unidén que permite
distinguir la activacion y expresar especificamente los promotores de hGH-N o prolactina

humana, en sus respectivos tipos celulares (117).

5.1.3 Elementos represores activos en los promotores del complejo hGH-hPL.

La especificidad obtenida con las versiones promotor:ds largas de hPL para impedir ia
transcripcion en células de prtuitaria, se debe a que conservan el elemento P descrito por Chen
y cols. en 1989 (12), el cual esta relacionado con la inhibicion en pituitaria de acuerdo a los
ensayos de Natchigal y cols. en 1993 (71), utilizando el elemento P de hGH-V y corroborado
por Norguay y cols. con el elemento P de hP1.-2 quién atribuye el efecto de represion a la
unién del factor ubicuo NF-1 a esta region (118). La represion en células GH3 que detectamos

con las versiones largas de los promotores placentarios, sugiere que el elemento P es
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similarmente activo en los otros genes del complejo (hPL-1 y hPL-3) y al no estar presente en
hGH-N, fue el inico que se expreso.

Contrariamente, la incapacidad del promotor largo de hGH-N en JEG-3 para expresar
HGH comparada con la version promotora de —496 pb que si fue activa, nos hace suponer la
accion de un elemento represor especifico de hGGH actuando entre 0.5 y —2.1 kb, que impide
la expresion en células de orngen diferente a la pituitaria. Este elemento ha sido sugendo
anteriormente por Larsen y cols. en 1986, trabajando con una versidon promotora de —1.8 kb
del promotor de GH de rata en células GC, fibroblastos y células de rifidn dirigiendo la
expresion del gen bacteriano CAT, demostrando que la construccion es activa en células GC
de pitu.itan'a de rata pero presenta un efecto de inhibicion de la expresion en lineas celulares
que no son de pituitaria (119). En otro estudio, Park y cols. (120), sefialaron al factor YY1,
también conocido como NF-E1 o UCRBP (sitio de union consenso: CGCCATNTT), como el
responsable de la represion del promotor largo de GH de bovino en células Hela, varios sitios
de respuesta 2 YY1 estan presentes en la region distal de promotores del complejo (revisar
ANEXOS), sin embargo a la fecha no se ha estudiado su efecto en el de hGHN.

El analisis de las regiones di;tales con el software Matlnspector, para la busqueda de
elementos de respuesta a moduladores o factores de transcripeion, identificé varios sitios de
union a Pit-1, que ne han sido reportados en todos los promotores de los genes del complejo
analizados en este trabajo (RGHN 2240 pb:-2050/-2041,-1584/-1575, hPL-1 2490 pb: -1212/-
1203, hPL-2 3420 pb: -3246/-3237, -1256/-1246, hGH-V 2730 pb:-1252/-1242, hPL-3 2730
pb:-1251/-1242, en base a la secuencia originalmente reportada por Chen y cols. en 1989).
Adicionalmente, regiones HS detectadas por ensayos de proteccion a DNAsa cercanas a los
sittos de respuesta a Pit-1 que aqui referimos, se han descrito también por Romero-Prado en el
laboratorio del Dr Castrillo-Diez, en Madrid, Espafia, utilizando Bacs que poseen regiones
clonadas del locus hGH-hPL, pero se desconoce ain su funcién (comunicacion personal y
presentacion oral del trabajo en el Congreso Nacional de Genética Humana, Noviembre 2000,

Mty. N.L.). Estas regiones podrian estar relacioniadas también con los niveles de expresion y

89



Discusion

Reguiacion del complejo multigénico hGH-hPI. mediada por hormaonas y factorex transcripcionalex

especificidad de tejido de hGH-N, como los descritos por Jones y cols. en 1995 37y Suy
cols. en 2000 (42), en regiones localizadas mas distalmente en el promotor de hGH-N.

Con respecto al promotor largo hPL-1, aunque presenté un comportamiento activo, los
niveles de expresion del gen reportero fueron menores al de los otros promotores placentarios.
Al analizar las secuencias distales de los promotores via Internet, interesantemente
localizamos en la regidn distal mltiples sitios de respuesta al factor POU, Oct-1 (9 sitios,
mientras que para ios otros genes son mucho menores, 3 para hGHN, 2 para hPL-2, 2 para
hGH-V y 3 para hPL-3). Este factor, inicialmente fue sefialado por Peritz y cols. en 1988
como activador de. los promotores proximales del complejo (121), mientras reportes mas
recientes como los de Chandran y cols. en 1996, mostré que secuencias de respuesta a
glucocorticoides pueden presentar capacidad represora al unirse en forma heteromérica a Oct-
1 en el promotor de gonadotropina coridnica, un gen que se expresa también en la placgnta
(122) y por Kakizawa y cols. en 2001, quienes encontraron el mismo efecto, pero uniéndose
Oct-1 con receptores de acido retinoico y T3 (123). Estos resultados cuestionan si los niveles de
expresion de este factor en la placenta y su relacion con los elementos de respuesta al mismo
en el promotor de hPL-1, pmicip.an de lIa pobre actividad del promotor observado en este

trabajo y si se relaciona con los bajos niveles de hPL-1 en el sinciciotrofoblasto placentario.

Otro elemento represor presente en todos los promotores, lo detectamos entre =140 y
—496 pb, pues los recombinantes de —140 pb presentaron consistentemente mayores niveles de
expresion que los recombinantes con promotor de 496 pl-). Son varios los reportes que han
descrito la accidn de este elemento negativo en el promotor del gen GH de diversas especies,
como Roy y cols. en 1994, trabajando con el promotor de GH de rata (rGH) relacioné la unién
del factor NF-1 de higado con tres proteinas nucleares, para ejercer su funcion represora,
ubicando su accion entre —322 y —293 pb en células de nfidon de mono COS-1 y células de
pituitaria GH,C, (123). Esto fue confirmado por Park y cols. en 1996 mediante una estrategia

similar a la de Roy con el promotor de GH bovina en células HelL.a y GH3 el cual tenia una

90



Discusion

Regulacion del complejo multigénico hGH-hPI. mediadn por hormonas y factores transcripcionales

delecion entre -336/-240 y que presentd mayores niveles de expresion del gen reportero CAT
(entre 5.5 y 2.2 veces mas), que ef promotor proximal completo (119).

Los ensayos realizados por Nachtigal y cols. en 1989 (70) con el promotor hPL-2 en
células GC, y de Fitzpatrick y cols. en 1990 con el promotor de hPL-3 en JEG-3 (60), los de
Roy y cols. con el promotor proximal de GH de rata en células GC (124), también sefialan una
region silenciadora entre ~315 y —124. Peritz y cols. en 1988, relacionaron la actividad del
mencionado represor en el promotor de hGH-N mas especificamente entre —308 y =235 (121).
En resamen, todos estos grupos han descrito la accidn del elemento represor invariablemente
ubicado entre —300 y —140 pb, para hGH-N, hPL-2 o hPL-3 y en este trabajo, se demostro que
dicho elemento tiene el mismo efecto en los promotores hPL-1 y hGH-V, tanto en linea

celular humana de placenta (JEG-3), como en la linea celular de pituitaria de rata (GH-3).

3.2 Respuesta a moduladores hormonales por las versiones promotoras largas

Diversos reportes en la literatura describen la activacion de los promotores por efectores
hormonales, principélmente las versiones cortas (-496 pb) (48,79,81); algunos comparan dos
regiones promotoras largas (hPL2 6 hPL3) (74,76,78,80), en este trabajo se describe la respuesta
de las cinco versiones promotoras largas a cuatro moduladores hormonales previamente
caracterizados en algunos de los promotores proximales o distales del complejo.

La respuesta de los promotores largos a los moduladores hormonales en JEG-3, fue
principalmente de activacidon mcluso con el promotor de hGHN, el cual imcialmente se habia
comportado como el promotor mas débil en JEG-3 ya que en apariencia la accion de los
moduladores (excepto en el caso de T3), inhibio el efecto del represor en esta linea celular con
efecto en el promotor distal y que se sugiri¢ inicialmente durante este frabajo.

En el caso de la triiodotironina, en JEG-3 todos los promotores de los genes expresados
en placenta fueron activados por esta hormona, en diferentes magnitudes, lo cual puede estar
relacionado con el nimero de elementos de respuesta ubicados en el promotor distal [GHN

(2.2 kb)¥=2, hPL1 (2.5 kb)=3, hPL2 (3.4 kb)}=4, hGHV (2.6 kb)y=2, hPL3 (2.8 kb)~4], pues
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hPL-2 y hPL-3 fueron los mas activados, coincidiendo interesantemente con que son los que
presentan mayor namero de elementos de respuesta a este factor hormonal.

T3 no tuvo miveles significativos de activacion en hGH-N en células JEG-3 ni en GC,
aunque cuenta con dos elementos de respuesta en el promotor distal {GHN (2.2 kb)=2] aunque
una version promotora larga de hGH-N no ha sido analizada previamente en células JEG-3,
este efecto habia sido descrito previamente en €l promotor proximal por Cattini y cols. en
1986 (124) © Voz y cols. en 1991 (125), pero en células GC. Voz y cols. compararon la
activacion por T3 de los promotores proximales de hPL-3 y hGH-N en donde solamente el de
hPL fue activado. Ellos supusieron que esto se debia a un efecto de competencia entre el
complejo T3-receptor con Pit-1 por los sitios de respuesta y debido a que los promotores hPL
presentan mutaciones en el sitio de union a T3 en el promotor de —496 pb (elemento muy
cercano al sitio de umién a Pit proximal) favoreciendo la accion de Pit, mientras la umén de
T3-receptor en hGH-N impide la de Pit-1, provocando que este promotor no sea activado en
células de pituitaria. Un efecto similar pero con alguna proteina POU placentaria, podria ser el

responsable del comportamiento de hGH-N en JEG-3.

Otro dato similar fue reportado por Brent y cols. en 1988 (127), evaluando diferentes
promotores de GH de rata, bovino y humano, [este @ltimo de similar tamafio (2.7 kb) al
promotor hGH-N de este estudio] en células GC, el cual no fue activado por T3 mas si por los
otros modutadores. Ellos propusieron que muy posiblemente la incapacidad del promotor de
hGH-N de responder al efecto de T3 se debia a diferencias a-lminoacidicas en el receptor de T3
humano y de las células de pituitaria de rata, impidiendo que el complejo receptor de rata
unido a T3 fuera reconocido por las secuencias correspondientes en el promotor proximal de
hGH, pero si por los de rata y bovino, sugiriendo un mecanismo de activacion transcripcional
dependiente de especie. Este dato, nos indica que aparientemente los otros elementos distales
de respuesta a T3 en el promotor de hGH-N, no surten efecto de activacion si el elemento de

unién al promotor proximal no puede unirse, como ha sido descrito por Weerdt y cols. en
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2000 en el promotor largo de prolactina humano, un gen de expresion también en pituitaria y
que tiene sistemas de regulacion muy similares a los de hGH-N (128).

La incapacidad del promotor de hGH-N para ser activado por T3 en células GC, también
esta en acuerdo con los reportes de Garcia-Villalba y cols en 1996 (79), que propusieron que
hGH-N no responde a T3 porque el receptor para esta hormona compite con el receptor de
vitamina D en el promotor proximal.

Es posible que muchos de los argumentos antes mencionados acerca de la respuesta del
promotor de hGH-N a T3, tengan que ver con impedimentos estéricos entre los sitios blanco
en el DNA y la interaccion con factores de transcripcion (Pit-1), sin embargo, otros
investigadores como Zheng y cols. en 1992, propusieron que se debia a la accion de un
elemento de respuesta a T3 negativo (nTRE) ubicado en la regién 3’ no traducible del gen
hGH-N, especificamente localizado entre la posiciones +2030 y +2100, eritre el coddn stop y
la region rio arriba de la secuencia de poliA (128). Todas las construcciones con la version
promotora larga incluidas en este analisis, contienen la secuencia 3” antes mencionada y atn
asi presentan activacion diferente, por lo que podria suceder que proteinas de reguiacion
unidas a la region 3, puedan inﬁ‘uir especificamente en un tipo de promotor y modularlo
diferencialmente.

Lo anterior también fue propuesto por Zhang pues demostrd que la secuencia de respuesta
negativa a T3 en el extremo 3’ de hGH-N, es dependiente de promotor y puede inactivar
elementos de respuesta positivos a T3, ya que cuando se le fusiond el gen hGH-N al promotor
proximal (496 pb) de hPL-3, inhibid ia activacion de este promotor por T3, mas no la de otros
promotores como RSV y vyactina. Sin embargo, en nuestros analisis con los promotores largos
eso no sucede, indicandonos que posiblemente los otros elementos mas distales de respuesta a
T3 {el analisis del promotor distal mediante MatInspector ubica 2 elementos de respuesta a T3
en los promotores hGH, uno proximal y otro distal, mientras en hPL-1, hPL-2 y hPL-3 tienen
3, 4y 4, respectivamente), pueden evitar el efecto de represion del nTRE en promotores hPL,

pero no en el promotor largo de hGH-N. Zhang demostré también que el nTRE, es
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dependiente de la posicion pues al transferirlo al extremo 57 rio arriba del promotor proximal
de hGH-N, activé positivamente al promotor(128).

Es necesarto remarcar que nuestra construccion pBShGHN Sca I transfectada;, es la unica
que posee una porcion mayor de la region 3’ no traducible, por lo que no podemos descartar la
posibilidad de que cambios conformacionales diferentes por presentar una secuencia 3’ mas
corta en las otras construcciones con promotor hPL, puedan alterar los patrones de represion
del nTRE o la presencia de ofros elementos ubicados mas al extremo 3” de la sefial de
poliadenilacion en pBShGHN Sca I, puedan haber influido en su comportamiento. Algo
similar fue descrito por Woychik y cols. en 1984 en relacion con los requerimientos de la
region 3’ del gen de bGH y la correcta poliadenilacién para su expresion eficiente en células

GC y que puede influir en los niveles de expresion debido a inestabilidad del transcnito (129).

En el caso del acido retinoico, todos los promotores respondieron positiva y
significativamente a este modulador. La activacion fue vanable dependiendo del promotor det
que se trataba y el comportamiento concuerda mas con los resultados obtenidos usando el

1

Software MatInspector al relacionar el nlimero y ubicacion de los elementos de respuesta a
este modulador con el nivel de estimulo: GHN (2.2 kb)=3, hPL1 (2.5 kb)=5, hPL2 (3.4 kb)=4,
hGHYV (2.6 kb)=9, hP1.3 (2.8 kb)=6, con exepcion de hGH-V que es el promotor con mayor
nimero de elementos de respuesta a acido retinoico, metabolito hormonal importante en el
proceso del embarazo (130,131), en nuestros ensayos de moduladores no fue el promotor que
mejor respondid al efecto de éste y no contamos con una explicacion clara al respecto de este
comportamiento. En resimen y de manera general, 4acido retinoico y T3 activaron a los
promotores del complejo, con una tendencia (orden de activacion por promotor) muy similar y
oscilante entre tres y seis veces de estimulo, datos que estan de acuerdo con los reportes de

Stephanou y cols. en 1995 utilizando el promotor largo de hPL-3 y el gen reportero CAT (76).
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Por otro lado, el producto de fosforilacién de ciclinas provocado por la accion del
metabolito del tipo segundo mensajero AMPc, se ha analizado y ubicado elementos de
respuesta en algunos de los promotores del complejo (74), incluso en el interior de la unidad
transcripcional de hGHN segan los ensayos realizados por Dana y cols. en 1989 (77). Los
promotores que mejor respondieron a la sefial del segundo mensajero en células JEG-3 (datos
mostrados en la figura 18 y tabla V) fueron hGH-N, hPL-2 y hPL-3, similares entre si, y
después hPL-1 y hGH-V, también muy similares entre ellos. Los datos del niimero de
elementos de respuesta a AMPe detectados por Matlnspector ¢n los promotores, es el mismo
entre hPLs y hGH-N (hGH-N, hPL-1, hPL-2 y hPL-3: 3 sitios, hGH-V: 4), sin embargo hGH-
N fue mucho mejor transactivado por AMPc (6 veces, tabla V), una posible explicacion es
que el sitio de respuesta a AMPc localizado en la region transcripcional, actia
especificamente con su promotor natural en el vector pBShGHN Sca 1, estimulando mejor los
niveles de expresion, como lo sugirid originalmente Dana y cols. en 198%(77) o Zhang y cols
con el nTRE (128).

Otro modulador ensayado fue ‘el éster de forbol. En general los promotores del complejo
respondieron pobremente a su accion en células JEG-3, en donde hPL-2 fue el que mejor nivel
de HGH obtuvo v ain asi, de todos los activadores estudiados en hPL-2, fue ¢l de menor
respuesta. El nimero de elementos en el promotor distal con respuesta a EF por promotor
fueron: hGH-N (2.2 kb)=2, hPL-1 (2.5 kb)=3, hPL-2 (3.4 kby=4, hGH-V (2.6 kb)=2, hPL-3
(2.8 kb)=4. Oury y cols. en 1997, describieron que la secuencia de respuesta a AMPc (-1102/-
1096) en el promotor de hPL-3, presenta una sustitucion nucleotidica comparada con la de
hPL-2, que lo imposibilita para responder positivamente a AMPc¢ pero no a EF mientras hPL-
2 puede responder favorablemente a ambos (74). El nimero de veces de activacion en los
ensayos de Oury fueron mayores a los obtenidos en este trabajo, sin embargo varios puntos

pueden ser responsables de las diferencias:
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1) Las lineas celulares derivadas de placenta utilizadas fueron diferentes (ellos usaron
BeWo y nosotros JEG-3).

2)  Diferencias en la estabilidad del RNAm de los genes reporteros (WGH-Ny CAT) en la
célula placentaria.

Por otro lado, su reporte evidencia que hPL-3 presenta debil respuesta a AMPc y EF,
mientras hPL-2 respondido mejor a AMPc que a EF; en nuestros analisis hPL-3 no presento
diferencias significativas en el estimulo con AMPc¢ y EF pero, hPL-2 respondid mejor a
AMPc que a EF. Este dltimo dato de hPL-2, reproduce el comportamiento que Oury detecto,
sin embargo las débiles diferencias observadas pueden deberse también a la longitud de los
promotores pues los nuestros son mas largos que los analizados por Oury.

Es importante aclarar que la bisqueda de secuencias consenso en los promotores y unidad
transcripcional, para éster de forbol y los otros moduladores estudiados fue via Internet con un
software de acceso publico que tiene parametros pre-establecidos para detectar variaciones en
las secuencias consenso que no fue posible modificar, por tanto es posible que algunos
elementos de respuesta hayan sido excluidos en el analisis. Sin embargo, los niveles de
estimulo detectados con éster de t"orbol, fueron consistentes y se reprodujeron en todas las
veces en que se repitio el ensayo {9 veces). Desconocemos la razon de los bajos niveles de

respuesta por los promotores a este metabolito y ademas, los reportes en la literatura

concerniente a la respuesta del complejo hGH-hPL para este factor, es limitada.

3.3 Respuesta de los promotores proximales a los faciores wranscripcionales.
- Pity PLA. '

Son muy pocos los trabajos que se han realizado referentes al estudio de la actividad de
factores de transcripcion (Pit-1/PLA-1) por transfeccién en los promotores proximales del
complejo y los pocos existentes, se¢ centran en el efecto de Pit-1 en otras lineas celulares
diferentes a pituitaria o placenta. Los ensayos de Ono y cols. en 1995 (132) analiz6 por co-

transfeccion vectores con promotor de GH de rata y salmdn, con vectores expresores de Pit-1
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de rata o de salmon, en células HeLa y en células de epitelio de carpa (EPC). Sus resultados
muestran que Pit-1 de rata transactiva preferentemente en células HeLa al promotor de GH de
rata y Pit-1 de salmon, en células EPC al promotor de GH de salmén. Sus resultados sugieren
que Pit-1 puede presentar interaccion con la maquinaria de transcripcién general en una forma
especifica de especie.

Nuestros ensayos de co-transfeccion en células GC y JEG-3 muestran que el promotor
hGH-N es preferencialmente activado por Pit-1 humano en células GC y los de hPL por el
factor PLA-1 en JEG-3, mientras hGH-V lo es con el factor Sp-1 indistintamente del tipo
celular. Estos datos sugieren una posible preferencia para transactivar, no s6lo a nivel de
especie sino tambi€n quizas, transactivacion preferente en el tipo celular donde normalmente
los factores de transcripcion son expresados. La anterior sugerencia esta de acuerdo con los
resultados de Jiménez-Mateo en su tesis doctoral (57, quién clond y estudio el factor PLA-1,
factor POU de expresion placentaria, co-tranfectando el vector pPRSVhPLA-1 con p(0.3)hPL3-
luc {vector con el promotor de 0.3 kb de hPL-3 fusionado al gen luciferasa), el cual fue
activado 2, 4 y 5 veces en células COS-7, GH-3 y JAR, respectivamente.

De manera general, los prom‘otores proximales hGH-hPL fueron activados en mayor
grado por los factores de transcripcion en células GC que en JEG-3 (ntveles de HGH
obtenidos en ambas lineas celulares, tablas VI y VIII). En las construcciones con el promotor
de hGH-N, mostré mejor efecto a Pit comparado con hPLA-1 mientras, al comparar la
eficiencia de activacion del promotor hPL-2 por Pit-1 o PLA-1, no hubo diferencias
significativas (ver tabla VIII). En general, todos los promotores expresaron mayor nivel de la
proteina reportera en GC que en JEG-3 al ser estimulados con los vectores que expresan los
factores de transcripcion POU y esto pudiera quizas, deberse a un sinergismo de Pit o PLA
con otras proteinas exclusivas de tejido pituitario ausentes en placenta como lo sugirié Lira y
cols. en 1993, necesarios para la eficiente activacion del gen GH de rata en el raton
transgénico (133) o bien, debido a que los niveles endégenos de Pit-1 en células derivadas de

pituitaria (estabilidad de! RNAm es mayor en pituitaria) son mayores a los de PLA en
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placenta y JEG-3, segin la tésis de Jiménez-Mateo (57), cualquiera que sea el caso, dichos
mecanismos pueden favorcer mas la activacion por Pit o PLA en células de pituitaria que de
placenta.

Nuevamente, hGH-V no respondio eficientemente a los factores POU seguramente
debido al efecto de la mutacion detectada por Nickel en el sitio de unién proximal a Pit-1 y
que ya mencionamos anteriormente (figura 2) (47). Al comparar la activacion por los factores
POU entre los promotores placentanos, es contrastante la diferencia obtenida por Pit-1 en
hPL-2 y la obtenida con hPL-1 o hPL-3, pués aungue se sabe que el promotor proximal de
hPL-2 es mas fuerte en pituitaria que el correspondiente de hGH-N, no se habia comparado
contra la de los otros promotores hPL. En resumen, posiblemente {as minimas diferencias en
secuencia (ver figura 2) en los promotores proximales hGH-hPL, se traducen en vartabilidad
del grado de respuesta a los factores de transcripcién expresados por transfeccidn, en JEG-3 y

GC.

-Efecto de Sp-1 en células de pituitaria.

La activacién por Sp-1 de los promotores hPL en células JEG-3 fue minima (1.5 veces,
ver tabla VI) y no concuerda con los reportes de disminucion de 1a expresion en células JEG-3
reportados por Fitzpatrick y cols. en 1990 con el promotor hPL-3 (60). Dicho ensayo se realizo
utilizando los niveles de expresion endogena de Sp-1 y evalué las veces de disminucion de la
expresion del gen reportero (8 veces menos) en una construccion con promotor hPL-3 que
tenia la region de union al factor transcripcional dele:Lada y que ademds, contenia el
potenciador del gen hPL-3. Fitzpatrick sugirid que la uniéon de Sp-1 al promotor de los genes
hPL, es importante para la regulacion transcripcional mediada por el potenciador de los genes,
mientras que en nuestros ensayos, utilizamos los niveles de expresion del factor transfectado
(sumado a los endogenos) en células GC o JEG-3 y evaluamos las veces de activacion (no
disminucién de la expresidn) en construcciones carentes del potenciador. Los resultados

evidencian que los niveles de expresion exdgena de Sp-1, aparentemente no alteran
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dramaticamente la actividad de los promotores hPL transfectados y que posiblemente, el
efecto de Sp-1 este mas relacionado con la actividad basal del promotor o bien, como
Jacquemin y cols. sugirieron donde la activacion esta mediada por el potenciador hPL-3 (91},
en vez de ser considerado como un factor o elemento de potenciacién al estar sobre-
expresado. Quizas el co-transfectar las contrucciones de version promotora de -496 pb con
potenciadores del locus (obtenidas en este trabajo), con el vector expresor de Sp-1 humano,
aportaria mayor mformacion de como los niveles de expresion de este factor, pueden afectar

la potencia de los promotores hGH-hPL y de que manera se ven regulados por éste.

5.4 Respuesta de los promotores proximales a potenciadores del locus.

La respuesta de los promotores proximales del complejo a los potenciadores de los genes
hPL en JEG-3, fue positiva para el de hPL-3 pero nula para los de hPL-2 y hPL-1.

La vanabilidad del nivel de activacion puede explicarse por las mutaciones que han sido
caracterizadas anteriormente en el potenciador de hPL-2 por Lytras y cols en 1996 (92), que
inhiben su actividad estimuladora comparada con la del potenciador hPL-3. La reparacion de
las mutaciones en el potenciador hi’L—2, recuperan su actividad alcanzando aproximadamente
hasta el 98%, de la del potenciador nativo de hPL-3. Estas mutaciones no han sido estudiadas
en el potenciador hPL-1 (homologas a las de hPL-2) el cual presenta ademas una adicional,
cercana al sitio de interaccion con el factor TEF1 (+16694/416704 segiin secuencta de Chen ),
del clemento DF4 (ver figura 5 de seccion de introduccion), que podria explicar por qué el
potenciador de hPL-1 mostré menor fuerza en nuestro trabajo que la del potenciador hPL-2,
evidenciando la importancia de TEF-1 en la actividad del potenciador (90).

En JEG-3, el potenciador hPL3 fue el mas activo y aunque en apanencia estimuld
diferencialmente a cada promotor, el analisis de las veces de activacion demuestra que el nivel
de estimulo por promotor son muy similares (excepto con hPL-1, ver tabla IX), lo que hace
suponer que el potenciador actua igualmente en cada promotor hGH-hPL pero el nivel total de

HGH detectada para cada construccion, es dependiente de la fuerza transcripcional de cada
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promotor para dirigir la expresion. Un ejemplo del antenor punto, es el promotor hPL-2 que
fue el que tuvo menos veces de estimulo (22 veces), aunque en placenta es el mas activo,
mientras Jiang y cols. reportan datos de estimulo de 13 veces pero utilizando el gen reportero
luciferasa (90).

El dato de que el promotor hPL-2 sea el menormente activado por el potenciador hPL-3
se vuelve Interesante cuando después de analizar la regién promotora con el software
Matlnspector, detectamos que la region proximal del promotor hPL-2 (-433 a —422) es el
(inico que presenta un sitio de union al factor transceripcional TEF-5, el cual segin tos reportes
de Jacquemin y cols. en 1997 o de Jiang y cols. en 1999, es el principal responsable de la
actividad estimuladora del potenciador de hPL-3 y que la mutacion en el sitio de union al
mismo factor en el potenciador de hPL-2, es el responsable de su inactividad (134,135). El
factor TEF-1 unido al potenciador hPL-3, ejerce su actividad al interacéiongr con el factor
TBP y la caja TATA, acercando el potenciador al promotor hPL, lo que permite también
acercar al factor TEF-5 unido al pot;sznciador. La cercania en el ambiente cromosomico,
provoca quizés la interaccion de TFF-S unido al potenciador de hPL-3 con la secuencia en ¢l
promotor hPL-2, acercandolo mds a éste dGltimo y consecuentemente, activindolo mas en
placenta. En nuestras construcciones y por la estructura conformacional (diferente al ambiente
gendémico placentano), esta interaccion puede provocar quizas, un debilitamiento de la unidn
de TEF-5 al potenciador y generar menor estimulo de hPL-2. Se ha sugerido que quizas el
potenciador de hPL-3 estd mas cerca al promotor de hPL-2 debido a la conformacion
cromatinica en la placenta, generando mayor expresién de hPL-2 (14). El mecanismo de
acercamiento podria ser debido a una union sinérgica mas estable (causada por el entomo
cromatinico) mediada por TEF-1 y TEF-3, entre el promotor hPL-2 y €] potenciador hPL-3,
pro?ocando mayor activacion de hPL-2. Quizés la introduccion de mutaciones en la secuencia
de TEF-5 en el promotor de hPL-2, provocaria un nivel de estimulo igual al de los otros

promotores placentarios.
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Por otro lado, la discrepancia en los niveles de activacion pueden deberse a otras tres
diversas razones: 1. El tipo celular, pues nosotros utilizamos células JEG-3 mientras Jiang
empleo células BeWo y ha sido reportado que aunque ambas lineas celulares son derivadas de
placenta humana, difieren en el grado de madurez del sinciciotrofoblasto (136,137, 2. La
vanabilidad en los resultados pueden ser debidas a diferente estabilidad del RNA mensajero
en las células de placenta JEG-3 o BeWo parz los transcritos derivados de los genes hGH-N o
luciferasa, respectivamente 3. La presencia de elementos potenciadores en la unidad

transcripcional de hGHN (localizados en intrones), que puedan favorecer la transcripeion.

El analisis en células GC, corrobord la naturaleza especifica de tejido para activar la
transcripcion por el potenciador hPL-3 pues los recombinantes con potenciador o carentes de
él, tuvieron igual comportamiento. Este dato, anteriormente habia sido reportado por Jiang y
cols en 1997 con el promotor de hPL-2 unido al potenciador de hPL-3 en células de pituitana
y quién propuso que la inhabilidad del potenciador hPL-3 para activar en células GC, se debe
que el factor GT-IIC presente en en éste tipo celular, es capaz de unirse al factor TEF-1,
impidiendo que éste Gltimo inte;accione con sus secuencias blanco RF-1 y DF3 en el

potenciador de hPL-3, provocando por tanto su represion (88).

Los resuitados al estudiar la actividad de los potenciadores, nos confirma primero la
variabilidad de la fuerza para estimular la transcripcion, segundo que el potenciador de hPL-3
en apariencia posee el mismo efecto de estimulo en cada promotor y tercero, la naturaleza
tejido especifica de la secuancia para activar la transcripcion. Ademds, la capacidad
estimuladora se conserva indistintammnir si la secuencia potenciadora es derivada de individuo
de sexo femenino o masculino y finalmente, nunca se habia analizado comparativamente
todos los potenciadores del locus sobre el efecto de los promotores proximales hGH-hPL en

un mismo estudio y bajo las mismas variables de andlisis.
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5.3 Andlisis de las unidades transcripcionales de los genes hPL-1y hGH-V.

Varios grupos de investigacion (incluido el nuestro) han reportado variabilidad en los
niveles de expresion de los genes del complejo de expresion placentaria. Los estudios se han
realizado en placentas de diferentes estadios derivadas del embarazo tanto normales como con
anormalidades patologicas como diabetes e hipertensidon o bien, en neoplasmas y lineas
celulares (23,24,48,138). Las mediciones se han realizado por muy variadas metodologias como
hibridacion con sondas especificas marcadas con ATP radiactivo, inmunohistoquimica, RT-
PCR o RT-PCR acoplada a hibndacion radiactiva, ete.

Consistentemente, se ha reportado a hPL-2 como el predominante en expresion, seguido
por hPL-3, hPL-1 y hGH-V, respectivamente. La falta de expresion de hPL-1 ha sido
tradicionalmente atribuida a una mutacion en el sitio donador de splicing del segundo intron,
que lo inhabilita para procesar el transcnto inmaduro adecuadamente, clasificandolo
originaimente como un pseudogene (12). La reparacion de 1a mutacion utilizando la secuencia
homologa de hPL-3, no causé que hPL-1 fuera capaz de producir transcritos o proteina (99).
Por otro lado, Misra y cols en 1994 (33), detectaron por RT-PCR, procesamientos altemativos
del transcrito los cuales conservz;ban el marco de lectura para producir una proteina de
funcion desconocida, 1o que dejo en duda la clasificacion de pseudogene originalmente

adjudicada a hPL-1 (12,99,139).

Un estudio llevado a cabo en laboratorio por Reséndez-Pérez y cols en 1991 utilizando
construcciones quimeras de los genes hPL-2 y hPL-3 con HGH—N, dirigidos por un promotor
heterologo fuerte (99,140), relaciono la participacion de los 2 primeros exones de los genes de

la familia hGH-hPL, con los niveles de transcripeidn asi como con su procesividad.

Los resultados de la correcta funcionalidad de los promotores largos y proximales de
hPL-1 y hGH-V obtenidos en este trabajo, nos hacen suponer que mecanismos adicionales de
control de la expresion, ubicados posiblemente en la unidad transcripcional, podrian estar

afectando la fuerza de su promotor y los niveles de expresién de estos genes en la placenta.
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Precisamente con el fin de analizar este punto, construimos quimeras de hPL-1 y hGH-V con
el gen hGH-N mediante una estrategia de mutagénesis por DNA homélogo similar a la
descrita por Reséndez-Pérez y cols. (99,140) 0 por Liebhaber y cols. en 1986 con los genes GH
y prolactina humanos (141), con la diferencia que en nuestro estudio utlizamos el promotor
natural de los genes hPL-1 y hGH-V. Los resultados los cuantificamos por RT-PCR
competitivo, empleando una construccion con el promotor de Bactina humano dirigiendo la
expresion de un gen que codifica HGH 20K como competidor y que usamos para evaluar la

eficiencia de transfeccion.

La idea de usar un promotor ubicuo para expresar un gen que sirviera para evaluar
eficiencia de franscripcion en el analisis de genes del locus hGH-hPL, fue utilizada ya
anteriormente por Zhang y cols. con el promotor de ¥y actina dirigiendo la expresion de
gonadotropina coritnica humana, en un analisis de regulacion de genes del complejo hGH-
hPL y utilizando también en el mismo estudio a hGH-N como reportero (128). Nuestro ensayo
fue ademas cuantifativo pues usamos un competidor plasmidicoe por los oligonucléotidos de
concentracién conocida y adicionado al inicio de la RT-PCR. Los controles de transfeccion y
cuantificacion funcionaron adecuadamente, en primer lugar obtuvimos un sistema de
expresion de una variante de HGH regulada por un promotor ubicuo y segundo, un

competidor que eficientemente puede ser co-amplificado en ensayos de RT-PCR.

Los resultados en atomoies, sugieren que la primera mitad de hPL-1 (exén I, intron 1y
exon II) tiene capacidad de producir mas transcritos que la segunda mitad (exon 111, intron 3,
exon IV, intron 4 y exon V), con el promotor proximal native; mientras hGH-V no tiene este
efecto. Estos resultados, coinciden con los obtenidos por Reséndez-Pérez y cols. estudiando
las quimeras de los genes hPL-2 y hPL-3 combinadas con hGH-N a nivel de proteina y
reguladas por el promotor de metalotioneina de raton. Ellos reportaron que la misma region de
hPL-3 (Bam HI +2-Sac 1 +588), es capaz de sintetizar 8 veces mas proteina .que la

correspondiente de hPL-2 en células COS-7 y sugirieron que este comportamiento puede
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deberse al efecto de las regiones exonicas I y II de cada gen. Sin embargo, son varios los
reportes actuales que ubican frecuentemente a elementos de regulaciéon en las regiones
intronicas mas que en los exones, como el caso de Kelb y cols. en 1998 (85) analizando el
primer intron del gen hGH-N o como el caso de los elementos de activacion ubicados en el

tercer intron del gen GH de la trucha arcoiris estudiado por Bemardini y cols. en 1999 (142).

En 1998, Kolb y cols también demostraron que al utilizar una construccién con una
minima porcién de un promotor de un proto-oncogen especifico de glandula mamaria
fustonado al gen hGH-N completo (todos los intrones), se expresaron cencentraciones de
HGH muy similares a las producidas por otra construccion carente de promotor, datos que
corroboramos por ensayos de transfeccion en JEG-3 y GC de una construccién en pBluescript
con el gen hGHN clonado de los sitios BamHI (+2) a EcoR1 (+2160) sin promotor (datos
mostrados en ia tesis de maestria del bidloge Hipolite Castille-Ureta 2000) (143).

El analisis de los genes hPL-1 y hGHV asi como los reportes de Ia unidad transcripcional
hGH-N, nos hicieron suponer que los intrones participan de alguna manera en los niveles de
expresion del RNAm y consecuentemente, en el nivet de proteina detectada. Especificamente
en el primer intron de hGH-N, Kolb demostrd la existencia de un elemento promotor capaz de
dirigir la expresion de genes reporteros como luciferasa. Con el programa Matlnspector,
detectamos en el primer intron de todos los genes del complejo, un elemento caja CAT (N:
+5371-+5373, PL-1: +12950-+12953, PL-2: +27618-+27621, GH-V: +42288-+42291, PL-3:
+50440-+50444, segin secuencia resportada por Chen 1989) el cual sumado al elemento de
respuesta a glucocorticoides (sitio de union conservado en todos los genes) o TEF-1 presente
s6lo en hPL-3 y hGH-V (resultado mostrado en la figura 4 y en seccion de Anexos,
MatInspector analists de primer intrén), podria ser considerado un promotor carente de caja

TATA, pero con elementos activadores suficientes como para dirigir una expresion eficiente.
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El primer introén de hPL-1 presenta ademas, un sitio de umon a Oct-1 (+12915-+12928)
que en conjunto con la secuencia de respuesta a glucocorticoides, pudieran reprimir la
expresion de hPL-1 en la placenta, dato que sugerimos por los reportados de Chandran y cols.
en 1999, quienes mostraron que el elemento de unién a glucocorticoides unido al factor Oct-1
en el promotor de la hormona relacionada a gonadotropina coriénica de raton, reprime su
transcripcion (122). El anterior argumento, podria explicar el efecto en nuestros ensayos de
minima activacton por la primer mitad del gen hPL-1 reparado sobre el promotor hPL-1 pero
la magnitud del estimulo se ve influida por la fuerza del promotor proximal, efecto de
compensacion por parte de [a segunda mitad de la quimera (intrones del gen hGH-N) o bien, a
que existe efectivamente activacion por la primer mitad de hPL-1 en la quimera, como ha sido
demostrado por el mismo Kolb (85) y sugerido por Reséndez-Pérez y cols (140) en otros genes
pertenecientes al complejo ¢ debido a que existe definitivamente.

En resumen, los datos de esta seccion sugieren fuertemente que elementos de respuesta
ubicados en la unidad transcripcional de los genes placentarios, pueden ser participes de los
niveles de transcripcion -de su propio -gen. Para analizar -este punto, evaluamos
especificamente el efecto del prim:.er exon e miron 1 de cada gen del complejo de expresion

placentaria con su promotor nativo, en los niveles de expresion de hGH-N como reportero.

3.6 Analisis del efecto del intron 1 en los niveles de transcripcion de genes placentarios.

Los analisis realizados por Kolb y cols. con el gen hGH-N (85), por Reséndez Perez y cols
en 1991 con hPL-1, hPL-2 y hPL-3 (140), por Liebhaber y cols. con quimeras de los genes
hGH-N y prolactina (141), los analisis en el tercer intron del gen GH de la trucha arcoiris (142),
los datos reportados por Castillo-Ureta relacionados con los ensayos de la unidad
transcripcional de hGH-N carente de promotor (143) y otros estudios con el gen GH de rata que
relacionan la conformacion y estabilidad activa de la unidad transcripcional mediada por los

mtrones (144), apuntan hacia el comuan denominador de que las unidades transcripcionales del
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complejo (intrones), poseen elementos de regulacion que de alguna manera pueden favorecer

o reprimir la transcripcion.

El analisis especifico de la participacion del intrén 1, lo realizamos construyendo
quimeras con el promotor proximal nativo, el exén I e intrén 1 de los genes hPL 6 hGH-V,
fusionados al gen hGH-N a partir del segundo ex6n (4atf 11 +241) hasta el sitio de restriccion
Eco Rl en la posicion +2.1, construccion que permite codificar para una proteina HGH

madura a partir del tercer exon, que seria utilizada como reportera en células JEG-3.

Los resultados de la tabla en la figura 40 y la grafica de la figura 41, demuestran que el
pruner intron de los genes hPL aumenta significativamente al doble (hPL-2) o cast al doble
(hPL-1 y hPL-3), los niveles de expresion de HGH comparados con los de recombinantes
conteniendo solamente el promotor proximal de los genes hPL con la uni-dad transcripcional
completa de hGH-N, pero no se presento aumento significativo con el recombinante de hGH-
V que conserva su primer intrén. Liu y cols. en 1995, reportaron que los intrones del gen GH
de rata, estan involucrados en estimular el alineamiento del nucleosoma tanto i¢ vitro como en
el ratdn transgénico (144), presumiblemente hace pensar que un mecanismo similar puede
funcionar en los genes hGH-hPL, favoreciendo la regulacion por su promotor quizds de una

manera de tipo tejido especifica.

Desconocemos precisamente si este efecto es de naturaleza tejido especifico, pues el
ensayo solamente lo realizamos en células JEG-3. El efecto del primer intron, se relaciona
también con la ubicacién de las regiones hipersensibles a DNAsa I, reportadas en el primer
intron de los genes hGH-N y hGH-V por Jones y cols. en 1995 (37) o por Shewchuk y cols. en
1999 (40) y ausentes en los genes hPL (ver figura 1, flechas color negro). Ellos sugirieron, que
pueden estar involucradas en la estabilidad del RNA derivado de las unidades

transcripcionales, aumentandola en pituitania y disminuyéndola en la placenta o bien, pueden
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ser blanco de proteinas de expresion en placenta que unidas al primer intrén de los genes
hGH, inhabilitan la activacion de sus respectivos promotores en placenta. Un candidato
responsable de este comportamiento represivo podria ser el factor de transcripcion YY1, pues
al analizar el primer intron [ mediante MatInspector (lltima seccidn de la parte de Anexos),
localizamos su secuencia de union en el primer intron exclusivamente en los genes hGH
formando parte de la caja CAT alternativa ubicada en esta region y ademas, porque Park y
cols.en 1996, también lo sefialan como el factor responsable de la inhibicién del promotor
distal de bGH, en células no pituitarias (120).

Resumiendo los resultados de este trabajo, demuestran claramente que cada region
estructural de los genes del locus hGH-hPL tiene participacién en la regulacién de los niveles
de transcripcion y el efecto depende de si el blanco es un gen hPL o hGH. Estudios extensivos
con un sistema de cultivo primario de pituitaria o placenta, con un gen reportero diferente
(pues se ha mostrado aqui que las umdades transcripcionales definitivamente pueden afectar
los resultados), quizas puedan poner de manifiesto en forma mas eficaz, la participacion de

cada region, poniendo mmcluso de manifiesto la accidon de otros elementos de regulacion.,

¥
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CAPITULO VI

Conclusiones.
Regiones promotoras y efecto sobre los niveles de transcripcion:

Todas las versiones promotoras analizadas responden diferencialmente a la accion
de diversos moduladores de la transcripcién.

Acido retinoico y AMPc, fueron los moduladores con un mayor efecto en la
potenciacién de los promotores hGH-N y hPL-2,

El analisis de la secuencia nucleotidica de los promotores con el software
Matlnspector, reveldé la ausencia de algunas secuencias de respuesta en los
promotores distales de los genes placentarios, que respondieron mas debilmente a
la accidn de los moduladores.

El factor transcripcional hPLA-1, transactivé preferentemente a los promotores
hPL en JEG-3, el factor Pit-1 fransactivo principalmente a hGH-N en células GC y
el factor Sp-1, activo casi exclusivamente al promotor de hGH-V. Pequefias
diferencias en secuencia en los promotores distales (deleciones o inserciones), asi
como el sinergismo con otras proteinas especificas de placenta o pituitaria; pueden
conducir a un comportamiento particular de los promotores de los genes del locus
hGH-hPL. X

El analisis de los promotores distales, reveld secuencias con interacciéon a TEF-1 y
TEF-5 en hPL-2 y ausente en hPL-1 y hPL-3 Estos factores estan estrechamente
relacionados con la actividad de estimulacion por el potenciador de hPL-3.

Analisis de la region 37 )

De las tres secuencias potenciadoras analizadas, solo la del gen hPL-3 es
funcionalmente activa. Ademas, se detectd un efecto dependiente del promotor
sobre el que interactia.

La inhibicion del efecto potenciador en células de pituitaria, comprueba la
naturaleza tejido-especifica en placenta de los potenciadores.

El potenciador hPL-3 fue el mas activo, pero el nivel de activacion fue casi el
mismo numero de veces en todos los promotores, por lo que las diferencias en los
niveles de HGH detectados, se deben exclusivamente a las caracteristicas de accion
de] potenciador sobre cada promotor.
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TiT

1)

2)

3)

Estudio de 1a baja expresion de las unidades transcripcionales hGH-V y hPL-1.

El andlisis de las quimeras mostré que las unidades transcripcionales de hPL-1 y
hGH-V afectan la fuerza de su promotor natural y reprimen los niveles de su
transcripcién, respectivamente.

El efecto del primer intrén actia sinérgicamente sélo en los promotores de los
genes hPL en células derivadas de placenta, aumentando 1a potencia del promotor.
el analisis de los elementos de respuesta contenidos en el primer intrén, revelan en
el de los genes hGH la secuencia con union al factor Y Y-1 relacionado con ia
represion de la transcripcion del promotor largo de bGH en lineas celulares
diferentes a pituitaria, pudiendo relacionarse como un elemento represor en
placenta de los genes hGH y posiblemente, relacionarse con los bajos niveles de
expresion de hGH-V en dicho tejido.

El primer intrén de hPL-1, favorece pobremente la transcripcion de su promotor. El
analisis del primer intrén ubica una secuencia de respuesta para TEF-1 en hPL-2 y
hPL-3 pero ausente en hPL-1, esto se relaciona con la menor actividad tanto del
promotor como de la primer mitad del gen hPL-1 comparada con la de los genes
hPL-2 y hPL-3, en células JEG-3.
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CAPITULOVIT

Perspectivas

La construccion de los recombinantes, ha permitido analizar sistematicamente
regiones individuales de las secuencias reguladoras del complejo hGH-hPL con un gen
perteneciente al locus, sin embargo el andlisis de las unidades transcripcionales de los
genes hPL, hGH-N y hGH-V nos revela que otros mecanismos de regulacién presentes en
los intrones son capaces de modular Ia tasa de transcripcion, mediante la interaccion con
el promotor nativo; lo que vuelve al gen hGH-N un reportero no completamente eficiente
para analisis de regiones reguladoras del locus, pues presenta efecto sobre ¢llas.

Los ensayos de transfeccion permitieron determinar que es posible hacer
cuantificaciones de las respuestas de ios elementos reguladores en células en cuitivo y que
las construcciones responden adecuadamente a los mecanismos de regulacion, asi como a
los moduladores positivos o de represién. Por lo tanto se justifica un estudio mas
detallado en el que se incluyan nuevas construcciones utilizando un gen reportero que no
interactie con las regiones promotoras del complejo. Dicho estudio podria realizarse en
cultivo cetular humano no neoplasico (cultivo primaric de pitwitaria y placenta humana) y
podria aportar nuevos datos acerca del efecto de los promotores o potenciadore. De igual
manera, el andlisis de una porcién promotora de hGH-V mayor a la analizada en este
estudio, quizds podria reproducir mejor el comportamiento observado en placenta,

pudiendo quizas ubicar al elemento responsable de su represion en ese tejido.
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Regulacion del complejo multigénico hGH-hPL mediado por hormonas y factores transcripeionaies

ANEXOS.

MAPAS DE RESTRICCION DE SECUENCIAS Y VECTORES UTILIZADOS Y QUE

FUERON GENERADOS DURANTE ESTE TRABAIJO.

MAPA DE RESTRICCION CON LAS ENZIMAS DE INTERES DEL LOCUS DE LA HORMONA DEL CRECIMIENTO

HUMANO
ChenY et al 1989, Nimero de acceso GeneBank: J03071
9469 Sca P
7317 Eco RI
7207 Aa Il 25506 Sca % .
5502 Aar 1T 24858 Bom HI 30148 Scal
5164 BamHI* 24182 Sea | 29874 Eco RI
4671 Eoo RI 19920 Bun HI 27410 Bern Hi*
2840 Sca 1* 26916 Koo Ri
13083 Aat 11 19873, Eco RV*
2348 BamHI » 9147 XhoT* 00 A3Thg Scate 0 2165 Bvw RI 27870 Bss HII
12250 Eco RI 19248 Bam HI 28881 Xhol® 30648 Cla1*
1 Eeo RI 10796 Sca I+ 2480 Hin DI~ 27754 Aar I
I__LI_HJ_A 1l | | L Ly 11 I It
hGHR) , | [ . RPT27Y 1]
t TL Costrilio & ULEG J I VLG (UIeG 32500 pb
) 1L Castrillo ' S
ULIEG
13000 Nhe I *
12069 Eco RI
10687 Bam HI
9931 Aar 11 .
17240 Eeo RI 27525 Hindlll
3914 Eco RI 9381 Bam HI 15444 B TT1 27352 oo K
2208 Bam HI 9088 Ece Rl 113701 Bam HI 20691 Clal* 24989 Bam I
1517 Bam Hi 7698 Bum TH 14866 Bam HI 24886 Ezo RI

an 20192 Eco RI 29975 Nhe |
272 Kpm 1 7003 BamHI oo 18076 AU 24602 Nae |
204 Bam HI 6299 Neel* |3y oo 17734 Bam HI 24302 Bean HI 31471 Eco RI
11 11 | | 111 il L1
' WCH Y hPL3 | 1] )

ULIG VLTRG 52200 pb

Complejo multigénico de hormona del crecimiento humano. Los cuadros negros represantan la regién
promotora proximal de 500 pb, Ia unidad transcripcional (Bam HI-Eco RI) se presenta como un cuadro
en color gris mientras el cuadro blanco, a la secuencia potenciadofa de los genes hPL. Las enzimas de
restriccion marcadas en negritas vy asterisco, fueron las utilizadas para sublconar los fragmentos del
locus conteniendo cada gen asi como sus regiones 5’y 3'flanqueantes a partir de los cosmidos, en los

vectores pBlueScript SK(+) o pBlueScript KS(-).
B Promotor proximal

w3 Unidad transcripcional

[] Region potenciadora
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Sacl 11447
ML 113 11347
Esgl 11438
Natl 11427

- Xt 11&31
Sper| 11425

= el | 11407
= EcoRi 11401
EcoRY 11305

PR 10600
+Peti tens

Bl 10317

-+

PASSK+hPT.1 Xha FeoRV

S P

» Xbal PBES 13856 bese pedrs = X772 Ecofll+
Linigua SHoE W70 511
4330 Pstl -
4387 Bbel
4387 KEn)
Brral 6674 -8R e
.. 4303 Peti~
Region 3° 4805 Astl -
« Pati TR0 5188 Fyile
« Xba! THM 524 SzedBart
Hael 7184 @ ALY o
& ndel  Ud transcripcional
002 Fetis
o858 Fptl-
&7 Swal

Secuencias clonadas de hGH-N y hPL-1 a partir de los cosmidos en pBlueScript KS(-) y

pBlueScript SK(+), respectivamente
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20 Xbw | -
2648 Pl -
2016 Tl
2616 Mae 1l
2015 Baa Al
2577 Baa Hi
2540 My
2548 ﬁl
2549 Ber Fl
242 Fayl
751 Sell 2370 Bss 5! 202 Bl
350 8ol 2353 Xma FI7P Bam Hi -
285 Bet 217 1125 Bar G 2353 Sma) 3107 Pst) - a7z Xnol
153 Efo RI- o AwNI 1907 Apm LI 2517 PIMI 01 Cwl ar2 Sdal
1 Hidlik 51 Bar Ul 1568 Bsa Bl 2335 Bsp HI 2013 Bep MI 3954 BamHI -
1 11 L1 1 i ] 130 1 1T 1 | L1
L PLOmOTDT Jistal il }
hM 2 Hind Xho 4077 base pairs Unique Sites Moede: Global
1367 Eco A -
758 Bsp 241 1327 Pwu ll
728 Xemt 1327 Mep Al 1881 BamH!+~
893 Bhs | 1138 Xmal 17681 s Gl
637 Byl 1118 Eco 4711} 1772 Ppul Ol
573 G| 1073 Mmesl 1367 Apal 1772 Ns |
570 Maelll g22 St 1322 Sfa Nl 1772 B Bl
170 Ban | S84 Ben B 910 Bemnl 1225 FpuMl 1716 Nspl
35 Bsn Bl 564 By W 904 Tail 1132 Smai 1648 Agail
3 Tagl 520 8st AP! 804 Adasll 1185 Ace 1l 1577 Psil -
2 Xhol 520 ApaBl 768 Eco NI 1065 Sacl 1322 Bsc Al 1642 Dralll
2 5c 517 Baefl 788 Sgill 1066 Ed 13611 1562 Hindll 1851 Ber FI
]l | RNl 1] lllll !] M]IIII
1 Lgqripile:
hPL2 Xho Bam 1866 base pairs Unique Sites Mode: Global
L
5838 Siol
4800 Pgtl-
4735 GamHi- 6300 Tag il
4655 Ber Gl 5830 Nar|
2 BanHI» 4548 Pou 100 6239 Fap!
521 B« 4646 Nail 5539 Kas |
506 Age i 241 Fuo Ri- 5668 Xl -
aZ5 Petl: 200 Mbal - 3708 Bet Z37| 5360 Bio |
2R Balt 1867 BamHI 3570 St 406 B BI 5895 Bbe | TE2 Clal
168 Bad W1 1510 Begl 3213 Bap E) 4451 P |- 5660 Pl 7189 Foo Al
1 Nhal 1301 Xow |- 203 FM) 3942 Sapl  , 5193 Bss HII UTT Patl-
1 Al &7 P=ii- 2445 BamH) - 3798 Acc | 5077 Aatil - 8817 AN
- - NN N RN
PL3 Nbe Cla 7697 base pairs Unique Sites ode: Giobal
Promotor proximal
Ud. Transcripcional

Las presentes secuencias estan clonadas en el vector pBlueScript SK(+) y los promotores distales de este trabajo
recuperadas utilizando las enzimas de restriccion Bam HI, Eco RI (promotor proximal) y el sitio de restriccion Xba

T mas cercano al sitio Eco RI de la region promotora proximal, como se describio en material y métodos.
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Mapas de los vectores pBluescript conteniendo las regiones clonadas EcoRI-Sspl de hGHN a la izaquierda y el
fragmento FcoR1I a la derecha. El vector pBShGHN FEcoRI fue utlizado para subclonar la unidad transcripcional
completa de hGH-N en los vectores pBiueScript SK + con la versidn promotora de 500 pb de los genes hGH-hPL.
En las construcciones en pBlueScript con promotor proximal de los genes del complejo, se sublconaron los
potenciadores entre los sitios X#o 1 y Kpn 1. La construcciéon pBShGHN Eco-Sspl, se utilizé para obtener al vector
pBShGHN 21K del que derivo el vector ppactinahGHN21K wmsado para evaluar eficiencia de transfeccion en el
RT-PCR cuantitativo y el mismo vector Eco-Ssp lo uilizamos para obtener los recombinantes con promotor de 500
pb reteniendo el exon | e intron 1 de los genes de expresidn placentaria utilizando los sitios de restriccion Aar T

(sitio imico en esta construceién) y Kpn I (peteneciente al vector pBlueScript),
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MAPAS DE RESTRICCION DE RECOMBINANTES CON VERSION PROMOTORA LARGA.

- ]
» Fwwl
el
o M ITH
o Saril- gy PP
- o
&0 fag) A% xpal
o Al M Bl Hoh
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A 5 T
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PBASK(+)3 MPLIMGHN %""‘”"‘

-+ %- Y AsiN
e Eenin
2l =5 .
Sen @ LW b
1 0
Hncail Taba I Dl 0 e
e I
. ,
Fn ne - o Pyt
- EamH Sa00 ‘fl“:' nl'ﬂ WI'
Ml BT Ly an
Al O e ii o Bemri w0 J
roems 5ot | M ol _‘;‘":’,‘. adu faplt
- 5 3
L

Ah
Kol 7188
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Unigie Shas
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» Sl
L A )
Enp 5352
Mt G|
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- L A
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Las regiones de secuencias : [ Jidentifican a la unidad transcripcional hRGHN, Hl ¢l promotor proximal y B8 la
regidn promotora distal.

128



Anexos

Regulacion del complejo multigénico hGH-hPL mediado por hormonas y faciores franscripcionales

MAPA DE VECTORES QUE EXPRESAN LOS FACTORES DE TRANSCRIPCION Y DEL VECTOR
USADO PARA EVALUAR EFICIENCIA DE TRANSFECCION B GALACTOSIDASA

Mapa del vector conteniendo Ia secuencia

- . Mapa del vector expresor del factor
del factor transcripcional humano hPit-1 - franseripcional humano Pit-1

bW
.g
—

RSV LTR
pho

Hind 111

Bel Mol
SHY el soc Tl

Mapa del vector expresor daf factor

transcripcional humano Spl Mapa del vector expresor del factor
transcripcional humano PLA-]

Sacl CMV LTR (750 gb)

pBlueScript

Fehn Notl pngn
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Mapa del vector utilizadoe para evaluar
eficiencia de transfeccion
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Regulacion del complejo multigénico hGH-hPL mediado por hormonas y factores transcripcionales

Tablas de ANOVA

Los datos que a continuacion se muestran, corresponden al analisis de varianza realizado primero
en las células de placenta (JEG-3)} y posteriormente, se presentan los datos de ANOVA de los resultados

obtenidos en piluilaria (GH-3 & GC).

ANOVA DEL EFECTO DE MODULADORES EN LOS NIVELES DE TRANSCRIPCION EN JEG-3
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1 1
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Ancva; Single Factor . T g
SUMMARY
Groups  Count Sum  Awerape Vanance
hGHV 3 70,66 2355333 5650033
AMPe 3 13591 4530933 149633 L
ANOVA - [ - ”
rce of Vens  SS o MS F___ Pvam Faoit |
Betwesn G 709,5038 1 7095936 68,81788 D,001153 7,70865
Whithin Gror 41 24473 4 1031118 ki
i
A H ]
Total 750.8385 5
SUMMARY - ~ i T
Groups  Coumt - Sum  Awerage Vanance
hGHY 3. 7066 5533 565008 :
Eforbol 3 9621 3207 178153 " ]
ANCVA
rce of Vana 5§ o M5 F P-vale  Fomit ¥
Between G 108,8004 1 1088004 9260734 0038220 770866
Within Gron 46,04867 4 173717 i
Total 155 7491 5 '
SUMMARY R
Groups - Count Sum  Average Varisnce b
GV . 3 7086 835633 565033
AR ! 3 15354 51.21333 5749033 [
.,,_._,.---——{!.n-.-—_..m_ - }
ANVA v —— —
reeof Vane 8% of M F Pvale  Forit
Between G 1147613 1 1147613 01,1933 0000143 770865
Within Gro 2281613 _ 4 5704033
-0 . e
' 1
Total 117043 5
SUMMARY T
. Groups  Cown Sum  Awerage Variarce
GHV 3 709 2355333 5850083 .
3 3 B472 3157333 3428433
ANOVA -
rco of Variz 5SS & MS F P-valye  F ot
Between & 95,4006 1_ 964806 2123845 0009967 770854,
Wyithin Gro 18,1703 4 4542733 . i
L3 £ 3 uy
Total | 14,6515 5 7 7 T T .
=2
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Regulacion del complejo multigénico hGH-hPL mediado por hormonas y factores transcripcionales

Anova: Single Factor ;
+ — T
‘SUMMARY ' )
. Groups Count Sum Average Vanance
hPL3 3i 34,17 11,39 6,3124
AMPC 3 84,57 28,19 6,4503
; i
ANOVA T T _
ree of Vane S5 of MS F P-value F crit
Between G 423,36 T 423,36_66,34333_0,001236 _7,70865
Within Gro 25,5254 4 6,38135
' e . -_; )
Total 4486854 5
SUMMARY R
Groups Count i Sum : Average Vanance
hPL3 3, 3417 1139 63124 }
Eforbol 3 84,02 28 30667 27,18423 ’
i
; i
i 1 5 )
ANOVA : \
roe of Varic S5 . of ' MS F P-vaiue F crit
Between G 429,2604 1 4292604 2562241 0,007171 7,70865
Within Gro 67,01327 4’ 16,75332 ! ,
. : ;
Total 4962737 ‘g !
'SUMMARY o T ' -
Groups | Count Sum ' Average | Varance
hPL3 f 3 3417 11,39 6,3124
AR : 3 198 02 66,00667. 3528443
S |
........ L -
ANOVA
ree of Vans S5 df MS F P-valus F crit
Between G 447447 = 1 447447 2151351 0000126 7,70865
Within Gro_§3,19367 4 2079842
. I
{Total  4557,664 5
SUMMARY B o I )
Groups © Courtt Sum Average Varance
hPL3 3 3417 11,39 6,3124
T3 3 142,972 4765733 16,74052
5. - Bt R ._!-_ . —
A ]
L n—— - . - 4 - - - - -
ANOVA
ree of Varia S8 oif MS i F P-value F crit
Between G _1972,079 1_1972,979_171,1696_0,000197 7,70865
\Within Gro. 4610584 4. 11,52646 ;
e T T - = T— —_ m e
N S i 1
I Total - 2019,085 5 j
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Regulacion del complejo multigénico hGH-RPL mediade por hormonas y factores transcripeionales

ANOVA DEL EFECTO DE MODULADORES EN LOS NIVELES DE TRANSCRIPCION EN GC

ANOVA DE COMPORTAMIENTO EN CELULAS GC |

SL_n estinu]o
hGHN _ AMPc _ Eforbol , T3 AR . 3
1662 6219 . 3456 , 647 431,
1995 549 31,023 { 697 3691
195 584 32,1 998 38,12

3

18,69 5849667 , 32,561 7806667

3937667 Media

1.R06737 3 645961 1 B13004 f i 89869'%

| ¥
3230767 _S! j !

SUMMARY | | SUMMARY d
GIoups Count Suy Average . Groups Caourd Sum Avoradge  Vanance | i
hGHN a4 74,76 1889 29767 MGHN E] 55,07 1688  3.264)
AMPC 4 233 9867 59.49G67 8862022 Eforot 3 678a) 32561 3.28RRA3
1
T ¥ r i 1
ANOVA 7 ANTVA i ]
roe of Yz 58 o MS F Pvate Fem ros of Vards S5 of ME F F-valse F ore
Betwwen C 3169141 1_3e9 41 574 2923 A4TE-DT 5887374 Bt G 42D8.807 1 288 607 88107 0000718 7,70865
WVathin Gea 33 11467 & 5518111 VMNIn Gre | 13,10257 a 3275642
Totai 5202 255 7 ! T 7ot 31,7058 5" -
SUMMARY ! ‘ ) EBusMMaRY
Groups Courd = Som Averpge  Vardance Groups  Court | Swm Avarapge Vark
HGHN * a 56,07 1869 | 22643 ' GHN ; I 507 16,66 32643
T3 f_ 3 23,42 j 7. 8%667 3805033 AR . 3 118,13  30,37667 10.76343.
i
. 3 ] T
i 1 f : I . ]
ANOVA ¢ 3 ANOVA N
reeofVarie 55 | f y MS F P-velue Fet | yoeof Varde  ES o MS F P-vaiue Fok
bwwan Grol 1778708 E] 177.6704 51 72555 CO0IBE  7,.7088% fween Groy, 841 0073 1 6419073 9151574 0000667 7, 70865
fthin Grouy 13,73867 i 3 43455? 1 Wthin Grouy 20,05547 4 __ 703887 i s
Y H .
Tolal 1914091 5 f Total 80,0627 S
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Regulacion del complejo multigénico hGH-hPL mediado por hormonas y factores trarscripcionales

ANOVA DEL EFECTO DE FACTORES DE TRANSCRIFCION EN JEG-3

" Asvova: Single Faclor

i 1,

l Anova: Smgle Facror

"

|

‘l BUMMARY " suvMARY
|_Groups Com'nf Sum A Vanence " Groups  Count Searrr Average Vi |
HGHN 5551063033 437050 e hPLY 3 3713 1236657 11,2603
LT 00 opseer S L 2 20500 S3OY 06.2006 !
I I e OO " { 4
. S5 o S F = Fanf Srovh N I !
e of Varta valus "
rcm of Vand  5S of M5 F P-veisw
Bem&g:_%%?ﬂ,& 1 ;ga-;?-ig 424 054 I 2BE-O5 7, 70865 S © 3600 A2 ] 7] 121W
- : — . = - - - — ‘Within Cre 1550535 4 3876333
Total 1245705 s SUMMARY :
F ke __gu_gs Count Surr A Variarce
Grrigns Cordt - Som A - AT . 3 3713 1237667 11,26013
hGHN E] 50 186337 4370533 PLA 3 54,71 1182367 177713
; hPLA1 3 167,38 5579333 37 53443 :
’ o ANCOVA _
ANCHA, ! co of Vane 55 o MS F__ _Fvaue F ok
e of Veria  5S of MS [ P-vale F orit Belween ¢ 168809,51 1 180951 1779037 0000183 7,70805
Between G 2071,200 1_2071.208 08 BSG4 0.0005TS 770505 Within Gre 377 D483 - 0440558 H
Nﬂ‘in Gro' 83 aoeea 4 208 fh2a8 T T A
. Total 17187 48 =
Totnl 2155 108 5
TR SLARMARY N
Croups Couri T r Varance Groucs Cournt S Averaga  Vanens
TEHN 3 =4 mlms 4370553 hPL1 3 ___37.t3 1237067 _11,26013
S 3 119,19 |73 8347 Sp1 3" 8877 195 13572 i
i AREWA M 1 ANCATA .
rceof Van: S5 o M3 F F-vakis Fot | meofVal S5 o M5 F__ _Fvae Ferl
Between G 667 604 1 B67604 1568084 OD11267 7 70885 Between G 76,04627 1 TFROAEZ7 E2684754 QOEE2TI 770805
Within Gra_ 135,8075 { 582107 ; Within Gro 4067467 & 1241067
L 7 = 1
Totat ' 803,2915 5 HEET™ 127 7220 = B 1
Anova; Single Factor . T SUMMARY
R } z Groups  Court? Sumr age _Vanance
SEMMARY Counf Sy Average  Valanoe 3 24.78 7 ’ k
rOUDE . 1
s AT T TR Pt 3 5545 1540667 1248203 ]
-Fitt a AZ55 1085 1115238
. ’ 1 : ANOVA —_— - 4
ANOVE i ' oo of Vark 58 - [ F Povalue  Fort |
7Ew of Vam 55 = s I Poviios F o | Betveen 1388771 T 1968771 1550044 0017002 7,700065
Betwaen { D848, 791 1 9848707 1525842, 0000247  7,70865 |, Within Gm 4048327 % 1012082
Within Gro _258,1864 4 645496 o ~
o e —— 2 Total 197 3603 = ¥
. Er -
- mpa e m——— [ce T e Lot Sram Averoge  Varmnoe
Groups Count Sum Avarage Vanance T 5 a2 TE B56 R ——l
hPL2 3 82.41 2747 17.5653 hPLA 3 GTSS 2265353 47 45583
PLA1 d 36852 1228733 120.4804 - —_—
LaNOwA T e A A i [P ANCMAE T T T "
0% oFVarE 55 C A S S T 1 B | M R At L AN X L L
Batwean {13652 659 1 13852, 8804 O 70065 1k . . E .
o o 2660095 “7 5242? e it WWithin Gro 98, 43087 A 2480771
Tulul 13938,78 5 _;r;&u_m_ 4005140 =
SUMMARY - MERY = .
Groups LCount Sum Averages Vedance th' 3 t;: B mg 7.7%98
hPLz 3 Bzdi 2747 175603 Sp1 3 13c= 27genm s107eE
SP1 3 12802 43,00667 1016576 B
ANOVA
RROVA ST T e e e e e Hr o Vam S8 o HS F___ Pvowe Fork
T Bt 1208 550 1 1208500 4414133 Om 7.7086%
ro8 of Varis_ S5 o VS F__ Pvole _Foll || omeas vrame A oeior
Between & 362,002 1 362082 B,073623 0069354 7,70865 } - e ¢
Within Gro 238,4539 4 5961347 Tota 14165275 - ;
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Regulacion del complejo multigénico hGH-hPL mediado por hormonas y factores transcripcionales

SUMMARY 1 SUMMARY 4
Groups  Count Sum  Avorags  Varnance [ Groups  Cound Sum  Average Varance |
AL 3 56,38 1879333 5038533 hPL3 3 5638 1870133 50383633 f
Pit 3 11912 370667 5724003 hPLA 3 M 7765 BIT4B4 ]
. : : [
e e — [T L 4
ANCVA ANOVA 1
e of Vara 8% of M5 F___Pvaltm FoX meoVams 358 o MS £ Pwie  Fert
Between G 656,0513 1 65,0513 18,79676 0011252 770865 | BetweenC 5196.161 1 5196169 1051832 0000508 7.70885
| Within Gro 132 5573 4 31390 ] Wihm Gro 167,574 4 49,3352 i
Tolal 7836088 5 Totsl 5303735 5 |
SUMMARY
, Groups  Count Sum Aversge Varance
hPL3 3 5638 1878333 8,038633
sp1 3 70,42 2347333 4371403
ANOVA
rcg of Variz 88 af MSs F ; Pvaup  Fom
Between G 32,8536 1 32,8536 1,245571 0,326918  7,70865
Within Gro~ 105,5053 "4 26,37633 !
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Regulacion del complejo multigénico hGH-hPL mediado por hormonas y faciores transcripcionales

ANOVA: EFECTO DE POTENCIADORES EN JEG-3

Anova: Single Faclr ' vd
;. lirempe _ Comaw_ Sum____Aweruge  Variance —
| SUMMARY Ll 3 3387 11,29 773
Groups  Count Serr Average  Tariowe MLIGHPLL 3 3711 1237 6,3729
bGHN 3 49,19 16,396667 10,5723
BGHNEPLL _ ~ 3 7105 2435 243731
; . , "ANOVA "
L rofVwixe & a& AfT F Pvafrwe F et
ANOVA Berweca G 1,14% 1 L74% 0287522 06202432 77086497
ree of Yariar S 4 MS F___ Poalue  Foilt |\yitn Gro 243404 4 eussi
Between G _94,883267 1 94.383267 54296058 00802388 7,708649;
Within Gro™_69,900667 417475167 Tom T 2600 sTT 0~ -
| Tom! | j64,78392 5 SUMMARY —
SUMMARY X = Growges Conaar Surw Average | Variace
Groups Count Sum Average Vanance PLIGHN 3 33.87 1129 5791
GAN 3. 4919 16,3967 1057223 . | PR IGHNRLY A TII6 2592 77,1467
GHNNPLZ 3 7377 2458 366748 ' + ,
] 1 I .
: . ANOVA | ’
ANOVA ; e of Varia__ 55 a& MY ., F P Fery
o of Vanii 55 o MS F P-valie  Font | Between G 321,03535 1 _321.05535_1949097¢ 00115569 7,7086497
Between & 100,6561 1 100,6967 4,262535 0,107889  7,70865 | Wwithin Gror 65,888 Fl 16472
Within Gro 94.49407, 4, 2e2352 — X
i ! Total 386,94335 s
Total ; 1951901 5 —— = =
e T e e =T = SUMMARY i
SUMMARY . N ]
Groups  Loumt Sum Average Variance Gmups_;_ Court Sum __Average Virience
PLAGHN 3 3387 1129 57973
GHN 3 4519 16,9667 1057223, )
GHNRPLY  ~' 3 {70061 SO5.87 1740283 T, 7 [PLINPL3 3 a2 34 2989 -
L4 H
) [3 i T
ANOVA : ANOVA "
e of Varie 55 af ME £ P-vaive F crit roe of Van: S8 of M3 F P-value F ot
Belween C 454531,3 1 4545313 4924486 ZA7E-O7  7,70665 | Batween C 2054721 1 2054721 1351,402 3,27E-D6 7,70865
Within Gro  368,2011 4 9230027 ; Within Gro 608, 1748 4 1520437
H H 1
okl 4549005 5 Total 2050803 g
SUMMARY - SUMMARY
. Groups  Count Sum Awerage \Vanance Groups Cowst Sum Average  Varanee
PLZGH:P ——-_--g - g;g 335346633: ;"40533 e = | |GHVYGHN 3 4391 144636667 i8.743032
PL2GH 6800 GHVCHNPL 3 57962 19320667 41784761 _
ARG ANOVA
e of Van: S5 7 MS Povalue ceaflaria 8§ d MS [ value i eril
Defween C 15,52042 1 15,52042 0310035 awfu_T'_1 Botweon (G R2900784 1 32,9097R4 10531507 03627865 7,70R6497
Within Gro 200,2411 4 5008028 _ ] | Within Gror 124,99559 4 31248897
Total - 2157616 5 Total 187 00537 5 — 7 -
SUMMARY { LSORARY - T T
3 Courd Sum Awerage  Variance Grroups Conwnt Sum Average  Vanae
PL2GH 3 8744 29146667 11440533 A GHVGHN E] 4391 14636667 1§ 743033
PLIGHPL? 3_ 15708 6% 816l — GROVGHNPLL 3 W stni Hsesn T
L 1 -
S | [ By ™
ANOVA : : MU_M
e of Variat S & MS F_ Podue  Fou | [roedbaar S & M F Pydve  Fem
Between Go_ 16546883 116540883 35555306 00039715 17,7086407 |ewwoen Grong 16820353 l 16020053 S30MIT3 00013611  7,TO86457
| Within Gror_ 186.15327 4_46,538317 § |Vihin Groupe, 10667013 4 26607533 .
. ! ! ; \ B { i '
(To] ' 13408418 s ' T ! Tad | 1788,7054 5 i
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Regulacion del complejo multigénico hGH-hPL mediado por hormonas y factores transcripcionales

ARY SUMMARY
Grovips Cors + Sum Averoge  Varianee Groups € onret Sune Average 7
PL2GIIN 3 FTA4 29146067 11440533
PL2GHNPL3 3 2006,5L 568 84667 44932157 GHVGHN . 3 1391 ) 11 £36667 1R 43033
GHVGHNFL: 3 15617 48733 416653
. )
ANOVA ANOVA
veofVarim &8 & ME F Pvalue  Ferit | lrceof Vamai &S & MS [ FP-valur Fert
Retweon Go 61382414 T 61382414 26643808 RAFIFO7 T,70864%%; lictween Grouy 244929.05 1 THU905  PMED  GO2L6  7.H0RGH97
Within Gro' 921,52612 4 23038153 Within Groupe 98481733 4 124&:!)133 ; )
Tt 61474566 5 - - : ; .
Tod MW [}
Isinvpisry
Groups Count Sam Awrge  Fanoncx
RGN © 3 GA4E 21493335 11984233
PLIGHNPLI 3 TADR 4B BIWSR T
aova | . SMMARY ™ o - T ]
B [ 5
Graups Caaont Sarmy Aversge Voo
wree of Variath S5 & M F P-value Fora PL3GHN 3 08 eun 1R
leween Growp. 1536 1 1536 06802365 , 0.4558482  7.7086497 PLAGNPLY 3 1 y 13m mm
Aithin COroupe 90,321533 4 2L 5¥013 : TR w3 ]
T [
Tol 10568153 3 , ANOVA ' , |
= — = oo Vawts S5 & M F o, Paaw  Fed
SUMMARY — [ictwecn Grooy 4173755 1 TS WS 5606 LARKST ]
Groups Couny Sum Averape  Vanance Witiun Groupe 45,1837 4 pb.o ’
PLAGHN ; 3 G448 2411 1174233 i
PLIGHNPLZ 3 1 MBYT  6R656667  l024Bm ¢ Tod 42030 3
" ANOVA ¢ :
wrce of Varatn 58 & My F P-vane Fent
cwoen G 333657 - 1 B SENM  000LSTSE 77086497
#ilkin Geoups 12853593 4 Iy 0
Toal 355,106 §
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Regulacion del complejo multigénico hGH-hPL mediado por hormanas y jfactores transcripcionales

ANOVA: EFECTO DE LA PRIMER O SEGUNDA MITAD DE hPL-1 y hGH-V EN LOS
NIVELES DE EXPRESION (media de las unidades de transmitancia).

Ancva: Single Factor | Lm: Single Factor
uy
SLUMMARY SUMMARY
Groups  Count Sum Averscm  Vanance 3| Groups Count Sum Average  Variance
PL1GHN 4 3 13,31 4436667 _0,054033 VGHN 3 EE-¥-] 63 1,33
11N N 3 20.2 a.?a:mca o.etma E VW 3 T4 2456667 0563333
TN1 3 Y 3 169 563333 0,4432333
pSvhrLl 3 0.5 0.1m7 0.035333‘ 11w k- ] 89 a3 0.8
oL _ N . N al ,—
ANCOWVA qh " — +
— ANOVA
ree of Van 55 o M5 I3 P-valile Lt = A
—_— ree of Vane 55 o M5 F P-vaius F ot
Betwoan: ¢ 63,04737 3 TOIST9 ADIAN ISSE05 AOSE18 | poren ¢ 80 22017 30,0765 13.6750 DOOIEE 406618
el 225 i (Wit Gra. 5.863333' 8 o787 ' '
) | | R & "
Total " 9361377 11 1 JTdd 26 1228 "
|Ancva: Single Facior ? vy v
SUNMMARY [ Groups Count Sum Avgrage Vardance
Gmups ot Som  Avernge | VGEHN 3 188 &3 133
1IN 3 02 6733533 094D 1 VN 3 7.4 2459687 05EAIIE
1N 3 1331 44366687 0.034033 i
o
m{ - - roatme— amnr we e ar. o - — - - ANOVA
o of Varie S5 o WS F Povehoe =] roe of Ve 55 o MS F P-vaiue F et
Between G 7912017 T 7912017 1525404 0017458  7,700065 Batween & 22,04167 T 204787 2525345 000848 7.706885
Within G 2, 074733 4 03518643 t # RWWithin G 3,786667 4 DS466ET .
. k 1
Totat §56675 s : [ Total 25,8283 5
SLUMMARY . |
| Groups __ Genl Tum_ Average  Vanance | ESLUMMARY
TN k] 8.1 40 124 L J Grouy; Count Sum__ | Avermge Vanance
K] 3T TEaT A diebEY B 06033 T I 5 5% 53 135
] ' VNV 3 168 5633333 0443333
ANOVA , J
roe of Vait__ 58 I S F Pwabe . Foll e, .
Batween C 4 524017 T 4524017 B.782454 D.058776  7,70065 ANOWA T -
vWithm Gro 2,688067 4 OmTDiTl [ F rce of Vs 55 of MS F FP-waiue F orit
H ! Batween & D,666667 1 0665667 00,7518 0434802 770865
Tatal 1192083 5 WiHIN Gro_ 3546687 4 0886667 -
Totl 4213333 5 T
SUMMARY ;
Groups Count Sum Avarsge \Vanance .
VN 3 74 2466667 0,563323
Vv 3 LX) 33 061
iy
ANOVA
roe of Vars 25 of MS £ P-value £ ont
Between G 1,041667° 1 1.D416867 1, 253536 7,70B65
Within Gro 2, 346667 4 05668867
Towml 9388333 [ T
[summary
Groups Coaunt Sum Averspe  Varlaroe
VNV 3 16,8 5633333 0443323
Vv 3 2.9 A3 0.61
ANDWA™ T
rew of Varie 35 of ME Ll Povaive £ ot
Beatwean C B,186667 1 B 168667 15,5CEIS o0e=E 7, 7,70885
Wthen Gro 2.106667 4 0520067
Total 1027333 5
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Regulacion del camplejo multigénico hGH-hPL mediado por hormonas y faciores tramscripcionales

PARTICIPACION DEL PRIMER INTRON EN LOS NIVELES DE TRANSCRIPCION.

(Media de 1a concentracion de HGH)

[1G11] para analisis del pomer intrém G 11-bPL

GHNOSWE 140) 20 _, 1508
L1 12,63 1135 15,7
PLIGHN__ 20,1 235 183
iz 338 w06 38326
PL2IGHM 692 712 _ 682
GHV 14,45 1096 | 988
IHV IGH 14,87 9,17 o4
™A ___TARD__ 2426 IN07

PL3 1GH 446,59 4336 45,81

Av;:g: " Theww 5
GIING Rb 1639657 3,251497
PLIGHN 1332667 2235539
PLIOHN 2066667 2695087
PL2GHN _ 14,12 _1,En7454
PL2 1GHN 69,53333 1,52752%
GHVGHN 11,76333 2388543,
GHV KO L], 14667 3 226555
PLMGHN 26,70667 2300346
PL3 1GHN 4623333 2,740333

——

AR ; T | oAy —
Groups » Couni | Sum Averoge - Vorionce | . Lirvups Cownf Surt Averure b arumice

FLIGHN 3l 3968 13,226667 49976333 , i [GHVRGHN 3,____ 3329 11763333 5.7052333 -
PL) 1GHN 3 10236 3412 149572 K i 1hGH 3’ 3344 11 JA6667 10410633

1 i ¥ ]

! : | i P 1 K
ANOVA i J i " 1 [aNovs !
weof Ve S5 MS ok Foyalue Fomi irce of Varia 55 & A r Povaiue Fori
Between Gr 654.7970% 1 65479707 65627916 0,001262L 77086497 | Iietween Gir 05704163 1 0570167 O070T894 08033421 7, KM6e497
Within Crot_ 30909667 4 _sgmael L . Within Grod  32,231733 4 80879333

4 2 L i & r———
Lotal 69470673 5 : . Tota! 32,8025 5
SUMMARY ~ - ‘SUMMARY

Groups  Count Sum | Average Varence _Groups _ Couni Sum  Average Varnance .

PL2GHN 3 10236 3412 149672 . |[PL3GHN 3 B012 2670667 5.571233 B
PLZ 1GHN 3 20846 6953333 2333333 PLI1GHN 3 138,76 4625333 7,5106833 -
ANOVA T ' ANOVA
wce of Vans 55 of M5 F P-vaiue + Foit JrceofVane 88 of MS F P-value Forit
Betwsen G 1881,156 1 {881,156 2175338 Q00023 7,70865 Betvlfeen ¢ 6731083 1 §73,1083 @O7.61873 0000725 7,70885
Within Gro 3458107, 4 5645267 e Within Gro  26,16373 4 6540933
Total 1945737 " T T T T lTOta! 599,272 5
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Regulacion del complejo multigénico hGH-hPL mediado por hormonas y factores transcripcionales

Reporte del aniilisis via internet de los elementos de respuesta en las secuencias promotoras
analizadas en este trabajo con el software Matinspector

. _ 8 8 h 40 spector :
Solution parameters:
Sequence file: hGH-N.seq {2240 bps)
Family matches: yes
MatInspector library: Matrix Farnily Library Version 2.3 February 2002
Setected groups s ALL ventebrates lib (0.75/Optimized)

(core/matrix sim):
Inspecting sequence hGH-N (-2240 to +1):

Further Positio

Strand ] Core sisn, {'!‘lﬁ_fm_nn. Sequence

Information n N
activator protein 1 58 -68 -) 1.000 1.000 ggTeACcagn
Epstein-Barr virus _ . 0 a HatGGTG
transcription factor R 63 83 ‘9 1 EOO _ 9'83 n 9‘?3“ ? 'f
Muscle Initiator {99 199 (¥ 0921 | os63 aagaggngs CACTooooges
Sequence
upstream stimulating | 139_1378  (+) 1000 { 0997 CACG it
factor ]
Muscle Initiator 160 - 180 (+) 1.000 0.893 gag:cwgcc;\cca:‘lgtglc
Sequence
. Pit1, GHF-1 pituitary
specific pou domain 190- 199 +) 0.871 0.894 agiATGCag
transcription factor
serum response laclor § 204 -217 {+) 0.972 0.860 ecCCAA tugprec
NF-kappaB 312- 321 +) 0.904 0882 GOGlgsicoe
signal transducers and } " GOAA
factivators of transcription 336-344 *) 1.000 0.882 neg
—® ] octamer-binding factor | § 407- 420 {+) 0 944 0.908 nasaattn ATATL
nuclear factor 1 485 - 502 (+) 1.000 0,947 ot TG teacggonace
apolipoprotein Al . CactC ,
regulatory protein 1 640 - 655 +) 0.826 0.842 - tbda‘i__ loaceica )
Relinoic acid recepior, member 644 - 653 (+) 0 897 0961 2 TCAGg

of nuclear receptors

CRE-binding protein 1/¢- Ar
Tun hereradimer 648 - 655 *) 0.769 0.885 ACL tou

Pitl, GIHF-1 pito ih :
ot domain transorimion factor] 656-665) (9 0.871 0.85) agtgATCCac

MyT1 zinc finger manscription

factor mvolved in primary 681 - 691 (+) 1.000 0.982 ccuAAGTHgg
newrogenesis
CCAAT/enhancer .
® - + 000
binding proteinbeta | oo- 1] &) 1. 0.950 aastgacGCAALgt
cAMP-response element } 4 A
binding protein 739-730 *) 1.000 0916 saTGACgeaalg
upstream stimulating § g75_g70{ () 0.863 0.930 geCACTig
factor
Nuclear factor of
- + TAAA
activated T-cells 916 - 927 ( ) 1.000 0.970 anctgiAA Ange
nuclear factor 1 1043 - - § 1.000 0.946 ool TGGCaucupuygrang
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1060
ootamer-binding factor § ‘1‘1832' ¢ 1000 { 0941 SATGCaana
RAR-rclated orphan )
recentor alphal 1242 - 1254 O 1.000 0.933 ateacgaGGTCag
c-Ets-1 binding site 11335,; 1' ) 1.000 0.899 1gas(i A\gagacica
c-Ets-1 binding site 1:3359' ) 1.000 0.908 pEai0 AA gagettgt
AP1 binding site 63 O 1000 { 0995 ¢TGAGTCAg
octamer-binding factor } 11??3" *) 1.000 | 0900 gagas'gagATGTg
upstream stimulating 1899 - + A m:
factor 1906 ) 1.000 0.957 SCACGTen
cAMP-responsive 1972 - T
element binding protein 1983 ) 1.000 0.927 clg TAlRete
upstream stimulating 2021 - :
factor 2028 ¢ 0.875 0.933 aCACATee
Pitt, GHF-1 pituitary 2043 -
specific pou domain 2052 (+) 0.871 0.966 catATClat
transcription factor .
Pitl, GHF-1 pituitary { 179
specific pou domain 2086 ) 0.871 0.953 attAl Glat
transcription factor
cellular and viral TATA §  2132- .
~ box elements 2146 ) 1'0?0 0.990 gl pageee
zinc finger with 2156 - ¥ aeTe
interaction domain 2168 ) 1.008 0.846 caCTCaz gate
nuclear factor YY1 2184 - .
binding factor) 2197 ) 0.777 § 0828 eogACLAL toggh
cellular and viral 2184 - e
+ COAC
CCAAT box 2195 ) 0826 { 0913 seCAC
hepatic transcriptional 2186 - : coteag LU 1
initiator element 2201 ) 0.852 0.902 Baslend

A total of 183 matches were found in 1 sequences!
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Matlnspector Release professional 5.2: hPL-1 2.5 kb, Search Results: (243 matches)

Solution parameters:

Sequence file:

Family matches:
Mzilaspector library:
Selected groups
{core/matrix sim):

yes

Inspecting sequence WL 1 (-2490 o +1):

hPL1_1.seq (2490 bps)

Matrix Family Library Version 2.3 February 2002
ALL vertebrates.lib (0.75/Optimized)

pra

Further Informatio Position | Strand "
u r Infor ion : S_e_qm
octamer-binding factor 1 42-55 {-) 0807 § 0.820 ag(iA | Utgantget
c~Ets-1 binding site 43-57 {-y 4 0.881 §0907 ottt AT glgnalge
PPAR/RXR heterodimers 49.68 {+) 0.807 § 0.696] acaectagpocAl ACggat
- nuclear factor 1 ~_ 78-95 =) 1.000 §0.946]  lgtTGGC auccuncatly
c-Ets-1(p54) 253 - 262 ) 0.851 § 0936 1 TGGAMge
octamer-binding factor 1 266 -275 (+) 0,755 § 0.876 AT sty
upstream stimulating factor 370-379 (+) 0.863 § 0915 geCAC Tgego
CCAAT/enhancer binding protein beta § 3%3-406 § {(+) § 0.985 30.952 gaatga AAAgan
octamer-binding factor 1 419 -428 {+) 0.755 {1 0.826 AT mas ga
stimulating protein 1 SP1, ubiquitous § ;0 )4 " .
zinc finger transcrption factor ) 1.000 £ 0.915 e wgee
~ APl bindingsite ~{ 515-323 {-) 1.000 §0.986 giGAGiLAe
VDR/RXR heterodimer site + 547 - 561 {+) 1.000 § 0.855 aayecagglLALLER
CRE-bimding protein 1/c-Jun heterodimer 569 - 576 (—) 0.763 §$ 0 882 wACT T
Glusoserlicuid meeeplor, C2C2 zuw [iuger prulcin
binds glucocorticoid dependent o GREs 628 -643 (-) 0.828 § 0.802 getanawt TUT At
nuclear factor 1 1112-1129 -+ 1.000 § 0956 te! 1 U louergensce
c-Ets-1(p54) 1163 - 1172 (-) 1.000 3 0.944 teCLLAgptg
L _NF-kappaB {p65) ) 1178- 1187 | (+) 0782 10877 tezgaTalC
SF1 steroidogenic factor | 1256 - 1264 (-) 1.000 § 1.000 tAAG o
apolipoprotein Al regulatory protein 1 { 1262 - 1277 (+) 0.826 §0 842 wetCC | Cracricn
Retinoic acid receptor, member of .
? 1266 - 1275 -
niclear receptors © 0.897 1 0.961 agglc '?Ggﬂgl N
CRE-binding proiein 1/c-Jun 1270 - 1277 +
heterodimer ) 0.769 1 0.885 1gACC Tea
sterol regulatory element-binding 1274 - 1284 3
protein 1 - 1.000 1 0931 gai LAl tizeg
Pitl, GHF-1 pituitary specific pou 378 - 1287 4 o
domain transcription factor “ *) 0.871 § 0.851 2EEAT L
upstream stimulating factor 1328 - 1335 {+) 1.000 § 1.000 cCACGTge
octamer-binding factor 1 1450 - 1461 {+) 0.750 { 0.801 galatplg AAAT
upstream stimulating factor 1489 - 1498 ) 0.863 §0.930 geL AL Ttele
WIMor suppressor p53 1510-1529 §  (+) 0.750 $ 06621 ragAAiucacageeazecee
PPAR/RXR heterodimers 1638 - 1657 {+) 0807 §0.707{ ceangcipgggaAGALIC
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octamer-binding factor 1 1650 - 1664 +) 1.000 § 0.832 agagnucAAATc
c-Ets-1 binding site 1712-1726 +) 1.000 § 0921 geaLUAAgegehgt
VDR/RXR. heterodimer site 1821 - 1835 {-) 0833 J 0.875 apgne act GGUGan g
Retinoic acid receptor, member of  § |o0c 1435 :
nuclear receptors ) 1.000 10977 aupTCACIgg
NF-kappaB (p50) 1837 - 1846 163 1.000 | 0.927 GHGiGagecun
octamer-binding factor 1 1897 - 1910 -) 0.833 {0.906 cacactigiTCTe
AP1 binding site 1953 - 1961 ) 1,000 §0.995 cTGAGTCAg
cAMP—respon::.:t:eielliement binding 1973 - 1984 O 1.000 1 0.925 ctpcTGAC gact
- — mi’OU-factm" Oct-i 1984 - 1‘)9-8 (=) “ 1 000 H;(‘)“Q ectgAA | 1ccacn:cm
_ AP1 binding site 2000 - 2008 {-) 0917 10961 aTOATTC AR
cAMP-responsive glement binding 2290 - 2301 “ 1.000 1 0.927 clap TGAC gl
protein
upstream stimulating factor 2339 - 2346 ) 0.875 10933 aCACATec
GC box elements 2344 - 2357 () 03876 0909 1ipGGACGEagett
zinc finger with interaction domain 2247 - 2259 (+) 1.000 § 0894 calvCTC cagonte
transcriptional repressor CDP 2359 - 2373 +) 0.795 4 0.877 caaattA T Cattag
Pitl, GHF-1 pituitary specific pou 2361 - 2370 B HATEC
domain iranscription factor - ) 0’_871 0.966 M‘. et
Pitl, GHF-1 pituitary specific pou  § 3305 5004 (3 { 0871 {00953 AATGCat
domasin transeription factor
cellular and viral TATA box elements { 2451-2465 ]  (+) 1.000 §0.990 gtaT AAAsagggoes
243 matches found.
A total of 243 matches were found in 1 sequences!
_ hPL-2 MatInspector 3.4 kb 308 secuencias reguladoras
Solution parameters:
Sequence file: hPL 2.seq (-3420to+ 1 bps)
Family matches: yes
Mailnspector library; Matrix Family Library Version 2.3 February 2002

Selected groups
{core/matrix sim):

»  ALL vertebrates.lib (0.75/Optimized)

Inspecting sequence hPL_2 (-3420 fo +1):

. b
Further Information Position Strand | Coresim, MEL'Y‘S‘ : Sequence
INF-kappaB 1i-122 (+) 0.780 0.836 a(L LA Cticeca
INF-kappaB 132 - 141 +) 0.904 0.923 Gurianiece
PPAR/RXR heterodimers 141 - 160 ) 1.000 0.729 § cangicianiicAAALtIea
ill, GHF-1 piluitary specific pos domain . g
ﬁ“uﬁpﬁw e 174 -183 o 1.000 8.876 tatcATTCat
e(tlaAATfeIﬂlancer binding protein 194 - 207 13 1.000 0.560 pectigaGCAAleg
{activator protein 1 AP-1 341 -351 ) 1.000 1.000 gg | GACkcap
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413 -420

Jupstream stimulating factor +) 0 875 0.935 cCACATEt
lsignal transducer and activator of 44-434 ) 1.000 0.760 IraniactgecrGGAA eatgr
transcniption 1 g
INF-kappaB 594 - 603 (+) 0.904 0.882 vulgeete
jactivator protein 4 607 -616 (-) 1.000 {.985 g AU U Y
SejCysf tRNA gene transcription 619-640 ) 1.000 0780 {ereolCCAocatcuioows
activating factor .
VDR/RXR heterodimer site 724 - 738 (6] 0 840 0.901 agapgana GTGitga
factivator protein 1 734 - 744 {+) 1.000 0.967 o | AL teoec
[Progesterone receptor binding site 816 - 842 'S 1.000 0.831 cmgtgcmxm ict
cAMP-response element binding
. 893 - 904 + .
Lprotmn (+) 1.000 0.882  TGAC yprugn
|Androgene receptor binding site 903 - 929 ) 0.750 0.806 mﬁ“gg‘:;g? fe
octamer-binding factor 1 954 - 867 (-) 0.807 0.820 apG AT Agaaiget
c-Ets-1 binding site 955 - 969 -) 0.881 0.907 GG AT gigatae
PPAR/RXR heterodimers 961 - 980 - 0.807 0.696 Ww@sﬁffu’-ﬂw@'@
{nuclear factor 1 _ 994 - 1007 -) 1.000 0.946 3 tgt TGGCanceancattg
’t(;_‘e(;_‘aAATfenhancer binding protein 1099 - 1112 O 0985 0.944 gl OANA Lt
Jserum response factor L 1133 -1146 {-) 0.847 0.870 ccC{ AGagntagea
Retinoic acid receptor, member of 1157- 1166 . TCACES
huclear receptors | B -) 1.000 0,984 aszg: ACaag
iRAR-re] ated orphan receptor alphal Lis0 - 1172 =) 1.000 0.943 stctpgatrtitLac
fupstream stimulating factor 1279 - 1288 (+) 0.863 0.915 geCAL Tgepe
]‘()Je(;AAT!enhancer binding protein 1302 - 1315 +) 0985 0952 gasttgaGAAA gan
Androgene receptor binding site 1306 - 1332 ¢ 1000 | o091y roesssccamiiiiic
serum response factor 1321 - 1334 -) 1.000 0.831 L ATaacgenca
VDR/RXR heterodimer site 1457 - 187) (+) 1.000 0.855 § aggoeapgtrAtGigig
cAM}’-responsive element binding 1474 - 1481 ) 0.766 0.801 WACL T
protein 1
CRE-binding protein I/c-Jun . g ‘41
heterodimer 1479 - 1486 ) 0.763 0.882 tgAC] it
Avian C-type LTR TATA box 1531 - 1540 -) 0812 0.833 eTT1 TAagt
vT 1 dne finger tmnscnpuon [aewr mvolved .
in prirmary ncm'ogcncsisn 1543 -1553 Q] 1.000 0.894 giAAGTHE
iﬁ-cell-qmiﬁc activating protein . 1587 - 1614 (+) 0.842 0.746 'mgg:ﬁ?ﬁﬁtmu" g
wth factor independence | zinc fingey pegagAA] Cactgga
eln acts &5 transcriptional epressor 1601 - 1624 (+) 1.000 0.936 acocag
X-box binding protein/RXR 1632 - 1648 =) 1.000 0.890 § UgcoloucalCaAcd
{nuclear factor 1 1997 -2014 (+) 1.000 0947 3§ wtTGGC teacgpoance
jactivator protein 2 2048 - 2059 +) 0857 0.802 aCCC Teoggag
lapolipoprotem Al regulalory proiem 1 2148 - 2163 (+) 0826 0.842 IgaaciCCT(ucclcl_‘_
Retinoic acid receptor, member of :
* 2152 - 2161 - ICA
Lnuclear recepiors ©) 0.897 0.961 181CAGES
!(‘RF,-I'_\indina protein ie-Tun 2156 -2163 (+) 0.769 0.885 teAta. Toa
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Jheterodimer .
Pitl, GHF-1 pituitary specific pou 164-2173
iranscription factor 2 ) 0.871 0.851 *MFATCCac
jtumor suppressor p53 2205 -2224 (-} 1.000 0666 Yupet ATlgizacicalgee
tumor suppressor p53 2215 - 2234 &) 1.000 0.662 ‘;"““""TG“‘:%""‘&“*
Se-Cys tRNA gene transcription 1743 - 2264 3 -
{activating factor 2243-22 -) 1.000 0.777 {wttC0C A cattgegtoatts
g:;AATlenhancer binding protein 2244 - 2257 *+) 1.000 0.950 nantgacGCAAGE
cAMP-response element binding 2245 - 2256 ) 1.000 0.916 2aTC ACcaatg
§protein
sterol regulatory element-binding 2347 - 2357 © 0.750 0.791 WTC AT ol
protein 1 N
~related orphan receptor alphal 2380 -2392 +) 1.000 0.941 agitgcalriviCap
Jumor suppressor ps3 2397 - 2416 ) 0.750 0662 fHRiATCwbgouga
serum response factor 2487 - 2499 (+) 0.757 0.705 § atcgeipGAT Agouocts
Progesterone receptor binding site 2498 -2524 €] 1.000 0.862 ’(mmg;;ﬁn"ﬁ“
c-Ets-1 binding site 2599 -2613 -+ 1.000 0.921 agAtTA A gegetigt
signal transducer and activator of 2620 - 2640 O 1.000 0838 [eesmeatcocatrGAAcaga
jtranscription 1 ca
CREB complex 2697 -211 +) 0.750 0.758 toatla T 1CUIe e
[INE-kappaB (p50) 2722-2731 (+) 1.000 0927 s K?Gﬁ;lgcui:c
{stimulating pretein 1 SP1, uhigquitous zinc . g [y
Jfinger transeription factor 27352747 © L600 0.914 g GCGrapse
signal transducers and activators of 2750 - 1758 ) 1,000 0.960 ooapGTAA
ranscription .
TEF-1 2763 - 2774 ) 1.000 0.830 cal ATTgetetc
AP1 binding site 2819 - 2827 © 1.000 0.995 eiGAGLLAgG
POU-factor Oct-1 " 2850 - 2864 () - 1.000 0.902 eclgAs j Tecacttt
cetlutar and viral CCAAT box 2893 - 2504 (-) 1.000 0.923 cacagl C Afiag
CCC[aAAT/enhancer binding protein 2913 - 2035 O 0.985 0.952 QatgaGA N Aaga
Ras-responsive element binding 2917 - 2930 ) 1.000 0.796 HCOC Ascacacaca
protein 1
Prs=ti transcription factor :
o ; . 940 - 2955 GGAAgsan
identified in lymphoid B-cells f o o (+)_‘ J‘?OO ?’862__‘ s‘f_sj A_ .
TEE-5 stimulator factor] 2987 -1998 () 1.000 0.887 ecCAT Teeacte
estrogen receptor 3042 - 3060 ) 1.000 0.807 {ptel-TCAacctpaacpen
Transcription activator protein 2 31853196 {-) 0.976 0.501 O ool
iupstream stimulating factor 3205 -3212 -) 0875 0933 aCACATge
Pitl, GHF-1 pituitary specific pou 3227-3236 ) 0.871 0.939 azttA) Clae
domain transcription factor
Pitl, GHF-1 pituitary specific pou 3361 - TGO
domain transcription factor 261-3270 ©) 0871 0953 RATGCa
. sterol_ reguiatory element-binding 3285 - 3295 © 0.750 0.838 i GAC
Jprotein 1
zinc finger wath interaction domain 3342 -3354 (+) 1.000 0.936 cpliCTC Liggale
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cellular and viral TATA box elements ) 1.000 0.990 maTAAABggRcC
inc finger with interaction domain H 1 00w 0 804 catv 1( crgeate
otal 08 m 1 |

rT—T P———rr e

hGHY 2730 bps { 279 maiches)

Matinspector Release professional 5.2 Sat Jan 23 15:46:03 2002
Solution parameters:
Sequence file; bGHYV seq (2730 bps)
Family matches: yes
Matlnspector library: Matrix Family Library Version 2.3 February 2002
Selected groups . .
(core/matrix sim): ¢ ALL vertebrates lib (0.75/0Optimized)
Inspecting sequence hGHYV {- 2730 to +1):
Further Information Position | Strana] < | Matnx Sequence
ilei am,
[INF-kappaB 65-74 {+) 0904 0.BR2 UOGOgeeee
{activator protein 4 78 -87 Q] 1.000§ 0985 AU ey
signal transducers and activators of § 49 g7 @ lrooo] oss2 1tggaGOAA
transcripbon
Se—_Cysf tRNA pene transcription %0- 111 © 1.000] o780 e COCA ecac ot
activating factor
VDR/RXR heterodimer site 189 -203 (+} {08404 0901 aggggnns UTLGiga
activator protein 1 199 - 209 (+) {10004 0967 20 1 LA  tecac
legesteronc receptor binding site { 281-307 () 11.000] 0830 WW@BSS‘;TGTTNWSS
signal ransducers and activators of § 45 159 @ |1000f o001 t1caCiGAA
nscupnon ) '
[TEF-1 related muscle factor 352 - 363 {-) 1.000] 0855 atCAT [ecigaa
zing finger with interaction domain § 368-380 {-) 1.0009 0856 gelCTI cnetete
sterol regulatory element-binding 408 .
forotein 1 398 -y 107503 0884 eaT CTtcooas
Se-Cys tRNA gene transcription 412 - 433 ]
racti vating factor ) ® ! 000 0.808 BaaeCC f A @ammf
c-Ets-1 binding site 420 -434 (-) 0.881 0.907 ctat AT pigaatge
RAR/RXR heterodimers 426 - 445 (+) 10807 0.696 BCBLOC1AERC Al ALrFut
Jnuclear factor 1 455 -472 -y §1060} 0545 1t | Ukt saccascatig
X-box binding protein RFX1 461 -478 (-} 11.000] 0906 clyigstgtiaty CAAvca
I3 factor-1 (I'IF1) binding site 527 - 540 (+) §1.000] 09ag agagtAALitacts
E;:(tIaAATienhancer binding protein 564 - 577 © looss] 0944 agggGAAA KL
R etinoic acid receptor, member of €31
{nuclear receptors 6226 ©) 10001 0584 aggTCACang
[RAR-biding site 625 -637 () 1.000 ] 0943 aterggalitae
[Ras-responsive element binding, 728 - 741 " CCAC .
protein 1 {(+y 10.790] 0813 AU Aagpoasoee
pstreamn stimulating factor 744 - 753 (+) 408634 0915 gel AU lgepe
Ce(iaAATlenhancer binding protein 767 - 780 ) looss| o9s2 pEstigaGAAA gan
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Androgene receptor binding site 71 -797 (-) 1.000] 0911 {ceatangpgrcagatTGTTouttctcsl
serum response factor 786 - 199 (-) 110004 0831 HCCslaaggecen
foctamer-binding factor 1 193 - 802 (+) §0.755 0.826 LA | (strgan g
Avian C-type LTR TATA box 858 - BS7 {(+) §0793§ 0827 aTAT AGAace
JCREB complex #89 - 903 {(+y J0.7841 0213 agigee | L AU gcang
VDR/RXR heterodimer site 922 . 936 (+3 §1.000] 0855 acgoca ggh Algig
cAM?-responsive element binding { 930 _g4¢ @ lo76s] os01 (e ACCTaa
protein 1
CRE-binding protein 1/c-Jun 944 - 951 . teACTTtA
heterodimer - . ,,E‘) 0.763 § 0.882 mng:lm T
T3 f'actor-l__fT‘F'l } binding site D45 - 958 () 1 NO0 0944 anagt{ AALagte
octamer-binding factor 1 1002-1016 § (+) §1.000% 0.863 aasagiacAAATeR
growth factor independence 1 zinc
finger protein acts as transcriptional { 1003-1026 § (+) §1.000] 0943 ] asagtgea AATCttageocggont
Tepressor
VDR/RXR heterodimer site 1057 - 1071 {+) §1.0004 0880 gegagget( 1Al rGopa
serum response factor 1085-1098 | (+) §09724 0832 {  act/CAAagpeoag
AP 1 1139-1149 +) 1.000 0962 g8 | AL agaut
Avian C-tvpe LTR TATA box 1188 - 1197 {-) 0.812 0.842 1ITAT T Tage
sterol regulatory element-binding  { 15, 15, ) Jors0] o191 taGC ACeacas
protein 1
fnuclear factor i300-1326 § (+) {1.000] 0956 101 T C teacageasce
{CREB complex 1375-1389 § (+) 10830{ 0824 ctoppa TTACe ggot
fupstream stirmulating factor 1386 - ] 395 ) 410004 0910 gl AU Cinyee
estrogen receptor 1389 - 1407 {-) 1.0009 0.893 gotel TC Atggtogeacga
etinoic acid receptor, member of { | .cn 476 O {ose7{ 0961 a2g T AGEg
nuclear receptors i
AR-receptoraiphal 0 Jl470-14824 () §10007 0936 cactias(GTCeg
CRE-binding protein 1/c-Jun 14m1-1478 1 () {07691 0885 1gACCTt
heterodimer
— cAM?-responsive element binding 1476 - 1483 © 0.766 0.801 WwACTTaa
protein 1
ith, GHF-1 pituitary specific pou  { |479. 1488 + AT Cla
domain transcription factor (+) §0871 0.851 R ¢
I‘?iamwenhancer binding protein { ;5c 152§ ) | 1.000] 50 T
’cAM.P-response element binding 1560 - 1571 @ 110001 o916 asT0 AL gcantg
protein
Iupst.rcam stimulating factor 1681 - 1700 (-) 108633 0930 L omCalTge
itumor SUPPressor pa3 B2 - 1731 (+) 407501 0.662 RERAA § L aCAR PR TuC
$GC box elements j 1778-1791 4 (+) J 0876 0899 aagal ACy ggott
serum response factor 1794 - 1811 () 10757§ 0.705 MCALo. T ARFC@c
[Progesterone receptor binding site § 1810-1836 § (+) § 1.000 ] 0.866 { temnpocpteatgT( T etpagtn
§c-Eis-1 binding site 1911-1925 § (+) §11.000] 0921 ggai rrAA gogengt
sipnal transducer and activator of 1932 - 1952 . {GAA
jtranscription I (-) 310001 0838 cagmaaicocg( cagaca
{CREB comptex 2009-2023 § (+) J0.750§ 0.758 1gata TTCCcoe
NF-kappaB {(p50) 2034 - 2043 {(+) 11.0003 0927 W R e oo
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SP1, ubiquitous zinc finger 2089 - 2101 3 G
L-anscription factor () §1.000 40'99? %M e
stimulating protein 1 SP1,
biquitous zinc finger transcription § 2101 -2113 -} 711.000 0.956 tgpGGCGrggee
factor
Jactivator protein 2 2106-2117 § (+) {0976 0903 g UL Cangget
cAMP-responsive element binding § 5155 5144 « o768 0306 #ACCTga
protein 1 _ i
AP| binding site 2238 - 2246 -) 10917 0961 2 LATIL Ag
Ras-l:esponswe element binding 247-2200 § (+) §1.000 0.792 FOCC Agnsocoocg
{protein 1
heterodimers 2273-2092{ () §1000] 0.724 | gassanzpiuccaninaca
EE?ZAAT!cnhanccr binding protein  { 5045 _ 220y © {os9s5] o952 gtetaglIAAA agg
Jupstream stimulating factor 2456 - 2463 (+) 11.000 0.997 eCACGTpa
upstream stmulating factor 2577 - 2584 (-} {087s 0,933 aLALATee
Pitl, GHF-1 pituitary specificpou § 5509 2603 { (+) {08711 0.966 2atATCCat
domain transcription factor ¥ L o N m N
cellular and viral TATA box
9. 27 TAAA
elements 2689-2703 1 (+) §1.0001 0.990 gu aegggeee
ectopic viral integration site 1 a2 ) () Jo7s0] 0827 acaAGAGac
encoded factor
':_.;nu :‘lllﬁ\;l W;I,:l ;n“.nuut:uu Jullla;lr ’ d— ket ‘ ‘-) ] ._333 | AT " et D e [ = el I i

e g el A et A ¢ -3 At e s s i A A A B e gy ¥ T e
A0 LWL WL b SRV VY ke IAALLLIAY 1AL 1 U\a\.lubllwal lJLd{I.anll\.'\.ra LS TR ST FL VO \A. I LY \)P}.

hRL-3 2730 bps ( 279 matches)
Solution parameters:
Sequence file; hPL-3.seq (2730 bps)
Family matches: yes
Matlnspector library; Matrix Family Library Version 2.3 February 2002
Selected groups " . 75 ..
(core/matrix sim): ALL vertebrates.lib (0.75/Optimized)
Inspecting sequence hPL-3 (1 - 2720):
Further Information Position Strandlm. mw' Sequence
NF-kappaB 65-74 (+) § 0904 { ossz GGOpotoec
{activator protein 4 18 -87 {-) 100G § 0.985 @A tgg
isignal transducers and activators of transcription 89-97 {+) LOOG ] (.RR2 nggat rAA
Se~Cys (RNA gene lranscriplion scuvaling (aclor 90-111 (-} 1.000 . 780 ciccL_{ Aecmeciteeicea
VDR/RXR helerodimer sile 189-203 (+) 0840 § ©0.50] aoegaann GTuGige
Progesterone receptor binding site 281 - 307 -} 1.000 0.830 § cactggetgigege 1G | i clecagge
§mvoblasl determinalion gene product 314-325 {+} 1 000 0.952 cagC Alringatg
—> ln:uron-restricﬁvc siiencer factor 321-341 ) 1.000 0.692 ace A Avcomgactcalon
{signal transducers and activators of ranscription { 351 - 359 (+) 1Loo0 { 09N ttealitTAA
TEF-1 relatcd muscle factor 352-363 !'-) 1000 0.855 atCAT Toctgan
zinc finger with interaction domain 1 368-380 () 1.000 § 0.856 gL TCleatlile
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sierol regulalory elemeni-binding protein 1 398 - 408 (-) 0750 § 03884 caTCTlooeae
Se-Cvs tRNA gene transcription activating factor | 412 -433 (+) 1 000 0808 gegel CUA goat toacatocta
loctamer-binding factor 1 419-432 (-) 0807 { 0820 2gG A H gnatget
jc-Ets-1 binding stie 420 -434 (-) 0881 0.907 aGGAT grgnatge
{PPAR/RXR heterodimers 426 - 445 (+) 0807 § 0696 acatontazgec AL ALt
fnuciear factor 1 455472 (-) 1000 § 0946 Tt TUUC maccascattp
{Octamer binding site (OCT1/OCT2 consensus) 454 - 506 -) LOOG § 0804 scantrL AAALget
T3 wanscription factor-1 {TTF1) bindung site 527 - 540 ) 1 000 0948 sgagti AAC gt
JCCAA L/enhancer binding protein beta 564 377 (-) 0985 § 0944 agiggt;AAAKE
ma"‘d receptor, member of nuclear 622 -631 A 1000 { o9se aggTCACang
RAR- receptor aiphal 625 - 637 {-} 1000 § 0543 atctggatiGTCue
{upstream stimulating factor 744753 +) 0863 { 0915 2eCAC Tazpe
{CCAAT/enhancer binding protein beta 767-780 § (+) | 0985 { 0952 gaattgatAAA gaa
jociamer-binding [aclor 1 793 - 802 (+) 0755 { 0826 AT O g
JCREB complex £89 - 903 (+) 0784 { 0813 aglpge T C AL goaag
{C/EBP binding siic o go1.908 { (+) { 0991 | osso tgactoacGC AAGase
VDR/RXR heterodimer site 922 -936 ) 1.000 § 0855 aggcea ggGALGRIE
JCAMP-responsive element binding prolein | 939 - 946 {+) 0766 § 0801 wACCTas
CRE-binding protein 1/c-Jun beterodimer 944 - 951 ) 0.763 § 0882 “1gACTTia
foctamer-binding factor 1 o Jwmawed ) 1000 { 0.863 sazagigeAAATCR
Iﬁ“ﬂ": éﬁ‘:c‘n?gmm | zinc finger protein § 1005 1026 § (+) | 1000 | 0543 { samgtpca AATCtagocoggeat
[VDR/RXR heterodimer site 1057 - W7i (+) 1000 | 0880 pipagpetu AL Gepa
2?:113 :’;ﬁ;ﬁm hotcrodimers, binding to subclass { 13651289 | () 1000 § 0837 cotggn TOACagageg egtcta
uclear factor 1 N 13091326 §  (+) LO00 | 0.956 a1 UL icacageesce
§CREB complex s3] (4 0830 { 03824 ctzoza T1 ACzgget
Jupstream stimulating factor 1386-1395 § () 1000 { o9i0 2aC ACGrgee
Retinoic acid receplor, member of nuclear 1467 - 1476 ¢ 0897 § 0961 22gTCAGeng
{RAR-receptor alphal uw-1482§ () 1o { 0936 coctiaa{ <1 Cag
CRE-binding protein 1/c-Jun heterodimer 1471 - 1478 +) 0769 § 0885 eAl e
cAMP-responsive element binding proiein 1 1476 - 1483 (- 0.766 0.801 waCTTu
Pitl, GHF-1 pituitary specific pou domain 19-1488§ (+) | osn-{ oss agigAl Clae
Jranscniption factor
CCAAT/enhancer binding prolein beta 1559-1572 4  {+) 1000 § 0950 B e G VA Ll
c AMP-response element binding protein 1560 - 1571 (+) 1000 4 09i6 821 L AL poaatg
jupsircam sitmulating [acior - 1691 - 1700 {-) 0.863 0930 gL AL TG
ftureor suppressor p33 1712-1731 4 () § 075 { 0662 gagAATUcacapgcaggece
{serum response faclor 1794-1811 | (+) § 0757 { o705 s gee(rAT Aggaogte
fo-Ets-| binding site 1911-1925§ (4) 1000 { 0521 22aGGAAgegetigt
{CREB complex 2000-2023 § (+) { 0750 { 0758 teacttal TCUcee
JGC box elements 2069-2082 § () 0872 § 0922 12T R gegtg
SP1, ubiquilous zinc finger iranseriplion faclor 2089 - 2101 -) 1.000 | 0.993 cppei3 Clppgeg
SP1, ubiquitous zinc finger transcription factor 21002113 () 1.000 § 0956 1geGGChagage
cAMP-responsive element binding protein | 2117-2124 () 0766 § 0806 HACCTgr
AP binding site 2238-2246 | (-) 0917 § 0961 aTGATTC Ag
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Ras-responsive element binding protein 1 247-2260 § (4) 1000 { o792 2CCCAgancecocg

RAR/RXR heterodimers 273-22929 () 1000 4 0.724 gearangaogocAAA caca
JCCAA T/enhancer binding protein beta 2285- 229 { () v9s5 | 0952 FFgEs AAA agg

upstream stimulating factor 2456 - 2463 ) 1000 § 0997 AL GTea
ftranscripaonal repressor CDP 2597 - 2611 {+) 0795 ¢ .83 mantA L Catg
Igﬁsggg; ‘E;c“;rm specific pou mm“f‘ 2599-2008§ () | os71 | o9 astAl CLat

Pitl, GHF-1 pituitary specific pou domain 2633-202{ ) 1 0871] 0953 aATGCat

nscription factor
zinc finger with interaction domain _ 2713-2725§  (4) 1000 § 03846 calGCTC an ggate
callular and yiral TATA hnv elemeants 2R {+1 __=11)0 n oond EhaT A = jgagooe S—

279 matches found,
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Anadlisis con el mismo software de:
Elementos reguladores presentes en Intréon I de los genes hGH-hPL,
’ Selected groups (corefmatrix sim): *  ALL wribrsics.fib (0.75/0pumised)

‘;equenu file: hGGHN_Tntronl_seq (260 hps) Im{u:tmg sequence h(THN ] Immn! {1 - 260)" 12 matches found.

VSGRET/GRE. 01 ! rticoid receptor, U202 zine finger
il_..__.._..___.. Pm'-ﬂﬂbmds ﬂmmmmddepemcntmGRE} 25 - 40 l ] ‘ 0.923 0.964 gecoca pig TGTCatg ]
r.....................................

Pl f 39-46 ! 1o 1000 0975 ]i tgasGuua I

[ [ A2
M:EFSbmdmgsue present in skeletal muscle-
|LEE: Lmlﬁw ipuional enhancers ! 82-94 ;Il o ].lwooll 0.832 F occT(.AGgmgg ]

—_— S ) o

E2F, involved in ccll cycle mgulatwn. interacts
l;ﬂLm | with Rb p107 protemn -I 0 i!loml 084

FUSSRIT/SREL? |fserum response factor it 125- 138 |mm 0822 JW

RSFCATAGEY 0 | - T:"’\r" 02 nuchear fuctor Y (Y-box binding fctor) 134 - 1 &@' 0.940 [T ‘CJ'L’
;vgxng TIOLT L0 !mmn-speciﬁc factor ‘; 152- 173 ;W@‘ 0863 | ‘ ioctpg 11 7 Clg a pgatgan!
I-{N'F-Skah Homolog 3 (= Freac6) m@-m waaseANACaget )
§

AR.EB!S {Atpla! regulatory clement binding i
|%}mmq i[ 182- 190| O | 1000 09% §  aoTTTel |
Pux1 paired do e sed in (he
fanizanio B e ] 5625 [ o750 i’_‘ :m
___.—-_—-—-——-——-——_—-—-——_-——1

Seaueﬂceﬁ'e hPL1 Intront. S'ia_@ﬁz bE_) |”3Lﬂg equenoe hPL1 lntronl (1 - 262): 17 matches found

]- Ghucocorticoid recepior, C2C2 2ine ilngcr [' I K 1
![ protein binds glucocorticoid dependent to i 25-40 'l [&5] II 0.923 [L .955 { gpeacaacg TGTCatg il
t) '-

r—— e e e e
P ——

V$!~ HIRARN, U I&Enuclwmnslocawrhomodlmcﬁ R 25 _ 403 zi H }f 0 887 E geoncanC Gl Goetg |
ig _$E§]| EIS!T,E !g| liolfaclory neuron-specific factor l 30- 3] i e 8[2 fLClga[.g'_gagaggc

H MAE fIMLF1 Ii 39-46 |i ) II 1000, 0.975 ,i tgalrinmm 1'
UMEF3 bunding site, present in skeietal muscles MEF3 bunding site, present i skeletal muscle-s !
EXMEFSOL o ific wanseriptional enhancers 'l! 0-93 @ ‘[ 1.000{ 0.832 i aocTCAGautgg !
u-.—-\.___,_..,..,_!..._.—._ S — -——-————u———_
-» [ }EZF mvolvedmcel]cycleregulauon. l! "i—!'—|l__'
I'——dSF.'FFHF £ itmiemcts with Rb _pm? p‘otem %9- ) 049 goecCA A i
I e T WO, U, e e
HV§ Mo octamcr-bmdmg 1, PO e Y
![—mm i omain ][1\02 nsli o ]Lo 930][ 0.904 |‘ U AT TCacat ‘!
m——d‘ b iy -2
VESREFMRE (RS ifswmn mesponsive (welor A4 TRE @) (d oRIS 0907 O A Compocng i
> {[VSREFERI O] Jfoerum respouse facor N AT e tl_o'i? 065 1{"""""'"'“"“""" mxmwmcl!
AV TMTRMTRE 01 |.Muscle-speclﬁc Mt tnding site %957 135 r_(-;;_af .000 ﬂ 00 il PR
IVATMTRMTBE 0L i e I a '8
Mimmﬂi¥ccﬂ91 _____,__." 132-1431{__ (+_)___;i I; 0910 IE tggCLAAI !
R p s, R e e e,
; 'SHEAT/HSFLGL _ heat shock factor | ' ie5 . ]u,mmw Tun Algtice ,§

IE\QNUI FIOLF]1 0] | iolrmmy ne‘lm-sl:lucdic factor i@ miL ey 'LOOPJi osss_JL teetgg [LUL tggxgggatgga__ll

u‘ [ lE_F involved in cell cycie rep.u]auon,

FeRaITRF 0 1. o ) It
lmtemcts with Rb pl07 peotein 1! 187 l lOOOi 0.746 ; afm grEat ~AA Araga i

! \F i)
Vi HAEVILGL Mwulmigmnonsaw 1 modedfnamit 175 . wgii ':(“_:J: |i U?OUH 0.79% " aer(:A

r--—nl---!—-———-—-——-—-—ﬁh..-.-_,,1
{Signal transducey and activator of transeniptiory

L\r - ll_ ]l 183 208] \ﬂmum 1‘ WLMK}O&&W |I
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Secquence file: hPL2_Intron].seq (266 bps)
Inspecting sequence hPL2 Intront _{1 - 266} 18 matches ﬁ)und

o mpa e |

f

d Gh pior, C2(2 zinc &

I V G ; fmgm‘pwlcm binds giwoeonmd l 25-40 ] I !0 923I geescapcg TGTCorg
dependert to GREs 3

I VSEBO}JAE ; nuclear ransiocator homodimers i 25-40 ,l [&5] 1 000‘! 0.887 !( gguacuCUTu
. ‘;ltaotory peuron-specific factor it _30-51 d (&5 i i o812 | 812 4 aacElg i L | ga. gogmpnggc i
phiihani O L___._‘..i g elocalll ~ i a2~ -

...._.-.-.:'=..—.=:"

]; g\{zwwg:m |.T"EF"E__""'___—}§ 39-46 j (9 {1.000] 0975 | @t
MEF3 bindmg siks, prescnl in skeloted | l '_——]
i\"SMEF'i; igmusulc-s]:-euﬁc trunscriplionnl 82 i ') ’@ 0832 cecll ACutiteg
— e | ; L____J
I T e CE K 0 K N
T\mgzggm F10 |[—"*—?E’*w'lm Eﬁ@ﬂm—ql
VESRFF/SREOR  ijseven responsive factor W 115-129 () AO81% 0507 | 2LC A [Craczaceng
SSKFE/SRE OL_—{fsertm response facior (oIl O ol oms || e rergems ‘
awmﬁmr@s E IR T
iwmmrmm”;ﬂr— 0.510 1 — mgaCCAAW
.W@w_m Jh_cgi;._t}gﬂcﬁiitg_l "W ia6-155 0 0 lioseny 0951 K -—m@_xg_u._.c_______
S e TN T o 0 M e
¥V SFCHDEHS. oﬁm Homolocml 186198 W:ms anas CAACaget
1 ouclo rowpiraiory focior 2 ;@-2'31_!! 0 'Fmr_m
5-oel spoitic scivang prown ][ 338 255 |_0) _J[U952]] 0830 || cosaesCOC Amegnsammscrgenga
,?Wgw IBood VARG Hzsioaen E:ml—aﬁﬂ g TT o |
— SR e LA L

Sequence file: hGHV_Intronl.seq (272 bps} Inspecting sequence hGHV_intron| (1 272); 15 matches found
I'"E - i - el ‘1 i & a
TETE T = - EFT=E e e 3 - =T = e

i Ghuencortionid receptor, (2072 7o fmgeri- i . !
VSGREF/GRE 01 J‘ protein binds glucocorticoid dependent to I- 25-40 ) i§ 0923 ll_ 0.964 i gacacame TGTCg %i
GREs ﬁ i
£ e oo e s e e e o e e ,.._.._._.__-_--_.___._.._-_...... _J —_—*,
mewﬂm“ p———
Bypuzrimtzrl o} IMZF i 30.46 1 46 1 (4) | lf 1000 0975 ) Ca_ 1
LR e . ._.-—.-.. S —
|§w_ ER/TAXCREB O i’Twcru-:B complcx li 42-56 i -+ [ 0.750 ;! 0703 ]l soocana(-¢ quat b
¢ i MEF3 binding site, present ske'let:l] ” T o
_’E_\r,jMEEK/MEF%ﬁ] ] uscle-specific transcriptiona) ent Ii 82- 94 " (] ‘I IOOOI 0832 | e TC ALTRIteg u
E\}F"“F"F"Fn 1§F2F involved n cellc\c]ereguhmml N 90 97 ) ’ 1000‘ 0 R4S i{ pronC 44 i
iingFf\FfI'FFl 0t ;; TEF-1 [g 97-108 It () ( ;{ ﬁ arc AT .o g
"*wsﬁRFFK;RFm :mmq-msc factor i;_ 125-138 18 (3} ii 09?2 i 0 %22 ! gg' CAAteiogg ]
,_-.—.—.—,_—.-.“4,.-.——.—_,,_,".—1:—-.”'-'-:“:_ e =]
VEPCAT/CAATO} & " cllular CCAAT box 8 132~ 143 (+) 0910 tﬂ_gg('( A At i
CATNFY 02 li nudurhdrﬂﬁ-bnt hinding factor) ti 134 - 144 ii (+ g wmlf 0940 ig 1ggt & u:_u-.-\ ] "g
: ViLE HSFLO] " theatshock factor 1§ 145-154 1 D § ¢ 867| | 0951 951 e Argtt
L__,_.___i
Ev NOLFAOLELOI i olfactory neurmn-specific factor ig 152-173 :i | 10005} 08311 iF“’"‘Fﬂ“-‘-‘— wm‘
"ll éiEE @E] 1 i‘mlcrfwcmregulntow factor 1 ) 188 200 I o) ‘ 0777 ’i! 0.863 Il gauaa an . A A !t
i - --ugnal tranﬁducer and achivalor of ;
i'i*\r%qréf?zé }g, i on 1 i 198 - 218 :l ® ]{ 1.000 i‘ 0 802 ’ TAGas mrmw

WVSETSFACETSIPSS 01 o-Ets 1(p54) 253262 11 O ([ 1000} 0945 4 acClOlaggea |
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Sequence file: hPL3_Intonl.seq (264 bps)

Insmdlng_sequenoe hPL3 Intronl (1 264): 15 I'I'ra'lt:hlt found

Name-ofFamiinieb e m. i "- Ilii‘* "ﬂ...l. i'Hi‘i i i il iE" PR e L
+! VG P i Ghucocerticoid receptor, C2C2 ninc | ][ '
i I finger protean binds glucocorticond ff 24-39 1 1 {} gecacancg : G 1 Cotg
i dependent o GREs i I ]

IIVSNULHU]‘I- !i(ll holfaotary ncmon-speclﬁc factor II 29-50 |I &) [l ascgty { UL paggrpsgagoe [l
f_—-—-—-——--‘——-—-—-————

{EVSMZE 17 D o I 1 IR.451 i' i o } toat A {xia

——————————.————————
l . 3 hinding site, present i skeletal l i
f!vsmgrm__&(_r‘s 01 {imusclc-specific transcripional it 8- 91 eceTC Algirteg

8§ . . __fienbancers

L2T, invoived in cell cvcle
!V CATF/CAT.02 regulanon.. interacts with Rb p107 ! 89 - ! () goeCAAL
|

fgw_,m_m—lf—'-**ﬁr—_‘g IO?iE e AT Teo tang
:VE‘ERF'FEQRF 03 ||m-m-. responsive factor i@&_ﬂ BUCA Icmggccas |

VEPCAT/CAAT O] u:!luhrCCAAT box I132 14 l! = | lllgg\.,{.f\md

_' . -.-m----——-—»-—-n..-—-.-—._..

gm—'ﬁE_ﬂ EEK Dm|
ii (:E% %.E;: 1 iwmmcptmbmdmgsﬂe “WS 2%‘ ) )i gciccagengetptt TUTTumcte
i--nn—-—u—-w—m
{HNF-3/Fkh Homolog 3 (= Freac6) :!134 196I | anRocAAACagat i

g.{\, AR FEAREBG {Atpla) regulatory clement lll l 0 aGTTT gt 1
2/ SARLTARLIC 04 ihm*dmg factor 6) : i
| ; S

Ev;momRm'm Imn‘” lear ranslocator !24 -39 ,“ « ]! ggeacasCGTGicog l!
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