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RESUMEN 

Kf.C. Martín Cañizales Espinosa Facultad de Med¡ciña de la U.A.N.T,. 
Título del Estudio: ESTUDIO DE REGULACION EN EL COMPLEJO MULTIGENICO hGH-hPL 

MEDIADO POR HORMONAS Y FACTORES TRANSCRIPCIONALES 
Número de páginas: 147 Candidato al grado de Doctor en Ciencias con especialidad en Biología 

Molecular e Ingeniería Genética. 

INTRODUCCIÓN: El complejo multigénico de la hormona del crecimiento humano, está constituido por 5 
genes que presentan elevada homología en su secuencia nucleotidica (>95%), pero que se expresan en tejidos 
diferentes: hGH-N en la pituitaria y los demás (hGHV y hPLs) en placenta, donde éstos tienen variados niveles 
de expresión. La regulación génica en este locus, ha sido estudiada desde diferentes abordajes a saber: 1) 
Construcción de recombinantes con el promotor de alguno de los genes, dirigiendo la expresión de genes 
reporteros no humanos, 2) Efecto hormonal y de metabolitos en el nivel de transcripción de ¿gunos genes del 
complejo (hPI.-2 y hPl.-3) en cultivo de células, cultivos primarios o en placenta, 3) Estudio de la 
transactivación de promotores basales por factores transcripcionales específicos de tejido y ubicuos, y 4) 
Análisis de dos de los tres potenciadores del locus sobre promotores heterólogos. 

Los anteriores análisis se hicieron con algunos genes del complejo, pero nunca se han estudiado todos 
ios genes bajo un mismo sistema de análisis. Este trabajo, abordó el estudio de los elementos reguladores de 
los 5 genes del complejo hGH-hPL, por transfección y en forma paralela. 
OBJETIVO: Estudiar la regulación de la familia multigénica hGH-hPL mediada por hormonas y factores 
transcripcionales. METODO: Se realizaron construcciones plasmidicas para estudiar las diferentes regiones 
estructurales y reguladoras de los genes del complejo hGH-hPL (promotores, unidad transcripcional [hPL-1 y 
hGHV] y potenciadores del locus). La respuesta de los promotores en ausencia o presencia de hormonas, 
moduladores, factores transcripcionales y potenciadores, se evaluó midiendo la expresión del gen reportero 
{hGH-N) por ELISA, después de transfectar transitoriamente células derivadas de pituitaria, placenta y de 
cérvix. El efecto de las unidades transcripcionales de hPL-1 y hGH-V en construcciones híbridas con hGH-N, 
se analizó por RT-PCR cuantitativo. . 

Conclusiones y contribuciones: Se obtuvo una colección de recombinantes de las diferentes regiones 
reguladoras de los genes del complejo hGH-hPL, los cuales permitieron estudiar la regulación de los diferentes 
genes, bajo las mismas variables de análisis. Este estudio demostró que las regiones promotoras tienen un 
efecto diferencial de activación en los niveles de expresión de cada gen del locus, posiblemente debido a la 
presencia y/o ausencia de elementos de respuesta a activadores o represores Igualmente, se evidenciaron a dos 
elementos represores importantes: Uno localizado en la región distal del promotor que reprime la expresión de 
hGH-N en células diferentes a hipófisis y otro en la región promotora proximal de todos los genes, que reprime 
la expresión indistintamente del tipo celular analizado. Los factores transcripcionales activaron 
diferencialmente a los promotores proximales, con Pit 1 activando preferentemente en tejido pituitario, PLA-1 
en placenta y SP1 sin efecto significativo de activación. Los datos muestran un efecto de activación preferente 
de tejido, el cual puede deberse a la interacción de los factores POU con otras proteínas específicas de tejido. 
Los potenciadores activaron la expresión solo en tejido placentario y en forma diferente para cada promotor. El 
análisis de la primer mitad de hPL-1 combinada con la segunda mitad del gen hGH-N, mostró mayores niveles 
de transcripción mientras el gen hPLl completo reparado, tuvo nulos niveles de transcripción; en el caso de 
hGH-V. la segunda mitad del gen tuvo mayor actividad transcripcional. En resumen, los datos en conjunto del 
análisis de las quimeras, sugieren la presencia de secuencias activadoras (primer intrón de hPLs) y represoras 
(hGH-V) en las Tegiones estructurales de estos genes, responsable^ quizás del comportamienjade los genes del 
complejo hGH-hPL. 

. Mírúfcí RtjQrígue Dra. Herminia Gpe. MvLíne¿ Ri/Ílrigueí, Director de Tesis. 
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CAPITULO I 

INTRODUCCION 

1.1 Selección del sistema de estudio. 

La expresión eficiente de genes requiere de múltiples pasos incluyendo transcripción, 

procesamiento del pre-RNAm transporte hacia el citoplasma y traducción (i). Las dos primeras 

etapas se llevan a cabo en el núcleo e involucran a complejos macromoleculares, los cuales han 

sido analizados en detalle por muchos años utilizando técnicas bioquímicas, genéticas, 

inmunológicas y moleculares, en ensayos tanto in vivo como in vitro (2). 

La selección de los modelos para el estudio de la transcripción debe ser cuidadosa y tratar 

de reproducir en lo posible las condiciones naturales. Entre otros se ha utilizado como modelo 

para este tipo de análisis, el embrión de la mosca de la fruta Drosophila melanogaster (3) el cual 

ha servido para establecer que muchos de esos procesos de regulación, se presentan también en 

otras especies. 

En el humano muchas familias de genes han sido utilizadas para establecer las bases de 

los mecanismos transcripcionales, por ejemplo los estudios realizados con las hemoglobinas (4), 
v 

inmunoglobulinas (5) y las hormonas del crecimiento (HGH) y lactógeno placentario (HPL) (6). 

Son varias las propiedades que hacen de esta última familia un buen modelo de estudio y han 

permitido caracterizarla desde muy variados enfoques, como el biomédico (7), evolutivo (8), 

biotecnológico (9) o en los aspectos básicos de su expresión (io). 

1.2 El complejo multigénico hGH-hPL como modelo de regulación génica. 

HGH es un miembro de la superfamilia de citocinas, que incluye interleucinas, factores de 

crecimiento, factor inhibidor de leucemia y factores neurotrópicos (11). El gen GH se ha 

expandido mediante múltiples duplicaciones en los primates (12) y en el humano actualmente 

está localizado en un locus se constituye por cinco genes dos hGH y 3 hPLs arreglados de 5' a 3' 

hGH-N, hPL-1, hPL-2, hGH-V y hPL-3. Estos están incuídos en una región genómica de 

aproximadamente 50 kb entre las bandas q22-q23, del brazo largo del cromosoma 17 (13). Estos 

genes y parte de sus secuencias flanqueantes presentan más de 90% de similitud en secuencia 



nucleotidica, sin embargo, a pesar de tan elevada similitud se expresan en tejidos diferentes 

(placenta y pituitaria) (12). 

El primer gen del locus, el hGH-N se expresa mayormente en las células somatotrofas de 

la pituitaria anterior y el RNAm para esta hormona constituye aproximadamente el 3 % del 

RNAm total derivado de este linaje celular (18). En contraste, los otros cuatro genes del locus se 

expresan principalmente en la placenta y sus productos de transcripción representan en conjunto 

el 3.5% del RNAm placentario total (19). Los genes hPL-2 y hPL-3 a pesar de sus escasas 

diferencias nucleotídicas, acaban contribuyendo a una misma hormona madura, con peso 

molecular de 22 kD (20) mientras que el gen hGH-V dirige la síntesis de la hormona variante del 

crecimiento (21). 

Diversos autores sugieren que los genes del complejo, solo presentan conformación de 

cromatina activa en aquellos tejidos en los cuales son expresados (hipófisis o placenta) (14,15), 

mientras otros sostienen que la expresión tisular específica es debida a la presencia y acción de 

factores transcripcionales exclusivos de tejido (16,17). 

Los niveles de transcripción dp los cuatro genes placentarios (hPL-1, hPL-2, hGH-V y 

hPL-3) han sido determinados utilizando diferentes metodologías (22,23,24) encóntrandonos que 

en general el orden de expresión es: hPL-2> ó = hPL-3>hPL-l>hGH-V. Tradicionalmente, se ha 

pensado que el papel fisiológico de HPL, producida en más de 1 g por día al término del 

embarazo y que representa el 5% de la producción proteica generada por la placenta, puede ser el 

control del crecimiento intrauterino, pues es antagonista de la insulina y esto provoca que los 

aminoácidos y los carbohidratos permanezcan mayor tiempo en circulación materna pudiendo 

ser captados más fácilmente por el feto (25). 

Se han reportado casos con deleción de los genes hPL, en donde la madre tuvo niveles 

basales o nulos de la hormona en la circulación y a pesar de ello, el embarazo llegó a término 

con un producto de talla y peso normal (26,27,28). Otro reporte describe un trastorno similar en la 

madre en donde el producto presentó bajo peso al nacer, aunque el cuadro clínico cursó también 

con ausencia del desarrollo de una arteria umbilical, por lo que no puede definirse si la falta de 



HPL contribuyó al retraso de crecimiento observado (29). En resumen, hasta ahora no se tiene un 

consenso de la importancia de HPL durante el embarazo (30). 

El gen lactógeno placentario 1 (hPL-1) que es el miembro del complejo con menor 

número de reportes de su actividad, no contribuye a la producción de HPL pero se sabe que su 

promotor basal es activo, al menos en ensayos in vitro (31). Se asume que su unidad 

transcripcional ha acumulado una serie de cambios nucleotídicos, principalmente una mutación 

en el sitio aceptor de splicing del segundo intrón, indispensable para el procesamiento del RNA 

inmaduro que lo imposibilita para generar una proteína activa, por lo que ha sido considerado un 

pseudogen (32). Más recientemente se han detectado diversos procesos de splicing alternativo, en 

los que predomina un transcrito carente del tercer exón y que conserva el marco de lectura para 

generar una proteína de tamaño molecular menor, pero se desconoce hasta el momento si en 

efecto se sintetiza y cual pudiera ser su actividad (23,33). 

El gen hGH-V codifica para la hormona del crecimiento placentaria y fue detectada en 

este tejido por RT-PCR e inmunohistoquímica (34). La principal proteína codificada es de 22 

KDa pero por procesos de splicing alternativo, se genera a partir del mismo RNA mensajero, una 
i 

proteina de mayor peso molecular que se ancla en la membrana de las veilocidades placentarias 

y de la que se desconoce su función (35). La HGHV recombinante producida en bacterias tiene 

capacidad Iactotrófica en cultivo de células NB2 y en ratas, lo que hace pensar que también tiene 

un papel importante en el crecimiento fetal (36), aunque su producción es mil veces más baja que 

la de HPL (12). 

1.3 Regulación de la transcripción en el complejo JtGH-hPL. 

Los elementos de la transcripción basal, efectores y/o represores con actividad en este 

grupo de genes son muy variados y se han localizado en la región 5', en la región 3' y dentro de 

la unidad transcripcional. Como ya se mencionó, los genes hGH-hPL presentan elevada similitud 

tanto en sus secuencias codificantes como en sus regiones 5' y 3' proximales, pero ésta 

disminuye conforme se avanza hacia las regiones flanqueantes de los genes (12), hasta alcanzar 

los genes ubicados rio arriba del locus de la hormona del crecimiento, un canal de sodio de 



músculo estriado (SCN4A) y un receptor perteneciente al complejo de inmuno globulinas de 

linfocitos (CD79D) (ver figura 1) donde se localizan diversas regiones de respuesta a Pit-1 

(LCR) que efectan la conformación de cromatina e influyen en los niveles de expresión y 

especificidad tisular de los genes del locus (37). 

En general, puede decirse que la transcripción de los genes del locus puede ser regulada 

en tres niveles: 1) Control de la transcripción basal, 2) Control de la especificidad tisular y 3) 

Control hormonal o potenciación (38). Estos puntos se describirán en las siguientes secciones. 

1.4 Control de la estructura de la cromatina del complejo hGH-hPL 

La estructura cromatínica que parece funcionar en el nivel primario de regulación de la 

transcripción, esta íntimamente relacionada con elementos ubicados a decenas de kilobases del 

gen que regulan; tales elementos son denominados Regiones Consoladoras de Locus, a las 

cuales nos referiremos como LCR por sus siglas en inglés. El papel de estos elementos, es 

estructurar dominios de DNA que sean competentes transcripcionalmente, modificando la 

conformación de la cromatina y confiriéndoles o no a las regiones reguladoras, 1a capacidad de 

interaccionar apropiadamente con factores trans (38). 

Se conoce que el LCR del locus hGH-hPL, se ubica en una región situada 

aproximadamente 55 kb antes del sitio de inicio de la transcripción del gen hGH-N (39) y está 

constituido por regiones hipersensensibles a la enzima DNAsa (HS) con respuesta a Pit-1 (40). 

Algunos grupos de investigación han aportado datos de la localización y especificidad de tales 

regiones por ensayos de transfección transitoria y en un modelo de ratón transgénico (41,42). La 

figura 1 muestra la ubicación aproximada de las secuencias HS en el LCR del locus, ubicadas en 

genes situados río arriba del promotor de hGH-N, algunas de ellas tienen especificidad tisular en 

pituitaria otras en placenta de éstas últimas, unas se ubicadan en el primer intrón de hGH-N y 

hGH-V otras, en las secuencias potenciadoras de los genes hPL. El efecto combinado de las 

regiones del LCR y la acción de factores transcripcionales (potenciadores o represores) sobre 

cada una de las regiones génicas de respuesta, conduce a un comportamiento único par-a cada 

gen del locus (43). 
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Figura 1. Estructura del complejo hGH-hPL. En la presente figura se esquematiza ia localización cromósomica, 
elementos estructurales y genes vecinos del locus de HGH. Las flechas verticales en blanco indican regiones situadas fuera 
del locus ubicadas varias kb rio arriba del gen hGH-N, representan las regiones hipersensibles a DNAsa 1 (HS) que forman 
parte del elemento controlador del locus hGH-hPL (LCR) y son especificas de pituitaria, mientras otras en negro, se localizan 
en la unidad transcripcional (segundo intrón de los genes hGH-N ó hGH-V) o en potenciadores del locus y tienen actividad 
especifica en placenta. 

Se han usado diversas estrategias para determinar que otros elementos más cercanos al 
i 

sitio de inicio de la transcripción pudieran estar implicados en la regulación tejido específica o 

en la tasa transcripcional de estos genes, tales elementos serán descritos a continuación. 

1.5 Factores trans y moduladores con actividad en el locus. 

Una vez obtenida una conformación cromatínica abierta y accesible, generada por las 

secuencias LCR, la matriz nuclear y seguramente enzimas y complejos remodeladores de la 

cromatina (43), las regiones reguladoras en esta porción de eucromatina, se vuelven sensibles a la 

acción de efectores o represores (segundo nivel de regulación), esto permite a la maquinaria 

basa! de transcripción interactuar con otras proteínas codificadas en otras regiones cromosómicas 

(factores trans) y que actúan en los genes dei complejo, participando en la regulación de la tasa 

transcripcional y la especificidad tisular. 

La regulación del gen GH aparentemente se ha mantenido evolutivamente sin muchos 

cambios en mamíferos (44), específicamente en especies como rumiantes (45), rata (46) ó humano 



(47); donde frecuentemente los estudios se centran en la acción de factores de transcripción en 

una porción relativamente pequeña que comprende aproximadamente 500 pb antes del sitio de 

inicio de la transcripción, en la cual se han descrito muchas de las secuencias con efecto positivo 

o negativo en la especificidad tisular o en los niveles de transcripción (48). Estos primeros 

elementos de DNA, sirvieron de modelo para localizar otros similares en las regiones distales del 

promotor, en algunos de los genes del complejo. 

La maquinaria basal que reconoce las secuencias de transcripción en las regiones 

proximales del promotor, involucra la participación de diversos elementos generales del inicio de 

la transcripción, conformado por un complejo de preiniciación (RNA polimerasa II en conjunto 

con sus factores generales de transcripción TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE y TFIIH) y un elemento 

iniciador frecuentemente asociado con el sitio de inicio de la transcripción (49,50). El conjunto 

completo es usuaimente suficiente para dirigir los niveles basales de la transcripción, pero es 

incapaz de reproducir la transcripción específica tisular de un gen y para lograrlo se necesita que 

el complejo interaccione con otros factores transcripcionales adicionales que confieran 

selectividad. Con base en lo anterior, se menciona que existen tres principales grupos de factores 

de transcripción (51): 
i 

a) Factores basales de transcripción que entran en conjunto con la RNA pol II, formando un 

complejo y que determinan el punto de inicio de la transcripción. 

b) Factores potenciadores, presentes en la mayoría de las células eucariotes (ubicuos) que 

incrementan los niveles de la tasa de transcripción basal (ejemplo Spl y AP2). En esta misma 

clasificación están los expresados en un tipo celular exclusivo, denominados factores específicos 

de tejido (Pit-1 oPLAl). 

c) Factores inducibles, son capaces de regular los niveles de transcripción y responden a 

señales extra e intracelulares como hormonas o segundos mensajeros. 

Una gran variedad de factores trans se sabe que interaccionan en los promotores basales 

hGH-hPL, algunos de los sitios de unión de éstos se presentan en la figura 2, que ejemplifica el 

alineamiento de las regiones promotoras proximales (496 pb) de los genes del complejo. 



La expresión de los genes del complejo, esta regulada en su promotor por varios factores 

de transcripción que incluyen las proteínas de unión a la caja TATA, el factor transcripcional 

ubicuo Spl (52), el factor estimulador río arriba o USF por sus siglas en inglés (53), el factor Zn-

15 (54), el factor nuclear 1 (NF-1) (55) y la interacción con el factor pituitario Pit-1 (56) y el 

placentario PLA-1 (57) entre otros, esquematizados en la figura 2. Todos estos elementos no 

podrían dirigir la expresión génica sin la acción del elemento iniciador que determina el sitio 

donde inicia correctamente la transcripción, ya descrito para los genes hPL y cuya secuencia 

nucleotídica de unión, está ubicada justo antes del sitio de inicio de la transcripción (58). 
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Figura 2. Alineamiento de regiones promotoras proiimaíes. Se presenta el alineamiento de la región promotora próxima! 
(496 pb) de cada gen del complejo hGH-hPL, así como la ubicación de diferentes elementos de regulación basal y sitios de 
unión a activadores o represores descritos para los promotores y con efecto conocido sobre ta transcripción, de las respectivas 
unidades transcripcionales. 

Muchos de estos elementos conforman el nivel b) de transcripción mencionado en la 

clasificación de la página anterior y en la siguiente sección, se describirirá la acción de algunos 

elementos activadores o represores, con expresión ubicua o específica de tejido, que se han 

caracterizado en las regiones proximales o distales de los promotores del complejo. 



1.6 Factor transcripcional Spl. 

El factor de transcripción Spl es una proteína presente en todas las células de mamífero e 

interactúa con el DNA a través de cajas GC (GGGCGG) contenidas principalmente en los 

promotores, provocando la activación de la síntesis de RNAm (52). El DNAc de esta proteína fue 

aislado porKadonaga y Tjian en 1987, quienes caracterizaron la estructura del dominio de unión 

al DNA y determinaron que su capacidad estimuladora está conferida dentro de la posición 

aminoacídica 168 a 686. Esta región se encuentra constituida por tres motivos dedos de Zn 

contiguos asociados a cisteína (Cys2,His2-dedo de Zn), los que le permiten la capacidad de 

unión al DNA (59). 

Cuando se estudió la capacidad del promotor hPL-3 para ser transactivado por Spl, se 

detectó que este factor es indispensable para potenciar la transcripción del gen en células de 

placenta JEG-3, vía el potenciador de hPL-3, pues la deleción del sitio de interacción con el 

factor (posición -129 a -112) acortando la longitud del promotor, redujo hasta ocho veces su 

actividad basal (60). Otros ensayos con el promotor de hPL-2, en donde se sustituyeron dos de las 

6 bases que constituye la secuencia variante del sitio de unión a Spl: GGGAGG- (-137 a -13I X 

usando mutagénesis sitio dirigida demostraron una disminución de la expresión del gen reportero 
t 

hasta en un 50% con relación al promotor sin mutación (61), lo que evidencia su importancia en 

la regulación del promotor de los genes. hPL activos- en el locus, aunque se desconoce su 

participación en los promotores de hGH-N, hGH-V y hPL-1. 

1.7 Control específico de tejido. 

El factor de pituitaria 1 (Pil-1) también llamado factor 1 de hormona del crecimiento 

(GHF-1), es una proteína de ̂ expresión-específica en la pituitaria (16,17). El gen Pit-1 posee una 

porción nucleotidica que codifica para un homeodominio con un papel crítico en la expresión 

específica de tipo celular del gen de hGH-N y desarrollo de la pituitaria (62). La interacción de 

Pit-1 en el promotor hGH-N se dá en dos sitios (proximal y distal) (16,17), .asi -como -en los 

promotores de Prolactina (hPrl) y Triyodotironina (T3) (63). Se había considerado hasta hace 

poco que el único lugar de expresión de Pit-1 era en la pituitaria, pero más recientemente se le 

localizó en otros tejidos como placenta (64). Igualmente se han detectado diferentes niveles de los 



transcritos de hGH-N y de los otros genes del complejo (hPL-2, hPL-3 y hGH-V) en testículos 

(65) u ovarios (66). Pit-1 es expresado en hipófisis desde muy tempranas etapas en el desarrollo 

(67), se sabe que interviene muy importantemente en la proliferación, diferenciación y 

especial ización de las células somatotrofas, lactotrofas y tirotrofas de la glándula pituitaria en su 

porción anterior (68). 

Aunque Pit-1 ha sido localizado en la placenta humana en muy bajos niveles (69), aún no 

es claro el efecto que tiene sobre los demás genes del complejo, por lo que algunos ensayos para 

estudiar este punto se han realizado en la línea celular GC (derivada de células somatotrofas de 

la pituitaria anterior de rata) que expresa el Pit-1 de rata. Los estudios por transfección de 

recombinantes con el promotor proximal de hGH-N, hPL-2 y hGH-V fusionados al gen 

reportero CAT y ensayos de proteínas unidas a DNA analizadas por retardo en gel, muestran 

que: 1) Pit-1 de rata puede unirse eficientemente a los sitios proximal y distal en los promotores 

de los genes hGH-N y hPL-2, pero no puede unirse al sitio proximal en el promotor de hGH-V, 

2). Los niveles de expresión del gen reportero CAT demostraron que los promotores basales 

placentarios son activos en pituitaria y que el de hPL-2, tuvo mayor fuerza para estimular la 

transcripción que hGH-V e incluso que hGH-N (70). Estos experimentos sugirieron que otros 
t 

mecanismos de regulación funcionando en regiones diferentes al promotor proximal, dirigen la 

especificidad tisular de estos genes en placenta y que pequeñas diferencias de secuencias en el 

promotor, los hacen responder en forma diferente a los factores de acción trans. 

Se mencionó anteriormente que la similitud de los genes es menor al alejarse de las 

unidades transcripcionales o reguladoras proximales, acentuándose las diferencias en el 

promotor distal, en donde se localizaron secuencias presentes exclusivamente en los genes de 

expresión en placenta denominadas secuencia P ubicadas entre 1.7 y 2.1 kb antes del sitio de 

inicio de la transcripción (hPL-l:I0290-10365, hPL-2: 25009-25085, hGH-V: 39780-39856 y 

hPL-3: 47529-47605, según la secuencia reportada por Chen y cois.) (12). Para analizar la 

especificidad tisular de la región, a los recombinantes con promotor proximal de hPL-2, hGH-V 

y hGH-N descritos en el párrafo anterior, se les fusionó la secuencia P del gen hGH-V (260 pb) y 

se ensayaron por transfección en células GC y JEG-3 (placenta humana), demostrándose un 

efecto inhibidor de la transcripción sólo en células de pituitaria con los recombinantes que tenían 



el elemento P (71). Se ha propuesto entonces, que las regiones homologas en el promotor distal 

de hPL-1, hPL-2 y hPL-3, tendrían un comportamiento similar, mientras que la posible presencia 

de una región opuesta a la secuencia P en hGH-N, combinado con los bajos niveles en placenta 

de Pit-1, generan la falta de expresión de HGH en este tejido. Otros reguladores en el promotor 

distal, en la unidad transcripcional o en la región 3,' permiten la descripción del tercer nivel de 

regulación: El control hormonal. 

1.8 Control hormonal 

Las proteínas codificadas por los genes del complejo hGH-hPL y secretadas por la 

placenta, presentan un incremento diferencial en los niveles de sangre materna durante las 

diferentes etapas gestacionales. En un estudio de diversas placentas en edad gestacional de 8 a 

39 semanas, se encontró un incremento de 10 veces en la cantidad de RNAm del gen hPL-3 y de 

hasta 30 veces en la cantidad de RNAm del gen hPL-2, aumentando la capacidad de síntesis por 

la placenta principalmente durante los períodos intermedio y final del embarazo (23). 

La HGH-V (placentaria) presenta un comportamiento similar al observado para HPL en 

sus niveles de aparición durante el embarazo, aunque con concentraciones menores y aún así, 

hacia el final del periodo gestacional'llega a sustituir casi completamente a la HGH producida 

por la pituitaria materna, cuyos niveles se ven disminuidos hasta en 70% al final del mismo (25). 

Estos datos sugirieron que los cambios hormonales y el acondicionamiento fisiológico en la 

madre durante este proceso de desarrollo, pueden influir en el control transcripcional de ios 

genes del complejo, tanto en la placenta como en la pituitaria (72,73). 

Un gran número de metabolitos, hormonas y otras sustancias del tipo de segundos 

mensajeros, se han examinado para dilucidar su papel en la regulación de la concentración de 

HPL, HGH placentaria o HGH hipofisiaria en sangre o en cultivos celulares. Se ha encontrado 

que pequeños cambios en las secuencias nucleotidicas de respuesta a tales elementos, puede 

alterar la transcripción de uno u otro gen del complejo (74). 



Se han identificado varios efectores en los promotores del locus con importante influencia 

en la activación de la expresión. Dichos elementos tienen primero que unirse a sus respectivos 

receptores en las membranas celulares o nuclear y después, ser transportados ai interior del 

núcleo hasta encontrar las secuencias nucleotídicas blanco en el DNA. Tales activadores pueden 

ser hormonales como tri-yodotironina (T3) (75) o ácido retinoico (AR) (76), elementos de 

respuesta a CREB que actúan mediante la proteína CBP y son dependientes de señales vía AMPc 

(77), citoquinas como IL6 (78) o vitaminas (79,80). En la figura 3, se resume la ubicación de 

algunos moduladores descritos en el promotor o unidad transcripcional de los genes del locus. 

Elemento P 
-2.1-1.7 kb AMPc-1102 

yitn.iiiw.i070 

Ex̂n / Exón ¡1 Exón Ili Ex6o IV Exóa V 
InLiúnl InLróni InlrúnJ Iairún-/ 

•2000 
+570 +990 +1377 +7575 Promotor +498 , ]¡n .1420 1828 

n Sau&óI / Sau9C 
Psl¡ Srn*< 

ColadepoyA/ 

UTR 3" 
•>•2130 

Eleueotu aej;ulivu_ de respuesta a T3 
(nTRE) Sjpl 

TS.ARJ'iiD ATI -iW-140 
-SW-S33 -540'-323 Spi 
-e0tf-58S -1W-140 

1. Caja CAAT ra lodos. 2. Elemento de respuesta a Oiucocorncoídes ce sodos. 3. TEF-1 en hGH-Vy hPL-3. 4. Oet-l eohPL-l 3. Vy-1 en hOH-N y büH-V 

Figura 3. Moduladores en el locus hGH-hPL. La figura representa la estructura de un gen típico del locus hGH-hPL y 
la ubicación aproximada de aigunos de los elementos basales de transcripción y de respuesta a moduladores 
hormonales, inhibidores o factores transcripcionales en ¡a región promotora. 

Muchas de las diferencias nucleotídicas en los genes de la familia pueden estar ubicadas 

en las regiones de unión a los co-activadores de la transcripción en el promotor proximal, otros a 

veces muy alejadas a cientos de pb en el promotor distal e incluso otras, dentro de la propia 

unidad transcripcional, como en hGH-N en cuyo primer intrón tiene una secuencia de respuesta a 

glucocorticoides (+86 a +115, 5!-TGTCCT-3?) influyendo en sus niveles de expresión en la 

pituitaria (8i). Este elemento está conservado en los demás genes placentarios pero se desconoce 

si tiene efecto en sus niveles de transcripción (figura 4). 



Los moduladores no solo regulan el promotor proximal sino también sitios alternativos de 

inicio de la transcripción ubicados río arriba del sitio cap en el promotor de hCH-N (82), hPLs 

(83) y GH de rata (84) o en la segunda mitad del primer intrón de hGH-N (85). Este último es 

influenciado específicamente por el elemento de unión a glucocorticoides (figura 4), sin embargo 

a la fecha se desconoce la función de dichos promotores alternativos. 
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Figura 4 Alineamiento del primer intrón de los*genes del complejo hGH-hPL Las unidades transcripcionales después del 
inicio de la transcripción, fueron alineadas para identificar regiones de interés en esta zona: Exón I el sitio de inicio de la 
traducción (ATG), Intrón 1: la secuencia de respuesta a glucocorticoides (GRE) conservada en todos los genes, la caja CAT 
como elemento de unión a factores basaJes de la transcripción y genera ei sitio alternativo de la transcripción, Oct-I en hPL-1. 

Estos argumentos apoyan la idea de que los moduladores pueden afectar otras regiones 

además del promotor y provocar un efecto importante en los diferentes niveles de transcripción 

del complejo en placenta e incluso, estar relacionados con la expresión específica de tejido. 

1.9 Secuenciaspotenciadoras en el extremo 5' de los genes hPL. 

Diversos mecanismos de regulación de la transcripción o de remoción de intrones, 

requieren elementos especiales de DNA denominados secuencias potenciadoras o "enhancer". 

Los potenciadores pueden funcionar a distancias considerables río arriba del promotor en el que 

actúan o estar localizados dentro de la unidad transcripcional o en la región 3', son activos 

independientemente de la orientación con respecto al promotor y tienen similitud con regiones 

virales ya reportadas (86). 



En el locus hGH-hPL, solo un potenciador con actividad comprobada se ubicó 2.2 kb 

hacia el extremo 3' del gen hPL-3 (87). Esta región no tiene actividad en células derivadas de 

pituitaria GH-3 (88) o de cáncer cervicouterino humano (HeLa) (89) y es activo con promotores 

heterólogos en células de riñon de mono verde africano (COS 1), debido a la alta similitud con 

otros potenciadores virales ya descritos como el del vinis de simio 40 (SV40) (90), pero aún así, 

su efecto se restringe principalmente a células derivadas de placenta (JEG-3 o BeWo) y por eso 

se piensa que tiene participación en la regulación especifica de tejido de los genes hPLs (91). 

El potenciador está en una porción genómica de 300 pb, aunque ahora se sabe que el 

centro de su actividad se restringe a un segmento de 138 pb, conformado por 4 sitios (DF-1, DF-

2, DF-3 y DF-4) con unión a proteínas ubicuas y específicas de tejido (91). En el locus hay otras 

dos regiones similares en secuencia y ubicación en hPL-1 y hPL-2, pero no presentan actividad 

potenciadora debido al acúmulo de mutaciones en el elemento DF-3 (9i). Los estudios anteriores 

determinan que los elementos DF-3 y DF-4 son las dos principales regiones estimuladoras de la 

transcripción en el potenciador de hPL-3, pues al intercambiarlas por las regiones 

correspondientes del potenciador de hPL-2s por un lado se inactivo el efecto estimulador de hPL-

3 y por el otro lado, se recuperó el 98 % del efecto de hPL-2. Este mismo reporte ubica una 

región que denominaron AF-1 entre DF-3 y DF-4 la cual, participa también de la fuerza de 

potenciación (92). Lo anterior hace pensar que las mínimas diferencias en secuencia entre los 

potenciadores, pueden ser la razón de la inactividad de los potenciadores de hPL-1 y hPL-2 (93). 

Al alinear la secuencias de los potenciadores del locus en la figura 5, se resaltan cambios 

importantes entre hPL-2 y hPL-3: un cambio en el sitio de interacción con el proto-oncogen 

ETS-1 (cambio de A [hPL-3] por G [hPL-2]), otro a un nucleótido de distancia del motivo de 

unión a TEF-1 (A en hPL-3 por T en hPL-2); ambos cambios presentes en el elemento DF-3, 

otros dos cambios en la región AF-1 (TC [hPL-3] por CG [hPLl y 2]). Se ha sugerido que 

dichos cambios son los responsables de la inactividad del potenciador de hPL-2 (92). Estas 

mutaciones en la región DF-3 son homologas en el potenciador de hPL-1 el cual presenta una 

extra ubicada a un nucleótido del sitio de acción a TEF-1 en el DF-4 (A [hPL-3 y 2] por C [hPL-

1]), haciendo suponer que el potenciador del hPL-1 tiene un comportamiento similar o de menor 

actividad que el de hPL-2, sin embargo, estas cuestiones aún no han sido investigadas. 



Los ensayos de actividad con promotores de hPL en pituitaria, la diferente interacción que 

tienen con Pit-1 y la capacidad del potenciador hPL-3 para activar específicamente en placenta, 

hacen suponer que los promotores del locus pueden tener un efecto sinèrgico con los 

potenciadores para provocar efectos diferentes en la activación de la transcripción de cada gen 

en placenta. Por esto, se considera interesante realizar estudios donde se investigue la capacidad 

de los potenciadores para activar a cada uno de los promotores naturales del locus, en diferentes 

tipos celulares. 
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Figura 5. Alineamiento de secuencias potenciadoras. Secuencia nucleotídica de los diversos potenciadores del locus hGH-
hPL, que presentan cerca de un 95% de similitud. Los diferentes elementos que identifican a esta región están encerrados en 
cuadros, los cuales presentan unión a proteínas especificas activadores de la transcripción. Se presume que las mutaciones en 
los nucleótidos de adenina (unión a ETS y TEF-1) de la región DF-3 asi como de timina o de citocina de AF-1, en los 
potenciadores de hPL-1 y hPL-2, provocan su inactivación. 



El conjunto de todas las características mencionadas hasta ahora, nos hace considerar al 

complejo multigénico hGH-hPL como un excelente sistema para estudiar tanto los mecanismos 

que rigen la expresión especifica de tejido, como los factores que determinan el nivel de esa 

expresión y responsables, de que genes tan parecidos, presenten patrones de expresión 

marcadamente diferentes. Sin duda, la combinación de estudiar la participación de promotores, 

unidades transcripcionales y potenciadores de los genes del locus en la regulación 

transcripcional, podrá contribuir esclarecer el comportamiento en la pituitaria y los niveles 

diferenciales de expresión detectados en placenta, lo cual fue el propósito del presente trabajo. 
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CAPITULO II 

OBJETIVOS 

2.1 Justificación. 

Existe escasa evidencia de ensayos comparativos de los genes del complejo en el estudio 

del efecto a moduladores o factores transcripcionales bajo las mismas condiciones 

experimentales. Un ensayo que estudie las tres regiones reguladoras de los genes del complejo 

(región promotora, unidad transcripcional y región 3'), aportaría evidencia valiosa acerca del 

comportamiento y respuesta de cada uno de los genes a los mismos estímulos en diferentes tipos 

celulares, lo que permitiría contrastar los resultados contra los observados normalmente en 

placenta. 

\ 

2.2 Objetivo General 

Investigar la regulación de la familia multigénica hGH-hPL mediada por hormonas y 

factores transcripcionales. 



2.3 Objetivos particulares. 

Para estudiar las diversas regiones de interés involucradas en la regulación de la transcripción 

este trabajo, se dividió en etapas según la región gènica del locus a estudiar. 

I. Analizar el efecto de la región promotora en los niveles de transcripción de la familia 

gènica hGH-hPL. 

1.- Construir una serie de recombinantes con deleciones de diferentes tamaños en los promotores 

de los miembros de la familia empleando al gen hGH-N como gen reportero. 

2.- Medir los niveles de expresión de los diversos recombinantes en líneas de cultivo celular 

derivadas de placenta, hipófisis y de otros tejidos diferentes a los anteriores. 

3.- Ensayar el efecto de la hormona T3 y los metabolitos AMPc, ácido retinoico y éster de forbol 

sobre las versiones largas de los promotores en los recombinantes construidos utilizando cultivos 

celulares. 

4.- Co-transfectar las versiones promotoras de 496 pb en presencia de vectores codificantes de 
i 

factores transcripcionales humanos (Pit-1, Spi y PLA-1) y cuantificar los niveles de expresión 

del gen reportero. 

II. Estudiar las causas de la inactividad del gen hPL-¡. 

5 - Construir un recombinante conteniendo la primer mitad (exón 1 y 2) del gen hPL-1 fusionada 

a la segunda mitad del gen hGH-N (exones 3. 4 y 5) regulado por el promotor del gen hPL-1 (y 

su reciproco). 



III. Estudiar las causas de la baja expresión del gen hGH-V. 

6. Construir un recombinante conteniendo la primer mitad (exón 1 y 2) del gen hGH-V 

fusionada a la segunda mitad del gen hGH-N (exones 3,4 y 5) regulado por el promotor del gen 

hGH-V (y su recíproco). 

IV. Evaluar el efecto de los tres potenciadores presentes en el locus sobre los cinco 

promotores proximales del complejo hGH-hPL. 

7. Clonar los diversos potenciadores del locus e introducirlos en los recombinantes con la 

versión promotora de 496 pb. 

8. Estudiar el efecto de los potenciadores en la expresión de los recombinantes por ensayos de 

transfección transitoria en líneas celulares de placenta, hipófisis y fibroblastos. 



2.4 Estrategia General 
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Figura 6. Estrategia general pa ra objetivos 1, 2, 3 y 4. Para estudiar el efecto de la región 5' en la regulación de 

los genes del complejo, se construyeron diversos recombinantes con diferencias en la longitud de su secuencia 

promotora con tamaños entre 2-3 kb hasta 70 pb antes del sitio de inicio de la transcripción. Después de 

purificarlos por gradiente en CsCl, fueron ensayados por co-transfección con pGL2Luc o pCMVSportfJGal en 

cultivo de lineas celulares derivadas de pituitaria de rata, de placenta humana y de cáncer cervicoutermo humano. 

El gen codificante de la enzima luciferasa, se usó para evaluar y normalizar la eficiencia en la captación del DNA 

por las diferentes líneas celulares en el objetivo 1 y p-galactosidasa para los subsecuentes ensayos. 



ESTRATEGIA GENERAL 
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Figura 7 Estrategia general para objetivos 5 y 6. En un primer paso, los plásmidos con la unidad transenpcional de hPL-1 y 

hGH-V con su promotor nativo de 496 pb se digirieron con las enzimas Eco RI y Sac I, ia digestión liberó dos fragmentos de 

interés: Uno conteniendo desde promotor a la mitad del segundo intrón y el otro, de la mitad del segundo intrón hasta el 

quinto exón de cada gen. En un segundo paso, se utilizaron los recombinantes con el promotor 0.5 kb de estos genes 

fusionados al gen hGHN y usando las mismas enzimas, se liberaron los fragmentos con promotor basal y primera o segunda 

mitad del gen hGH-N. Los fragmentos purificados se ligaron en diferentes combinaciones como se muestra en la figura, en el 

vector pBlueScript para generar los recombinantes de interés (C, D, E y F). El número o letra entre paréntesis, indica la 

longitud del promotor o la porción del gen ubicado en la primera mitad del recombinante en cuestión, respectivamente. 



Objetivo 5 y 6 (continuación). Estudio de importancia de la región codificante en 
la baja expresión de los genes hPL-1 y hGH-V 
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Figura 8. Estrategia de análisis de las unidades transcripcionales de los genes hPL-1 y bGHV. Una vez obtenidos los 
plásmidos híbridos portadores de las unidades transcripcionales de los genes hPL-1 y hGH-V, se purificaron por gradiente en 
CsCl y fueron co-transfectados en JEG-3, con un vector que expresa ía variante HGH 2QK regulado por el promotor de p-
actina humano usado para determinar eficiencia de transfección. El análisis de la expresión se hizo por RT-PCR cuantitativo 
utilizando un competidor plasmídifco derivado dei DNAc hGH 20K (pBShGH20K6Edrl). Para normalizar la cantidad de 
RNA utilizada en la reacción, se amplificó también el DNAc de GAPDH. Después de separar los productos de amplificación 
mediante electroforesis en gel de agarosa largo al 2%, se procedió a cuantificar los productos de PCR por densitometría, 
relacionando la intensidad de transmitancia de la banda correspondiente al competidor con la de las bandas de PCR derivadas 
de las quimeras, con el fotodocumentador GelDoc 2000 (BioRad) y un marcador de masa como referencia (Gibco-BRL). 



Estrategia General Objetivos 7y8 
Clonación de los potenciadores del locus hGH-hPL 
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Figura 9. Obtención de los potenciadores del locus hGH-hPL. A partir de DNA genómico humano, se realizó una reacción 

de PCR utilizando oligonucleótidos consenso y diseñados con base en el alineamiento de las 3 secuencias potenciadoras de 

los genes hGH-hPL recuperadas de los reportes públicos en el GenBank. El producto amplificado (436 pb) se clonó en 

pBlueScript usando la metodologia de "vector T" y se secuenció para verificar la fidelidad de la polimerización de la enzima 

Ja^-polimerasa utilizada, el resultado se comparó contra la secuencia originalmente reportada (Número de acceso en 

GenBank.: J03071). Los tres potenciadores clonados y secuenciados; fueron subclonados en los «combinantes que poseen la 

versión promotora de 496 pb de los genes hGH-hPL obtenidos en el objetivo 1 de este trabajo y ensayados en cultivo celular 

por co-transfección con pCMVSportpGal. 



CAPITULO III 

MATERIALES Y M E T O D O S 

3.1 Origen de los reactivos. 

Las enzimas RNAsa (No cat R-6513) y proteinasa K, necesarias para recuperar el DNA 

genómico humano de sangre periférica se adquirieron de Sigma (St Louis, MO, EU). De New 

England BioLabs (NEB, Beverly, MA, EUA) se compraron las enzimas de restricción y de 

modificación utilizadas para la subclonación de fragmentos del complejo hGH-hPL. La enzima 

nucleasa SI (No cat. 818330) usada para obtener el competidor de PCR cuantitativa, se obtuvo de 

Lakeside-Roche (Boehringer Marmheim, Indianapolis IN, USA). Para la recuperación de los 

fragmentos de DNA necesarios para las construcciones plasmídicas, se empleó fibra de vidrio de 

8 \i (No. cat. VWR32648-006) y en las ligaciones, a la enzima T4 DNA Ligasa y su amortiguador 

de Gibco-BRL (Gaithersburg, MD,EUA). Para la purificación del DNA plasmídico para ensayos 

de transfección, se utilizó el CsCl (C3032) de la casa comercial Sigma (St. Louis, MO, USA). 

Las Reacciones en Cadena de la Polimerasa (PCR) se practicaron con la enzima TagDNA 

polimerasa de Perkin Elmer con el MgCU de Promega Corp. (Madison, Wi, EUA), el 

* amortiguador de reacción y los dNTPs de Gibco-BRL. De la misma compañía, se adquirió la 
i 
i 

i enzima Superscript II (No. cat. 18064-022) para ensayos de transcripción reversa, la 

Lipofectamina (No. cat. 18324-012) y la Lipofectamina-PLUS (No cat 11524-015) para las 

transfecciones. El medio de cultivo Opti-MEM (No. cat. 22600-043) se usó para cultivar las 

células placentarias y el medio de cultivo DMEM (No. cat. 12100-038) para la línea de pituitaria 

y de cáncer cervicouterino, el suero bovino fetal inactivado fue de Hyclone (Logan UT, USA) y 

la tripsina pancreática bovina de Difco (No. cat. 215240, Detroit, MI USA). El material de 

plástico utilizado para la propagación y mantenimiento del cultivo celular como botellas estériles 

de 75 mm, placas de 60 mm y placas con 24 pocilios de fondo cóncavo (No. cat. 3077), fueron de 

la compañía Falcon Co (Becton Dickinson Company, Franklin Lakes, NJ, USA), placas de 6 

pocilios (35 mm) de fondo plano de Corning (Lincoln Park, NJ,USA). 



En la extracción del RNA de las células transfectadas, se usó el Isotiocianato de Guanidina 

(No de cat. 15535-016) de Gibco-BRL. La DNAsa y el inhibidor de RNAsa (RNAsin) para 

obtención y conservación del RNA, fueron de Sigma y Ambion (Woodward. Austin, TX), 

respectivamente. El estuche comercial para la cuantificación de la hormona del crecimiento 

humano (HGH) se adquirió de Roche (No. cat. 1585878) y la PCR cuantitativa se hizo con el 

estuche comercial"One-step" (No. cat. 10928-018) de Ambion. 

Los moduladores empleados en la suplementación de los cultivos celulares: 

AMPc: Roche (Boheringer Mannheim), Fosfato de Clorofeniltio-AMPc; (sal sódica, No. de cat. 

405647). 

Ester de Forbol: Sigma, Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (No. cat P-8139). 

Triiodotironina: Sigma, 3,3',5-Triiodo-L-Tironina (Sal de sodio, No. cat. T-5516). 

Acido retinoico: Sigma, all-trans retinoic acid (Vitamin A acid; Tretinoin No. de cat. R-2625). 

Marcadores de masa de alto [No. cat 10496-016] y bajo [No. de cat. 10068-013] peso molecular, 

se adquirieron de Gibco-BRL 
i 

3.2 Origen del material biológico. 

Las líneas celulares empleadas en el estudio derivaron de coriocarcinoma humano (JEG-

3), pituitaria de rata (GC y GH-3) y cáncer cervicouterino humano (HeLa), amablemente donadas 

por el Dr José Luis Castrillo del Centro de Biología Molecular Severo Ochoa de la Universidad 

Autónoma de Madrid, España. Las placentas humanas al término de gestación usadas en la 

normalización de la RT-PCR convencional y RT-PCR competitivo, fueron recuperadas del 

departamento de tococirugla del Hospital Universitario "José E. González". 

Las cepas bacterianas utilizadas en la construcción y propagación de los recombinantes y 

vectores de referencia, fueron XL-1 Blue y Top 10F' pertenecientes al cepario de la ULIEG. Los 

vectores pRSVhPit-1, pRSVhPLA-1 y la construcción conteniendo la unidad transcripcional del 

gen hGH-N con sus regiones flanqueantes, fueron donados también por el Dr José Luis Castrillo. 



El vector de expresión del factor transcripcional Sp-1 (pCMVSp-1), fue amablemente donado por 

el Dr. Robert Tjian, Departamento de Bioquímica y Biología Molecular de la Universidad de 

Stanford, CA, EUA. El resto de los vectores con los genes y regiones flanqueantes del locus 

hGH-hPL, utilizados para obtener la serie de recombinantes de este trabajo, así como los vectores 

pBSSK(+) y pAVEhGH-N, provienen de la plasmidoteca existente en nuestro departamento. El 

vector pCMVSportpGal usado para normalizar la eficiencia de las transfecciones en análisis de 

moduladores, factores transcripcionales y potenciadores, fue proporcionado por el laboratorio del 

Dr. Luis Villarreal del Centro de Construcción de Vectores Adenovirales de la Universidad de 

California en Irvine, CA, EUA. 

3.3 Equipo. 

Para la separación de las muestras y precipitación del DNA ó RNA, se usó una 

microcentrífuga refrigerada de la marca Eppendorf. Para separar las muestras de digestiones o 

RNA en gel, se usaron cámaras de electrofóresis horizontal y vertical con fuentes de poder de la 

marca BioRad (Hercules, CA,USA)>y las imágenes fueron captadas en el fotodocumentador 

GelDoc 2000 de la misma marca. Para medir la absorbancia en la cuantificación de HGH por 

ELISA, de proteínas y de (5 Galactosidasa, se utilizó el Microlector reader 100 microwell system 

(Organon Tecknica, SA de CV Méx.) con el cartucho-software versión 004 y filtros accesorios. 

Los ensayos de RT-PCR cuantitativo se realizaron en el termociclador Mastercycler Gradient de 

la compañía Eppendorf (préstamo de la compañía CTR, SA de CV, Méx.) con bloque de 

gradiente de temperatura y tapa térmica. 

Las bacterias cultivadas en matraces de 1 L, se recuperaron en una centrifuga Beckman 

J2M1 de alta velocidad con rotor JA 10 y las construcciones se purificaron en una ultracentrífuga 

de mesa Optima ™ TLX 120 marca Beckman (Palo Alto, CA) con rotor de alta velocidad 

(100,000 rpm) TLA 100.4 (S/N 96V 1407) y con tubos de polialómero quick-seai 13 x 51 mm 

con capacidad de 5.1 mi de la misma compañía. 



Por la vía de internet a partir de las secuencias reportadas en el GenBank 

(wwvv.ncbi.nlm.nih.gov), se recuperaron las secuencias de vectores y genes, para analizarlos con 

programas bioinformáticos así como las secuencias de DNA y/o RNA usados en este proyecto. El 

análisis de secuencia de unión a elementos reguladores transcripcionales (moduladores 

hormonales y factores de transcripción) en las regiones estructurales de los genes del complejo 

(promotores y unidades transcripcionales), se analizaron vía Internet utilizando el programa 

Matlnspector (94) de la compañía Genomatix. fwww. genomatix. del 

Las Temperaturas de fusión (Tm) para ensayos de RT-PCR o microdeleción de secuencias 

activadoras de la transcripción, se calcularon con las siguientes fórmulas (95) : 

Tm: 81.5+ 0.21(%GC)-645/N-(% mistmach): Para oligos de RT ó PCR introduciendo sidos de restricción. 

Tm: 81.5+0.2 l(%GC)-645/N: Inserciones o deleciones, donde Nno incluye las bases insertadas o deletadas. 

3.4 Métodos 
3.4.1 Construcción de recombinantes (versiones promotoras largas). 

Las recombinantes que contienen las versiones promotoras con longitud entre 2 y 3 kb se 

obtuvieron utilizando los siguientes vectores y condiciones de digestión enzimàtica para 
\ 

recuperar los fragmentos de interés: 

1 ) pBSKS hGH-N Sea I (inserto de 6.6 kb) 

2) pBSSK hPL-1 XIio I-Eco RV (inserto de I0.7kb) 

3) pBSSK hPL-2 Xho l~Hindm (inserto de 4.0 kb) 

4) pBSSK hPL-2 Xho I-Barn HI (inserto de 1.8 kb) 

5) pBSSK hGH-V Nhe l-Nae I (inserto de 6.7 kb) 

6) pBSSK hPL-3 Nhe I-Cía I (inserto de 7.7 kb) 

Estos fragmentos contienen los genes de la familia hGH-hPL con sus regiones reguladoras 

flanqueantes, subclonados en la ULIEG en el vector pBlueScrípt SK o KS (+) a partir de un par 

de clonas aisladas de una biblioteca genómica humana hecha en vectores cosmídicos, donada por 

el laboratorio del Dr Grady Saunders, en Houston TX, EUA (H. Barrera, datos no publicados). 



Tabla I. Condiciones de digestión enzimàtica de promotores largos* 
Construcción hPL-1 (2) hPL-2 (3) hPL-2 (4) hGHV (5) hPL-3 (6) 
[DNA] ~ 5 Mg ~ 5 [tg ~ 5 Mg ~ 5 Mg ~ 5 Mg 
Buffer NEB # 2 10 M1 #2 # 2 #2 #2 #2 
Enzima 1 AatTi -20U Barn HI 20U Xho I-20U Barn HI -15U Barn H1-15U 
Enzima 2 Xho I -20U Xho I -20U Xba I-20U Eco RI -15U Eco RI -15U 
Enzima 3 Xba I-15U Xba I—15U 
H20 dd a I00\ú a IOOM-1 a lOOjxl a IOOH-1 a lOOfil 
•Digestiones de las construcciones en pBS empleadas para recuperar las regiones promotoras próxima! y distal de 
los genes de la familia El número entre paréntesis, identifica la construcción en la lista presentada anteriormente. 
Para hGH-V y hPL-3, las digestiones BamYñ.-Ecó¥l y EcoRI-Xba I se realizaron en tubos separados y todas se 
incubaron a 37°C por 5-12 h 

3.4.2 Construcción de recombinantes versiones de 496, 140 y 70 pb. 

Para obtener estos recombinantes, se usaron las construcciones en pBlueScript 

conteniendo las versiones promotoras de -496, -140 y -70 pb de cada uno de los genes del 

complejo, desde los sitios de restricción Eco RI (-496), Nsp I (-140) y Rsa I o Neo I (-70) hasta 

Pvu II (+462) en el segundo exón de cada unidad transcripcional, clonados entre los sitios Eco 

R1-Hinc II del vector pBS SK(+) (H. Barrera, datos no publicados). A las construcciones se les adicionó 

la unidad transcripcional de hGH-N (usado como gen reportero en todos los ensayos) a partir de 

pBS hGH-N Eco RI recto, con el fragmento Eco RI clonado (2.6 kb) que posee el promotor de 

496 pb, la unidad transcripcional, la señal de poliA y codón de terminación de la traducción de 

hGH-N. 

La unidad transcripcional fue obtenida del vector pBShGHN Eco RI con las enzimas Apa I 

y Kpn I en una digestión parcial para Apa I, donde primero se tuvo una digestión total con la 

enzima Kpn I de sitio único en la construcción (en el vector pBSSK hacia el extremo 3' del gen 

hGH-N) hasta linearizar. Después, se adicionó la enzima Apa I variando el número de unidades 

(de 0.2U a 1 U/0.5 Mg) cuyo sitio de restricción esta ubicado a -23 pb en el promotor proximal de 

los genes hGH-hPL asi como en el vector al final de la unidad transcripcional. Se eligió la 

digestión con suficiente fragmento liberado pero con producto sin digerir. Esta estrategia de 



clonación, sustituye 23 pb río arriba del sitio de inicio de la transcripción (unión del elemento 

iniciador [InrE], -15 a +1, descrito por Jiang y cois, en 1995 [58]), de todos los promotores de los 

genes placentarios, por las correspondientes -23 pb del gen hGH-N. 

Tabla II. Condiciones de digestión enzimática de promotores basales*. 
Construcción pBShGH-N Eco RI (recto) 

Inserto (Digestión parcial) 
pBS hPLs/hGH-V £coRI-/VuII 

Vectores (Digestión total) 
Conc. DNA 5 Wí 2 n g 

Buffer # 1 NEB 10 MÍ 10 
Enzima Kpn I 10 Mi (100 U: I U/50 ng DNA) 5 ni (50 LF)/37 C/12h 

H20 dd Hasta 100 \x\ Hasta 100 
Temo. Incubación v tiempo 37°C/12 h 37°C/12h 

Enzima Apa I 1.5 n l ( 1 5 U : 0 .15U/50ngDNA) 5 \ú (50 U: 0.5 U/20 ng DNA 

Temp. Incubación y tiempo 25°C/5 h 2 5 ° C / 1 2 h 

*Los vectores que contienen los promotores de 496, 140 y 70 pb y la unidad transcripcional del gen hGH-N, se 
digirieron con las concentraciones de enzimas y reactivos que se especifican en la tabla, así como los tiempos de 
incubación para cada reacción, 

Transcurridos ios tiempos de incubación, los productos se separaron por electroforesis en 

gel de agarosa 0.8 % y los fragmentos liberados (unidad transcripcional: 2.1 kb y vectores pBS 

conteniendo promotores hGH/hPL de 496, 140 y 70 pb) se purificaron por filtración a través de 

fibra de vidrio mediante el siguiente protocolo (95): 

1) Después de separar las bandas por electroforesis en un gel de agarosa preparativo, se 

identificó la banda de interés por tinción con BrEt y visualización rápida en luz U.V. 

2) Con la ayuda de una hoja de bisturí, se recuperó la banda de interés, delimitándola lo más 

posible mediante el corte y procurando contener el mínimo de matriz de gel. 

3) Se perforó un tubo eppendorf de 0.5 mi por la parte inferior (fondo de su vértice) con una 

aguja calibre No. 16. Utilizando unas pinzas, se rellenó con fibra de vidrio compactándola 

aproximadamende hasta la marca de 200 ni y se introdujo la banda de agarosa cortada con 

el fragmento de DNA a purificar. Para obtener mejores resultados, el fragmento de agarosa 

se trituró utilizando la hoja de bisturí, antes de introducirlo al tubo Eppendorf conteniendo 

la fibra de vidrio. 



4) El tubo de 0.5 mi con fibra de vidrio y agarosa, se colocó en un tubo Eppendorf de 1.5 mi, 

el cual sería usado como reservorio de la agarosa licuada y se centrifugó a 12,000 rpm por 

5-10 min. 

5) A la agarosa licuada, se le adicionó un volumen de H20 dd para evitar su solidificación, 

medio volumen de fenol e igual proporción de sevag, se agitó por inversión y se centrifugó 

nuevamente a 12,000 rpm por 10 min. 

6) La fase acuosa se recuperó, evitando "arrastrar" material de la interfase acuosa-fenol ica y 

se transfirió a un tubo eppendorf de 2 mi. Para precipitar el DNA, se adicionaron dos 

volúmenes de etanol y una décima parte de acetato de sodio 5 M pH 5.5, se incubó a 

-70°C por 1 h, se centrifugó a 12,000 rpm por 5 min, se secó la pastilla de DNA y se 

resuspendió en 20-30 fJ de H 2 0 milliQ estéril. 

7) La concentración se estimó mediante gel de agarosa analítico a partir'de 2 |xl del volumen 

recuperado. 

Una vez que se estimó la concentración y eficiencia de recuperación, se procedió a mezclar la 

reacción de ligación utilizando los siguientes parámetros: 

Inserto (Unidad transeripcional hGH-N Apa l-Kpn I): -300 ng 

Vector (pBS con promotor hGH/hPL 0.5, 0.140 ó 0.70 kb Apa l-Kpn I):~750 ng 

Bufferdeligasa 10 X: 2 

Enzima T4 DNA Ligasa: 4 U (2 \ú) 

H20 dd hasta 20 

La reacción se incubó a 16°C en baño de agua por 12 h, se estimó la eficiencia de ligación en 

electroforesis de agarosa 1% y se utilizó _ de la ligación para transformar bacterias E. coli cepa 

XL-lBJue, Ca** competentes. 



3.4.3 Clonación de secuencias potenciadoras. 

Para ia obtención de las secuencias potenciadoras contenidas en el locus, se realizó una 

PCR a partir de DNA genómico utilizando la secuencia de oligonucleótidos mostrada en la tabla 

III. Los oligonucléotidos fueron diseñados utilizando los programas para biología molecular 

Oligo 4.0 y Amplijy 1.0 basados en la secuencia reportada en el Gene Bank de la que se obtuvo la 

secuencia consenso por alineamiento con el programa Clustalw (figura 5). La especificidad de los 

oligonucléotidos diseñados, fue verificada mediante alineamiento vía Internet con las bases de 

datos públicas utilizando el sistema Blast. 

Tabla III, Oligonucléotidos para ampl i f icar los potenciadores b G H - b P L . 

Secuencia clave 

5'-ggtggtctcgagatataactgaactgc-3' 111 (28 nt, GC:48%, Tm: 60 °C) 

5'-ggtctcatc-tttgcggtacctaac-3' 114 (24 nt, GC:50%, Tm: 57°C) 

3.4.3.1 Extracción de DNA genómico por la técnica de TSNT. 

Para obtener las secuencias potenciadoras por PCR, se recuperó el DNA genómico de sangre 

periférica de un voluntario mediante el siguiente protocolo (95): 

1) En un tubo Falcon de 15 mi se colocaron 2.5 mi de sangre con E.D.T.A., se separó el paquete 

globular por centrifugación a 3000 rpm por 5 min y el plasma se eliminó. 

2) Se adicionó 1 mi de buffer de lísis TSNT (2% Tritón 100X, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM 

Tris-HCl pH 8.0) al paquete globular y se mezcló por inversión hasta lisis total. 

3) Se añadieron 2.5 mi de fenol y se mezcló en vórtex por 30 s. 

4) Se agregaron 2.5 mi de cloroformo: alcohol isoamílico (24:1) y se mezcló nuevamente en 

vórtex por 30 s. 

5) Se centrifugó 5 min a 10,000 rpm y se recuperó la fase acuosa en otro tubo Falcon. 

6) Se precipitó el DNA por adición de 2.5 volúmenes de etanol. 

7) El DNA se recuperó por centrifugación (7000 rpm/5 min), se secó y finalmente se 

resuspendidó en 100 JJI de H 2 0 milliQ. 



8) Para estimar la concentración, se colocaron 2, 3 ,4 y 5 |il de las muestras en un gel de agarosa 

al 1%, se separaron por electroforesis y se usó e! fotodocumentador GelDoc 2000 para 

determinar la densidad de las bandas y de los marcadores de masa de alto peso molecular con 

el software Molecular Analyst 1.5 (96) para calcular la concentración. 

3.4.3.2 Condiciones de amplificación por PCR de los potenciadores. 

Para la reacción de PCR se utilizaron 100 ng del DNA genómico recuperado y las siguientes 

condiciones de amplificación: 

100 ng DNA (2 \ú) 

Buffer 5X: 5 pl 

MgCl2:3 (1.5mM) 

dNTPs 10 mM: 1.5 

Oligo 111 (5') y 114 (3') 5¡xM: 1 \ú 

H20 milliQ estéril: 35 (j.1 

Enzima Taq DNA polimerasa: 0.5 

Para la amplificación se usaron los siguientes parámetros: 

1. 96°C/1 min 
2. 62UC/1.5 min 
3. 72°C/1.5 min 

"> 30 ciclos y después un último paso de extensión a 72üC/5 min 

3.4.3.3 Clonación, secuenciación y caracterización de las clonas. 

La clonación del producto amplificado de 432 pb el cual conteniene una mezcla de los tres 

potenciadores, se realizó por la técnica de vector T (97); aprovechando la característica de la 

enzima TaqDNA polimerasa, de adicionar un residuo de adenilato al final de cada cadena de 

DNA recién sintetizada. 



El vector pBS SK. (5 |xg) se digirió con la enzima de restricción Eco RV (20 U) en un 

volumen de 20 [xl para linearizarlo. A la digestión total, se le adicionaron 200 fd de H 2 0 y se lavó 

con 50 [xl de fenol y 50 [xl de sevag, se recuperó la fase acuosa para precipitar el producto 

digerido con 2.5 volúmenes de etanol. 

El DNA precipitado se resuspendió en 20 fil de H 2 0 milliQ, después se puso en presencia 

de la enzima 7ogDNA poümerasa (1.5 U/2 jAg/ 20 yi de volumen) con 5 de buffer 5X (50 mM 

KC1, 10 mM Tris pH 8, 1.5 mM MgCl2 y 200 fig/^l ABS), 2 mM dTTP en un volumen total de 

40 pl. La mezcla fue incubada a 72°C por 2 h y el vector listo para la clonación de insertos 

derivados de PCR, fue utilizado directamente a partir de esta reacción sin modificaciones 

posteriores. 

Reacción de ligación. 

Para ligar los fragmentos, se mezclaron los siguientes volúmenes en un tubo de 0.5 mi: 

Vector pBSSK.(+) ("vector T") 2 (-250 ng). 

Inserto (producto de PCR) , 5 [ú 400 ng). 

Buffer de ligación 5X 2 f¿l. 

T4 DNALigasa 1 U/ml 2 \ú. 

H20 milliQ estéril 8 [d. 

La reacción fué incubada por 12 h a 16°C 

Para estimar la eficiencia y concentración del producto de la ligación, se depositaron 5 ¡¿I 

en un gel de agarosa 1% y se separaron por electroforesis a 95 V por 40 min. La imagen fue 

recuperada en el sistema fotodocumentador GelDoc 2000 y se analizó tratando de apreciar un 

sistema de bandeo a lo largo del carril donde fue colocada la muestra, indicativo de que la 

ligación fue eficiente. 



La ligación se transformó en bacterias XLl-Blue Ca** competentes en placas de petri con 

medio LB y antibióticos (ampicilina 50 ng/ml-tetraciclina 12 |ig/ml). Brevemente, para preparar 

las bacterias Ca++ competentes, la cepa XL\Blue fue crecida toda la noche en 4 mi de LB con 12 

¡xg/ml tetraciclina, de aquí 1 mi se transfirió a 50 mi de medio LB-tet para incubarse por 2 h a 

37°C. Las bacterias se recuperaron por centrifugación a 4°C. Finalmente, la pastilla de bacterias 

se resuspendio en CaCl2 100 mM pre-enfriado y se incubaron por 2 h en hielo, después se 

centrifugaron nuevamente a 4°C 2500 rpm/10 min para finalmente resuspender en 3 mi de CaClí 

0.1 M pre-enfriado a 4°C, se colocaron en hielo y se hicieron alícuotas de 50 |xl congelándose en 

hielo seco. 

Las alícuotas se guardaron a -70°C y una de ellas se transformó por el protocolo 

convencional (98): 

1. 5 (¿1 de la ligación se mezclaron con 50 |xl de bacterias Ca"1"1" competentes y se incubaron en 

hielo por 20 min. 

2. La mezcla de bacterias y DNA se sometió a choque térmico de 42°C por 1 min y después 

se incubaron 3 min en hielo. 

3. Las bacterias se recuperaron en medio LB sin antibiótico alguno a 37°C por 40 min, en 

agitación a 200 rpm. Después se centrifugaron a 3000 rpm, se eliminó el medio de cultivo 

dejando aproximadamente 50 ¡jJ en los que se resuspendio la pastilla de bacterias para 

plaquear en agar LB con antibióticos e incubación toda la noche a 37°C. 

Minipreparación del DNA plasmídico. El plásmido recuperado a partir de las colonias por el 

método de lisis alcalina (98), se comparó primeramente por electroforesis en gel de agarosa 0.8% 

contra pBlueScript carente de inserto y las clonas que presentaron retraso en la migración, fueron 

caracterizadas primeramente con las enzimas de restricción Xho I ó Kpn I que determinan la 

orientación del inserto y posteriormente, con enzimas especificas que evidenciaban la identidad 

de los diferentes potenciadores clonados, como Fok I y AJI III para identificar al potenciador de 

hPL-3 y Dra I para discernir entre los potenciadores de hPL-1 y hPL-2. 



Una vez seleccionadas las colonias y corroborada su identidad, se procedió a determinar su 

secuencia nucleotídica por el método de secuenciación cíclica por PCR para evidenciar si existían 

cambios nucleotídicos introducidos por la Taq DNA polimerasa, que pudieran afectar la 

funcionalidad de los potenciadores. 

Después de seleccionar las clonas que no contenían cambios nucleotídicos en la secuencia de los 
potenciadores, se subclonaron hacia el extremo 3' del gen reportero hGH-N utilizando las 
enzimas Xho I y Kpn I (sitios de restricción presentes en el vector e introducidos artificialmente 
en los oligonucleótidos usados en la amplificación) en los recombinantes con versiones 
promotoras de -496 pb, mediante las siguientes condiciones de digestión. 

pBS hGH-hPL (0.5 kb)hGHN; 3 ^g (3^1) 

Buffer NEB #1 : 5 p.1 

Kpn INEB 10 U/ml : 5 \ú 

H 20 miWQ : 37 m! 

Incubación a 37°C por 12 h. 
i 

Tras verificar por electroforesis en gel de agarosa que el producto fue digerido completamente, se 
adicionaron 5 ni de la enzima Xho I NEB (10 TJ/|JJ) y la reacción se incubó a 37°C por 12 h. El 
producto se purificó y se ligó con los potenciadores hPL-1, hPL-2 y hPL-3 digeridos con Xho I y 
Kpn I. Después se realizó el mismo procedimiento de evaluación de la ligación en gel y 
transformación en E. coli Top 10F' Ca competentes. 

Las clonas seleccionadas presentaban retardo en gel de agarosa al 0.8% comparadas contra 

uno de los recombinantes con promotor de 496 pb carente de potenciador. La caracterización se 

hizó con las enzimas Eco Rl-Á/v? I, que liberaban el promotor con la unidad transcripcional y el 

potenciador ó con Xho I-Kpn I que liberaban exclusivamente las regiones potenciadoras. 



3.4.4 Estrategia de construcción de quimeras hPL-I y hGH-V. 

Se partió de construcciones previas realizadas en la ULIEG: pSVgpthPL-1 reparado (tésis de 

maestría del Dr. Ramírez-Solís), pBShGHV Eco RI y de pBShGH-V/hPL-l(0.5)hGH-N (estas 

últimas obtenidas en el objetivo número uno de este trabajo). Para la obtención de las quimeras, 

se utilizó el protocolo previamente descrito como mutagénesis por DNA homólogo (99) en donde 

los vectores se digirieron con Eco RI (-496 pb) y Sac I (+588), que liberan tres tipos de 

fragmentos en todas las construcciones: 

1) El promotor hPL-1 o hGHV con sus exones I y II (derivados de pSVgpthPL-1 ó 

pBShGHV). 

2) Los mismos promotores pero con exones I y II de hGH-N (pBShPLl/hGHV(0.5)hGHN). 

El exón III, IV y V de hPL-1, hGH-V o hGH-N. 

Los fragmentos se purificaron y se realizaron las combinaciones de ligación mostradas en la 

figura 7. 

3.4.5 Construcción de vectores usados para PCR competitivo. 

Para analizar las unidades transcripcionales de las quimeras de hPL-1 y hGH-V por RT-PCR 

cuantitativo, se construyó un vector de expresión de la variante HGH 20K. La construcción 

codifica la isoforma de la HGH con peso molecular 20K y consiste del gen hGH-N unido al 

DNAc de HGH 20K pero a partir del segundo exón, es decir, que conserva el primer intrón. La 

expresión del gen híbrido es regulada por el promotor mínimo de (5 actina humano (No. de acceso 

en GenBank: Y00474). 



Regulación del complejo multigénico hGH-hPL mediada por hormonas yfactores transcripcionales 

El vector ppactinahGHN21K fue desarrollado por dos principales razones: 

1) Utilizarlo como control de eficiencia de transfección en los ensayos de RT-PCR 

cuantitativo, pues el producto de expresión compite con las quimeras por los 

oligonucleótidos 112 y 113. 

2) Contar con un sistema de referencia de expresión del DNAc HGH 20K regulado por un 

promotor que no pertenece al Iocus hGH-hPL, de fuerza diferente a la de los promotores 

del complejo y poder comparar la fuerza de dicho promotor (P actina) con el sistema de 

expresión utilizando algunos de los promotores proximales hGH-hPL. 

Para lograr esta construcción, primero se obtuvo el vector pBShGHN21K utilizando al vector 

pBShGHN Eco Ssp y pAVEhGH20K como es descrito en la estrategia general de la figura 10, y a 

i 

partir de pBShGHN21K se obtuvo, como se describe en la misma figura, al vector intermediario 

pBSCMVhHN21K, necesario para conseguir el vector final ppactinahGHN21K, que seria 

utilizado para los ensayos de transfección y RT-PCR competitiva. 
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Figura 10. Construcción de vector intermediario para ppact¡nahGHN2IK. Para ia construcción de un vector intermediario 

(pBSCMVhGH21 K), necesario para obtener el vector de expresión ubicua de la variante FfGFf 2ÜFC regulado por e! promotor 

de pactina humano, se utilizaron 4 plásmidos con las enzimas de restricción indicadas en negritas, se recuperaron ios 

fragmentos de interés (promotor, exones o intrones) que después de ligar y transformar bacterias Ca++ competentes, generaron 

al vector pBSCMVbGIJN21K, que seria usado para obtener el vector final para evaluar eficiencia de transfección por RT-

PCR. 

En un segundo paso, para generar el vector definitivo, se utilizaron los plásmidos 

pBShGHN21K, pBSCMVhGHN21K y a pABO que dieron origen a p |3actinahGHN21K, el cual 

fue co-transfectado con pBShGHN Eco-Ssp en diferentes tipos celulares y analizado por RT-

PCR, como lo ejemplifícala estrategia en el esquema de la figura 11. 



Figura 11. Construcción y análisis del vector ppactinahGHN2IK. Tres vectores fueron usados para generar el vector 
definitivo pftAcrinahGHN21K. Para analizar la funcionalidad de su promotor, así como la concentración del plásmido que no 
saturara la reacción de RT-PCR después de introducirlo en células en cultivo, se co-transfectó en diferentes concentraciones 
con pBShGH-N Eco-Ssp (en concentración constante), por lipofección en cuatro líneas celulares. Para el análisis se utilizaron 
dos tiempos pos-transfección: 24 y 48 h para extraer el RNA total de las células y los niveles de expresión, se analizaron por 
RT-PCR utilizando los oligonucleótidos 112-113. El producto de PCR se separó en gel de agarosa al 2 % y se detectaron las 
unidades de densidad relativa para cada banda (20K y 22K) en el fotodocumentador GelDoc 2000, normalizándose la 
concentración de RNA en las reacciones, con la banda de GAPDH. 

3.4.5.1 Transfección de p(3actinahGHN21K en diferentes líneas celulares. 

Con la finalidad de demostrar que el plásmido pf3actinaGHN21 K podría ser usado para 

evaluar eficiencia de transfección y que los niveles de expresión no saturarían el sistema 

competitivo de RT-PCR, el vector fue co-transfectado en diferentes concentraciones (0.5, 1.0 y 

1.5 ng) en tres líneas celulares (COS-7, 3T3, HeLa, GC y JEG-3) con pBShGH-N Eco-Ssp que 

expresa HGH 22K y el cual se mantuvo en concentración constante de 0.5 fjg. Los plásmidos 

fueron mezclados con 3 ni de Lipofectamína/2 fil de reactivo PLUS, en placas de 35 mm con 

5x105 células (cada ensayo se realizó por triplicado). 



3.4.5.2 Extracción de RNA de células transfectadas. 

Para evaluar los niveles de expresión, después de 48 h las células fueron lisadas y el RNA 

se extrajo con solución D por el método de isotiocianato de guanidina (para 50 mi, CH5N3-HNCS 

23.66 g, citrato de Na 0.75 M pH 7.0,1.66 mi; sarkosyl 0.25 g; justo antes de usarse, adicionar (i-

mercaptoetanol 0.36 mi) (loo), brevemente: 

1. Se extrajo el medio de cultivo de las células transfectadas y la monocapa se lavó una vez 

con pBS IX estéril. Se adicionaron 200^4 de solución de lisis-Pmercaptoetanol (solución 

D). Para una lisis total, la solución se distrubuyó por la superficie raspando con la puntilla. 

2. El lisado se recuperó en un tubo Eppendorf de 1.5 mi en hielo y se adicionaron 50 |al de 

acetato de sodio 4M pH 4.0. 

3. Se agregaron 100 |jl de fenol saturado con H 2 0 DEPC y 20 ni de sevag, se agitó en vórtex 

y se centrifugó a 4°C/12000 rpm por 5 min. 

La fase acuosa se recuperó y el RNA se precipitó por adición de dos volúmenes de etanol 

100% e incubación ó toda la noche a -70°C. Las muestras se centrifugaron a 12000 rpm a 4°C y 

la pastilla de RNA se secó en esterilidad, para resuspenderse en 50-80 jul de H 2 0 DEPC. El RNA 

se cuantificó por absorción en UV a 260 nm y colocando una alícuota de 2 ¡xl en gel de agarosa 

1%-isotiocianato de guanidina (60 mg iSTG/100 ml=lM), por densitometría con el 

fotodocumentador GelDoc 2000 (96); el resto de la solución de RNA se guardó a -70°C hasta su 

uso. 

3.4.5.3 Construcción del competidor para RT-PCR cuantitativo. 

Para obtener un sistema cuantitativo de PCR, se decidió construir un vector que además de 

competir con los templados blanco por los oligos 112-113 en la reacción de PCR, sirviera 

también como referencia estándar de la cantidad de DNA adicionado a la reacción y normalizar 

las cuantificaciones por densitometría en el fotodocumentador GelDoc 2000. Para la obtención 

del competidor, se partió de una construcción previa realizada en nuestro laboratorio el 

pBShGH20K, con el DNAc que codifica para la hormona del crecimiento 20K clonado entre los 
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sitios Bam HI y Eco RI. Con la técnica "D -Loop" (descrita por Green y col. en 1980 [101] y 

modificada por Castro-Peralta y col. 2000 [102]); utilizamos el oligonucleótido Edrl (hibridación 

específica en el exón II posición: +364 - +390) hibridado al vector pBSSKhGH20K y después se 

digirió con enzima nucleasa S1, (endonucleasa que digiere cadena sencilla de DNA). La figura 

12, muestra el alineamiento de los DNAc de HGH 20K y 22K indicando el sitio de hibridación al 

oligo Edrl, así como la deleción generada por acción de la nucleasa SI, para obtener HGH 

20K6Edrl. El esquema de la estrategia general y la descripción del protocolo que permitió hacer 

una deleción específica de 26 pb, se ejemplifican en la figura 13 y en el apartado 3.4.5.4, 

respectivamente. 
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Figura 12. Alineamiento de secuencias de los DNAc de HGH 20K y hGH 20KSEdrl. En la presente figura, se 
muestra el alineamiento de secuencias del DNAc hGH 20 K y DNAc hGH20K6Edrl. Ea el alineamiento se 
identifican los cinco exones los cuales se separaron en la transición de cada exón. Se especifica también la 
deleción natural de 45 nucleótidos que sufre el DNAc de HGH 22K para generar el DNAc de HGH 20K, así 
como el sitio de hibridación del oligo Edrl en el segundo exón del DNAc HGH 20K y que por acción de la 
nucleasa SI, es deletado en la correspondiente secuencia de hGH20KflEdrl. 
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Figura 13. Estrategia General para obtener el competidor bGH 20K6Edrl. £1 vector pBShGH20K que tiene clonado el 
DNAc que codifica para HGH 20K, se utilizó para obtener el competidor piasmídico para el RT-PCR cuantitativo, utilizando 
la técnica D-Loop. La incubación a 75 "C permite la hibridación especifica del digo Edrl al segundo exón en la cadena 
codificante del DNAc de 20K, desplazando una de las cadenas de DNA complementario. La presencia de la enzima S1 digiere 
la cadena de DNA desplazada y al disminuir la temperatura gradualmente e hidrolizarse el oligo Edrl de la cadena del DNAc 
20K, la enzima SI digiere la cadena sencilla de DNA hibridizada primeramente al oligonuleótido. El producto de digestión se 
ligó y se transformó en F* coli XL1-B¡ue. Las colonias pBShGH20KftEdrl, se analizaron por PCR, después de 48 h para 
separar el producto amplificado en gel de agarosa 3% comparándose contra los productos de PCR de testigos (DNAc HGH 
22K y DNAc HGH 20K). 

3.4.5.4 Protocolo de digestión con nucleasa SI para microdeleciones. 

1. En un tubo Eppendorf de 0.5 ¡ai se colocaron 10 [xg de vector pBSSK hGHN20K. 

2. Se agregaron 7 \ig de oligonucleotido "Edrl" (55-acgagacggacgggaccgaagttctc-3' (26 

nucleótidos, %GC=62) y llevó a un volumen de 50 |j1 con NaCl 0.2M (0.584 g/50 mi). 

3. Se desnaturalizó a 95 °C por 3 min y después se incubó a 75°C/lh. 

4. Se adicionaron 100 p.1 de H¿0 destilada estéril y se precipitó con 2.5 volúmenes de etanol 

100% y se incubó a -20 °C 1 h 

5. Se centrifugó a 12,000 rpm /4°C/10 min y la pastilla de DNA se secó al vacio. 

6. El DNA se resuspendió en 100 ni de Buffer de Nucleasa SI (acetato de Na 33mM pH 4.6, 

í NaCl 50mM, ZnCl2 lmM, 5 % gliceroi) y se adicionaron 2 ¡xl de Nucleasa^/(Bohennger) 

a 100 U/^l (2000 U/ml). La reacción se incubó 1 h a 4°C. 

7. La digestión se separó por electroforesis en gel de agarosa preparativo al 1% en TBE IX y 

el DNA linearizado se purificó por filtración a través de fibra de vidrio. 

8. El DNA se resuspendió en 20 JJI de H20 dd y una _ parte del producto purificado, se 

sometió a ligación utilizando 2 U de T4DNA ligasa en 20 jxl, a 37°C por 5 h. 



Regulación del complejo multigénico hGH-hPL mediado por hormonas y factores transcripcionales 

9. La ligación se transformó en células E. coli TOPIOF* Ca"1"1" competentes por métodos 

convencionales, utilizando 1/4 parte del producto ligado. 

Para el análisis de las clonas portadoras de la deleción, el DNA plasmídico de 5 colonias se 

tamizaron por PCR incluyendo como controles de tamaño los productos amplificados a los 

vectores pBSSKhGH20K del que se partió y pAVEhGH22K que porta el DNAc de HGH 22 kDa. 

Los oligonucleótidos usados en la PCR fueron 112 y 113 (también denominados 402 y 403, 

respectivamente) que cuentan con la siguiente secuencia nucleotídica: 

5'-ctc agg ate ctg tgg aca gct cac cta-3' (27 bases, clave: 961111-112, Tm:56°C). 

5'-tcg aat t ccagg agaggc act ggg-3' (24 bases, clave: 961111-113, Tm:58 f iC). 

Los productos fueron amplificados bajo las siguientes condiciones de PCR 

DNA plasmídico (clonas o vectores): 50 ng 
Oligo 112 (5 (¿M): 2 |il 
Oligo 113 (5 MM):2[I1 

Buffer 5X: 2.5 
dNTP's 10 mM: 1 p.1 

Taq DNA polimerasa(5 U/fil): 0.5 \ÚI2.5 U. 
H-,0 milliO: a 25 ul 

3.4.6 Mantenimiento de las líneas celulares. 

Las líneas celulares derivadas de placenta (JEG-3), pituitaria (GC o GH3) y cáncer 

cérvico-uterino (HeLa), fueron mantenidas en cultivo celular utilizando medio de cultivo Opti-

MEM (línea placentaria) y DMEM (las otras líneas celulares), en presencia de 10 % SBF, a 37° C, 

en atmósfera de 5% C02/95% aire y con 95% de humedad relativa en botellas de 75 mm hasta 

alcanzar la confluencia y número celular necesario para las repeticiones en el ensayo de 

expresión. 

Una vez obtenido el número de células, se incubaron en una solución de tripsina IX (0.25 

mg/ml) a 37 °C por 5 min. Las células despegadas del sustrato, fueron centrifugadas a 4000 rpm 

por 5 min, se eliminó rápidamente la solución y el botón celular fue resuspendido en 4 mi de 

Temp. Desnatural i7Aci<Sn: 95 C / l min 
Temp, alineamiento: 60"C/l T " n 

Temp, extensión: 72 °C por 1 min 
30 ciclos 



medio de cultivo fresco con 10 % SBF y posteriormente, se contaron utilizando una cámara de 

New Bauer(i03). 

Después de contar las células en los ocho cuadrantes de la cámara, se calculó el número de 

células por mi de medio de cultivo utilizando la siguiente ecuación (103): 

Células por ml=(Media de la cuenta por cuadrante) (factor de dilución de la muestra) (104). 

El número de células necesarias para los experimentos de transfección, se ajustó al área de 

superficie de la placa: 

60 mm: 1.5 x 106, 35 mm: 5 x 105 o placa de 96 pocilios: de 2 xlO5. 

3.4.7 Transfección y condiciones óptimas del cultivo celular para ensayos de expresión. 

Primero se utilizaron células GH-3 de pituitaria en objetivo 1, debido al tiempo para tener 

confluencia celular y a condiciones menormente exigentes (menor % de.SBF), se utilizaron 

células GC también de pituitaria de rata, para los objetivos subsecuentes. Para transfectar las 

células GCy HeLa, con el plásmido purificado por gradiente en CsCl (104), se estimó una 

confluencia aproximada de 60 % (alcanzada un día después de adicionar la cuenta celular antes 

mencionada). Mientras en el caso de las células JEG-3, se realizó cuando se observaron regiones 

de monocapa con estado claro de diferenciación tipo sinciciotrofoblasto (dos días después), 

debido a que los promotores placentarios en estudio solo son activos en este tipo celular y no en 

la forma aislada de citotrofoblasto. Las células para transfección se prepararon el día anterior en 

placas de 35 mm o en placas de 12 pocilios. La mañana siguiente, se realizó un lavado con PBS 

IX para eliminar las células no adheridas y estimar el porcentaje de confluencia. 

3.4.7.1 Protocolo de transfección ( ios ) . 

1. En una placa de 35 mm2, la cual presentaba la confluencia celular (dependiente del tipo 

celular a analizar), se realizó un lavado de las células con medio de cultivo Opti-MEM 

conteniendo 10% SBF y se incubaron a 37 °C en la incubadora de CO2. 

Solución A: Se diluyeron 1 (j.g del DNA a ensayar y 1 ng de pCMVSport^Gal en 100 ni 

de medio OPTTMEM. 
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Solución B: En 100 JJÜ de medio de cultivo OFTIMEM carente de suero y de antibióticos, se 

depositaron 6 [xl lipofectamina con 2 ¿d reactivo Plus para células JEG-3, mientras para 

células GC y HeLa: 4 con 2. 

2. Después de incubar por 15 min a temperatura ambiente, se mezclaron ambas soluciones y 

se incubó por 20 min a esa temperatura (este periodo de incubación, permitió la formación 

de complejos entre el DNA y los lipidos catiónicos). 

3. Se adicionaron 800 jxl de medio sin suero y se homogenizó por inversión del tubo. 

4. Se vertió el mi de mezcla por goteo en la placa con células, procuando cubrir 

completamente la monocapa de células adheridas. 

5. Se incubó 5 a 7 h a 37°C/5%C02-95% aire/95% humedad. 

Nota: Este paso se trabajo en forma individual para cada línea celular, debido a las diferencias 

en la captación del DNA por las líneas celulares. En células JEG-3 y GC, se eliminó la mezcla 

de transfección por aspiración después de 5 h y se sustituyó por 2 MI de medio O F T I M E M con 

10 % de SBF. En las células HeLa, se conservó el medio de transfección y sólo se adicionó 1 

mi de medio OrnMEM 10% SBF, incubando por 48 h a 37°C/5%C02-95% aire/95% 
» 

humedad. 

El tiempo de incubación para analizar los niveles de expresión del gen reportero en el estudio 

de promotores, unidad transcripcional, potenciador o activador (factor transcripcional o 

modulador), se especificó en la estrategia general propuesta para cada elemento regulador. 

3.4.8 Ensayos de respuesta a moduladores de la transcripción. 

í Debido al número de repeticiones a ensayar para cada versión promotora, se emplearon 

placas de 96 pocilios con fondo plano en los ensayos con moduladores, potenciadores y factores 

de transcripción. Con las indicaciones reportadas para este tipo de procedimiento (106), se 

utilizaron las siguientes variaciones: 

[l. Número de células por pocilio: 3xl05. 

.2. Volumen de lipofectamina: 1 jd combinado con 1 n-1 de reactivo PLUS y 33 pl de OPTlMEM. 
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4. Concentración de DNA. Para los ensayos con potenciadores se usó 0.1 ng del DNA de los 

recombinantes de las versiones con y sin potenciador/0.1 pCMVsportpGal en 50 (d de 

OPTIMEM. Para los experimentos con factores transcripcionales, se utilizaron 0.2 |J.g del 

vector de expresión del factor transcripcional (pRSVhPit-1, pRSVhPLA-1, pCMVSpl), 

0.1 Mg del vector de expresión de hGH-N con versión promotora hGH-hPL de 496 pb y 

0.1 ng de pCMVSportpGal. La relación de 2:1 (transactivador: secuencia blanco) fue 

seleccionada de previos experimentos de optimación titulando relaciones de 1, 2, 3 y 4:1 

(datos no mostrados). 

Los diferentes moduladores empleados en este trabajo se prepararon de acuerdo a las 

indicaciones de la casa comercial: 

a) AMPc: La presentación de 50 mg, se reconstituyó en 1 MI de medio de cultivo OPTIMEM 

quedando a una concentración final de 0.1 mM. 

b) Ester de forbol (EF): La presentación de 5 mg se resuspendió en 1 mi de DMSO, quedando a 

una concentración final de 7.9 |¿M. A partir de él, se prepararon diluciones de trabajo de 50 nM. 
i 

c) Triiodotironina (T3): Disolución de la presentación comercial (1 mg) en 100 fxl de NaOH 1N + 

1400 ful de medio de cultivo OPTIMEM sin SBF ni antibióticos. (Concentración final 1.5 |XM). 

d) Acido retinoico (AR): Se reconstituyó en 1 mi de DMSO y el stock quedó a una concentración 

de 166.5 MM (166 ng/fxl), a partir de la cual se prepararon soluciones de trabajo de 50 

Todos los moduladores fueron disueltos bajo la menor iluminación posible, en condiciones 

de esterilidad y finalmente cubiertos con papel aluminio para protegerlos de la acción de la luz. 

Se guardaron a —20°C hasta su uso y se adicionó al cultivo de células transfectadas, se hizo 

también en oscuridad, en condiciones de esterilidad y a las siguientes concentraciones: 

AMPc: 0.5 mM y EF: 100 nM (74), T3: 0.1 |uM y AR: 0.5 nM (76). Las células fueron mantenidas 

en esas condiciones por período variable de 24 h . 



Regulación del complejo multigénico hGH-hPL mediado por hormonas y factores transcripcionales 

3.4.8.1 Ensayo de fi-Galactosidasa y normalización. 

Las células co-transfectadas con pCMVsportf5GaI, fueron Usadas con el fin de recuperar ei 

extracto proteico para cuantificar la actividad de la enzima (5-GaIactosidasa, mediante un ensayo 

colorimétrico basado en el protocolo según Eustice y cois. (107): 

1) Se removió el medio de cultivo (el cual se conservó a 4°C para posteriormente cuantificar 

HGH) y las células se lavaron una vez con PBS IX. 

2) Se adicionó buffer de lisis (Tritón X100 al 0.1% en Tris-HCl 250 mM, pH 8.0), en un 

volumen que dependió del área de superficie transfectada y del número de células: 60 mm, 

0.8 mi; 35 mm 0.5 mi y placa 96 pocilios, 50 |xl por pocilio. 

3) La lísis se realizó raspando el fondo de la placa con un "gendarmen en el caso de placas 60 

ó 35 mm y la con la micropipeta con la puntilla por aspiraciones repetidas, en placa de 96 

pocilios. 

4) Después de recuperar las células lisadas en un tubo de 0.5 mi (60 o 35mm), se sometieron 

a tres ciclos de congelamiento/descongelamiento (N2 líquido/ 37nC) para favorecer el 

rompimiento celular mientras las placas de 96 pocilios se colocaron a -70°C por 30 min y 

en seguida se descongelaron a 37°C por 10 min. 

5) Se cuantificaron las proteínas totales del extracto celular por el método de Bradford (ios), y 

la reacción colorimétrica de p-Galactosidasa se realizó con 25 mg de proteína en 150 ni de 

sustrato CPRG 1 mg/ml (CPRG 1 mg disuelto en 1 mi de buíTer p-Gal: 1 mM MgCl2, 10 

mM KC1, 50 mM p-mercaptoetanol, 60 mM Na2HP04,pH 8.0) y se incubó a temperatura 

ambiente y en oscuridad por 15 min ó hasta el desarrollo del color. 

6) La reacción se detuvo por adición de 1/5 parte del volumen total de Na2C03 1.5 M. La 

lectura de absorbancia se hizo en microlector de ELISA X570 nm (filtro de referencia de 

Xwxjnm) y la actividad de la enzima se calculó mediante la siguiente ecuación (109): 

Actividad de P-gal (u)= [109x AS7o]/[No. de células x tiempo de incubación en h]. 

Para la normalización U/|xg de proteína=Actividad de p-gal (U)/[[xg de proteínas totales] 



Regulación del complejo multigénico hGH-hPL mediada por hormonas y factores transcripcionales 

3.4.8.2 Cuantijicación de hormona del crecimiento humano. 

La concentración de HGH secretada en el medio de cultivo fue cuantifícada con un 

estuche comercial inmunoenzimático (ELISA) de Boehringer-LakesideMR. El protocolo está 

basado en el sistema "sandwich" (i 10) descrito a continuación: 

1. Preparación de curva de calibración estándar a partir del stock suplementado en el estuche 

y basado en la siguiente serie de diluciones: Con el stock de 10 ng/ml (solución 1) se 

preparó el estándar de 400 pg/ml y de él se realizó una serie de diluciones 1:2 en 7 tubos 

Eppendorf con buffer para muestra (solución 7), generando estándares de concentración 

400, 200, 100, 50, 25 y 12.5 pg/ml. Se colocaron 200 ni de las muestras y estándares, en 

tirillas de 8 pocilios que poseen un anticuerpo monoclonal anti-HGH fijado 

electrostáticamente en el fondo del pocilio. 

2. Se incubó por lh a 37°C y se realizaron 5 lavados con 250 ni de solución 6. 

3. Se adicionó el l s anticuerpo anti-HGH diluido (también monoclonal) unido a 

digoxigenina. 

4. Se incubó por lh a 37°C y se realizaron 5 lavados con 250 fd de solución 6. i 

5. Se adicionó el 2^ anticuerpo anti-digoxigenina diluido, unido a la enzima peroxidasa. 

6. Se incubó por lh a 37°C y se realizaron 5 lavados con 250 (¿1 de solución 6. 

7. Se agregaron 200 fil de sustrato ofcnildiamina (POD) y se incubó 15 min en oscuridad 

para desarrollo del color. La reacción se detuvo por adición de H :S04 4N. 

8. La lectura de absorbancia se realizó con microlector de ELISA a nm y filtro de 

referencia de X490 nm. 

3.4.9 Adición del competidor alRT-PCR cuantitativo. 

La construcción del plásmido pBShGH20k&26 tiene una longitud de 4257pb, lo que en Daltons 

constituye un peso molecular de: 2,554,200 Da. La concentración del plásmido por densitometría 

comparada contra el marcador de referencia de masa molecular alto (Gibco BRL) fue de 277 ng que se 

ajustó por dilución a 50 fg (50 X 10*l5g)/|4.1. 



El tamaño de la construcción con el competidor = 4257 pb con PM= 2,554,200 Da. 

No de moles= g/PM (en 1 ni); 50 X 1015 g/2, 554,200 daltons= 1.9 x 10"20 moles/ni 

No. de moléculas/nl= (No. de moles) (No. de Avogadro)(Ul) 

(1.9 x 10,2°) (6.02 x 10 23)= 1.2x105moléculas/fil de competidor. 

50 fg 1.2xl05 moléculas (Por convención, 1 attomol = 

x 6xl05 moléculas = 250 fg 6xi05 moléculas [112]). 

1.2x105 mol 50 fg 

6x105 mol X= X= 250 fg, 0.25 pg ó 1 attomol. 

El siguiente paso fue realizar diluciones hasta obtener 6xl05 moléculas/nl equivalente a 250 fg (5 ni del 

stock de 50 fg/nl) de vector o 1 attomol. 

Para determinar el rango óptimo de amplificación, se realizó una curva de diferentes 

concentraciones del competidor, adicionadas a 250 ng de RNA total de las células co-transfectadas con 

pPActinahGHN21K (control de expresión ubicua) y pBShGHNZsco.S'.s/? (control de especificidad tisular). 

El rango de concentraciones del competidor usadas fueron: 5, 10, 15, 20 y 25 atomoles que se mezclaron 

cada tino con 100 ng del RNA total. Las reacciones se hicieron en un termocilador Mastercycler Gradient 

marca Eppertdorf con placa acoplada a gradiente de temperatura y tapa con temperatura controlada. 

Una vez establecido el rango de linearidad, se co-transfectó 1 ng del vector quimera de hPL-1 ó 

hGH-V con 0.5 ng dep(5actinahGH21K solamente en células .TEG-3 en placas de 35 mm (debido a que el 

análisis de las unidades transcripcionales en estudio, son preferentemente sólo expresadas en células de 

placenta), usando las concentraciones ya descritas de lipofectamina en la sección de transfección y 

después de 48 h, el RNA total se extrajo por el método de Isotiocianato de Guanidina (ioo) para proceder 

a la reacción de RT-PCR cuantitativo. 

La mezcla de reacción para RT-PCR se hizo con el estuche comercial One-step RT-PCR de BRL 

bajo las siguientes condiciones de análisis, en las que se mantuvo constante la concentración del RNA 

blanco. 

1. Colocar en un tubo de pared delgada (200 |xl) 12.5 JAI de la mezcla de reacción 2x. 

2. Del RNA problema (10 pg-1 ng) en el caso específico, se utilizó 0.2 ng-



3. El competidor (1-10 atomoles para ensayos de expresión interna, 10-50 attomoles en ensayos de 

expresión transitoria) (111,112). 

4. 1 [il oligo 112 (5 |xM). 

5. 1 JAI oligo 113 (5nM). 

6. 1 ni oligo GAPDH 5' (5[iM). 

7. 1 \ú oligo GAPDH 3' (5ftM). 

8. 1 ni de la mezcla RT/Taq. 

9. Debido a que la concentración final de Mg+2 es 1.2 mM en la mezcla del estuche y se necesitaba de 1.8 

mM para co-amplifícar el competidor y GAPDH (ensayos de optimación en nuestro laboratorio), fue 

necesario adicionar MgS04 para complementar la reacción utilizando la solución de Mg+2 4 mM incluida 

en el estuche, (3 fxl), así como H20 tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) hasta completar 25 ni. 

Las condiciones de transcripción reversa y amplificación se realizaron en un termociclador 

Mastercycler gradient Eppendorf con tapa de control de temperatura, en el cual las condiciones para 

ambos tipos de reacción se incluyeron en un solo programa, iniciando por la transcripción reversa. Dichas 

condiciones consistieron de los siguientes pasos y tiempos de incubación: 

1. Desnaturalización del templado a 80 "C/10 min 

2. Transcripción reversa a 42 °C 1 h. 

3. Inactivación de RT a 95 °C 5 min. 

=—=Inicio de PCR 

4. Desnaturalización a 95 °C 1 min. 

5. Alineamiento 60 °C 1 min. 

6. Extensión 72 °C 1 min. 

Se realizaron 20 ciclos a partir del paso 4 (El PCR puede ser de 15-20 ciclos, dependiendo de la 

abundancia del transcrito a detectar y la especificidad de los oligos utilizados) (l 12). 



3.5 Análisis de resultados. 

Después de realizar el número de repeticiones indicadas y a partir de los datos recuperados 

(densitometrías y concentraciones de HGH ó actividad de |3Gal), se obtuvo la media, varianza y 

desviación estándar con las que se realizaron las pruebas estadísticas de análisis de varianza 

simple (ANOVA de factor único), comparando en forma individual para cada gen los resultados 

sin estimulo contra los obtenidos con estímulo inducidos por los moduladores, factores 

transcripcionales ó potenciadores, utilizando una p= 0.5 y tablas de contingencia (113). 

Igualmente, la media derivada de las unidades de densitometría para las quimeras de hPL-1 y 

hGH-V se compararon contra los valores obtenidos de la unidad hGH-N regulada por el promotor 

de hPL-1 ó hGH-V. 



CAPITULO IV 

RESULTADOS. 

4.1 Análisis de regiones promotoras de los geoes bGH-hPL. 

4.1.1 Construcción de recombinantes. 

Para obtener los recombinantes con diferentes longitudes en el promotor, iniciamos por 

recuperar el DNA plasmídico de los vectores que habían sido construidos previamente en la 

UL1EG y en los que están subclonados las diferentes regiones del locus hGH-hPL. A la fecha, 

casi todo el locus de la HGH está clonado en fragmentos de restricción de diferentes tamaños en 

diversos vectores (cósmidos, pSVgpt, pBlueScript, Puc 18 ó 19, pA VE, p Mal, NUT y pPIC9). De 

entre éstos, seleccionamos aquellos que podrían ser útiles para los estudios de regulación del 

complejo. 

Debido a que muchas de las enzimas de restricción necesarias para obtener los 

promotores de estas construcciones liberan la región promotora proximal intacta, pero 

fragmentan la región promotora distal, unidad transcripcional o secuencia 3 \ decidimos utilizar 

una estrategia de ligación de tres fragmentas (promotor proximal, promotor distal y vector 

conteniendo la unidad transcripcional hGHN) con los genes hPL-2, hPL-3 y hGH-V. En el caso 

del promotor hPL-1, se pierde el sitio de restricción Bam H1 en la posición +2 por un cambio 

nucleotidico, debido a lo cual se eligió el sitio de restricción Aat II, ubicado 6 nucleótidos hacia 

el extremo 3' del sitio aceptor de splicing en el exón 11 generando un recombinante con el exón 1 

e intrón 1 de hPLl fusionado a la unidad transcripcional de hGHN. En el caso de hGH-N, 

usamos una construcción que cuenta con la unidad transcripcional y regiones flanqueantes del 

gen, clonada en el sitio de restricción Sma 1 de pBlueScript KS(-). 

La ligación generó construcciones con regiones promotoras de tamaño variable entre 2.2 

y 3 kb, conservando la secuencia P inhibidora de la transcripción en células hipofísiarias para tos 

promotores placentanos (12), asi como la mayoría de los elementos reguladores de la 

transcripción descritos al momento en los promotores de hPL-2 ó hPL-3 (22, 30,32, 47, 48, 59) Las 



clonas con promotor largo se caracterizaron digiriendo con Aat Il-Sac H que libera el promotor 

largo de cada gen fusionado al exón I e intrón I de hGH-N, mientras que para las clonas con 

deleciones de. promotor (-496, -140. y -70), se utilizaron a Bamlñ-EcóSl .que liberan los 

promotores deletados por un lado y la unidad transcripcional de hGH-N por el otro, en todos los 

casos (ver figura 14). 
Digestión Aat + Sac II 
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Figura 14. Caracterización de recombinantes. A) Las versiones largas de los promotores fueron liberadas en doble digestión 

con las enzimas Aat II y Sac Q, B) Para los recombinantes con versiones promotoras cortas, se hizo doble digestión con Bam 

Hly Eco RI, apreciándosela liberación de los fragmentos en tamaños que varían entre 496, 140 y 70 pb. 

4.1.2 Comportamiento en cultivo celular. 

Después de purificar los recombinantes por gradiente en CsCI (104), éstos fueron co-

transfectados en tres diferentes líneas celulares (JEG-3, GH3 y HeLa) por electroporación; 

usando al vector pGL2Luc usado como control de la eficiencia de captación del DNA. Se 

cuantificaron las unidades de luz por |j.g de proteína utilizando un luminómetro y la 

concentración de HGH por RIA, que se normalizó por unidad de luz relativa por jxg de proteína 

total y los datos resultantes fueron grafícados como se muestra en la figura 15. De estos 

resultados se pueden destacar 3 puntos: 



a) La expresión diferencial de los genes quiméricos dependiendo del tipo de promotor hGH o 

hPL utilizado, b) La longitud del promotor afecto los niveles de expresión y c) La especificidad 

tisular de los promotores largos, se pierde al disminuir la longitud de los mismos. Los resultados 

son descritos en detalle a continuación. 
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Figura 15. Análisis de ta potencia y especificidad de les prerooíeres Después de purificar los plásmidos por CsCl, las 
diversas versiones promotoras fueron co-transfectadas con pGL2Luc en las lineas celulares indicadas para así cuandñcar la 
proteína reportera HGH secretada por d método de RIA y normalizando los valores obtenidos al divididos entre las unidades 
relativas de luciferasa/|ig de proteína total. 

Promotores largos en JEG-3. 

Los niveles de expresión alcanzados por los recombinantes fueron significativamente 

diferentes entre ellos (p 0,05) en este tipo celular derivado de placenta. Una característica 

importante de resaltar, fue la capacidad del promotor hGH-V de expresar altos niveles de HGH a 

pesar de que en placenta se expresa mil veces por abajo de los otros genes de hecho, sus valores 



de expresión resultaron comparables a los obtenidos con el promotor hPL-2, el que ha sido 

tradicionalmente considerado el más fuerte del complejo. El "promotor de hPL-1 también produjo 

altos niveles de HGH.y tuvo un comportamiento más similar al promotor de hPL-3, mientras el 

promotor hGH-N no presentó expresión significativa en estas células placentarias. 

Promotores largos en GH3. 

No se detectó expresión de la proteína HGH en células de pituitaria con los promotores 

placentarios largos, lo que era esperado debido a que conservan la secuencia con interacción con 

el elemento inhibidor de células de pituitaria (secuencia P) (12,71). El promotor de hGH-N tuvo 

niveles de expresión intermedio a los que se detectaron para hPL-2 y hPL-3 en placenta. Debido 

a esto consideramos que tiene un comportamiento similar al de los promotores placentarios de 

hPL-2 y hPL-3, pero con actividad solamente en pituitaria. Su fuerza para estimular la 

transcripción, aparentemente seve reprimida en las células de origen placentario (JEG-3). 

Promotores largos en HeLa. 

En células HeLa, se detectaron" niveles basales de expresión de HGH similares a los 

obtenidos con un vector control conteniendo el gen hGH-N pero carente de promotor, lo que 

demuestra que ninguna versión de ninguno de los promotores del complejo realmente fue activa 

en este tipo celular,-esto valida la especificidad tisular de las regiones promotoras analizadas en 

las lineas celulares empleadas. 

Promotores de 496pb en células de pituitaria y placenta. 

Al comparar los niveles obtenidos de HGH con las versiones de 496 pb, se encontró que: 

1. Todos los promotores, tanto en JEG-3 como GH3. mostraron disminución de los niveles de 

HGH, sugiriendo que efectivamente los elementos de regulación ubicados en la región dista! 

tienen efecto en los niveles de transcripción y expresión 

2. Los promotores proximales placentarios presentaron actividad en células GH3, pues se detectó 

expresión de HGH, lo que se explica por la eliminación de elementos represores presentes en el 

promotor distal (secuencia P), además, la concentración de HGH fue ligeramente menor en este 

tipo celular hiposfisiario comparado con la obtenida en JEG-3 (placentario). 



Promotores de 140 pb en cultivo celular. 

Estas versiones de promotor, en general "mostraron repetidamente aunque de manera discreta, 

una fuerza ligeramente mayor para dirigir la transcripción que las versiones de 496 pb, lo que 

apunta a la acción de un elemento represor entre —496 pb y -140 pb, presente en todos los 

promotores, como ha sido sugerido previamente (60). 

El comportamiento de los promotores en los ensayos presentados, permitió determinar la 

fuerza de los promotores respectivos bajo las condiciones basales en cultivo celular, pero aún 

desconocíamos su respuesta a hormonas y moduladores químicos, como lo representa el 

siguiente esquema. 

Efecto de la unidad Lranscripcional 
Regiones reguladoras Promotor 

A Acido Rctiooico / T¿ iodotuanma. 
B Este de fcrbol 
CAMPc 

Figura 16. Ubicación de elementos reguladores. El locus hGH-hPL contiene muy variados elementos reguladores de la 
transcripción. Este esquema representa la posible ubicación de dichos reguladores y con una interrogante (?), se especula 
sobre el efecto que pueden tener estos sobre los niveles de expresión de las secuencias que regulan. 

4.1.3 Análisis de moduladores de la transcripción. 

Con el objetivo de responder a las "interrogantes de la figura anterior, las construcciones 

con promotor largo fueron co-transfectadas con el vector pCMVSport^Gal, en JEG-3, GC y 

HeLa. 12 horas después de la transfección, el medio de cultivo de las células se remplazó por 

otro suplementado con moduladores hormonales: T3, ácido retinoico, AMPc o éster de forbol a 

las construcciones señaladas en material y métodos, para dejarse en incubación por por 24 h más. 



Para evaluar ia eficiencia de transfección, se midió la actividad de la enzima 

jü-Galactosidasa en el extracto celular con una reacción de color, generada por actividad de la 

enzima expresada, sobre el sustrato cromogénico CPRG, con modificaciones mínimas al método 

originalmente reportado (107). La concentración de HGH secretada al medio de cultivo se 

cuantifícó por ELISA, que amplifica la señal de detección con digoxigenina, lo que proporcionó 

mayor sensibilidad al sistema. La figura 17, ejemplifica los resultados de la reacción de color 

obtenidos en los ensayos de j5-Galactosidasa y ELISA. 

Figura 17. Eficiencia de transfección y cuantificación de HGH en céhrias JEG-3. Las células transfectadas fueron iisadas 
después de 24 h y el medio de cultivo se recuperó. Se muestran las reacciones de color para la cuanlifícación de HGH por 
ELISA en el medio de cultivo de las muestras, en ausencia o presencia de moduladores (la intensidad del color es 
directamente proporcional a la concentración de HGH). Así mismo, se ilustra el ensayo de f3-Gal en el extracto celular para 
determinar la eficiencia de transfección. La intensidad de color de |5Gaí fue muy similar en todas las transfecciones sin 
embargo, las reacciones de color en el ensayo ELISA -demuestran -diferencias -de -intensidad en los pocilios con y sin 
moduladores. 

Después de obtener la concentración de HGH a partir de las unidades de absorbancia y la 

curva de calibración, se normalizó por unidad de (3-GaIactosidasa calculada y los resultados se 

graficaron como función de la concentración de HGH en ng/ml por Unidad de fiGal/píg de 

proteína total, la que se muestra a continuación. 

ELISA en medio de cultivo 
SIN estimulo en JEG-3 

Actividad de P Galactosidasa 
(Eficiencia de transfección) 

ELISA en medio de cultivo 
CON estímulo 

Muestras düu¡da& 1:1Q 
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Figura 1S Efecto de moduladores en los niveles de expresión en células JEG-3. Células de placenta transfectadas con 
los recombinantes con promotor largo, se expusieron a moduladores hormonales y de tipo segundo mensajeros. Todos los 
moduladores activaron la expresión de los promotores excepto Triiodotironina sobre hGH-N, en el que aparentemente por 
efecto de la desviación estándard, no presentó ningún signo de activación. N=p(2.2)hGH-N, i=pPLl(2.4)hGH-N, 
2=pPL2(3.1)hGH-N, V=pGHV(2.3)hGH-N y 3=(2.6)PL3(2.6)ftGH-N. 

En resumen,-el orden de activación de los datos en JEG-3 fueron de la siguiente manera: 

T3: hPL-2>hPL-3>hPL- l=hGHV>hGHN. 

Acido retinoico: hPL-2>hPL-3=hGHN>hPL-I=hGHV. 

AMPc: hPL-2>hGHN> hGHV >hPL-l=hPL-3. 

Ester de forbol: hPL-2>hPL-l=hPL-3=hGHV=hGHN 

En general, el orden por modulador que mejor_activo la expresión fue el siguiente: Acido 

retinoico>AMPc~T3>éster de forbol. 

Al igual que en JEG-3, se analizó la respuesta de los recombinantes a los moduladores en 

células de pituitaria (GC), los datos recuperados también se normalizaron y graficaron. Sin 

embargo, en esta línea celular únicamente el promotor de hGH-N fue funcional y tuvo una 

respuesta más favorable a AMPc que a ácido retinoico; contrario a JEG-3. en dónde la activación 

fue mejor con este último. Los datos numéricos se presentan en la tabla IV. 



JEG-3 
Actividad de ¡i-Galactosidasí 

U/(J.g de proteína total 
Sin 

Estímulo T3 Acido 
retinoico AMPc Ester de 

forbol 

hGHN 5.7 8.5 ±3.2 5.7 ±2.1 66.1 ±2.4 52.6 ±2.1 23.5 ±2.6 

hPL-1 6.3 18.6 ±2.1 37.6+4.1 47.2 ±4.6 32.3 ±3.6 28.2 ±2.4 

hPL-2 5.2 24.7±3.05 67.2 ±3.8 105.3 ±6.3 66.4 ±2.3 48.0 ±4.8 

hGHV 6.6 -23-5 ±2.03 31.6+1.8 51.2+2.3 45.3 ±3.87 32. i ±4.2 

hPL-3 6.1 11.3 ±28 47.6 ±4.1 66.01 +5.9 29.49 ±29 28.3 ±5.1 

GC 
hGHN 41 18.7 +1.« 7.«+1.9 39.4+3.25 58.5+3.64 32.5 +1.8 

hPL's/hGHV No se detectó expresión significativa con ninguno de los promotores placeníarios 

*Los datos de concentración de HGH son los de las gráficas presentadas, las cuales están normalizadas a las unidades de 

J3-Galactosidasa calculadas por ng de proteina total. Los ensayos fueron por triplicado mismos de los que se presenta la 

media y desviación estándard. 
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Figura 19. Efecto de moduladores en los niveles de expresión en células <5C. Se analizó-el efecto de cuatro moduladores de 
la transcripción en los recombinantes con promotor largo hGH-hPL transfectados en células derivadas de pituitaria y los 
niveles de expresión de HGH se compararon contra los obtenidos con los recombinantes en ausencia de moduladores. El valor 
de HGH fue normalizado por U de p Galactosidasa y se detectó expresión sólo con el promotor hGHN. La activación fué 
dependiente del modulador analizado aunque con T3 se detectó un claro efecto de represión de cerca de 60% de la expresión 
del gen reportero con respecto al control sin moduladores. 



Los datos del número de veces de activación o represión que cada promotor sufre por 

acción de los moduladores en ambas líneas celulares, se resumen en la tabla V. 

Tabla V. Niveles de activación relativa por moduladores en JEG-3 y G C * 

JEG-3 T3 Acido 
rctinoico AMPc Ester de 

forbol 

hGHN Represión 
del 33% 7.8 6.2 2.8 

hPL-1 2.03 2.5 1.74 1.52 

hPL-2 2.72 4.26 2.7 1.9 

hGHV 1.34 2.2 i.92 1.37 

hPL-3 4.2 5.X 2.6 2.5 

<sC 

hGHN Represión 
del 58% 2.1 3.13 1.7 

hPL's/hGHV No je delectó expresión significativa con ninguno 
de los promotores placentarios 

• Los valores sin estímulo se tomaron como igual a 1 y la activación relativa se calculó utilizando la siguiente relación: 

([HGfímoduladores]/[HGH]sinMod), las veces de activación son relativos a la unidad. 

4.1.4 Análisis del efecto de factores de tramcripción. 

Se ha estudiado el efecto de factores transcripcíonales endógenos sobre algunos de los 

promotores hGH-hPL (Pit-I en hGH-N[62,63], hGH-V y hPL-2 [70], Sp-I en hPL-2 [61] o en hPL-

3[ó0] y PLA-1 en hPL-3 y hGH-N 157]), aquí se presentan los resultados obtenidos -¿A co-

transfectar los recombinantes con versión promotora proximal de todos los genes del complejo y 

los vectores plasmídicos que expresan los factores de transcripción antes mencionados, en 

células derivadas de placenta y pituitaria. 
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(promotor 0.5 kb) 

phGHN phPL-1 phPL-2 phGHV 
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Figura 20. Efecto de factores transcripcíonaies en células J E G - 3 Los recombinantes con promotor de 0.5 kb, fueron co-
transfectados con vectores que expresan factores transcripcionales y pCMVpGal para normalizar la eficiencia de transfección, 
en las relaciones molares ya mencionadas en Material y Métodos. La concentración de HGH se normalizó a las t i de fi 
Gal/mg de proíeina total y los resultados fueron grafícados. El valor de barras corresponde al promedio de tres 
determinaciones derivadas de experimentos diferentes. 

Los promotores respondieron diferencialmente a cada factor transcripcional, sin embargo 

el análisis sugiere que los promotores hPL-1 y hPL-3 responden preferentemente al factor 

transcripcional PLA-I, ya que presentaron casi el doble del nivel de activación por PLA que por 

Pit-1, mientras hPL-2 tuvo una activación sin diferencias significativas con Pit-i y PLA-1. El 

caso del promotor de hGH-N respondió preferencialmente al factor Pit-1. El promotor de hGH-

V, tuvó mejor efecto a Sp-1 que a los factores POU (PLA y Pit) ensayados. Los resultados de la 

respuesta en células placentarias, se presentan en la tabla siguiente, mostrando el número de 

veces de activación que sufren los promotores por cada factor transcripcional. 

Tabla VI. Concentración de H G H y veces de activación con factores transcripcionales en JEG-3.* 

JEG-3 Actividad de ^ Gal 
U>c de proteína tota] 

Hfil¡.n*.ml 
Sin 

Estímulo 
Sp-1 

Veces de 
activación PLA-1 

Veces de 
activación Pit-1 

Veces de ' 
activación 

hGHN" 5.7 + 1.01 i 8.6 -r 2.1 39.7 + 7.9 2.1 55.8 + 6.1 3.6 109.4 + 7.3 5.8 

h P L - 1 6.3 + 0.87 12.4+3.4 19.7 + 3.7 1.6 18.2+13.3 9.4 68 .2+8 .1 5.5 

h P L - 2 5 .2+1 .1 27.5+4.2 43.01+ 10.1 1.6 122.8+11.2 4.4 108.5 + 10.6 3.94 

h G H V 6.6 + 1.3 8 . 2 + 2 . 7 37.6 +-7.1 4.6 22.6 +-6.4 2.7 18:4 +3 .5 2.2. 

hPL-3 6.1 + 0.92 18.8+3.0 2 3 . 5 + 6 . 6 1 3 77.6 + 9.5 4.1 39 .7+7 .6 2.1 

*En la tabla se resumen los datos déla figura 20. 



También se ensayó el efecto de los factores de transcripción sobre ios promotores en 

células de pituitaria de rata, los datos fueron grafícados y se muestran en la figura numero 21. 

Figura 21. Efecto de factores transcripcfonales en c¿lufas GC. Los recombinantes con versión promotora de -496 pb, 

fueron co-tran afectados cqb vectores áe expresión -de factores fi-anscripcioaales en proporciones 2:1 {f&cxar 

transenpcionalirecombiname) y pCMVsponfJGal. El análisis pos-transfección se realizó por cuantificación de HGH en el 

medio de cultivo normalizado por-unidad de (5 gaiactosidasa determinadas eirel extracto proteico de ías céluías transfretadas. 
t 

Al igual que el análisis en JEG-3, el factor transcripcional PLA-1 activó adecuadamente 

en la línea celular GC, aumentado los niveles de expresión de los promotores placentarios y 

hGH-N, pues en general, éstos respondieron mejor a los factores POU, alcanzando mayores 

niveles de concentración del gen reportero; mientras que el promotor de hGH-V nuevamente 

tuvo mejor respuesta a la acción de Sp-1 que a la de los factores POU. Interesantemente, al 

comparar los datos de concentración de HGH en ambas líneas celulares obtenidos por estimulo 

con los factores transcripcionales, fue mayor en células GC para MJH-N, "hPL-2 y liPL-3 por la 

transactivación de Pit-1, lo cual esperábamos para el promotor de hGH-N pero no para hPLs. 

Además, la respuesta de hGH-N a Pit-1 fue mayor que la obtenida con PLA-1, mientras hPL-1 

presentó el mismo nivel de activación por estos factores en ambas lineas celulares. 



En el caso de la respuesta de hPL-2 y hPL-3 al factor PLA-1 en la misma línea celular, 

también fueron mayores que en JEG-3 y el comportamiento de respuesta fue muy similar a la 

obtenida con Pit. ET mismo efecto observado para Fit y FLA se obtuvo con SP-1 en los 

promotores hPL-1, tiPL-2 y hPL-3, pues también fueron más favorablemente transactivados por 

este factor transcripcional ubicuo en células de pituitaria que en células de placenta. También los 

datos grafícados se resumieron en la tabla VII, que presenta la concentración de HGH obtenida 

sin o con estímulo y en la "VIH, el número de veces en que cada promotor fue transactivado por 

los factores de transcripción. 

Tabla VII. Concentración de HGH obtenida y veces de estimulo con factores transcripcionaies en células GC.* 

GC Actividad de P Cal 
U/ ms de proteina total 

ÜGJiog'mJ 
Sm £itifliulo Sp-1 

Veces de 
acLiviMaÚD P L A - 1 

Veces de 
activación P i t - l 

Veces de 
(Ktrvacióo 

hGHN 2 0 . 7 + 1 . 1 202 + 3JT 1JÍ9 55.8 + 6.3 2 . 8 344.6 + 8.36 17 .4 

hPL-1 .24.5 + 1 .3 21¿3 -f '3.1 82.1 » 2 4 13. T28.4 + 5.4 11 .4 68.7-+-3.S7 Í . 0 7 

hPL-2 1 9 . 8 + 0.7 353 + 12 91 Jj + 3.5 2.6 389.3 + 7.5 1 1 . 0 3 374.4 + 6 . 8 1 0 5 

hGHV 2 2 . 2 + 0 . 9 192 ¿ ).* 483 i 1.8 2 . 5 28.3 + 2.1 1 .5 23.4 + 5.) U 

hPL-3 l ü . 4 + 1 . 5 262 ¿ 2.4 7 1 Í - 3 . Í X 7 134.8+-9.2 5 . 1 4 H 8 : 6 - t - l U 2 4 5 

*En la tabla se resumen los- datos presentados en la figura 21 de la concentración de HGH en ng/ml (normali zados por U de p 
galactosidasa) y el número de veces de activación de los promotores por los factores transcripcionaies. 

4.2 Análisis de la región 3' de tos genes del lactógeno placentario. 

4.2.1 Clonación de potenciadores del locus hGH-hPL. 

Para analizar la participación de la región 3'en la regulación de los genes de lactógeno 

placentario, las tres regiones potenciadoras reportadas para el locus fueron selectivamente co-

amplifícadas por PCR a partir de DNA genómico humano, con oligónuleotidos consenso. El 

producto generado fue clonado en el vector pBlueScript SK(+) por la técnica de "vector T" y las 

clonas resultantes fueron caracterizadas con enzimas de restricción para determinar su identidad 

y proceder a secuenciar sus insertos para finalmente, transferirlos a los recombmantés con 

versión promotora de 496 pb. 



La figura 22 ejemplifica la estrategia usada para la clonación, así como algunas de las 

clonas positivas conteniendo el inserto. La selección delas clonas plasmídicas candidatas se hizo 

primero por presentar su DNA retraso en la migración efectroforética en geí de agarosa í %, 

comparado -contra pBlueScript carente de inserto. Las clonas elegidas fueron adicionaimente 

caracterizadas con las enzimas Xho I y Kpn I (las que actúan sobre sitios de restricción 

introducidos artificialmente en la secuencia de los oligonucleótidos) para liberar el fragmento 

clonado, además de permitir conocer la orientación de los insertos pues también están presentes 

en el sitio múltiple de clonación en el vector pBíuescript. 

Figura 22. Amplificación por PCR y donación de los potenciadores de iocus hGB-hPL. Los productos amplificados (A), 

fueron clonados mediante la metodología de vector T (B) y las clonas portadoras de inserto se caracterizaron en un primer 

paso con las enzimas Xho 1 y Kpn I, que liberan el inserto (C). 

PCR DNA Genómico g 



Las clonas con inserto se caracterizaron con otras enzimas que determinaron la identidad 

de cada potenciador. Los mapas de restricción de las tres secuencias potenciadoras amplificadas 

(oligonucleótidos incluidos) generados con el programa DNA Strider 1.3, se muestran en la 

figura 23. "Se usaron las enzimas Fok I y AJ7 III, cuyos sitios de restricción están presentes 

exclusivamente en el potenciador de hPL-3 y Dra I con dos sitios de restricción en el 

potenciador de hPL-2 y uno en hPL-1, para diferenciar a estos últimos. Una vez identificadas las 

clonas, se secuenciaron y la secuencia se comparó con la reportada originalmente (12), para 

finalmente subclonarlos en los recombinantes con la versión promotora de 496 pb obtenidos en 

el objetivo 1 de este trabajo. 
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Figura 23. Mapas de restricción de fas secuencias potenciadoras de los genes hPL. A partir de la secuencia nucleótidica 

reportada en las bases de dalos publicas del complejo fiGH-hPL en el GenBank, se shnuló ia amplificación con el programa 

Amplify 1.0 utilizando los oligonucleótidos diseñados. La secuencia "amplificada" con el programa computacional fue 

analizada en eí software DNAStrider 1.3, Las etmmas indicadas con flechas, permitieron determinar la orientación e 

identidad del inserto en cada construcción. 



Varias colonias conteniendo el inserto de tamaño deseado, fueron seleccionadas y 

digeridas con las enzimas señaladas en los mapas de restricción de los productos amplificados 

por PCR, de los tres potenciadores del locus hGH-hPL como lo muestra la figura 23. La figura 

24 muestra el análisis representativo de 3 clonas con el patrón de restricción esperado para cada 

uno de los potenciadores de los genes hPL. El número y tamaño de los fragmentos obtenidos, 

corresponden al patrón de digestión diagnóstico esperado para cada potenciador. 
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Figura 24. Caracterización e identificación de los potenciadores clonados. Las posibles clonas conteniendo los 
potenciadores, se caracterizaron coa las enzimas de restricción señaladas. A) Los fragmentos generados se resolvieron por 
electroforesis en gel de agarosa al 2%, B) En el caso especifico de la digestión con Fok I especifica para identificar al 
potenciador de hPL-3, fue necesario separar las bandas de interés diagnósticas en un gel de acrilamida al 12%. 

4.2.2 Secuenciación de potenciadores. 

Los insertos de las clonas analizadas en la figura anterior se secuenciaron. La lectura de la 

secuencia comparada contra la originalmente reportada por Chen 7. y cois, reveló un cambio 

nucleotídico en el potenciador de hPL-2 (C por G, posición 31944), dos más en el potenciador de 

hPL-3 (A por G posición 54075 y T por C en 54260), mientras el potenciador de hPL-1 no 

presentó cambios nucleotídicos. Los cambios en los potenciadores hPL-2 y hPL-3 se ubicaron en 

los extremos dé las regiones DF y dé acuerdo a Tos reportes dé literatura sobre su funcionalidad 

(87,92,93), no afectarían la actividad de los potenciadores durante los ensayos de expresión. • 



4.2.3 Sub-clonación de potenciadores en recombinantes con promotor 0.5 kb. 

Una vez corroborada la secuencia, se sübcionaron los potenciadores en un vector 

conteniendo el promotor proximal de 496 pb y la unidad" transcripcional de hGHN, usando Xho I 

y Kpn I, las clonas resultantes se caracterizaron por doble digestión con Eco RI-Kpn I, que 

liberan la unidad transcripcional con promotor hGH-hPL de 496 pb y el potenciador, dichas 

digestiones son mostradas en la figura 25. 
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Figura 25. Subclonación del potenciador hPL-3 en los recombinantes con promotores proximal. A). Se subclonó el 
potenciador de hPL-3 en una de las construcciones de versión promotora de 496 pb y se caracterizó utilizando Eco R1 y Kpn 1, 
Esta clona fue usada para subclonar los potenciadores restantes con u n a estrategia de tipo "cambio de cassete". B) Digestión 
con las mismas enzimas de las 5 construcciones'con promotor HGH-hPL de 496 pb liberando el potenciador de hPL-3. (+)= 
pBSSKenhhPL digerido con Xho l-Kpn 1, liberando uno de los potenciadores subclonados, el cual se usó como testigo de 
tamaño molecular (se observa la ausencia de labanda correspondiente a la unidad transcripcional hGH-N unida apromotor). 

4.2.4 Transección de recombinantes con promotor 0.5 kb-potenciadores. 

Las 15 nuevas construcciones, se crecieron en un litro de medio LB/ampicilina y el DNA 

plasmídico se recuperó por "lisís alcalina y se purificó por ültracentrifugación en gradiente de 

CsCl (104). La concentración y calidad del DNA se evaluó por lectura de absorbancia a X26o y por 

la relación de XW^so» respectivamente. 

Una vez obtenida la calidad y concentración del DNA, los plásmidos se co-transfectaron 

con pCMVsportßGalactosidasa, como control de la captación del DNA en células JEG-3 y GC. 

De la reacción de color que se obtuvo por ELISA en el sobrenadante se determinaron los niveles 

de absorbancia y se calculó la concentración de HGH. L a actividad de la enzima ß-Galactosidasa 



se determinó en el extracto de las células transfectadas para normalizar la concentración de HGH 

previamente determinada (109). 

Debido a que el medio de cultivo de células transfectadas con los recombinantes con 

potenciador de hPL-3, presentaron elevados niveles de -expresión y excedieron la lectura del 

estándard de concentración máxima de la curva de calibración, fue necesario diluirlas 1:100 con 

medio de cultivo de células no transfectadas. Los datos de las determinaciones de muestras 

diluidas se normalizaron con las unidades de P-Galactosidasa y se graficaron, los resultados se 

presentan en la figura 26, donde se muestra claramente que el efecto de potenciación se observa 

principalmente con el potemciador del gen hPL-3, el cual activó de manera significativa a 

cualquiera de los promotores comparado con los potenciadores de hPL-1 o hPL-2. En los 

resultados obtenidos con estos dos últimos, el' derivado dé hPL-2 tuvo mayor fuerza que el de 

hPL-1 para activar a ios promotores del complejo de expresión en JEG-3, mientras hGH-N fue 

mínimamente transactivado por ellos. 

ELISA 7 0 0 | - ) 

bGH-N hPL-1 hPL-2 hGH-V bPL-3 

RECOMBINANTES CON PROMOTORES CON LONGITUD DE 496 pb 
m Sin Potenciad« ¡ 1 Potencuulur bPL 1 Q Poterciador hTL2 Y77?, Polcojindur hPL3 

Figura 26. Efecto de potenciadores sobre promotores prosimales en células JEG-3. Los datos de la concentración media 

de HGH se normalizaron por U de p Galactosidasa/mg de proteína total y fueron graficados. La actividad de potenciación se 

centra principalmente en el potenciador de hPL-3 y aunque el de hPL-2 aumentó [os niveles de expresión de las quimeras que 

lo contenían al doble o más, la mayor actividad estimuladora es evidente en el de hPL-3 (Las muestras con potenciador de 

hPL-3 fueron diluidas en un factor de 100). 



Los resultados de expresión de la gráfica 26 de células JEG-3 se sintetizan en la tabla 

VIII, en dónde de igual forma se calcularon las veces de activación que cada potenciador activó 

la fuerza transcripcional de los promotores hGH-hPL. El potenciador de hPL-1 mostró actividad 

estimuladora mínima, mientras el de hPL-2 aumentó la expresión de los promotores placentarios 

al doble pero no activó la transcripción del promotor de hGH-N. Los resultados con el 

potenciador hPL-3 derivan de multiplicar por el factor de dilución (100) de las muestras y a 

partir de los datos de la dilución, se calcularon las veces de activación. El número de veces de 

activación por este potenciador fue casi el mismo en todos los promotores del complejo, con la 

excepción del efecto que presentó sobre el promotor de hPL-1, al cual activó cuatro veces menos 

(comparado con el efecto que tuvó en los otros promotores del complejo). 

Los datos de esta sección, muestran que evidentemente se presentan diferencias de 

activación por los potenciadores en ios promotores del complejo, principalmente el efecto es 

evidente sobre uno de los promotores más débiles, como el caso de hPL-1 y en el más fuerte 

específicamente, el potenciador de hPL-3. 
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Figura 27. Efecto de potenciadores sobre promotores proximales en células GC . La concentración media de HGH en 

células GC transfectadas, se normalizó por U de p Galactosidasa/mg de proteína total. En esta linea celular, ningún 

potenciador transactivó a los promotores hGH-hPL en forma significativa y el comportamiento de los mismos, presenta una 

tendencia de fuerza transcripcional: hPL-2>bGH-N/hGH-V>bPL-3/hPL-l. 



Tabla Vm. Activación de potenciadores en los promotores del locus hGH-hPL en células JEG-3.* 

JEG-3 Sin estímulo PL1 PL2 PL3 

hGHN 16.6 0.48 0 3 1 33 

hPL-1 11.3 0.1 1.3 32 

hPL-2 29.1 0.1 1.1 22 

hGHV 14.6 0.3 2.3 27.7 

hPL-3 21.4 0.45 •2.2 26 

*Los valores de HGH de la columna sin potenciador corresponden al valor de la unidad y las veces de 

activación calculadas están relacionados a-este valor. 

4.3 Análisis de las uaidades transcripcionales de hPL-1 y hGH-V. 

4.3.1 Construcción de quimeras de hPL-1 y hGH-V con hGH-N. 

Utilizando la estrategia de clonación ya mencionada en la sección de material y métodos, 

los plásmidos: pSVgpíhPLlwt, pBShPU-hGHV(0.5)hGHN y pBShGHV Eco RI, fueron 

digeridos con las enzimas Eco RI y Sac I, para generar las construcciones como lo muestra la 

figura 7 de la sección de estrategia general. Las quimeras resultantes después de la 

transformación, se caracterizaron al digerir con las enzimas de restricción 

mostradsimultaneamente mostradas en los mapas de la figura 28, utilizando una enzima presente 

en la porción correspondiente de los genes hPL-1 o hGH-V y otra enzima ubicada solo en la 

porción de hGH-N que conforman la quimera (poner atención en los mapas gráficos), el 

resultado de la digestión se muestra en la figura 29. 



SomHI-Aífcl g ^ , ) U Í A „ - B 

3 fragmentos esperados 3J23 
Orden por longitud: 

3 3941 
2 2129 
1 5 1 1 

Si I U<4 Aa „ 

« i m - B&ra 
3 fragmentos esperados 
Orden por longitud: 

3 3306 
2 1264 1 10« 

U/PliWl 

Kf*> 151*3 
a» RI 5135 

BamHI 
3 frsgmeotos espe»»dos 

Ordea porloogtftod 
3 4003 
1 1092 
2 511 

r>*j m yw3 
4 fragmentos esperados 

Orden por longitud 
4 3772 
1 &Í7 
3 717 
2 299 

Promotor 
hPL-l o b G H - V IÍTTT: fénica de hGH-N 

Porción genica de 
hPL-l o bGH-V 

Figura 28. Mapas de restricción de quimeras hPLl,hGHV/hGH-N. Los mapas mostrados representan las quimeras de 

hGtí-V y hPL-l con hGH-N ( p W G H N y pPLl 1GHN) clonados en el vector pBSSK(+). Para identificar cada quimera, se 

utilizaron las enzimas encerradas en un recuadro y los productos de digestión se separaron en gel de agarosa 1%. La 

fotografía del gel de agarosa en la figura 29, muestra el producto de digestión de dos clonas quimera de hGH-V o hPLl con 

hGH-N y donde el número y tamaño de los fragmentos liberados, corresponde a los mostrados en esta figura. 
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Figura 29. Caracterización de quimeras hPLl-hCHV/hGH-N con enzimas diagnósticas. A). Los mapas de las quimeras 
mostrados en la figura anterior, representan las construcciones de hGH-V y hPL-1 que conservan su promotor y donde sus 
unidades transcripcionales están combinadas con la primera o segunda mitad del gen hGHN, fragmentos clonados en el vector 
pBSSK(+). Para identificar a cada quimera, se utilizaron las enzimas en la figura 28, las digestiones se separaron en gel de 
agarosa 1%. La fotografía del gel de agarosa en A, muestra el mencionado producto de digestión de las clonas quiméricas 
denominadas pGHV-V-GHN, pGHV-GHN-V, pPLI-l-GHN y pPLl-GHN-1 las cuales contienen el promotor prcrximal (496 
pb) de hGH-V o hPLl fusionado a la primer o segunda mitad de los genes hPL-1 o hGH-V, combinados a la primera o 
segunda mitad del gen hGH-N, según sea el caso. B) Las clonas identificadas en A, se co-transfectaron en placas de 12 
pocilios con pCMVSportpGal, un guipo de pocilios fué usado para extraer proteínas para ensayo de p-Galactosidasa (O ) y 
otro gnipo, para extracción de RNA (0 ) para RT-PCR semicuantitativo. Una tercera placa fue utilizada para los controles 
respectivos (pSVgpthPLl reparado, phPLl(0.5)hGHN, phGHV(0.5)hGHN y phGHV(0.5)hGHV). 

Las construcciones positivas en la caracterización, se purificaron por gradiente en CsCl y 

se co-transfectaron por triplicado (dos veces, pues una serie de pocilios sería usada para 

extracción de proteínas y el otra, para extracción de RNA total) en una placa de 12 pocilios (35 

mm de diámetro) con el vector pCMVSport|3Gal. El análisis de expresión se realizó en el RNA 

extraído de una serie de pocilios de células transfectadas y se usó la sedgunda serie de los 

pocilios para obtener el extracto proteico para el ensayo de p-Galactosidasa con el que se 

normalizó la transfección. 



4.3.2 Detección de la expresión de las quimeras por RT-PCR semicuantitativo. 

El análisis de expresión relativa fue por RT-PCR amplificando los transcritos derivados 

de las quimeras y el DNAc de GAPDH. Las bandas en gel y los datos de densitometría, se 

muestran en la figura 30. 
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Figura 30. Semi-cuantificación del efecto de unidades transcripcionales. Después de transfectar las construcciones 

quimera de hPL-1 y hGH-V (por triplicado), se extrajo el RNA total de las células y se analizó por RT-PCR para co-

amptificar las quimeras y al DNAc de GAPDH éste último, como control de la cantidad de RNA utilizado en la reacción. El 

gel muestra la banda del producto amplificado derivado de la quimera KPL-l-hGHV/hGHN que presenta intensidad variable. 

LA PCR de pSVgpthPL-1 reparado, no mostró banda detectable de tamaño molecular correspondiente a hPL-1. La banda 

derivada de GAPDH presenta una intensidad muy similar en todas las muestras analizadas. La densidad de la banda del carril 

número 6, pGHV-GHN-GHV, se usó para obten«- los porcentajes relativos de intensidad de las bandas restantes. La gráfica 

muestra diferencias relativas entre las diferentes quimeras y que no son debidas a la ineficiencia de la retrotranscripción o 

calidad de RNA, pues la banda de GAPDH presentó valores muy similares de densidad en todos los ensayos. 



Los resultados relativos de expresión mostraron que la primera mitad de hPL-1 

presumiblemente cuenta con elementos que activan la transcripción mientras que en hGH-V, 

aparentemente es la segunda mitad la que tiene este efecto, mientras que pSVgpthPL-1 reparado, 

no mostró banda detectable por PCR pero la banda de GAPDH presentó una intensidad muy 

similar a la de las otras muestras analizadas. La densidad de la banda del carril número 6 

(pGHV-GHN-GHV) se usó para obtener ios porcentajes relativos de intensidad de las bandas 

restantes. La gráfica muestra diferencias relativas entre las diferentes quimeras y que no son 

debidas a la inefíciencia de la retrotranscripción o cantidad de RNA, pues la banda de GAPDH 

tiene valores similares en todos los ensayos. Sin embargo, el ensayo presentaba dos principales 

problemas que interferían con el análisis: 

1) La evaluación de la eficiencia de transfección se hizo en el extracto proteico (f> 

galactosidasa), mientras que los niveles de expresión de las quimeras derivaron de valores 

de bandas de retrotranscripción amplificadas por PCR. 

1) £1 análisis no permitió obtener valores absolutos de niveles de expresión para cada 

quimera, pues aunque se hizo por triplicado, la eficiencia de transcripción reversa, 
i 

amplificación y normalización de la concentración del RNA por muestra, se estimó co-

amplificando la banda del transcrito GAPDH, con oligonucleótidos de diferente 

especificidad, pureza, concentración y Tm a los usados para amplificar las quimeras de 

hPL-1 y hGH-V. Debido a esto, decidimos repetir el experimento también por triplicado, 

pero con un sistema que permitiera evaluar el análisis de eficiencia de transfección en el 

mismo nivel de RNA. 

Por lo anterior, se construyó un vector que al co-transfectarlo con las quimeras, su producto 

de transcripción compitiera por los oligonulceótidos con las quimeras en un sistema de RT-PCR 

competitivo. Para el sistema cuantitativo, construímos otro competidor por los oligonulceótidos, 

que al adicionarlo al inicio de la PCR en concentración conocida, permitiría cuantificar la 

concentración de la banda del competidor (discernible en tamaño de las bandas de quimeras) y a 

partir de él, calcular el número de atomoles de los recombinantes. 



4.3.3 Construcción del vector para determinar eficiencia de transfección. 

Para obtener el vector para evaluar eficiencia de transfección p{5actinahGKN21K, fue 

necesario obtener primero dos vectores intermedios, cuya estrategia de construcción ya fue 

presentada en las figuras 10 y 11 de la sección de Material y Métodos. La idea fue obtener un 

vector que al transfectarlo, su producto de transcripción difiriera en tamaño por RT-PCR del 

originalmente transfretado. Para lograr lo anterior, al gen hGHN conteniendo el primer intrón se 

le fusionó del segundo al quinto exón del DNAc codificante de HGH 20K. Una de las clonas 

positivas por digestión con enzimas, se caracterizó por PCR con los oligonicleótidos 112 y 113 

como lo muestra la figura 31. 
A B -C D E F G H 

Figura 31. Caracterización por PCR de pBShGHN2TK. Una dona positiva del vector pBShGHN 21K caracterizada con 
enzimas de restricción, fue analizada por PCR usando los oligonucleótidos 112 y 113. La figura muestra ios controles de 
tamaño del producto de PCR; A) DNAc 22K (pAVE22K). B) DNAc 20K (pAVE20K). C) gen hGHN (vector pBShGHN 
Eco-Ssp) y É) Clona positiva con migración intermedia entre los productos de PCR mostrados en los carriles B y C . El carril 
D) muestra tos productos de PCR obtenidos después de mezclar los diferentes templados analizados individualmente en los 
carriles A, B, C y E; que evidenció competencia positiva por los oligonucléotidos. F)-Control negativo de amplificación y-G) 
RT-PCR con los mismos oligonucleótidos de RNA extraido de células JEG-3, H) Marcador de peso molecular k Pst I. 

La construcción obtenida aún conservaba el promotor proximal de hGH-N que presenta 

una fuerza muy similar a la de los promotores proximales de hPL-1 y hGH-V en JEG-3, debido a 

ello fiie necesario sustituirlo por otro no relacionado con el sistema estudiado de fuerza 

transcripcional diferente, que no saturara los límites de la RT-PCR para poder detectar 

diferencias entre las quimeras en análisis. Al vector pBShGHN21K se le sustituyó el promotor 

proximal de hGHN por el de hCMV del vector pAVE, dando origen a pBSCMVhGHN21K 

ganando el sitio de restricción Hiñó III en el extremo 5' del gen 21 K (ver detalles en la figura 

10), necesario para la construcción del vector final p(3actinahGHN21 K. 



El vector intermedio pBSCMVhGH21K, se digirió con (5') Hiná III y Kpn I (3') para 

liberar el "gen 21 K" y purificarlo. El promotor humano de pactina se recuperó del vector 

pABO, que forma parte de la plasmidoteca de la ULIEG; con las enzimas (5*)Bam Ul-Hind 

111(3') como lo muestra la figura 32 y los fragmentos purificados (gen-DNAc hGH 21K y 

promotor humano de lactina) se ligaron al vector pBlueScript abierto en los sitios Bam Bl-Kpn 

1, para obtener finalmente el vector p{5actinahGHN21K. 
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Figura 32.Construcción de p pActinahGlLN21K Para construir este vector se utilizaron 3 plásmidos, A. De! plásmido 

pABO se recuperó el promotor de p Actina humano, se presenta el mapa de pABO, B Caracterización del vector pABO con 

las digestiones utilizando las enzimas Hiná E , Eco RI y Bam H1 el número de fragmentos obtenidos corresponde a los 

esperados. C Se purificó el promotor de |J Actina del plásmido pABO digerido con las enzimas Bam H1 y Hiná m . D 

Fragmentos sometidos a ligación, promotor de p acuna humano derivado del plásmido pABO con las enzimas Bam HI y Hind 

ÜI, la unidad transcripcíonal hGH"21K" del vector pBSCMV21K digerido con Hiná UL-Kpn l y el vector pBlueScript abierto 

en ios sirios de restricción Bam HI-Kpn I. 

Se ejemplifica en la figura 33 una clona positiva, identificada por digestión con enzimas 

de restricción diagnósticas donde los fragmentos liberados corresponden a los esperados", según 

el mapa del plásmido y leyenda, mostrados en la mencionada figura. 
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Figura 33 Caracterización de ppActinahGHN21K El mapa representa la construcción de p^actinabGHN21K la cual fue 
caracterizada con diversas enzimas de restricción. El producto de digestión se separó en gel de agarosa 0.8%, en donde el 
número y tamaño de los fragmentos liberados corresponden a los esperados de acuerdo al marcador de peso molecular X Pst I, 
carriles 1: Sma 1= 1171-3164,2: HindW-Stu 1= 4009 y 346,3: Xfio 1= 1113 y 3242,4: Bgl liorna 1=3184,1001 y 170. 

4.3.4 Expresión del vector p$actinahGHN21K en cultivo celular. 

Una vez obtenido el vector, se analizó su capacidad de expresar al gen 21K correctamente 

por lo que se co-transfectó en cinco líneas celulares con pBShGHN EcóRl-Ssp I que tiene el 

promotor proximal de hGH-N (0.5 kb). El co-transfectar p{3actinahGHN21K con pBShGHN£co 

Ssp en varias lineas celulares, permitiría obtener los datos de: 1. niveles de expresión de HGH 20 

K para comparar la fuerza del promotor Pactina contra la de un promotor del complejo hGH-hPL 

por RT-PCR competitivo, 2. Evidenciar que no existe saturación de la reacción de PCR por el 

transcrito derivado de p(3actinahGHN21K y 3. Comprobar la naturaleza de expresión ubicua del 

promotor pactina teniendo como control de expresión tejido especifica en células GC y JEG-3, al 

promotor proximal de hGH-N (contenido en el plásmido pBShGHN Eco-Ssp). 

La figura 34 muestra los productos amplificados por RT-PCR de las células HeLa, JEG-3, GC, 

3T3 y COS-7, 48 h después de co-transfectar pBShGHN Eco-Ssp con p(5actinahGHN21K. Sólo se 

detectó transcrito de HGH 22K (proveniente del plásmido pBShGHN Eco-Ssp) en células JEG-3 y GC, 

mientras que los transcritos de HGH 2QK (derivados del plásmido ppactinahGH21K), se detectaron en 



todas las líneas celulares además, funcionó como competidor por los oligos en la PCR. Lo anterior 

permitió evaluar la eficiencia de transfección, además los niveles de expresión de HGH 20 K no 

saturaron la Iinearidad de la RT-PCR, se corroboró la naturaleza ubicua del promotor jiactína humano y 

además, su fuerza de transcripción no fue mayor a la del promotor proximal de hGH-N. 
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Figura 34. Detección por RT-PCR de la expresión ppactinahGLLN21K en diferentes líneas'celulares. Cinco líneas 

celulares fueron utilizadas para analizar la expresión del vector de p{iactinahGHN21K (producto de expresión: 20K) 

cotranfectado con pBShGH£¿o-.Ssp (producto de expresión: 22K) en una relación de 3:1, respectivamente. De las células 

transfectadas se extrajo el RNA total y se realizó RT-PCR en un paso con los oligonucleótidos 112-113 junto con GAPDf£ 

para normalizar la concentración de RNA en cada muestra. L o s carriles 1 y 2 presentan el resultado de RT-PCR de células 

humanas (JEG-3 y HeLa) mientras en 3,4 y 5 cékilas no humanas (GC, COS-7 y 3T3). Se aprecia la presencia de tres bandas, 

la de mayor peso molecular GAPDH en intensidad muy similar en todos los caniles y bandas de 22K y 20K con variabilidad 

en la intensidad que demuestra competencia por los oligonucleótidos, además el promotor fi actina fue activo en todas las 

lineas celulares mientras el de hGH-N, sóio en las células JEG-3 y GC. 

4.3.5 Análisis por RT-PCR cuantitativo. 

La deleción de 27 nucleótidos en el segundo exón con el oligonucleótido Edr\ y la 

técnica "d-Loop"(i02). Técnica ya descrita en la sección de Material y Métodos permitió obtener 

el plásmido competidor para los ensayos de RT-PCR competitivo. 
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Figura 35. Caracterización por PCR de pBShGH20K6Edrl. Una de las clonas derivada del producto de la digestión con 
nucleasa SI, ligación y transformación, se analizó por PCR con los oligonucleótidos 112-113. Como controles de tamaño se 
utilizaron & los vectores pAVEhGH22K que tiene clonado el DNAc de HGH 22K y pBSchGH20K del que se partió. Los 
productos de PCR se separaron en gel de agarosa al 2 % donde se aprecia que la clona, efectivamente difiere en tamaño y 
puede ser separada eficientemente de los controles. 

Antes de realizar ios ensayos competitivos del análisis de las unidades transcripcionaies 

de hGH-V y hPL-1, evaluamos primero dos estrategias de cómo el competidor podría ser 

incorporado a la reacción de RT-PCR. La primera fue como DNA plasmídico previa 

cuantificación, la segunda estrategia consistió en sintetizar RNA en una reacción de 

transcripción in vitro con el estuche comercial Megascript T7 de la compañía Ambion y evaluar 

además, la eficiencia de retrotranscripción en la RT-PCR. El transcrito sintético se cuantifícó por 

UV, se diluyó y se adicionaron 1, 3 y 5 fg a la reacción de RT-PCR llevada a cabo en un solo 

paso. La densitometría de geles con ambas estrategias después de la RT-PCR, determinaron que 

ambas metodologías son igualmente eficientes y sensibles, que no era necesario evaluar le 

eficiencia de RT, por lo que decidimos utilizar el plásmido para los ensayos de RT-PCR 

cuantitativo. La figura 36 muestra los resultados del análisis de la titulación del competidor y de 

RNA de placenta humana, necesarios para tener un sistema competitivo en la reacción de RT-

PCR. 
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Figura 36. Análisis dei competidor para el sistema RT-PCR competitivo. Para estudiar la concentración en que el 
competidor debía ser agregado a la PCR, A: primero se hicieron diluciones del competidor (en órdenes de 1000 veces) B: Gel 
de agarosa donde se separaron las bandas de los genes hPL a partir del RNA total de placenta- humana, del competidor 
adicionado en dos diluciones al RNA comaplificados por RT- PCR utilizando los oligonucleótidos 112 y 113 y un programa 
de 20 ciclos. Las bandas demostraron variabilidad densitométrica, asumiéndose con ellos que existía competencia entre los 
amplicones C: Gráfica de unidades de transmitancia relativa (UTR) vs concentración del competidor. D: Se usó la dilución 
del competidor 10"* (3 pg/(il) y se adicionó a diferentes concentraciones de RNA total de placenta humana para detectar la 
cantidad de RNA necesaria en la reacción para seguir teniendo competencia. El producto de PCR se separó en gel de agarosa 
al 2% y se determinó la densidad de las bandas por transmitancia con el GelDoc 2000. La concentración de RNA 
seleccionada para analizarlas muestras transfectadas füe de 0.1 ng pues en esta dilución, el competidor no presentó saturación 
de la lectura de transmitancia y tenía equivalencia con los niveles de expresión de genes hPL derivados de placenta. 

Después de este análisis, se co-transfectaron las quimeras de las unidades 

transcripcionales de hGH-V o hPL-l/hGH-N en JEG-3 con p|3actinahGHN21K y después de 48 

h, se extrajo el RNA total para analizar los niveles de expresión. A cada muestra de RNA se le 

adicionaron 2500 fg (2.5 pg) del competidor, (equivalentes a 10 atomoles, ver detalles de 

cálculos en Material y Métodos) y se procedió a la RT-PCR cuantitativa con los oligonucleótidos 

112 - 113 (para transcritos hGH-hPL) y 104 - 106 (para transcritos GAPDH). La concentración 

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 optimación los hicimos con los productos de 

expresión endógena, mientras los derivados de transfección frecuentemente son mayores que los 

de expresión interna (111,112). Los productos RT-PCR, se separaron en gel de agarosa al 2.0% y 



se analizó 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 tabulación y cuantificación del número de atomoles relacionados con la densidad de la 

banda del competidor. 
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Figura 37. RT-PCR cuantitativo de quimeras hPL-1, hGH-V/hGHN. La figura muestra el patrón de bandas obtenidas al 
separarlas en gel de agarosa 2% producto de la RT-PCR cuantitativa. Las bandas de la parte superior a la inferior, 
corresponden a los productos: GAPDH, quimera hGH-hPL 1/hGH-N, HGH 20 K derivada de pBactinahGHN21K y 20K5Edrl 
(competidor adicionado). Las bandas fueron cuantificadas utilizando densitormetria con el fotodocumentador GelDoc 2000. 
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Figura 38. Cuantificación del número de atomoles A: Las bandas del gel anterior fueron cuantificadas por densitometria 
con los valores de transmitancia y se calculó el número de atomoles, al relacionar la transmitancia de las bandas de las 
quimeras contra la del competidor adicionado (de concentración conocida 10 atomoles, relación de cálculo 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 expresión de la quimera, mientras la primer mitad de hPL-1 si aumenta la transcripción. La construcción de 
pSVgpfhPLlr, no presentó niveles de expresión detectables, dato evidenciado previamente en la ULIEG (137). 



Los sugerían que la primer mitad hPL-1 participa en activación, por ello se pensó que 

algún elemento incluido en el primer intrón del gen podría actuar en conjunto con el promotor 

natural para producir mayores niveles de expresión. Para tratar de evidenciar este punto, y 

además hacer extensivo el análisis de la unidad transcripcional a todos los genes del complejo, 

construímos otra colección de recombinantes que conservaban el promotor y primer intrón de los 

genes de expresión placentaria (hPLs y hGH-V), fusionados al resto de la unidad transcripcional 

de hGH-N a partir del segundo exón y los transfectamos en cultivo celular de placenta, JEG-3. 

La proteína HGH es codifcada a partir del tercer exón del gen hGH-N por lo que en las 

quimeras, podía ser usada como reportera para estudiar el efecto del primer intrón en la 

activación del promotor de estos genes. 

4.3.6 Construcción de quimeras para análisis del ler Intrón de genes hGH-hPL. 

Para lograr los recombinantes, se digirieron los plásmidos pBShGH-hPL EcoRl-Pvul! con 

las enzimas de restricción Aat II y Kpn I para recuperar la porción del vector que conserva el 

promotor hGH-V ó hPL con el exón I, intrón 1 y 6 nucleótidos del exón II, de cada gen 
\ 

placentario. El vector pBShGHN£c<?£s/? también se digirió con las mismas enzimas para 

recuperar la unidad transcripcional de hGH-N Aat-Kpn, la cual se ligó a los vectores antes 

purificados. Los recombinantes resultantes conservan e l promotor de 500 pb de los genes 

placentarios, el exón I e intrón 1 y seis nucleótidos del exón II fusionados al gen hGH-N, desde 

el exón II hasta el exón V. Esta estrategia de clonación, permitió comparar los niveles de 

expresión de HGH (codificada a partir del tercer exón) 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 construcción de estos recombinantes, los cuales se 

caracterizaron con la enzima Pst I que permitió diferenciar claramente a todas las construcciones 

(mapas de restricción y fragmentos esperados, incluidos e n sección de Anexos). 
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Figura 39. Construcción de vectores para estudiar el efecto sinérgico promotor-primer intrón. Se obtuvieron cuatro 
diferentes recombinant es a partir de las construcciones en pBlueScript hGH-hPL Eco-Pvu II (A), los cuales se digirieron con 
las enzimas de restricción Aat II y Kpn I (B) Los vectores COTÍ servaban el promotor bGH-V/hPL, exón I e intrón I. Se 
purificaron (C) y ligaron a la unidad transcripcional 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 patrón de bandas. 

Las construcciones recombinantes caracterizadas y purificadas por CsCl, se co-

transfectaron con pCMVSportBGal en células JEG-3. Después de 48 h, se realizó el análisis de la 

expresión 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 únicamente 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 intrón de hPL-2 así como el de hPL-3, favorece la transcripción de su promotor, el de 

hPL-1 tiene mínimo efecto estimulador, mientras que el de hGH-V no presenta ningún efecto de 

activación sobre su promotor proximal. 
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Figura 40. Concentración de HGH obtenida con quimeras de primer intrón. La tabla resume los obtenidos después de 
cuantificar la proteina reportera HGH. Es importante remarcar la activación positiva que sufren las construcciones con el 
primer intrón de cada gen hPL que retienen su promotor proximal, pe ro no el recombinante de hGHV, el cual no presentó 
efecto significativo de activación en esta línea celular (JEfi-)l"ffl Promotor hOH-hPT. I I Exones de la unidad transcripcional 
hGH-N,H, Exón I e inicio deExón II de genes hPL o hGH-V. 
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Figura 41. Efecto del primer intrón sobre el promotor de genes piacentarios en células JEG-3. Los recombinantes 
obtenidos en el paso anterior, se analizaron en células de placenta p o r triplicado y los niveles de HGH demuestran que en el 
caso del primer intrón de los genes hPL-2 y hPL-3 combinado con su promotor natural, aumenta al doble o casi el doble 
respectivamente, los niveles de expresión de la proteína reportera. El caso del recombinante de hPL-1, aumentó cerca de un 
30% mientras que en hGH-V, no se detectó diferencias de activación. 

4.4 Pruebas estadísticas. 

4.4.1 Análisis de Variartza e inferencia estadística. 

Se realizó ANOVA simple para la comparación del valor F, las tablas de resultados se 

muestran en la sección de ANEXOS para cada sección de objetivos analizada. El caso del 

análisis del intrón uno demuestran diferencias significativas y evidencian que participa en la 

expresión y niveles de transcripción de los promotores de los genes de lactógeno placentario en 

JEG-3. 



CAPITULO V 

D I S C U S I O N . 

El estudio de los elementos reguladores involucrados en la transcripción de un gen, se 

centra en la identificación de aquellos que de manera directa o indirecta, pueden afectar la 

tasa, momento o lugar de la transcripción. Para lograr lo anterior, es frecuente abordar en 

forma independiente cada uno de los elementos estructurales (Promotor, unidad 

transcripcional o región 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 

región gènica 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 lactógeno placentario. Este complejo hGH-hPL ha sido considerado como un 

excelente modelo para estudiar mecanismos de regulación de la expresión a nivel 

transcripcional, así como tejido especifica, pues aunque sus genes tienen una similitud cercana 

al 95% en secuencia nucleotídica codificante, mínimas diferencias en sus regiones reguladoras 

como el promotor, región 3' e inclUso en la unidad transcripcional, provocan que se expresen 

en tejidos distintos (hGH-N en pituitaria y hPLs — hGHV en la placenta) y en niveles de 

expresión diferentes. Muy posiblemente estas variaciones en secuencia entre los genes del 

complejo, los hacen blanco de diferentes efectores hormonales o factores de transcripción, que 

de alguna manera alteran los patrones de expresión. 

Para estudiarlos en este trabajo, se estudio en forma sistemática 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 transcripción sobre las versiones promotoras de -496 pares de bases. 

4) Porciones de las unidades transcripcionales de hPL-i y tiGH-V. 

5) Los potenciadores de los genes hPL sobre los promotores proximales (-496 pb). 



La discusión de los resultados obtenidos con este trabajo, serán presentados en base al 

orden de los objetivos propuestos. 

5.1 Regulación en la región 5comportamiento de los promotores del complejo hGH-hPL. 

La primera parte consistió en la subclonación de las regiones reguladoras de los genes 

hGH-hPL fusionándolas al gen hGH-N. Una vez construida la serie de recombinantes, se 

analizaron por transfección transitoria en cultivos celulares derivados de placenta (JEG-3), 

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

5.1.1 Regiones promotoras distales. 

Con la subclonación de los elementos promotores, obtuvimos una colección amplia de 

recombinantes con longitudes largas (entre -2 y -3 kb) y cortas (-496, -140 y -70 pb \ de estas 

regiones. El análisis de las versiones promotoras largas en células JEG-3 demostró que hGHN 

no fue capaz de generar niveles de expresión detectables de H G H mientras que la de —496 pb 
k 

sí, lo cual nos hizo suponer la acción de un mecanismo o factor de represión, actuando en la 

región 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 expresión del gen reportero de acuerdo a los 

valores F de ANOVA, mientras hPL-2 tuvo niveles de expresión casi tres veces mayores a los 

anteriores. Hasta este momento, los resultados en JEG-3 reproducían el comportamiento 

observado en el ambiente fisiológico de la placenta humana. Pero interesantemente, el 

promotor de hGH-V, considerado uno de los genes más débiles del complejo y que alcanza 

órdenes de expresión 1000 veces menores que los de hPL-2, según los reportes originales de 

Chen y cois en 1989 (12), en estos ensayos repetidamente mostró niveles elevados de 

transcripción comparables con los obtenidos por el promotor de hPL-2; varios argumentos 

pueden explicar este comportamiento: 



1) Uno se relaciona con el tamaño de la región promotora de hGH-V clonada, la cual tal vez 

carece de elementos de unión a represores ubicados en regiones más distales del promotor 

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

2) Diferencias en la concentración de glucosa entre el medio Opti-MEM comparado con 

RPMI-1640 (regularmente utilizado por los grupos de investigación 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 patrón de expresión endógena y del 

promotor de hGH-V transfectado, pues algunos grupos han demostrado que HGH-V 

secretada in vitro, es inhibida por los niveles de glucosa (i 14). 

3) Quizás las regiones cromatínicas del promotor de hGHV en el DNA genómico se 

encuentran hjpcimetiladas, lo que provoca que los factores transcripcionales no puedan 

accesar a las secuencias blanco. Este punto puede ser apoyado por los experimentos de 
t 

Jiménez y cois, en 1993 en el que sus experimentos sugieren que cambios en la cromatina 

entre pituitaria^ placenta, puede •preceder la activación 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 e] comportamiento de los niveles de expresión detectados en placenta, asi como 

la especifícdad tisular, pero el gen hGHV se comportó con otros niveles de expresión, 

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

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

HGH secretada por la pituitaria (34). 



5.1.2 Comportamiento de los promotores proximales en ambas líneas celulares. 

La versión promotora corta de -496 pb de hPL-2 e n JEG-3 mostrados en la figura 15, 

tuvo un comportamiento muy similar entre hGH-N y hC5H-V sin diferencias significativas 

entre ellos y aunque se eliminó la región distal en hGH-V, siguió teniendo niveles de 

expresión similares a los de hPL-2 lo que puede deberse a que al eliminar muchos de los 

elementos de respuesta por la deleción de la región promotora distal, se provoca un 

comportamiento más similar de las regiones reguladoras, como lo sugiere Weerdt y cois, 

trabajando la región promotora distal del gen de prolactina humana (115). 

El estudio de la versión promotora de >496 pb en células GH-3, mostró que hGH-N, hPL-

2 y hGH-V tuvieron niveles de expresión más elevados que hPL-1 y hPL-3. Nuestros 

resultados, confirman parcialmente otros ya obtenidos c o n los promotores proximales de 

hGH-N, hPL-2 y hGH-V, pero realizados en células GC por Nickel y cois, en 1990 y 1991 

(22,47), quiénes demostraron que el promotor proximal d e hGH-V tuvo niveles casi nulos de 

expresión al compararse con el promotor de hGH-N, mientras el de hPL-2 fue el más fuerte. 

En nuestros ensayos, debido a las desviaciones estándard experimentales el promotor 
v 

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 inhibición de hGH-V en sus experimentos, p o r ensayos de protección 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 unión a Pit-1 en el 

promotor hGH-V no interactúa con el factor transcripcíonal, debido a mutaciones en esta 

región (revisar alineamiento de promotores figura 2), mientras las correspondientes de hPL-2 

y hGH-N si podian hacerlo (22,70). 

Una posible explicación 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 

transcripcíonal hGH-N actúe de manera sinèrgica con el promotor de hGH-V favoreciendo su 

potencia de transcripción, como ha sido demostrado previamente por Kolb y cois, en 1988, 



analizando regiones exónicas e intrónicas del gen hGH-N, tanto con un promotor heterólogo, 

como con el promotor proximal de hGH-N (85); mientras que el promotor de hPL-2 es más 

activo que el de hGH-N, quizás debido a que la pobre unión de Pit en su región distal (47); es 

desplazada por el factor ubicuo Sp-1, lo cual ha sido comprobado previamente por Lemaigre y 

cois, en 1990 con el promotor de hGH-N (53,116). Este evento podría activar consecuentemente 

más la transcripción de hPL-2 que la de hGH-N. La incapacidad para unir a Pit, ya sea a la 

región proximal (hGH-V) o a la distal (hPL-2), se correlaciona con los niveles de expresión 

para cada promotor proximal en células GC, como lo sugirieron Natchigal y cois, en 1989 (70), 

por lo que posiblemente un mecanismo similar, sucede en nuestros ensayos con GH-3.. 

Desconocemos si los menores niveles de HGH que detectamos con los promotores de 

hPL-1 y hPL-3 en la misma línea celular pituitaria, se deben a un comportamiento similar al 

atribuido para hGH-V de incapacidad para unir a Pit-1 en la región proximal (47) o bien, 

debido a que Pit-1 unido a estos promotores puede presentar pobre interacción con otras 

proteínas cooperadoras de la transcripción en la pituitaria o en placenta, necesarias para 

aumentar los niveles de transcripción, como lo demostraron previamente Bradford y cois, en 
t 

1997, estudiando la interacción de Pit-1 con el proto-oncogen ETS-1, unión que permite 

distinguir la activación y expresar específicamente 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 promotoras largas de hPL para impedir la 

transcripción en células de pituitaria, se debe a que conservan el elemento P descrito por Chen 

y cois, en 1989 (12), el cual está relacionado con la inhibición en pituitaria de acuerdo a los 

ensayos de Natchigal y cois, en 1993 (7i), utilizando el elemento P de hGH-V y corroborado 

por Norguay y cois, con el elemento P de hPL-2 quién atribuye el efecto de represión a la 

unión del factor ubicuo NF-1 a esta región (118). La represión en células GH3 que detectamos 

con las versiones largas de los promotores placentarios, sugiere que el elemento P es 



similarmente activo en ios otros genes del complejo (hPL-1 y hPL-3) y al no estar presente en 

hGH-N, fue el único que se expresó. 

Contrariamente, la incapacidad del promotor largo de hGH-N en JEG-3 para expresar 

HGH comparada con la versión promotora de —496 pb que si fue activa, nos hace suponer la 

acción de un elemento represor especifico de h G H actuando entre -0.5 y —2.1 kb, que impide 

la expresión en células de origen diferente a la pituitaria. Este elemento ha sido sugerido 

anteriormente por Larsen y cois, en 1986, trabajando con una versión promotora de -1.8 kb 

del promotor de GH de rata en células GC, fibroblastos y células de riñon dirigiendo la 

expresión del gen bacteriano CAT, demostrando que la construcción es activa en células GC 

de pituitaria de rata pero presenta un efecto de inhibición de la expresión en líneas celulares 

que no son de pituitaria ( i i9) . En otro estudio» Park y cois. (120), señalaron al factor YY1, 

también conocido como NF-E1 o UCRBP (sitio de unión consenso: CGCCATNTT), como el 

responsable de la represión del promotor largo d e GH de bovino en células HeLa, varios sitios 

de respuesta a YY1 están presentes en la región distal de promotores del complejo (revisar 

ANEXOS), sin embargo a la fecha no se ha estudiado su efecto en el de hGHN. 

El análisis de las regiones distales con el software Matlnspector, para la búsqueda de 

elementos de respuesta a moduladores o factores de transcripción, identificó varios sitios de 

unión a Pit-1, que no han sido reportados en todos los promotores de los genes del complejo 

analizados en este trabajo (hGHN 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 cois, en 1989). 

Adicional mente, regiones HS detectadas por ensayos de protección a DNAsa cercanas a los 

sitios de respuesta a Pit-1 que aquí referimos, se han descrito también por Romero-Prado en el 

laboratorio del Dr Castrillo-Diez, en Madrid, España, utilizando Bacs que poseen regiones 

clonadas del locus hGH-hPL, pero se desconoce aún su función (comunicación personal y 

presentación oral del trabajo en el Congreso Nacional de Genética Humana, Noviembre 2000, 

Mty. N.L.). Estas regiones podrían estar relacionadas también con los niveles de expresión y 



especificidad de tejido de hGH-N, como los descritos por Jones y cois, en 1995 (37) y Su y 

cois, en 2000 (42), en regiones localizadas más distalmente en el promotor de hGH-N. 

Con respecto al promotor largo hPL-1, aunque presentó un comportamiento activo, los 

niveles de expresión del gen reportero fueron menores al de los otros promotores placentarios. 

Al analizar las secuencias distales de los promotores vía Internet, interesantemente 

localizamos en la región distal múltiples sitios de respuesta al factor POU, Oct-1 (9 sitios, 

mientras que para los 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 señalado por Peritz y cois, en 1988 

como activador de los promotores proximales del complejo (121), mientras reportes más 

recientes como los de Chandran y cois, en 1996, mostró que secuencias de respuesta a 

glucocorticoides pueden presentar capacidad represora al unirse en forma heteromérica a Oct-

1 en el promotor de gonadotropina coriónica, un gen que se expresa también en la placenta 

(122) y por Kakizawa y cois, en 2001, quienes encontraron el mismo efecto, pero uniéndose 

Oct-1 con receptores de ácido retinoico y T3 (123). Estos resultados cuestionan si los niveles de 

expresión de este factor en la placenta y su relación con los elementos de respuesta al mismo 
i 

en el promotor de hPL-1, participan de la 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 

expresión que los recombinantes con promotor de —496 pb. Son varios los reportes que han 

descrito la acción de este elemento negativo en el promotor del gen GH de diversas especies, 

como Roy y cois, en 1994, trabajando con el promotor de GH de rata (rGH) relacionó la unión 

del factor NF-1 de hígado con tres proteínas nucleares, para ejercer su función represora, 

ubicando su acción entre -322 y —293 pb en células de riñon de mono COS-1 y células de 

pituitaria G H 4 C i (123). Esto fue confirmado por Park y cois, en 1996 mediante una estrategia 

similar a la de Roy con el promotor de GH bovina en células HeLa y GH3 el cual tenía una 



deleción entre -336/-240 y que presentó mayores niveles d e expresión del gen reportero CAT 

(entre 5.5 y 2.2 veces más), que eí promotor proximal completo (U9). 

Los ensayos realizados por Nachtigal y cois, en 1989 (70) con el promotor hPL-2 en 

células GC, y de Fitzpatrick y cois, en 1990 con el promotor de hPL-3 en JEG-3 (60), los de 

Roy y cois, con el promotor proximal de GH de rata en células GC (124), también señalan una 

región silenciadora entre -315 y -124. Peritz y cois, en 1988, relacionaron la actividad del 

mencionado represor en el promotor de hGH-N más específicamente entre —308 y -235 (121). 

En resumen, todos estos grupos han descrito la acción del elemento represor invariablemente 

ubicado entre -300 y -140 pb, para hGH-N, hPL-2 o hPL-3 y en este trabajo, se demostró 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 línea celular de pituitaria de rata (GH-3). 

5.2 Respuesta a moduladores hormonales por las versiones promotoras largas 

Diversos reportes en la literatura describen la activación de los promotores por efectores 

hormonales, principalmente las versiones cortas (-496 pb) (48,79,81); algunos comparan dos 

regiones promotoras largas (hPL2 ó 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 activación incluso con el promotor de hGHN, el cual inicialmente se había 

comportado como el promotor más débil en JEG-3 ya que en apariencia la acción de los 

moduladores (excepto en el caso de T3), inhibió el efecto del represor en esta línea celular con 

efecto en el promotor distal y que se sugirió inicialmente durante este trabajo. 

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 número de elementos de respuesta ubicados en el promotor distal [GHN 

(2.2 kb)=2, hPLl (2:5 kb)=3, hPL2 (3.4 kb)=4, hGHV (2.6 kb)=2, hPL3 (2.8 kb)=4], pues 



hPL-2 y hPL-3 fueron los más activados, coincidiendo interesantemente con que son los que 

presentan mayor número de elementos de respuesta a este factor hormonal. 

T3 no tuvo niveles significativos de activación 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 versión promotora larga de hGH-N no ha sido analizada previamente en células JEG-3, 

este efecto había sido descrito previamente en el promotor proximal por Cattini y cois, en 

1986 (124) o Voz y cois, en 1991 (125), pero en células GC. Voz y cois, compararon la 

activación 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 debía 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 unión a T3 en el promotor de -496 pb (elemento muy 

cercano al sitio de unión a Pit proximal) favoreciendo la acción de Pit, mientras la unión 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 proteína POU placentaria, podría ser el 

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

Otro dato similar fue reportado por Brent y cois, en 1988 (127), evaluando diferentes 

promotores de GH de rata, bovino y humano, [este último de similar tamaño (2.7 kb) al 

promotor hGH-N de este estudio] en células GC, el cual no fue activado por T3 mas sí por los 

otros moduladores. Ellos propusieron que muy posiblemente la incapacidad del promotor de 

hGH-N de responder al efecto de T3 se debía a diferencias aminoacídicas 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 sí por los de rata y bovino, sugiriendo un mecanismo de activación 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 activación si el elemento de 

unión al promotor proximal no puede unirse, como ha sido descrito por Weerdt y cois, en 



2000 en el promotor largo de prolactina humano, un gen de expresión también en pituitaria y 

que tiene sistemas de regulación muy similares a los de hGH-N (128). 

La incapacidad del promotor de hGH-N para ser activado por T3 en células GC, también 

está en acuerdo con los reportes de García-Villalba y cois 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 interacción con factores de transcripción (Pit-1), sin embargo, otros 

investigadores como Zheng y cois, en 1992, propusieron que se debía a la acción de un 

elemento de respuesta a T3 negativo (nTRE) ubicado en la región 3' no traducible del gen 

hGH-N, específicamente localizado entre la posiciones +2030 y +2100, entre el codón stop y 

la región río arriba de la secuencia de poliA (128). Todas las construcciones con la versión 

promotora larga incluidas en este análisis, contienen la secuencia 3' antes mencionada y aún 

así presentan activación diferente, por lo que podría suceder que proteínas de regulación 
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unidas a la región 3', puedan influir específicamente en un tipo de promotor y modularlo 

diferencialmente. 

Lo anterior también fue propuesto por Zhang pues demostró 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 fusionó el gen hGH-N al promotor 

proximal (496 pb) de hPL-3, inhibió ia activación de este promotor por T3, más no la de otros 

promotores como RSV y yactina. Sin embargo, en nuestros análisis con los promotores largos 

eso no sucede, indicándonos que posiblemente los otros elementos más distales de respuesta a 

T3 (el análisis del promotor distal mediante Matlnspector 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 

3,4 y 4, respectivamente), pueden evitar el efecto de represión del nTRE en promotores hPL, 

pero no en el promotor largo de hGH-N. Zhang demostró también que el nTRE, es 



dependiente de la posición pues al transferirlo al extremo 5 ' rio arriba del promotor proximal 

de hGH-N, activó positivamente al promotor(i28). 

Es necesario remarcar que nuestra construcción pBShGHN Sea I transfectada, es la única 

que posee una porción mayor de la región 3' no traducible, por lo que no podemos descartar la 

posibilidad de que cambios conformacionales diferentes por presentar una secuencia 3' más 

corta en las otras construcciones con promotor hPL, puedan alterar los patrones de represión 

del nTRE o la presencia de otros elementos ubicados más al extremo 3' de la señal de 

poliadeniiación en pBShGHN Sea I, puedan haber influido en su comportamiento. Algo 

similar fue descrito por Woychik y cois, en 1984 en relación con los requerimientos de la 

región 3' del gen de bGH y la correcta poliadeniiación para su expresión eficiente en células 

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

En el caso del ácido retinoico, todos los promotores respondieron positiva y 

significativamente a este modulador. La activación fue variable dependiendo del promotor del 

que se trataba y el comportamiento concuerda más con los resultados obtenidos usando el 
t 

Software Matlnspector al relacionar el número y ubicación de los elementos de respuesta a 

este modulador con el nivel de estímulo: GHN (2.2 kb)=3, hPLl (2.5 kb)=5, hPL2 (3.4 kb)=4, 

hGHV (2.6 kb)=9, hPL3 (2.8 kb)=6, con exepción de hGH-V que es el promotor con mayor 

número de elementos de respuesta a ácido retinoico, metabolito hormonal importante en el 

proceso del embarazo (130,131), en nuestros ensayos de moduladores no fue el promotor que 

mejor respondió al efecto de éste y no contamos con una explicación clara al respecto de este 

comportamiento. En resúmen y de manera general, ácido retinoico y T3 activaron a los 

promotores del complejo, con una tendencia (orden de activación por promotor) muy similar y 

oscilante entre tres y seis veces de estímulo, datos que están de acuerdo con los reportes de 

Stephanou y cois, en 1995 utilizando el promotor largo de hPL-3 y el gen reportero CAT (76). 



Por otro lado, el producto de fosforilación de ciclinas provocado por la acción 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 según los ensayos realizados por Dana y cois, en 1989 (77). Los 

promotores que mejor respondieron a la señal 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 sí, y 

después hPL-1 y hGH-V, también muy similares entre ellos. Los datos del número de 

elementos de respuesta a AMPc detectados por Matlnspector en 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 explicación es 

que el sitio de respuesta a AMPc localizado en la región transcripcional, actúa 

específicamente con su promotor natural en el vector pBShGHN Sea I, estimulando mejor los 

niveles de expresión, como lo sugirió originalmente Dana y cois, en 1989(77) o Zhang y cois 

con el nTRE (128). 

Otro modulador ensayado fue el éster de forbol. En general los promotores del complejo 

respondieron pobremente a su acción en células JEG-3, en donde hPL-2 fue el que mejor nivel 

de HGH obtuvo y aún así, de todos los activadores estudiados en hPL-2, fue el de menor 

respuesta. El número 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 kb>=4, hGH-V (2.6 kb)=2, hPL-3 

(2.8 kb)=4. Oury y cois, en 1997, describieron que la secuencia de respuesta a AMPc (-1102/-

1096) en el promotor de hPL-3, presenta una sustitución nucleotídica 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 número de veces de activación en los 

ensayos de Oury fueron mayores a los obtenidos en este trabajo, sin embargo varios puntos 

pueden ser responsables de las diferencias: 



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 (hGH-N y CAT) en la 

célula placentaria. 

Por otro lado, su reporte evidencia que hPL-3 presenta débil respuesta a AMPc y EF, 

mientras hPL-2 respondió mejor a AMPc que a EF; en nuestros análisis hPL-3 no presentó 

diferencias significativas en el estímulo con AMPc y EF pero, hPL-2 respondió mejor a 

AMPc que a EF. Este último dato de hPL-2, reproduce el comportamiento que Oury detectó, 

sin embargo las débiles diferencias observadas pueden deberse también a la longitud de los 

promotores pues los nuestros son más largos que los analizados por Ouiy. 

Es importante aclarar que la búsqueda de secuencias consenso en los promotores y unidad 

transcripcional, para éster de forbol y los otros moduladores estudiados fue' vía Internet con un 

software de acceso público que tiene parámetros 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 análisis. Sin embargo, los niveles de 
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estímulo detectados con éster de forbol, fueron consistentes y se reprodujeron en todas las 

veces en que se repitió el ensayo (9 veces). Desconocemos la razón de los bajos niveles de 

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

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

5.3 Respuesta de ¡os promotores proximales a los factores transcripcionaies. 

-PityPLA. 

Son muy pocos los trabajos que se han realizado referentes al estudio de la actividad de 

factores de transcripción (Pit-l/PLA-1) por transfección en los promotores proximales del 

complejo y los pocos existentes, se centran en el efecto de Pit-1 en otras líneas celulares 

diferentes a pituitaria o placenta. Los ensayos de Ono y cois, en 1995 (132) analizó por co-

transfección vectores con promotor de GH de rata y salmón, con vectores expresores de Pit-1 



de rata o de salmón, 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 salmón, en células EPC al promotor de GH de salmón. Sus resultados sugieren 

que Pit-1 puede presentar interacción con la maquinaria de transcripción general en una forma 

especifica de especie. 

Nuestros ensayos de co-transfección 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 sólo a nivel de 

especie sino también quizás, transactivación preferente en el tipo celular donde normalmente 

los factores de transcripción son expresados. La anterior sugerencia esta de acuerdo con los 

resultados de Jiménez-Mateo en su tesis doctoral (57), quién clonó y estudió el factor PLA-1, 

factor POU de expresión placentaria, co-tranfectando el vector pRSVhPLA-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. 
i 

De manera general, los promotores proximales hGH-hPL fueron activados en mayor 

grado por los factores de transcripción en células GC que en JEG-3 (niveles de HGH 

obtenidos en ambas líneas celulares, tablas VI y VHI). En las construcciones con el promotor 

de hGH-N, mostró mejor efecto a Pit comparado con hPLA-1 mientras, al comparar la 

eficiencia de activación 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 

proteína reportera en GC que en JEG-3 al ser estimulados con los vectores que expresan los 

factores de transcripción POU y esto pudiera quizás, deberse a un sinergismo de Pit o PLA 

con otras proteínas exclusivas de tejido pituitario ausentes en placenta como lo sugirió Lira y 

cois, en 1993, necesarios para la eficiente activación del gen GH de rata en el ratón 

transgénico (133) o bien, debido a que los niveles endógenos de Pit-1 en células derivadas de 

pituitaria (estabilidad del RNAm es mayor en pituitaria) son mayores a los de PLA en 



placenta y JEG-3, según la tésis de Jiménez-Mateo (57), cualquiera que sea el caso, dichos 

mecanismos pueden favorcer más la activación por Pit o PLA en células de pituitaria que de 

placenta. 

Nuevamente, hGH-V no respondió eficientemente a los factores POU seguramente 

debido al efecto de la mutación detectada por Nickel en el sitio de unión proximal a Pit-1 y 

que ya mencionamos anteriormente (figura 2) (47). Al comparar la activación por los factores 

POU entre los promotores placentarios, es contrastante la diferencia obtenida por Pit-1 en 

hPL-2 y la obtenida con hPL-1 o hPL-3, pues aunque se sabe que el promotor proximal de 

hPL-2 es más fuerte en pituitaria que el correspondiente de hGH-N, no se había comparado 

contra la de los otros promotores hPL. En resumen, posiblemente las mínimas diferencias en 

secuencia (ver figura 2) en los promotores proximales hGH-hPL, se traducen en variabilidad 

del grado de respuesta a los factores de transcripción expresados por transfección, en JEG-3 y 

GC. 

-Efecto de Sp-1 en células de pituitaria. 

La activación por Sp-1 de los'promotores hPL en células JEG-3 fue mínima (1.5 veces, 

ver tabla VI) y no concuerda con los reportes de disminución de la expresión en células JEG-3 

reportados por Fitzpatrick y cois, en 1990 con el promotor hPL-3 (60). Dicho ensayo se realizó 

utilizando los niveles de expresión endógena de Sp-1 y evaluó las veces de disminución de la 

expresión del gen reportero (8 veces menos) en una construcción con promotor hPL-3 que 

tenia la región de unión al factor transcripcional deletada y que además, contenía el 

potenciador del gen hPL-3. Fitzpatrick sugirió que la unión de Sp-1 al promotor de los genes 

hPL, es importante para la regulación transcripcional mediada por el potenciador de los genes, 

mientras que en nuestros ensayos, utilizamos los niveles de expresión del factor transfectado 

(sumado a los endógenos) en células GC o JEG-3 y evaluamos las veces de activación (no 

disminución de la expresión) en construcciones carentes del potenciador. Los resultados 

evidencian que los niveles de expresión exógena de Sp-1, aparentemente no alteran 



dramáticamente la actividad de los promotores hPL transfectados y que posiblemente, el 

efecto de Sp-1 este más relacionado con la actividad basal del promotor o bien, como 

Jacquemin y cois, sugirieron donde la activación está mediada por el potenciador hPL-3 (91), 

en vez de ser considerado como un factor o elemento de potenciación al estar sobre-

expresado. Quizás el co-transfectar las contrucciones de versión promotora de -496 pb con 

potenciadores del locus (obtenidas en este trabajo), con el vector expresor de Sp-1 humano, 

aportaría mayor información de cómo los niveles de expresión 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-2yhPL-l. 

La variabilidad del nivel de activación puede explicarse por las mutaciones que han sido 

caracterizadas anteriormente en el potenciador de hPL-2 por Lytras y cois en 1996 (92), que 

inhiben su actividad estimuladora comparada con la del potenciador hPL-3. La reparación de 

las mutaciones en el potenciador hPL-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 además una adicional, 

cercana al sitio de interacción con el factor TEF1 (+16694/+16704 según secuencia de Chen), 

del elemento DF4 (ver figura 5 de sección de introducción), que podría explicar por qué el 

potenciador de hPL-1 mostró 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 más activo y aunque en apariencia estimuló 

diferencialmente a cada promotor, el análisis de las veces de activación demuestra que el nivel 

de estímulo por promotor son muy similares (excepto con hPL-1, ver tabla IX), lo que hace 

suponer que el potenciador actúa igualmente en cada promotor hGH-hPL pero el nivel total de 

HGH detectada para cada construcción, es dependiente de la fuerza transcrípcional de cada 



promotor para dirigir la expresión. Un ejemplo del anterior punto, es el promotor hPL-2 que 

fue el que tuvo menos veces de estímulo (22 veces), aunque en placenta es el más activo, 

mientras Jiang y cois, reportan datos de estímulo 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 región promotora con el software 

Matlnspector, detectamos que la región proximal del promotor hPL-2 (-433 a -422) es el 

único que presenta un sitio de unión al factor transcripcional TEF-5, el cual según los reportes 

de Jacquemin y cois, en 1997 o de Jiang y cois, en 1999, es el principal responsable de la 

actividad estimuladora del potenciador de hPL-3 y que la mutación en el sitio de unión 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 interaccionar 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 potenciador. La cercanía en el ambiente cromosomico, 

provoca quizás la interacción de TEF-5 unido al potenciador de hPL-3 con la secuencia en el 
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promotor hPL-2, acercándolo más a éste último y consecuentemente, activándolo más en 

placenta. En nuestras construcciones y por la estructura conformacional (diferente al ambiente 

genómico placentario), esta interacción puede provocar quizás, un debilitamiento de la unión 

de TEF-5 al potenciador y generar menor estímulo de hPL-2. Se ha sugerido que quizás el 

potenciador de hPL-3 está más cerca al promotor de hPL-2 debido a la conformación 

cromatinica en la placenta, generando mayor expresión de hPL-2 (14). El mecanismo de 

acercamiento podría ser debido a una unión sinèrgica más estable (causada por el entorno 

cromatínico) mediada por TEF-1 y TEF-5, entre el promotor hPL-2 y el potenciador hPL-3, 

provocando mayor activación de hPL-2. Quizás la introducción de mutaciones en la secuencia 

de TEF-5 en el promotor de hPL-2, provocaría un nivel de estímulo igual al de los otros 

promotores placentarios. 



Por otro lado, la discrepancia en los niveles de activación 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 líneas celulares son derivadas de 

placenta humana, difieren en el grado de madurez del sinciciotrofoblasto (136,137), 2. La 

variabilidad en los resultados pueden ser debidas a diferente estabilidad del RNA mensajero 

en las células de placenta JEG-3 o BeWo para 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 transcripción. 

El análisis en células GC, corroboró la naturaleza especifica de tejido para activar la 

transcripción por el potenciador hPL-3 pues los recombinantes con potenciador o carentes de 

él, tuvieron igual comportamiento. Este dato, anteriormente había sido reportado por Jiang y 

cois en 1997 con el promotor de hPL-2 unido al potenciador de hPL-3 en células de pituitaria 

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 último interaccione con sus secuencias blanco RF-1 y DF3 en el 

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

Los resultados al estudiar la actividad de los potenciadores, nos confirma primero la 

variabilidad de la fuerza para estimular la transcripción, segundo que el potenciador de hPL-3 

en apariencia posee el mismo efecto de estímulo en cada promotor y tercero, la naturaleza 

tejido específica de la secuancia para activar la transcripción. Además, la capacidad 

estimuladora se conserva indistintammtr si la secuencia potenciadora es derivada de individuo 

de sexo femenino o masculino y finalmente, nunca se había 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 análisis. 



5.5 Análisis de las unidades transcripcionales de ¡os genes hPL-1 y hGH-V. 

Varios grupos de investigación (incluido el nuestro) han reportado variabilidad en los 

niveles de expresión de los genes del complejo de expresión placentaria. Los estudios se han 

realizado en placentas de diferentes estadios derivadas del embarazo tanto normales como con 

anormalidades patológicas como diabetes e hipertensión o bien, en neoplasmas y líneas 

celulares (23,24,48,138). Las mediciones se han realizado por muy variadas metodologías como 

hibridación con sondas específicas marcadas con ATP radiactivo, inmunohistoquímíca, RT-

PCR o RT-PCR acoplada a hibridación radiactiva, etc. 

Consistentemente, se ha reportado a hPL-2 como el predominante en expresión, seguido 

por hPL-3, hPL-1 y hGH-V, respectivamente. La falta de expresión de hPL-1 ha sido 

tradicionalmente atribuida a una mutación en el sitio donador de splicing del segundo intrón, 

que lo inhabilita para procesar el transcrito inmaduro adecuadamente, clasificándolo 

originalmente como un pseudogene (12). La reparación de la mutación utilizando la secuencia 

homologa de hPL-3, no causó que hPL-1 fuera capaz de producir transcritos o proteína (99). 

Por otro lado, Misra y cois en 1994 (33), detectaron por RT-PCR, procesamientos alternativos 
v 

del transcrito los cuales conservaban el marco de lectura para producir una proteína de 

función desconocida, lo que dejo en duda la clasificación de pseudogene originalmente 

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

Un estudio llevado a cabo en laboratorio por Reséndez-Pérez y cois en 1991 utilizando 

construcciones quimeras de los genes hPL-2 y hPL-3 con hGH-N, dirigidos por un promotor 

heterólogo fuerte (99,140), relacionó la participación de los 2 primeros exones de los genes de 

la familia hGH-hPL, con los niveles de transcripción así 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 expresión, ubicados posiblemente en la unidad transcripcional, podrían estar 

afectando la fuerza de su promotor y los niveles de expresión de estos genes en la placenta. 



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 homólogo similar a la 

descrita por Reséndez-Pérez y cois. (99,140) o por Liebhaber y cois, en 1986 con los genes GH 

y prolactina humanos (141), con la diferencia que en nuestro estudio utilizamos el promotor 

natural de los genes hPL-1 y hGH-V. Los resultados los cuantificamos por RT-PCR 

competitivo, empleando una construcción con el promotor de (Sactina humano dirigiendo la 

expresión de un gen que codifica HGH 20K como competidor y que usamos para evaluar la 

eficiencia de transfección. 

La idea de usar un promotor ubicuo para expresar un gen que sirviera para evaluar 

eficiencia de transcripción en el análisis de genes del locus hGH-hPL, fue utilizada ya 

anteriormente por Zhang y cois, con el promotor de y actina dirigiendo la expresión de 

gonadotropina coriónica humana, en un análisis de regulación de genes del complejo hGH-

hPL y utilizando también en el mismo estudio a hGH-N como reportero (128). Nuestro ensayo 

fue además cuantitativo pues usamos un competidor plasmídico por los oligonucléotidos de 

concentración conocida y adicionado al inicio de la RT-PCR. Los controles de transfección y 

cuantifícación funcionaron adecuadamente, en primer lugar obtuvimos un sistema de 

expresión de una variante de HGH regulada por un promotor ubicuo y segundo, un 

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

Los resultados en atomoles, sugieren que la primera mitad de hPL-1 (exón I, intrón 1 y 

exón II) tiene capacidad de producir más transcritos que la segunda mitad (exón III, intrón 3, 

exón IV, intrón 4 y exón V), con el promotor proximal nativo; mientras hGH-V no tiene este 

efecto. Estos resultados, coinciden con los obtenidos por Reséndez-Pérez y cois, estudiando 

las quimeras de los genes hPL-2 y hPL-3 combinadas con hGH-N a nivel de proteína y 

reguladas por el promotor de metalotioneina de ratón. Ellos reportaron que la misma región de 

hPL-3 (Bam HI +2-Sac I +588), es capaz de sintetizar 8 veces más proteína que la 

correspondiente de hPL-2 en células COS-7 y sugirieron que este comportamiento puede 



deberse ai efecto de las regiones exónicas I y II de cada gen. Sin embargo, son varios los 

reportes actuales que ubican frecuentemente a elementos de regulación en las regiones 

intrónicas más que en los exones, como el caso de Kolb y cois, en 1998 (85) analizando el 

primer intrón del gen hGH-N o como el caso de los elementos de activación ubicados en el 

tercer intrón del gen GH de la trucha arcoiris estudiado por Bemardini y cois, en 1999 (142). 

En 1998, Kolb y cois también demostraron que al utilizar una construcción con una 

mínima porción de un promotor de un proto-oncogen específico de glándula mamaria 

fusionado al gen hGH-N completo (todos l o s intrones), se expresaron concentraciones de 

HGH muy similares a las producidas por otra construcción carente de promotor, datos que 

corroboramos por ensayos de transfección en JEG-3 y GC de una construcción en pBluescript 

con el gen hGHN clonado de los sitios Bamlí l (+2) a £coRl (+2160) sin promotor (datos 

mostrados en la tesis de maestría del biólogo Hipólito Castillo-Ureta 2000) <143). 

El análisis de los genes hPL-1 y hGHV as i como los reportes de la unidad transcripcional 

hGH-N, nos hicieron suponer que Jos intrones participan de alguna manera en los niveles de 

expresión del RNAm y consecuentemente, e n el nivel de proteína detectada. Específicamente 

en el primer intrón de hGH-N, Kolb demostró la existencia de un elemento promotor capaz de 

dirigir la expresión de genes reporteros como luciferasa. Con el programa Matlnspector, 

detectamos en el primer intrón de todos los genes del complejo, un elemento caja CAT (N: 

-+5371-+5373, PL-1: +12950-+12953, PL-2: -+27618-+27Ó21, GH-V: +42288-442291, PL-3: 

+50440-+50444, según secuencia resportada por Chen 1989) el cual sumado al elemento de 

respuesta a glucocorticoides (sitio de unión conservado en todos los genes) o TEF-1 presente 

sólo en hPL-3 y hGH-V (resultado mostrado en la figura 4 y en sección de Anexos, 

Matlnspector análisis de primer intrón), podría ser considerado un promotor carente de caja 

TATA, pero con elementos activadores suficientes como para dirigir una expresión eficiente. 



El primer intrón de hPL-1 presenta además, un sitio de unión a Oct-1 (+12915-+12928) 

que en conjunto con la secuencia de respuesta a glucocorticoides, pudieran reprimir la 

expresión de hPL-1 en la placenta, dato que sugerimos por los reportados de Chandran y cois, 

en 1999, quienes mostraron que el elemento de unión a glucocorticoides unido al factor Oct-1 

en el promotor de la hormona relacionada a gonadotropina coriónica de ratón, reprime su 

transcripción (122). El anterior argumento, podría explicar el efecto en nuestros ensayos de 

mínima activación por la primer mitad del gen hPL-1 reparado sobre el promotor hPL-1 pero 

la magnitud del estímulo se ve influida por la fuerza del promotor proximal, efecto de 

compensación por parte de la segunda mitad de la quimera (intrones del gen hGH-N) o bien, a 

que existe efectivamente activación por la primer mitad de hPL-1 en la quimera, como ha sido 

demostrado por el mismo Kolb (8S) y sugerido por Reséndez-Pérez y cois (140) en otros genes 

pertenecientes al complejo ó debido a que existe definitivamente. 

En resumen, los datos de esta sección sugieren fuertemente que elementos de respuesta 

ubicados en la unidad transcripcional de los genes placentarios, pueden ser partícipes de los 

niveles de transcripción de su propio gen. Para analizar este punto, evaluamos 

específicamente el efecto del primer exón e intrón 1 de cada gen del complejo de expresión 

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

5.6 Análisis del efecto del intrón 1 en los niveles de transcripción de genes placentarios. 

Los análisis realizados por Kolb y cois, con el gen hGH-N (85), por Reséndez Pérez y cois 

en 1991 con hPL-1, hPL-2 y hPL-3 (140), por Liebhaber y cois, con quimeras de los genes 

hGH-N y prolactina (i4i), los análisis en el tercer intrón 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 conformación y estabilidad activa de la unidad transcripcional mediada por los 

intrones (144), apuntan hacia el común denominador de que las unidades transcripcionales del 



complejo (intrones), poseen elementos de regulación que de alguna manera pueden favorecer 

o reprimir la transcripción. 

El análisis específico de la participación del intrón 1, lo realizamos construyendo 

quimeras con el promotor proximal nativo, el exón I e intrón 1 de Jos genes hPL ó hGH-V, 

fusionados al gen hGH-N a partir del segundo exón {Aat II +241) hasta el sitio de restricción 

Eco RI en la posición +2.1, construcción que permite codificar para una proteína HGH 

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

Los resultados de la tabla en la figura 40 y la gráfica de la figura 41, demuestran que el 

primer intrón de los genes hPL aumenta significativamente al doble (hPL-2) o casi al doble 

(hPL-1 y hPL-3), los niveles de expresión de HGH comparados con los de recombinantes 

conteniendo solamente el promotor proximal de los genes hPL con la unidad transcripcional 

completa de hGH-N, pero no se presento aumento significativo con el recombinante de hGH-

V que conserva su primer intrón. Liu y cois, en 1995, reportaron que los intrones del gen GH 

de rata, están involucrados en estimular el alineamiento del nucleosoma tanto irt vitro como en 

el ratón transgénico (144), presumiblemente hace pensar que un mecanismo similar puede 

funcionar en los genes hGH-hPL, favoreciendo la regulación por su promotor quizás de una 

manera de tipo tejido específica. 

Desconocemos precisamente si este efecto es de naturaleza tejido especifico, pues el 

ensayo solamente lo realizamos en células JEG-3. El efecto del primer intrón, se relaciona 

también con la ubicación de las regiones hipersensibles a DNAsa I, reportadas en el primer 

intrón de los genes hGH-N y hGH-V por Jones y cois, en 1995 (37) o por Shewchuk y cois, 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, aumentándola en pituitaria y disminuyéndola en la placenta o bien, pueden 



ser blanco de proteínas de expresión en placenta que unidas al primer intrón de los genes 

hGH, inhabilitan la activación de sus respectivos promotores en placenta. Un candidato 

responsable de este comportamiento represivo podría ser el factor de transcripción YY1, pues 

al analizar el primer intrón I mediante Matlnspector (última sección de la parte de Anexos), 

localizamos su secuencia de unión en el primer intrón exclusivamente en los genes hGH 

formando parte de la caja CAT alternativa ubicada en esta región y además, porque Park y 

cois.en 1996, también lo señalan como el factor responsable de la inhibición del promotor 

distal de bGH, en células no pituitarias (120). 

Resumiendo los resultados de este trabajo, demuestran claramente que cada región 

estructural de los genes del locus hGH-hPL tiene participación en la regulación de los niveles 

de transcripción 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 aquí que las unidades transcripcionales definitivamente pueden afectar 

los resultados), quizás puedan poner de manifiesto en forma más eficaz, la participación de 

cada región, poniendo incluso de manifiesto la acción de otros elementos de regulación. 



CAPITULO VI 

Conclusiones. 

I Regiones promotoras y efecto sobre los niveles de transcripción: 

1) Todas las versiones promotoras analizadas responden diferencialmente a la acción 
de diversos moduladores de la transcripción. 

2) Ácido retinoico y AMPc, fueron los moduladores con un mayor efecto en la 
potenciación de los promotores hGH-N y hPL-2. 

3) El análisis de la secuencia nucleotídica de los promotores con el software 
Matlnspector, reveló la ausencia de algunas secuencias de respuesta en los 
promotores distales de los genes placentarios, que respondieron más débilmente a 
la acción de los moduladores. 

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

5) El análisis de los promotores distales, reveló secuencias con interacción a TEF-1 y 
TEF-5 en hPL-2 y ausente en hPL-1 y hPL-3 Estos factores están estrechamente 
relacionados con la actividad de estimulación por el potenciador de hPL-3. 

II Análisis de la región 3': 
1) De las tres secuencias potenciadoras analizadas, solo la del gen hPL-3 es 

funcionalmente activa. Además, se detectó un efecto dependiente del promotor 
sobre el que interactúa. 

2) La inhibición del efecto potenciador en células de pituitaria, comprueba la 
naturaleza tejido-específica en placenta de los potenciadores. 

3) El potenciador hPL-3 fue el más activo, pero eí nivel de activación fue casi el 
mismo número de veces en todos los promotores, por lo que las diferencias en los 
niveles de HGH detectados, se deben exclusivamente a las características de acción 
del potenciador sobre cada promotor. 

i o s 



TIT Estudio de la baja expresión de las unidades transcripcionales hGH-V y hPL-1. 

1) El análisis de las quimeras mostró que las unidades transcripcionales de hPL-1 y 
hGH-V afectan la fuerza de su promotor natural y reprimen los niveles de su 
transcripción, respectivamente. 

2) El efecto del primer intrón actúa sinèrgicamente sólo en los promotores de los 
genes hPL en células derivadas de placenta, aumentando l a potencia del promotor, 
el análisis de los elementos de respuesta contenidos en el primer intrón, revelan en 
el de los genes hGH la secuencia con unión al factor YY-1 relacionado con la 
represión de la transcripción del promotor largo de b G H en líneas celulares 
diferentes a pituitaria, pudiendo relacionarse como un elemento represor en 
placenta de los genes hGH y posiblemente, relacionarse con los bajos niveles de 
expresión de hGH-V en dicho tejido. 

3) El primer intrón de hPL-1, favorece pobremente la transcripción de su promotor. El 
análisis del primer intrón ubica una secuencia de respuesta para TEF-Ì 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 ios genes 
hPL-2 y hPL-3, en células JEG-3. 



CAPITULO VII 

Perspectivas 

La construcción de los recombinantes, ha permitido analizar sistemáticamente 

regiones individuales de las secuencias reguladoras del complejo hGH-hPL con un gen 

perteneciente al locus, sin embargo el análisis de las unidades transcripcionales de los 

genes hPL, hGH-N y hGH-V nos revela que otros mecanismos de regulación presentes en 

los intrones son capaces de modular la tasa de transcripción, mediante la interacción con 

el promotor nativo; lo que vuelve al gen hGH-N un reportero no completamente eficiente 

para análisis de regiones reguladoras del locus, pues presenta efecto sobre ellas. 

Los ensayos de transfección permitieron determinar que es posible hacer 

cuantificaciones de las respuestas de los elementos reguladores en células en cultivo y que 

las construcciones responden adecuadamente a los mecanismos de regulación, así como a 

los moduladores positivos o de represión. Por lo tanto se justifica un estudio más 

detallado en el que se incluyan nuevas construcciones utilizando un gen reportero que no 

interactúe con las regiones promotoras del complejo. Dicho estudio podría realizarse en 

cultivo celular humano no neoplásico (cultivo primario de pituitaria y placenta humana) y 

podría aportar nuevos datos acerca del efecto de los promotores o potenciadore. De igual 

manera, el análisis de una porción promotora de hGH-V mayor a la analizada en este 

estudio, quizás podría reproducir mejor el comportamiento observado en placenta, 

pudiendo quizás ubicar al elemento responsable de su represión en ese tejido. 
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Anexos 
Regulación del complejo multigénico hGH-hPL mediado por hormonas y factores transcripcionales 

ANEXOS. 
MAPAS DE RESTRICCION DE SECUENCIAS Y VECTORES UTILIZADOS Y QUE 
FUERON GENERADOS DURANTE ESTE TRABAJO. 

MAPA DE RESTRICCION CON LAS ENZIMAS DE INTERES DEL LOCUS DE LA HORMONA DEL CRECIMIENTO 
HUMANO 
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locus conteniendo cada gen así como sus regiones 5'y 3'flanqueantes a partir de los cósmidos, en los 
vectores pBlueScript SK(+) o pBlueScriptKS(-). 

Q Promotor proximal 
Q Unidad transcripcional 
¡ | Región potenciadora 
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Secuencias clonadas de hGH-N y hPL-1 a partir de los cósmidos en pBlueScript KS(-) y 
pBlueScript SK(+), respectivamente 
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AoOe: Global 

Las presentes secuencias están clonadas en el vector pBIueScript SK(+) y los promotores distales de este trabajo 

recuperadas utilizando las enzimas de restricción Bam HI, Eco RI (promotor proximal) y el sitio de restricción Xba 

I más cercano al sitio Eco RI de la región promotora proximal, como se descr ibió en material y métodos. 
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Mapas de los vectores pBIuescript conteniendo las regiones c l o n a d a s EcoRI-SrpI de hGHN a ia izaquierda y el 

fragmento HcoR] a la derecha. El vector pBShGHN /TcaRI fii¿ utilizado para subclonar la unidad transcripcional 

completa de hGH-N en los vectores pBlueScript SK + con la v e r s i ó n promotora de 500 pb de los genes hGH-hPL. 

En las construcciones en pBlueScript con promotor proximal de los genes del complejo, se sublconarcm los 

potenciadores entre los sitios Xho lyKpn I. La construcción p B S h G H N Eco-SspI9 se utilizó para obtener al vector 

pBShGHN 21K del que derivo el vector ppactinahGHN21K u s a d o para evaluar eficiencia de transfección en el 

RT-PCR cuantitativo y el mismo vector Eco-Ssp lo uüizamos p a r a obtener los recombinantes con promotor de 500 

pb reteniendo el exón I e intrón 1 de los genes de expresión placentar ía utilizando los sitios de restricción Aat ÍI 

(sitio único en esta construcción) y Kpn I (peteneciente al vec tor pBlueScript). 
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Las regiones de secuencias : F 1 identifican a la unidad transcripcional hGHN, I 

región promotora distal. 

¡ el promotor proximal y la 



MAPA DE VECTORES QUE EXPRESAN LOS FACTORES DE TRANSCRIPCION Y DEL VECTOR 

USADO PARA EVALUAR EFICIENCIA DE TRANSFECCIÓN p GALACTOSIDASA 

Mapa del vector conteniendo la secuencia 
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Mapa de! vector utilizado para evaluar 
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Tablas deANOVA 
Los datos que a continuación se muestran, corresponden al análisis de varianza realizado primero 

en las células de placenta (JEG-3) y posteriormente, se presentan los datos de ANOVA de los resultados 
obtenidos en pituitaria (GH-3 ó GC). 

A N O V A DEL EFECTO DE M O D U L A D O R E S E N LOS NIVELES D E TRANSCRIPCION E N JEG-3 
Aftove. Slng)« Facsor 

i 1 
SUMMARY ' 

Groups Courir S u n Avaraga Variant» 
riOMN 
AM Pc 

3 
3 

2? . 78 
1 5 7 5 7 

s s w e r 
52,62333 

4.606233 
4.731633 1 

1 

ANOVA ree o/ Vana S S dt MS Í P-valua • b CTH 
Botvwan G 
y>»nn.CîT0_ 

2895.646, 
18.67373 

1 
4 

2896.648 
4.668433 

620.2606 1.S4E-06 
í 

7.706®! Botvwan G 
y>»nn.CîT0_ 

i l t 
Total 2914.32 5 
SUMMARY 

Groupe 
hGHM Etorto\ 

Count 
3 
3 

StaB 
25.7« 
70.55 

Aweraoe 
8 .586667 
23,51667 

Vanarte* 
4.605233 
S ,746133 

ANOVA 

i 1 : 

ree or Varit S S at MS F P-vakm Fot* 
Wttwn Gr© 22 .70273 4 S.B7S683 

— . . — . 

ICital aor.otiui S> i 1 ¡ 

Anova Single Factor 

SUMMARY Groupa Count ! Avaraga Variane» 
h P l 1 
AM Pe 

5 5 , 6 3 0 18 .552 6 ,238477 
96 .77 32 .26667 14 1 0 2 9 3 

ree or Vani ss 
Belween c 281.726S~ 
VMthir Gro' 4 0 . 6 8 2 8 2 

MS F P- va'tia 
1- 281.7263 27.609S3 0,006241 

" 4 f 10.17071 r " 1 

SUMMARY tìroupe Òoun! ¿um AvaraQa varianea 
fiPi.1 
Efart» 

5S.6S6 18 ,552 6 .238477-
84 ,53 2 8 , 1 7 6 6 7 6 . 0 8 2 5 3 3 

ANOVA 1 
wa e1 Van* SS 
VlHhm G n 24 .84202 

Total 163 .5933 

e» 
8 . 1 6 0 5 0 5 " 

5 

SUMMARY 
GrouCB i Count Sum A v e r a g e Var iance 

hGHN ; 3 25 .78 8 . 5 8 6 6 6 7 ^ 4 , 6 0 5 2 3 3 , 
ACRe t ino« 3 198 ,42 6 6 . 1 4 6 . 0 6 2 4 

1 ' • 1 
ANOVA ree of Vorn, S S dt WS F P-vakrm For» 
O e t w e e n G 4 9 6 8 . 5 7 9 1 4 9 6 8 . 5 7 9 9 3 1 , 5 2 4 2 6 . 8 7 E - 0 6 7 . 7 0 0 0 5 

rWKhm Grey 2 1 , 3 3 6 2 7 4 5 , 3 3 3 8 1 7 f 
Tomi " " ^ 4 9 8 9 . 9 1 5 5 -

SUMMARY Groupe Count Sum AverwQa Variant» 
hGHN 3 2 8 , 7 6 6 , 5 8 6 6 6 7 4 , 6 0 5 2 3 3 
T 3 3 1 7 . 2 9 5 . 7 6 3 3 3 3 4 , 4 3 2 4 3 3 

ANOVA res of vana SS dt MS F R-vac/e Ferir 
B e t w e e n C 1 1 , 9 0 6 8 2 1 1 1 , 9 5 6 8 2 2; 6 4 5 9 9 6 0 , 1 7 9 1 3 9 7 , 7 0 0 6 5 
Within G r ò 1 8 , 0 7 5 3 3 4 4 , 5 > 8 8 3 3 

Total 3 0 . 0 3 2 1 5 5 

Group» Col«» ' Sum Avaraga Varianoa 
hPL1 3 5 5 . 6 6 6 18 ,562 6 ,238477 
AR 3 1 4 1 , 5 5 4 7 , 1 8 3 3 3 2 1 , 9 9 2 1 3 

1 

ANOVA 1 
rea of Vari* s s ; er MS F P'vatua Polt 
j B e t w e e n C 1229 .63 . 1 1 2 2 9 . 6 3 8 7 , 1 1 3 2 3 0 , 0 0 0 7 3 4 7 ,70865 
VWBiln Groi 5 6 . 4 6 1 2 2 4 14 ,11531 

i 

. Total 1286.091 5 
1 

Smopt Count Som Avança Variance 
hPL1 3 55 ,656 18 ,552 6 . 2 3 8 4 7 7 
T3 3 112 .93 3 7 , 6 4 3 3 3 17 ,46583 

ANOVA Ì 
»ee of Vartt S S «r MS F P-valua perlt 
B e t w e e n C 5 4 6 . 7 1 8 5 1 t>46,7185 4 6 , 1 2 8 1 9 0 , 0 0 2 4 5 4 7 ,70865 

' VMhin Qrw 4 7 , 4 0 8 6 2 4 1 1 , 8 5 2 1 6 

Total 594 .1271 5 

SUMMARY Groupa Count S u m Arraffa Vana / i ce 
hPL2 3 7 4 , 2 5 8 2 4 , 7 5 2 6 7 2 .174401 
AR 3 3 1 5 , 3 2 1 0 5 , 3 0 6 7 4 0 7 0 2 8 3 

i 

ANOVA 
ree of Varis SS a WS F P~vatua Pent 
B e t w e e n G 9 7 3 3 , 4 2 1 9 7 3 3 , 4 2 4 5 4 , 0 1 5 6 2 .87 E -05 7 , 7 0 8 6 5 
Mtttun G r e 8 5 , 7 5 4 0 7 4 2 1 , 4 3 8 5 2 , 
Total 9 6 1 9 , 1 7 4 5 

SUMMAR1 
Groups Count S u m Avança Variance 

hPL2 3 7 4 . 2 5 6 2 4 , 7 5 2 8 7 2 .174401 
7 3 3 201 4 6 8 7 . 1 5 1 5 . 0 9 8 9 

i 

•ANOVA i 1 

ree of Varia S S df US F P-valua Fcrit 
B e t w e e n G 2696 ,301 1 2696.SOI 3 1 2 , 2 2 9 6.03E-OS 7 , 7 0 8 6 5 
Within Gro 34,5426 a 4 8 , 6 3 5 6 5 1 1 ¿ 
Total 2 7 3 0 , 8 4 3 5 

Aoova: Single Fac to r 

Summary Croups Count 
hPL2 
AMPe 

Sum Avaraga Variane* 
74 .2S8 2 4 , 7 5 2 6 7 _2 ,174401 

" 199.1 8 6 , 3 6 6 6 7 5 . 4 8 9 4 3 3 ' 

Fait 
B m n w i C 2 5 9 7 , 5 6 7 

,Wthm Grò 15 ,32767 
1 2597 ,587 6 7 7 , 8 8 1 9 _1 .296-05 
4 . 3 , 8 3 1 9 1 7 

7 , 7 0 8 6 5 

SUMMARY Groupa • Sum 
hPL2 
Etoitaol 

' Arraffa Van anca 
7 4 , 2 5 8 2 4 , 7 5 2 6 7 2 ,174401 
144 ,15 «8 ,05 2 2 . 2 3 1 3 

ix of Varia SS 1 
Between G 8 1 4 , 1 4 8 8 _ 
V*min~Gr® 4 8 > 1 1 4 _ I 

862 ,96 ~ 

M S 
1' 614.1480 
4 1 2 . 2 0 2 K 

"s 

F P-valua 
6 8 . 7 ( 7 0 0 . 0 0 1 2 2 3 

Fon 
7 . 7 0 8 6 5 



Anova: Single Factor -

SUMMARY 
Groups Count Sum Average Vene/ice 

hßHV 3 
AM Pc 3 

70,66 
135,91 

23.55333 
45.30333 

5,659033 
14,96333 

i 
1 

ANOVA ~ V - - -

ree of Veni SS a MS F P-value Fait , 
Between G 709,5938 
VWinGtt» 41.24473 

i 

1 
4 

709,5938 
1031118 

68,81788 0,001153 

i 

7,70865 

Total 750,8385 5 

SUMMARY 
Grotta Court • Sum Awage Vanance 

hGHV 3 70,66 23,55333 5,659033 ¡ 

Efortcl 3 96,21 32,07 17,8153 i 

ANOVA," 
ree oí Vana SS dt US F P-value F cri ¡ 
Between G 108,8004 1 1Q6.8C04 9,269734 0,038229 7,70865 
WittwiGro 46,94867 4 11,73717 

T e a 155,7491 5 

SUMMARY » 

Grsuss Counf Sem Avers» Variance • 

GHV 3 70,66 23,56333 5,659033 
M 3 153,64 51,21333 5,749033 

• 
j 

ANOVA 
ite ol Vam SS dl MS F P-vabe Feri 
Between C 1147,613 1 1147,613 201,1933 0,000143 7,70865 
Wittin Grò 22.81613 4 5,704033 

i 

Tota! 1170.43 5 

SUMMAflY 
Groups Court Sum Average Variane» 

GHV 
73 

3 
3 

70,66 
94,72 

23,55333 
31,57333 

5.659033 
3426433 

ANOVA 
ree o! Veñi SS dt MS F P-value Feri 
Between G 96.4806 1 96,4806 2123846 0,009967 7,70865, 
WithnGro 18,17093 4 4,542733 

Total " 114,6515 5 
i 



A n o v a ; S i n g l e F a c t o r 

S U M M A R Y ; . 
G r o u p s Count Sum Average Variance 

h P L 3 3. 3 4 , 1 7 1 1 , 3 9 6 , 3 1 2 4 
AM P c 3* 8 4 , 5 7 2 8 , 1 9 6 , 4 5 0 3 

A N O V A 1 ' 
rce of Vane SS df MS F P-value F crit 
B e t w e e n G 4 2 3 , 3 6 1_ 4 2 3 , 3 6 66 ,34333^ 0 , 0 0 1 2 3 6 7 , 7 0 8 6 5 
Within G r o 2 5 , 5 2 5 4 " 4 " 6 , 3 8 1 3 5 
— ' i • 
Tota l 4 4 8 , 8 8 5 4 5 

S U M M A R Y " — • - " 
Groups Court! • Sum : Average Variance , 

h P L 3 3) 3 4 , 1 7 ' 1 1 , 3 9 6 , 3 1 2 4 , _ 
Eforbol " 3 ! 84,92 ~ 2 8 , 3 0 6 6 7 " " 2 7 , 1 9 4 2 3 

A N O V A ; • 
rce of Varis SS , df MS F P-value F crit 
B e t w e e n G 4 2 9 , 2 6 0 4 1 4 2 9 , 2 6 0 4 2 5 . 6 2 2 4 1 0 , 0 0 7 1 7 1 7 , 7 0 8 6 5 
Within G r o 6 7 , 0 1 3 2 7 ' 4 ' 1 6 , 7 5 3 3 2 f 

To ta l 4 9 6 . 2 7 3 7 ' 

S U M M A R Y " ' •" ~ 
Groups . Count Sum ' A v e r a g e ¡ Variance 

h P L 3 | 3 3 4 , 1 7 1 1 , 3 9 6 , 3 1 2 4 
A R 3 1 9 8 , 0 2 6 6 , 0 0 6 6 7 . 3 5 , 2 8 4 4 3 

A N O V A 
rce of Varia SS df MS F P-value F crit 
B e t w e e n G 4 4 7 4 , 4 7 _ _ _ 1 4 4 7 4 , 4 7 2 1 5 , 1 3 5 1 0 , 0 0 0 1 2 6 7 , 7 0 8 6 5 
With in G r o 8 3 , 1 9 3 6 7 " j , _ 2 q 7 9 8 4 2 * " 

To ta l 4 5 5 7 7 6 6 4 5~~ ' ' ' ~~ 

S U M M A R Y ' ' , " 
Groups ' Count Sum Average , Variance 

h P L 3 3 3 4 , 1 7 1 1 , 3 9 6 , 3 1 2 4 
T 3 3 1 4 2 , 9 7 2 4 7 , 6 5 7 3 3 1 6 , 7 4 0 5 2 

, T 
A N O V A " " ' " " " 

ree of Varia SS df MS i F P-value F crit 
B e t w e e n G 1972^979 1 1 9 7 2 , 9 7 9 . 1 7 1 , 1 6 9 6 0 , 0 0 0 1 9 7 7 , 7 0 8 6 5 
Within G r o 4 6 . 1 0 5 8 4 _ _ 4 . 1 1 , 5 2 6 4 6 i _ _ 

T o t a l ^ 2 Ó 1 9 Ì 0 8 5 5 i 



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

I ANOVA DE COMPORTAMIENTO EN CELULAS GC 
(sin estímulo 

ÜGHN_ AM Pe EforboJ_, B AR , 
16,62 , 62,19 , 34.56 , 6,47 t 43,1 x 

¡_ 19,95 _ 54,9 3 1 , 0 2 3 " 6,97 [ 36,91 
19,5 " 58,4 32.1 , 9,9« , 38,12 

18,69 58,49667 . 32,561 7,806667 . 39,37667 Media 
1 .R06737 3.64596Ï 1,« 13004"'N,898693 ! 3.2R0767 ' « í ^ 

SUMMARY SUMMARY 
Groups Count Sur» Average Vana/ice Groups Count Sum Anrege Vanance 1 

hGHH 4 74,76 18,68 2,1782 hGHN 3 56.07 6.es 3.2843 
AM PC 4 2339867 S8.49667 8.862022 EfO/tW 3 97 883 32.561 3.286983 

] 

ANOVA ANOVA > 
ree of Vani SS UT MS F P-vehre Peni na of V§rt¿ SS Of MS F r-vdlva Pere 
Octw*en G 3169,141 1 3169,141! 574.2123 3.47E-07 5,987374 BetMwn 0 2B6.607 288,607 86,107 0,000718 7,70885 
VKIhdnGre 33,11497 6 5.519111 WBNnGro 13.10257 4 3,275842 

Total 3202256 7 I •• 
— 

Total M1.T09S - 5 
— 

SUMMARY 1 • 1 SUMMARY ! 
Groups Count Sum Awrvffe Variance Groupa Coutf l Sum Aver eoe Variance 
hGMN • 3 ¡ 96,07 16.69 3,2643 ' GHN 3 ' 56,07 16.65 3,2643 

T3 i 3 ' 23,42 j 7,806667 3,605033: AR 3 118,13 39,37867 10.76343. 

ANOVA 
1 t 1 

ANOVA ^ 
ree of Vont SS , a 1 MS F P-value , Feri T» of VtrU SS or MS F P-vakje Perl 
twsen G rol 177.6704 1 177.6704 51,72858 0,00188 7,70885 iwven G rex. 841.9073 i 841.9073 91,51974 0,000667 7,70865 
tatin G/dut 13,73867 4 3.434867 Httmi Grour 28,05647 4 7.013867 

Total 191,4091 5 
* 

1 Total t 188,9627' 5 

» 



ANOVA DEL EFECTO DE FACTORES DE TRANSCRIPCION EN JEG-3 

A n o v a . S i n g l e F a c t o r Anova: Sf ig la F t o c r 

1 I 
j S U M M A R Y SUMMARY 
i Groups C o u n t Sum Avarafja V e n a n c e ' Groups Count Avaraga Vana/xa 

K3HN 3 to 3 1 6 . 6 3 3 3 3 4 . 3 7 0 5 3 3 , h P L I 3 3 7 1 3 13 376(57 1 1 . Z 6 W 3 1 hPH-1 3 3 2 8 0 1 1 0 8 Pit 3 2 0 S 0 3 6 8 3 4 3 3 3 

A N C t f A 
! 

A N C t f A ANOVA ' 1 

re® o r vans S S at M S F P-vatua Pent rea of Vani SS di MS F P'Vaha f e i « 
B e t w e e n C 1 2 3 4 0 . 6 4 1 1 2 3 4 0 . 6 4 4 2 4 , 0 5 4 3 . 2 8 E - 0 6 7 , 7 0 8 6 6 B e t w e e n C 4 6 9 8 . 4 0 2 4698 4 0 2 121 J O 77 0 , 0 0 0 3 8 7 7 ,70866 

I VWrtn < j r o 1 1 6 , 4 0 6 3 4 " 2 9 . 1 0 1 5 8 
B e t w e e n C 4 6 9 8 . 4 0 2 4698 4 0 2 121 J O 77 0 , 0 0 0 3 8 7 7 ,70866 

I VWrtn < j r o 1 1 6 , 4 0 6 3 4 " 2 9 . 1 0 1 5 8 
- - Within C r o 1 5 5 . 0 5 3 5 A 38 .76338 

To ta l 1 2 4 5 7 , 0 6 5 SUMMARY 

SUM UAH Y e r emos C o u n t Sum Avvale Varona 

i f i r rWfix Count • Sim A Vanmnnm hPL1 3 3 7 . 1 3 1 2 J 7 6 6 ? 1 1 , 2 6 0 1 3 

hOHN 3 5 5 9 1 8 , 6 3 3 3 3 4 , 3 7 0 5 3 3 PLA 3 3 5 4 . T I 1 1 8 2 3 6 7 177 ,713 
! h P L A 1 3 1 6 7 , 3 8 5 6 . 7 9 3 3 3 3 7 , 5 3 4 4 3 

AMOVA 
! A N C V A 

1 
reo of Vant SS dt MS F P-vatua Fot 

!rce of Varra SS or M S F P-vatua Fat B e t w e e n C 16809,51 1 16609.51 1 7 7 5 0 3 7 0 , 0 0 0 1 8 3 7 ,70866 
j B e t w e e n G 2 0 7 1 , 2 9 6 , 1 2 0 7 1 . 2 9 8 9 8 , 8 5 6 9 4 0 , 0 0 0 5 7 5 7 , 7 0 8 8 5 Within G r e 3 7 7 , 9 4 6 3 94 ,48656 : 

W t n n G r o 8 3 . 6 0 6 6 3 4 2 0 . 9 5 2 4 6 

To ta l 2 1 S S 1 0 6 
Total 1 7 1 8 7 , 4 6 S 

Tota l 2 1 S S 1 0 6 5 
SUMMARY ' SUMMIHH SUMMARY 

Croups Count S u n A M r s a e Variando Grovca Count Start Average Vanan» 

hGHN 3 5 5 , 9 
1 1 9 , 1 9 

1 8 , 6 3 3 3 3 
3 9 , 7 3 

4 3 7 0 5 3 3 hPL1 3 1 2 J 7 8 6 7 1 1 , 2 8 0 1 3 

S P 1 3 
5 5 , 9 

1 1 9 , 1 9 
1 8 , 6 3 3 3 3 

3 9 , 7 3 6 3 , 4 7 3 2 S p i 3 5 6 , T T 19 59 1 3 5 7 7 2 

• 

A N O i / A 1 1 ANOVA 
r e e of Vant SS Of MS F P-vatua F e r * rzaotVarit SS or JMS F P-vatua Ferì 
B e t w e e n C 6 6 7 . 6 0 4 1 6 6 7 , 6 0 i 1 9 . 6 8 0 6 4 0 , 0 1 1 3 6 7 7 , 7 0 8 8 5 ¡ Be tween G 7 6 . 0 4 6 2 7 X 78,04827 6 .284754 0 . 0 6 6 2 7 3 7 .70855 

I v W h i n G r o 1 3 5 , 0 0 7 5 4 3 3 , 9 2 1 0 7 W t h i n Gre 4 B . 6 7 4 6 7 12,41867 

T o t a l 8 0 3 , 2 9 1 5 
! 

5 ' Total 1 2 7 , 7 2 2 9 5 

A n o v a : S i n g l e F a c t o r -i i 
S U M M A R Y 

Groups <Jounr S u m Average Variance ' 

h P L 2 o è i . i l 2 / . 4 . ' 
•PB1 3 3 2 5 . S 1 0 8 5 1 1 1 5 2 3 9 

1 ; 

» N O V A 
rea of Vant S S dt M S F P-vmtua Pent 
B e n r a e n C 9 8 4 8 , 7 9 1 1 9 8 4 8 , 7 9 1 1 5 2 . 5 6 4 2 , 0 . 0 0 0 2 4 7 7 , 7 0 8 6 5 
V W i i n G r e 2 5 8 , 1 8 6 4 « 4 , 5 4 8 6 

T o l a ' 1 0 1 0 6 , 9 6 5 
S U M M A R Y 

•groups Count Sum A v e r a g e Vananca 
h P L 2 3 8 2 . 4 1 2 7 . 4 7 1 7 . 5 6 9 3 
P L A 1 3 3 6 8 . 6 2 1 2 2 , 6 7 3 3 1 2 5 . 4 3 0 4 

A N O V A 
- . - . _ 

r o e of Van.- S S dt M ¿ ? P-vatua F erit j 
B e t w e e n C 1 3 6 5 2 . 6 9 1 1 3 6 5 2 . 8 9 1 9 0 . 8 6 0 4 0 , 0 0 0 1 5 9 7 , 7 0 6 6 5 
W i t h m G r o 2 8 6 , 0 9 9 5 4 7 1 . 5 2 4 8 7 

Tulal 1 3 9 3 8 . 7 9 5 

S U M M A R Y 

Grrtups C o u n f Sum A w r a p * V a r i a n c e 
h P L 2 3 8 2 , 4 1 2 7 , 4 7 1 7 , 5 6 9 3 

S P 1 3 1 2 9 , 0 2 4 3 , 0 0 6 6 7 1 0 1 , 6 5 7 6 

A N O V A 
; .. 

r e e of Varis S S et M S F P-volue Fait 

B e t w e e n C 3 6 2 . 0 3 2 i 3 6 2 . 0 8 2 6 , 0 7 3 8 2 9 0 , 0 6 9 3 5 4 7 , 7 0 6 6 5 

Within Gre 2 3 8 . 4 5 3 9 4 5 9 . 6 1 3 4 7 

Grouos Count Sum Average Vananca 
hGHV 3 2 4 . T S 8 ¿ 6 7 ,7996 
P t l 3 5 5 . 4 5 18 4 8 6 6 7 1 2 , 4 8 2 0 3 

roe of Varie S S di US F P-vohie Pent 
B e t w e e n C 196 ,8771 t 136,8771 18 ,90044 0 . 0 1 7 0 0 2 7 , 7 0 8 0 5 
W t n e i G i o 4 0 . 4 8 3 2 7 * 10 ,12082 

Total 1 9 7 . 3 6 0 3 S 

SUMMARY 
G 'Oi iœ Vount Start Averaoe Varmnop 

nGHV 3 2 4 T S 8 2 6 7.75118 
h P l A 3 G 7 SS 22.GG333 4 1 , 4 5 5 6 3 

ANOVA 
r e e o r Vort S S or US F P vrV'tr « c r i 
B e t w e e n c 3 1 1 , 1 8 4 1 Î 1 1 . l è « 1 2 . 6 4 5 7 9 0 . 0 2 3 6 6 6 r.wetfb 
M M n Gro 9 6 . 4 3 0 8 7 24 .60772 

Total 4 0 9 . 6 1 4 ? 
~ 5 0 M Ö K R V 

Groups C o u n t S&71 A i e r a g e Var iarne 
h G h V 3 24 78 8 J B 7 ,7596 
SD1 3 1 * 3 ra 3 7 8 S 3 3 3 8 1 , 0 7 8 6 3 

ANOVA 
•ree at Vail S S et MS F P-vaha Pert 

B e t w e e n G 1 2 9 6 . 5 S 9 t 1298.599 44.14133 0A02GG4 7 , 7 0 8 6 5 
Within G ì » 1 1 7 5 7 G 6 « 29.41912 

j Totel 1 4 1 6 , 2 7 5 S 



SUMMARY SUMMARY 
Groups Count Su» Awrjge Vanarte» Groups Cotrt Sun Aterape Variane» 

hPL3 3 56,38 18,79333 9,038633 
« 3 119,12 39,70667 57,24003 

hPL3 3 56,38 18,79333 9 038633 
hPUV 3 232 95 77,« 89,7484 i 

• • 

ANCWA lANOVA 
rce of Vara SS <H MS F P-value F cnf roe rf Vane SS di US F P-mioe Fcnt 
Between G 656,0513 1 656,0513 19,79676 0.011252 7,70865 
Within Gn> 132,5573 4 33,13933 

Between C 5196,161 1 5196,161 105,1992 0,000509 7,70655 
Witti«Gre 1975741 4 49,39352 ¡ 

Total 788,6086' 5 Total 5393.735 5 ' 

SUMMARY 

, Groups 
h P l 3 

Count 
3 

Sum 
56,38 

Average 
18,79333 

Variance 
9 ,038633 

Sp1 3 70,42 23,47333 43 ,71403 

ANOVA 
ree oi Vam SS Oí MS F , P-vaiue Perii 
Between C _ 3 2 , 8 5 3 6 1 
Within Grò 105,5053 4 

32,8536 1,245571 
26,37633 

0,326918 7,70865 



ANOVA: EFECTO DE POTENCIADORES EN JEG-3 
ADUVJL Siottlv FaUor 1 

S U M M A R Y 
i i (hrmtfi* Oxetf -W» Atenr*r Vuntwce 

SUMMARY h i 'L I 3 33.87 I l i » S.7973 
Groups Cmetí Stan Average 1 'ariance r L I G H T L l 3 37.11 1 2 J 7 6.3729 

bGHN 3 49,19 16,396667 10,572233 
hGHNhPLl 3 73.0$ 24.35 2 4 J 7 8 I 

A N O V A ' 
^rnfVtmm df MU F P-vvh* F (Tir 

ANOVA 1 
B e t w e e n Oi 1,7496 1 1.7496 0,287522 0,6202432 7,7086491 

•ce of Vana SS dT MS F P-voh* Ferii 243404 4 Ó.OttSt 
Betunes Gì 94.883261 1 94.88.1267 5,4296058 0.0802388 a 243404 Ó.OttSt 

Within Grò' 69,900667 4 17.47.1167 Total 26.09 5 - — 

Tota! 164 78393 S U M M A R Y 

SUMMARY 1 G r a n i r Cam Sum Average i Variatce . SUMMARY 1 

P L I O H N 3. 
3 

33,87 
77,76 

11.29 
25.92 

5.7973 
27,1467 

Groups Count S u m Average Variance P L I O H N 3. 
3 

33,87 
77,76 

11.29 
25.92 

5.7973 
27,1467 GHN 3 4 9 , 1 9 16,39667 10 ,57223 Pl.TRHNFI./ 

3. 
3 

33,87 
77,76 

11.29 
25.92 

5.7973 
27,1467 

G H N h P L i ' 3 7 3 , 7 7 2 4 , 5 9 3 6 . 6 7 4 8 i 
t i 

A N O V A 
t 

ANOVA -cu of Variai ¿5' <r MS F P-vah* F cm 
rea of Vani SS df US F P-value Fori! Between Gì 321,05535 I 321.05535 19,490976 0,0115569 7,7086497 
Be tween C 100,6961 1 100,6961 4 ,262535 0 , 1 0 7 8 8 9 7 , 7 0 8 6 5 Wi th in Gro> 65.888 4 16.472 
VWthinGra 94 ,49407 4- ¿J.b ¿¡bJ 

I ! 
Total ; 195.1901 

i 
5 

T o t * 386,94335 5 

SUMMARY 
•— -- — - - t o S U M M A R Y i 

SUMMARY Groups Count Sum Awage Variane» (¿roups Coun t Sum Average Vananca Groups Count Sum Awage Variane» (¿roups Coun t Sum Average Vananca 
P L 1 G H N 
P L 1 N P L 3 

3 
3 

33 ,87 
1144 ,2 

11.29 
381 ,4 

5 . 7 9 7 3 
2 9 8 . 2 9 

GHN 3 
GHNhPL3 " 3 

49 ,19 
1700,61 

16,39667 
596,87 

10,57223. 
174 ,0263 j - -

P L 1 G H N 
P L 1 N P L 3 

3 
3 

33 ,87 
1144 ,2 

11.29 
381 ,4 

5 . 7 9 7 3 
2 9 8 . 2 9 

T i I ' r I , „ 
ANOVA ' A N O V A ' 

«ce of vent SS df MS F P-value F cm roe of Verit S S df US F P-value Fait 
Between G 4 5 4 5 3 1 , 3 1 4 5 4 5 3 1 , 3 4924.486 2 .47E-07 7 ,70865 B e t w e e n C 205472 ,1 1 205472,1 1351,402 3 . 2 7 E - 0 6 7 , 7 0 8 6 5 
VttfftinGrc 369.2011 4 9 2 , 3 0 0 2 7 1 V W t h i n G r o 6 0 8 . 1 7 4 6 4 152,0437 

» Ì 
Total 4 5 4 9 0 0 . 5 8 T o t a l 209380 ,3 5 ' 

SUMMARY 
Groups Court Hum Average Verune« 

PL2GHN 
PL2GHNP 

3 
" 3 " 

87.44 
~ 97,09 

11.44053 
88.68003 

- - — 

ANOVA 
ree of Vani S S df MS F P-value Fcrit 
BetweenC 
VUtTiin Grò 

15,52042 
200,2411 4 

15,52042 
50,09328 

0,310035 0,607341 7,70865 

Total 215,7616 S 

SUMMARY 

Grows Court Sum Averetre Vorknet 
PL2GH 
PL2CÏHPL2 

3 
3 

87.44 
I?? ,08 

29.146667 
62.36 

11.440533 
8 1 , 6 « ! 

ANOVA > ; 

•et /¡(Varia! 35 MS F P-volut Fcnl 
Between Gì Ili 54,08 S3 I654.ÚS8? 35^55390 0,0039719 7,7086497 
Within Gnu 1Í6.15327 4 46.53S3I7 

I 
T«*l 1*40*41 S 

P t 

S U M M A R Y 
Groups Comi Sum . I v e f t w Variante 

G H V G H N 
OHVOHSH. 

3 
3 

43.91 
57,962 

14,636007 
19.320667 

18,74303 = 
43,754761 

A J ^ O V A 

Te of! arÙL . V df US /• f'-value Ferii 
B e t w e e n Oi 
W i t i n e Grot 

32,9097*4 

124.99559 
1 

•4' 

32,909784 
31.248897 

1,0531502 0,3627865 7,7086497 

T o t a l 157.90537 5 

SJ 'MMARY 

Grems Court Sum Aiertçe Vtnaia 
GHVGHN 3 4351 14.036667 18.743033 

3 H \ G H N P L : ì I44J7 41121333 34.592033 

ASCf^'A 
(TOT tfv&utl S f MS F p-váet Fera 
IHwmiGroiy 16C.0353 

M d ù U t u « 106,67013 
1 
4 

160,0353 
26,667533 

63,074273 0,0013611 7,7016497 

1 1 • 

! T « J 1 17M,70S4 5 ' 



SUMMARY 
Groups Court , Sum Averne Varíanet 

.PL2CIK 
R33HNPL3 

3 
3 

87,44 
2006, Si 

29.146067 11.44(1533 
668.84667 449.32253 

ANOVA 
•ce nf Varia SI df iWS F P-vabte Fera 
Rawctri Ci 
WIOIÌDUto-

613824,14 
» U 2 6 1 2 

I 
4 

611824.14 2664.3808^ 
2303» 153 

X.431FJ7 7,7WiMr. 

lolal 6)4745.« 5 
- -

SUMMARY 
Crcupí Cao* Su» Antraft Vanana 

OHVCÌHN 3 4391 HÖA667 li 7430« 
SHVGHNHi 3 12« 17 418,72333 473.66563 

ANOVA 
ira rf Variati SS 4 ma F P-vciti Ferii 
letweaUoc 244>J».05 i 244929.US 9HO023 6.CI22L-06 7.7(1*6497 
ffidiin Gtoop« 984,(1733 4 1 244,20433 1 a. T . . . . . . , 

( 
Todi 245913.17 5 

SUMMARY 
Orwpe 

PL3GHN ' 
Covi* 

3 
Sua 
644Í 

AtEAfC 
21.493353 

l ' u n o 
11,784233 

PL30HNPL1 3 74.0Í 24.693333 33,376533 

ANOVA ! 
ire? of Variai <r *C F P-talut Ferii 
¿oween Oro« 15.36 
A'ilhmiimii» 90,121333 

l 
4 

1JJ6 
2Ì5H03K3 

0,6802365 0.4558482 7.7086497 

Toal ' 105,65153 5 
1 

SIMMARY 
Oroua Conni Sa» Averagt Variance 

PL3GHN , 3 64,48 21,493333 11,7(4233 
mifHNfU 3 205.97 68.656667 102.4B73 V 

ANOVA ; 

tree tf y orioli, SS 4 US F P-táu Fenl 
¡ítweaiünup 3336,57 i 3336,57 58359(44 0,0015751 7,7086497 
Aìllii Group 228,53595 4 57,133983 

Twl 5565.106 5 1 

SUMMARY" 
Grapi Coen Sua Avenge Vnan 

PL3GHH 3 64.48 21.493333 11.784233 
r u o n s n j 3 1728,94 57431333 «080763 

ANOVA 1 ' 1 

rttifVtnaa 4 US F P-ttàn Fen 
kWsaOrnf 461737,85 1 ' 461737,» 1954,Ott l̂ fHUK 7,7TR6497 ! 
WitoGnuK 90.18373 4 23629ÍS9 

Tetti 40683,03 5 



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). 
Anova: Single Factor 

SUMMARY 
UxJt Sum Average Venanca 

PL1GHN « 3 13,31 4.436667 0,094033 
1 I" « - t " 
1 N 1 
pSVhPUl 

3 
3 
3 

20.2 
6.1 

0,53 

6,733333 
2.7 

0,176667 

0,943333 
1,24 

0,005633 
i 

ANCVA 

- - ( 

1 
rem of Varit SS * JUS F P-vHue Fer» ' 

Between C 69,04737 
Wthln Gre 4.5664 

3 
e 

23,01579 
0,5708 

40,32196 3.SS£-05 4X6616 c 

i i 
[• 

Tola I ' 73,61377 11 I 

Anwa° Single Faaar 
I 

SUMMARY 
Omups Count Sirnl AtereQ* Venene* 

11N 
1N 

3 
3 

202 
13.31 

6,733333 
4,436667 

0.943333 
0.094033 

ANOVA" - • - — • - -

x>e ai Vani SS a MS F P-veJue F cri 

Between G 
Wtnr i Grò 

7.812017 
2,074733 * 

7,912017 
0.616663 

1SJ6404 0,017456 
f 

7,70685 

Total 95S675 5 

SUMMARY 
GrOupS OOTlt Sum Vanâftce 

IkH S M J. 7 1¿4 
1N J lS.31 4.4566«? D. 094033 I 

ANCVA i 
rceoTVerfc S í a MS F P-kek* f o t 

Between G 
WmeiGro 

il. M
 

i 
4 

4,524017 
0,667017j 

6,782434 0.056776 

\ 

7,70165 

total 7.192083 S 
¡ ì 

Arava : Single Factor 

SUMMARY 
Groupa Cour« S u n Average Variance 

V G H N 3 6,3 1,33 
W N 3 7,4 2,466667 0.563333 
V W 3 16,9 8,633333 0,443333 
W 3 9.9 3,3 0,61 

A N O V A 
rom 0f Vwic SS <r MS F P - v a b e F n t 
Between G 30 .22917 â 10,07639 13,67636 0,001626 4,06618 
M t H n O r e S.093333 6 0.736667 

Tatari 36 .1229 11 

SUMMARY 
Croupe Count Sum Average Variance 

V G H N 3 18.9 6 .3 1.33 
W N i 7,4 2,466667 0,963333 

• 

ANOVA 
ree of VerU SS M S F P-vatua P e r « 
Between G 22 ,04167 i 22.&4167 Sä,2to4S 0,00649 7,706eS 
Within Gro 3 ,766667 * 0,946667 

Total 25 ,82833 s 

S U M M A R Y 
Groupa Count i Sum Average Variano» 

VGH 3 18,9 6,3 1,33 
VWV 3 16.9 5.633333 0.443333 

A N O V A ' 1 

r e of Vana SS dt MS F P-value Ferii 
Between G 0 .666667 1 0.666667 0,75186 0,434802 7 ,70665 
WHNn G r s 3 .546687 4 0,666667 

T o b i 4 ,213333 S — 

S U M M A R Y 
G r o u p s Count S u m Avara o « Vanarte» 

W N 3 7,4 2 . 4 6 6 6 6 7 0 . 5 6 3 3 3 3 
W 3 9 , 9 3 , 3 0 ,61 

A N O V A 
ce of Vana SS of MS F P-vakie F ent 
B e t w e e n C 1 , 0 4 1 6 6 7 ' 
VWthin Gro 2 . 3 4 6 6 6 7 

1 1 , 0 4 1 6 6 7 
4 0 . 5 6 6 6 6 7 

ì,775èèa 0 , 2 6 3 5 3 6 7 , 7 0 8 6 5 

Tols i 3 . 3 8 8 3 3 3 9 

S U M M A R Y 
Groups Count Sum Average Varíanos 

V N V 3 16 ,9 5 , 6 3 3 3 3 3 0 . 4 4 3 3 3 3 
W 3 9 . 9 3 3 0 .61 

A N O V A 
rea of Vmril SS of M S F P velue Fait 
Between C 8 .166667 1 8,166667 15.50633 0,018991 7,70865 
VMtfan G r o Z 1 0 6 6 6 7 4 0.526667 

Tota l 10.27333 S 



PARTICIPACION DEL PRIMER JNTRON EN LOS NIVELES DE TRANSCRIPCION. 

(Media de la concentración de HGH) 

PICU] paraaaajiás del primer lOtrtju bOU-bí'L GKN0.3U 14 01 20 1 15,08 PLl 12.63 1IJS 15.7 PL1GHN 20,1 18,3 PL2 Bi 30.6 38.26 PL2 IGHf 69 2 682 OHV 14,45 10,96 ' 9.SS 
1 H V 1 Q H 14.87 9.17 9.4 W.3 26,89 24,26 28 07 PL3 IGKh 46,59 43.36 48.81 

-— — „ — —i. . ^ , — 
AvC7*£C DCMV Si 1 

Jpiom SJ» 16.39667 PL1GHN_J3.22667 2̂35539̂  PLIOHN 20,66667 2̂95057* PL2QHN 14J2 3.»i74 <4 PL3 1QKN 69,33333 1.527525" GHVÜHN 11,76333 3̂88563̂  OHV tOHf M.14667' 3.220551 PLSOHN 26.70667 2J60346 PL3 1GHN 46JÍ333 2.740593 
SIMMARY ; 1 SUMMARY > 

Grtuip* • Cavi | Sun Awupe • ''arUfKX | Gnmps Onaii ¿um Averuve í o n t f i c t 
PL1GHN ! 3{ 39.68 13,726667 4,9976333 GHVhGHN 3 35,29 11,763333 5 ,7052333 
PLl IGHN 3 10136 34.12 14.9572 OHVlhGH" 3' 33 44 11.146667 i n 410633 

t 
j 5 1 1 

t 

AN0VA • ' i ' ' ¡ ANOVA 1 
te ufVarwt SS 4 MS h P-Vüiitt / • t ra 'ce of Variai SS F F-voiu? Fcn¡ 
Between Or 654.79707; 654.79707 65.427916 0.001262L 7.7086497 Itetwcen (if <1,5704161 1 0,57114 lf>7 0 , 0 7 U 7 m 0,8033421 7,7(«649" 
Within O n 39.909667 

1 

4 9,9714167 L 
r Within CittJ 3243173a 4 «,0579333 

0 , 0 7 U 7 m 0,8033421 7,7(«649" 

Total 694 70073 5 Total 32 80215 

SUMMARY — 
SUMMARY 

Croups Count Surn Average Variance Groups Count Sum Average V a r i a n c e 
PL2GHN 3 102,36 34.12 14,9572 PL3GHN 3 80,12 26,70667 5 .571233 
PL2 1GHN 3 208.6 69,53333 2333333 PL3 1GHN 3 138,76 46,25333 7 ,510633 

ANOVA ;ANOVA 
•c* of Vena S S df MS F P-vaíti* Fait rce of Vané S S df MS F P-value P e n i 
Between C 1881,196 1881,156 217,5936 0,000123 7,70865 Between C 573.1083 573,1063 «7 .61873 0,000725 7,70865 
Within Gre 34,50107, 4 8,645267 Witflin Gro 26,16373 4 6.540933 

Total 1915,737" " 5 
— 

[Total 599.272 5 1 



Reporte del análisis vía internet de los elementos de respuesta en las secuencias promotoras 
analizadas en este trabajo con el software Matfnspector 

. Search Results f 183 matches^ h G H N 2 2 4 0 besMatlnsocctor , 
Solution parameters: 

Sequence file: 
Family matches: 
Matlnspector library: 
Selected groups 
(core/matrix am): 
Inspecting sequence hGH-N (-2240 to +1): 

hGH-N.seq (2240 bps) 
yes 
Matrix Family Library Version 2.3 February 2002 

• ALL vertebrates.lib (0.75/0ptimized) 

F u r t h e r 
Information 

Posit io 
n 

Strand C o r e s i m . Matrix sim. S e q u e n c e 

activator protein 1 58-68 (-) 1 . 0 0 0 1.000 CgToACiCTga 

Epste in-Barr v i rus 
transcription factor R 

63-83 (-) 1.000 0.830 Ogaoccagaatl a tO 0 TG ac 

M u s c l e Init iator 
Sequence 

99-119 (+) 0 . 9 2 1 0.863 aagaggagaCACTcccctgcc 

upstream st imulat ing 
fac tor 

130-137 (+) 1 . 0 0 0 0.997 cCACGfg t 

M u s c l e Init iator 
Sequence 

160-180 (+) 1 . 0 0 0 0.893 gagcctcgcCACCcctgtgtc 

P i t l , GHF-1 pituitary 
specif ic pou doma in 
transcription fac tor 

190-199 (+) 0.871 0.894 agttATGCag 

serum response fac tor 204 - 2 1 7 (+) 0.972 0.860 CCCCAAL t i^gcc 

NF-kappaB 3 1 2 - 3 2 1 <+) 0 . 9 0 4 0 882 GGCXrgcicoc 

signal t ransducers and 
activators of t ranscript ion 

3 3 6 - 3 4 4 (+> 1 . 0 0 0 0,882 nggaGCAA 

octamer-binding factor 1 4 0 7 - 420 (+) 0 9 4 4 0 908 asaaaTteATATl 

nuclear fac tor 1 485 - 502 (+) 1 0 0 0 0 .947 töT ' «. <C teacggcaacc 

apolipoprotein A I 
regulatory protein 1 

640 - 655 (+> 0.826 0.842 (¡uacUJC I <.) acoica 

Retinole: «cid receptor, member 
of nuclear receptors 644 - 653 0 897 0961 aagTCAGgag 

CRE-binding protein 1/c-
Jun he temdimer 648 - 655 <+) 0.769 0.8&5 t u r c i c a 

Pill, GHF-1 pituitary specific 
pou domain transcription factor 6 5 6 - 6 6 5 (+> 0.871 0.851 ng'gATCCac 

MyTI zinc fitter Hansen pu on 
factor involved in p r i m a r y 

neurogenesis 
681-691 (+) 1 . 0 0 0 0.982 ccnAAGTtlgg 

CCAAT/enhance r 
binding protein beta 

738- 751 (+) 1 . 0 0 0 0.950 aaaigacGCAAtgt 

cAMP-response e lement 
b inding protein 

739 - 750 (-) 1 . 0 0 0 0.916 aaTGACgcaatg 

upstream st imulat ing 
fac tor 

870 - 879 (-) 0.863 0.930 gpCACTtgtc 

Nuclear fac tor o f 
activated T-cells 

9 1 6 - 9 2 7 (+> 1 . 0 0 0 0.970 MCS^í A A Auge 

nuclear fac tor 1 1043 - (-) 1 . 0 0 0 0.946 cell '~Yluimgngrung 



1060 

octamer-binding factor i 1183-
1192 <-) 1.000 0 . 9 4 1 »ATGCaaaaa 

RAR-rclatcd orphan 
receptor a lpha I 

1242 - 1254 (-) 1.000 0 . 9 3 3 atcacgaGGTCag 

c-Ets-1 binding site 1357-
1371 (+> 1.000 0 . 8 9 9 tgaGO .Wgagadca 

c-Ets-1 binding site 1425-
1439 (+) 1.000 0 . 9 0 8 gg,fGn AA gagcOgt 

AP1 binding ate 1634-
1642 (-) 1.000 0 . 9 9 5 eTGAGTCAg 

oc tamer-binding factor 1 1800-
1813 (+) 1.000 0 . 9 0 9 gagaa!ggg.MGTg 

upstream stimulating 
factor 

1899-
1906 (+) l.OOO 0 . 9 9 7 «C \ C G 7 f » 

cAMP-responsi ve 
dement binding protein 

1972-
1983 (+> 1.000 0 . 9 2 7 CtggTlTAOjlgtg 

upstream stimulating 
factor 

2021-
2028 (-> 0.875 0 . 9 3 3 «CACATpc 

Pitt, GHF-1 pituitary 
specific pou domain 
transcription factor 

2043-
2052 (+) 0.871 0.966 uauATO-n t 

Pitt, GHF-1 pituitary 
specific pou domain 
transcription factor 

2077-
2086 (-) 0.871 0 . 9 5 3 atttAl UCot 

cellular and viral TATA 
box elements 

2132-
2146 (+) 1.000 0 . 9 9 0 g t j i AAAasgggccc 

zinc finger with 
interaction domain 

2156-
2168 (+ ) 1.000 0.846 e a f ì C T C v ggatc 

nuclear factor YY1 
binding factor) 

2184-
2197 (+) 0.777 0.828 ccgaACL AL tcaggA 

cellular and viral 
CCAAT box 

2184 -
2195 (+ ) 0.826 0.913 o^aaCCACtca 

hepatic transcriptional 
initiator element 

2186-
2201 (-) 0.852 0.902 g g . i . u - . m g n g ' l t . l i l If-

A total of 183 matches were found in 1 sequences! 



Matins pec tor Release professional 5.2: hPL-i 2.5 kb, Search Results: (243 matches) 

Solution parameters: 
Sequence file: hPLl_l.seq (2490 bps) 
Family matches: yes 
Mutlospector library: Matrix Family Library Version 2.3 February 2002 
Selected groups . A L L v e r t e b r a t e s l i b ( o . 7 5 / O p t i m i z e d ) 
(core/matnx sim): r 

Inspecting sequence h P L _ l ( -2490 U> +1): 

Further Information Position Strand siin. 
Matri 

ta» Further Information Position Strand siin. x sim. ta» Further Information Position Strand siin. ta» 

octamer-binding factor 1 42-55 (-) 0807 0.820 agGA > Gtgaatgd 

c-Ets-l bindine site 43-57 (-) 0.881 0.907 AX glfuui Lgc 

PPAR/RXR heterodimers 49-68 (+) 0.807 0.696 acaicc tagg c c AC AGgg ¡tt 

nuclear factor 1 78-95 (-) 1.000 0.946 Igl TGGC aaccascal Ig 

c-Ets-l (p54) 253-262 (-) 0.851 0.936 tcTGGAaglc 

octamer-binding factor 1 266 -275 (+) 0.755 0.876 lATiKix iMta 

upstream stimulating factor 370 -379 (+) 0.863 0 915 gcCACTgggc 

CC AAT/enhancer binding protein beta 393 - 406 (+) 0.985 0.952 gaaiiga<"AAA gaa 

octamer-binding factor 1 4 1 9 - 4 2 8 (+) 0.755 0 826 tATliGnaa ga 

stimulating protein 1 SP1, ubiquitous 
zinc finger transcription factor 

507 - 519 (+) 1.000 0.915 tggiHiGC" *gtgac 

API binding site 515-523 (-) 1.000 0.986 g i G M i i C A c 

VDR/RXR heterodimer site 547-561 (+) 1.000 0.855 OJjreca gg i i AGG gig 

CRE-broding prolein 1/c-Jun helerixiiroei 569 -576 (-) 0.763 0.882 lg AC TT ta 

Gluowoi l i w i U rvccpkn, C2C2 ¿iu; fiiigcr p iy lc i i i 
binds glucocorticoid dependent to GREs 628 - 643 (-) 0.828 0.802 gctaiia o tTUT Actt 

nuclear factor 1 1112-1129 (+) 1.000 0.956 IcJ ( H Ivacttgcaacc 

c-Ets-l(p54) 1163 - 1172 (-) 1.000 0.944 tcCUGAggtg 

NF-kappaB (p65) 1178- 1187 (+) 0.782 0.877 tpSgaO'ACC 

SF1 steroidogenic factor 1 1256-1264 ( - ) 1.000 1.000 u.AAGGcc.1 

apolipoprotein AI regulatory protein 1 1262 - 1277 <+) 0.826 0 842 k'iMCtCC Í CiacUca 

Retinoic acid receptor, member of 
nuclear receptors 1266 -1275 (-) 0.897 0.961 aggTC'AGgag 

CRE-binding protein 1/c-Jun 
heterodimer 

1270 -1277 (+) 0.769 0.885 I g A l X T c a 

sterol regulatory element-binding 
protein 1 

1274 -1284 (-) 1.000 0.931 ga 1 CACtlgafl 

Pitl, GHF-1 pituitary specific pou 
domain transcription factor 

1278 -1287 (+) 0.871 0.851 affßATCCoc 

upstream stimulating factor 1328- 1335 (+) 1.000 1.000 cCACG lac 

octamer-binding factor 1 1450-1461 (+) 0.750 0.801 galatgtcAA AT 

upstream stimulating factor 1489 - 1498 (-) 0.863 0.930 gcCACTtgtc 

tumor suppressor p53 1510-1529 <+) 0.750 0 662 gagAA i i-rcacacccaggccc 

PPAR/RXR heterodimers 1638 - 1657 0807 0.707 caaagclggggaAGAGatic 



o c t a m e r - b i n d i n g f ac to r 1 1650 -1664 (+) 1.000 0 .832 »gaga ncAAA Tea 

c -Ets -1 b i n d i n g si te 1712-1726 (+) 1.000 0.921 gçM->(> AA gcgcttgt 

V D R / R X R he te rod imer s i te 1821 -1835 ( - ) 0 .833 0 .875 afglc act ( K r l K i * . g 

R e t i n o i c ac id recep tor , m e m b e r o f 
nuc l ea r receptors 

1826- 1835 (-) 1.000 0 . 9 7 7 tWgTCAClf l j 

N F - k a p p a B (p50) 1837 -1846 (+) 1.000 0 .927 GiïfiGagcc«*. 

o c t a m e r - b i n d i n g f ac to r 1 1897-1910 (") 0 .833 0 . 9 0 6 cacactBgATCTc 

A P I b i n d i n g si te 1953 - 1961 (-) 1.000 0 .995 cTGAGTCAg 

c A M P - r e s p o n s i v e e l e m e n t b l a d i n g 
p ro t e in 

1973 -1984 (-) 1.000 0.925 ctgcTGAl'gact 

POU-factor Oct-1 I1W4- IÍW8 <•) . 1 0 0 0 0 9 0 9 cc tgAA l iccacttc 

A P I b i n d i n g si te 2000 - 2008 0 .917 0 .961 » ' fOATTCAg 

c A M P - r e s p o n s i v e e l e m e n t b ind ing 
prote in 

2290 - 2501 <+) 1.000 0 . 9 2 7 wtegTOAC^glg 

u p s t r e a m s t imula t ing f ac to r 2339-2346 (-) 0.875 0 .933 «CACATcc 

G C b o x e l emen t s 2344 - 2357 (+) 0 . 8 7 6 0 .909 IglgGOAGgagctt 

zinc f i n g e r wi th interact ion doma in 2247 - 2259 (+) 1.000 0 .894 caGCTC os geste 

t ranscr ip t ional r ep resso r C D P 2339 - 2373 (+) 0 .795 0 .877 caaartA 1 VCirttag 

P i t l , G H F - 1 pi tui tary s p e c i f i c p o u 
doma in t ranscr ip t ion f ac to r 

2361-2370 (+) 0 .871 0 .966 uattATCCat 

P i t l , G H F - 1 pi tui tary spec i f i c p o u 
d o m a i n t ranscr ip t ion fac tor 

2395-2404 ( - ) 0.871 0 .953 atttATGCat 

cel lular and viral T A T A b o x e l emen t s 2451-2465 (+) 1.000 0 .990 gtaT A A A aagggece 

243 matches found. 

A total o f 2 4 3 ma tches w e r e f o u n d in 1 sequences! 

, , , , h P L - 2 M a t I n s D e c t o r 3 . 4 k b , _ _ 3 0 ? s e c y e n c i a s r e g u l a d o q ? 

So lu t ion pa rame te r s : 

Sequence f i le : hPL_2 . seq ( - 3 4 2 0 t o + 1 b p s ) 
Fami ly ma tches : y e s 
M a t l n s p e c t o r l ibrary: M a t r i x F a m i l y L ib r a ry V e r s i o n 2 .3 F e b r u a r y 2 0 0 2 
Selected g roups . ^ v e r t e b r a t e s i i b ( 0 . 7 5 / O p t i m i z e d ) 
( c o r e / m a t n x s im) : r • 

Inspec t ing sequence h P L _ 2 ( - 3 4 2 0 t o +1) : 

F u r t h e r I n f o r m a t i o n Position Strand C o r e s im 
M a t r i x 

s im. 

N F - k a p p a B 111-122 (+) 0 . 7 8 0 0 . 8 3 6 A4.K. LTA C ttcica 

N F - k a p p a B 132-141 (+) 0 . 9 0 4 0 . 9 2 3 l«.rt.iOaaiccc 

P P A R / R X R h e t e r o d i m e r s 141-160 <+) 1 .000 0 . 7 2 9 CMgldasi icAAAûtiçH 

Pil l , GHF-1 pituitary »peeiiie pvu domua 
transcription factor 174 -183 (-) 1.000 0.876 telcATTCat 

C C A A T / e n h a n c e r b i n d i n g prote in 
beta 

194 - 207 (-) 1.000 0 . 9 6 0 gecOgaGCAAtgg 

ac t iva tor p ro te in 1 A P - 1 341-351 (-) 1.000 1 .000 gglGACteag» 



upstream stimulating factor 4 1 3 - 4 2 0 (+) 0 875 0.935 cCACATgt 

signal transducer and activator of 
transcription 1 

4 1 4 - 4 3 4 (") 1.000 0.760 EjBtaelpccKiOAA catgt 
8 

NF-kappaB 594 - 603 (+) 0.904 0.882 (_rO\lLigC.CCc 
activator protein 4 607 - 616 (") 1.000 0.985 g l C A U U g g g 

Se-Cys tRNA gene transcription 
activating factor 

6 1 9 - 6 4 0 (") 1.000 0.780 ctccCCC Aocatc > fleeter 
* 

VDR/RXR heterodimer site 724 . 738 (+) 0 840 0 901 asfiggaae GTGGtga 

activator protein 1 734 -744 <+) 1000 0.967 gg 1 UACtccac 

Progesterone receptor binding site 816 -842 (-) 1.000 0,831 cactgtgctgtgagclGI i c t 
ccafytc 

cAMP-response element binding 
protein 

893 -904 (+) 1 , 0 0 0 0.882 anTGACggwiga 

Androgene receptor binding site 903 - 929 (+) 0.750 0.806 gBaaaaggagcicigl lTTc 
Igctctg 

octamer-binding factor 1 954 - 967 (-) 0.807 0.820 agGATGtunalgct 

c-Ets-1 binding site 955 -969 (-) 0 . 8 8 1 0.907 ctdGG AT gtgaatgc 

PPAR/RXR heterodimers 961 - 9 8 0 (+) 0.807 0.696 R cat cc i«ggc c AC AGggg 
X 

nuclear factor 1 990 - 1007 (") 1.000 0.946 ( p T G C C u c c u c a t l g 

CCAAT/erthancer binding protein 
beta 

1099-1112 ( ' ) 0.985 0.944 lag lgg lGAAAto l 

serum response factor 1133-1146 ( - ) 0.847 0.870 ccCCAGngfltgcca 

Retinoic acid receptor, member of 
nuclear receptors 

1157-1166 ( 0 1.000 0.984 aggTCACaag 

RAR-related orphan receptor alphal 1160-1172 (-) 1.000 0.943 Stctggal jGl La c 

upstream stimulating factor I279-12R8 (+) 0.863 0 . 9 1 5 gcCACTgsgc 

CCAAT/enhancer binding protein 
beta 

1302-1315 (+) 0.985 0.952 gaattgaCJ A A A gaa 

Androgene receptor binding site 1306 - 1332 (") 1.000 0 . 9 1 1 
ccaiaag jyiecagat í O 7 i c 

rttctca 

serum response factor 1321 - 1334 Í - ) 1.000 0 831 t tu_ ATaa egs oca 

VDR/RXR heterodimer site 1457-1471 (+) 1 000 0.855 aggc tagg t iA tK ig ig 

cAMP-responsive element binding 
protein 1 

1474-1481 (+) 0.766 0.801 WAC't. Tua 

CRE-binding protein 1/c-Jun 
heterodimer 1479 • I486 (") 0.763 0.882 tgAC 1 I t a 

Avian C-type LTR TATA box 1531 - 1540 (") 0812 0.833 c r r i TiAagt 
M v T 1 a tm fmjicr Inmscnpuun factor involvix 
in primary neurogenesis 

1543-1553 (-) 1.000 0.894 gct / iAGTt t tg 

B-cell-specific activating protein 1587-1614 (+) 0.842 0.746 " • ' »E l ICgC 'E " 1 ' ' '* ' ' 8 
g ik'nntuac 

growth factor independence 1 zinc fingei 
protein acts as transcriptional repressor 

1601 - 1624 (+) 1.000 0.936 ggcgggagAA'l Cactgga 
acccag 

X-box binding protein/RXR 1632 - 164« (-) 1.000 0 . 8 9 0 tlgcclcaca 4. iG Wed 
nuclear factor 1 1997 - 2014 <+) 1.000 0.947 let TGGC tcacggcaacc 

activator protein 2 2048-2059 (+) 0857 0.892 caCCC Tccggag 

¡jpotipupTuleii] A i regulatory protein 1 2148-2163 (+)_. 0.826 0.842 l ga acíCCTG acalca 

Retinoic add receptor, member of 
nuclear receptors 

2152-2161 (") 0.897 0.961 agglX;AOgag 

PR F.-hin diner nrotein 1/r-Inn 2156-2163 .(+> 0 769 0885 t p A U . T c a 



heterodimer 
Pitl , GHF -1 p i t u i t a r y s p e c i f i c p o u 
t r a n s c r i p t i o n f a c t o r 

2164-2173 (+) 0.871 0.851 «*i*ATCC*c 

tumor suppressor p53 2205 - 2224 (-> 1.000 0 6 6 6 ligffiL A TC/gigii. tea tgc ci 

tumor suppressor p53 2215 - 2234 (+) 1 . 0 0 0 0.662 a 

Se-Cys tRNA gene transcription 
activating factor 

2243 -2264 0 1 . 0 0 0 0.777 ttflCrC •> cafrgcgtcama 

CCA AT/enhancer binding protein 
beta 

2244-2257 (+) 1 . 0 0 0 0.950 MitgacG CAAtgt 

c AMP-response element binding 
protein 

2245 - 2256 (+) 1.000 0.916 aaTf'ACgcaatg 

sterol regulatory element-binding 
protein 1 

2347 - 2357 (-) 0.750 0.791 luTCATiaxMi 

RAR-related orphan receptor alphal 2380-2392 (+> 1 . 0 0 0 0.941 agttgcaLKil La g 

tumor suppressor p53 2397-2416 (+) 0.750 0.662 ¿agAA Kic«iC£££Ca£jii: 
cl 

serum response factor 2482 - 2499 <+>. 0.757 0.705 atsgciflGATAa,cs ccte 

Progesterone receptor binding site 2498-2524 (+) 1.000 0.862 Ktacmrcpgíifi í o l'Tc*. 
gagttt 

c-Ets-1 binding site 2599-2613 Í + ) 1 . 0 0 0 0.921 ggMrtTAAgCgCttgt 

signal transducer and activator of 
transcription 1 

2620 - 264Ü (-) 1 . 0 0 0 0.838 cagsBatcccg(.?CiAAcaga 
ca 

CREB complex 2(597 - 27)1 (+) 0.750 0 . 7 5 8 tgsatuiTTCutccc 

NF-kappaB (p50) 2722 - 2731 ( + ) 1 . 0 0 0 0 . 9 2 7 (fCiOCrujlc ccc 

uimiiUlinji proKin 1 SPI, obiquilou» zinc 
finger tranncription factor 2735 - 2747 (-) 1.IHHI (1.914 «gCGGCGpagec 

signal transducers and activators of 
transcription 

2750-2758 (+) 1 . 0 0 0 0 , 9 6 0 PcajrfJOAA 

T E F - 1 2763 -2774 (-) 1 . 0 0 0 0 . 8 3 0 cat AT Tgctctc 

API binding site 2819-2827 (") 1 . 0 0 0 0.995 c t (j AG 1 CAg 

POU-factor Oct-1 2850 - 2864 (") 1 . 0 0 0 0 . 9 0 2 cctgAAi fecacttt 

ceilular and viral C'CAAT box 2893 - 2904 (-) 1 . 0 0 0 0 . 9 2 3 cacagLCAAtag 

CCA AT/enhancer binding protein 
be ta 

2912 - 2925 (") 0.985 0.952 gtgttggG A. \ A agg 

Ras-responsive element binding 
protein 1 

2917-2930 (+) 1 . 0 0 0 0.796 tC CC Ancacacnc a 

ETS=tltit transcription factor 
identified in lymphoid B-cells 

2940 - 2955 (+) 1 . 0 0 0 0.862 gtgggi G G A Agttaaa 

TEF-5 s t i m u l a t o r f a c t o i 2987 - 2998 (-) 1 . 0 0 0 0.887 « C A T T c c actc 

estrogen receptor 3042 3060 ( - ) 1 . 0 0 0 0 . 8 9 7 pttfl< • T C A acctgaacgcg 

Transcription activator protein 2 3185-3196 (") 0.976 0.901 IgCCCCctggcl 

upstream stimulating factor 3205-3212 ( - ) 0.875 0.933 a l 'ACAIgc 

Pitl, GHF-1 pituitary specific pou 
domain transcription factor 

3227 - 3236 (+) 0.871 0.939 aaltAl CCac 

Pitl, GHF-1 pituitary specific pou 
domain transcription factor 

3261-3270 (-) 0.871 0.953 atUÁTGCat 

sterol regulatory element-binding 
protein 1 

32X5-3295 (") 0.750 0.838 ei í (¡ACcccac 

zinc finger with interaction domain 3342 - 33S4 (+) 1 . 0 0 0 0.936 cgGCTOUggalc 



cellular and viral TATA box elements <+) 1.000 0.990 gtaTAAA aagggcoc 

zinc finger with interaction domain (+) 1 000 0 894 caC-<_ 1C on gene 

A total <?f ?08 matches were found ja 1 sequences! 

hGHV 2730 bps ( 279 matches) 

Matlnspector Release professional 5.2 

Solution parameters: 

Sequence file: bGHV.seq (2730 bps) 
Family matches: yes 
Matlnspector library: Matrix Family Library Version 2.3 February 2002 
Selected groups . a l l vertebrates.lib (0.75/0ptimized) 
(core/matnx sim): r 

Inspecting sequence hGHV (- 2730 to +1): 

Sat Jan 23 15:46:03 2002 

Further Information | Position Strand Core 
sim. 

Matps 
am. Ssaucncs 

NF-kappaB 65-74 <+) 0.904 0.882 (.KiOGgctccc 
activator protein 4 78-87 (-) 1.000 0.985 g l C A O C t ^ 

signal transducers and activators of 
transcription 

89-97 (+) 1.000 0.882 ttggaGGAA 

Se-Cys tRNA gene transcription 
activating factor 

90-111 (-) 1.000 0.780 ctccCCC A ccarc cttccicca 

VDR/RXR heterodimer site 189 - 203 (+) 0 840 0 901 aaaggoaa oTCrCrtga 

activator protein 199-209 <+) 1.000 0.967 ggKíAL tccac 

Progesterone receptor binding site 281 - 3 0 7 (-) 1.000 0.830 cactgtgctgtgggeTOTT ctccogg 
c 

signal transducers and activators of 
transcription 

351 -359 k (+) 1.000 0.911 t t tcaOGAA 

TEF-1 related muscle factor 352 - 363 (-) 1.000 0.855 atCAT Tcclgaa 

zinc finger with interaction domain 368 - 380 (-) 1.000 0 856 gp< - r T L c n t m e 

sterol regulatory element-binding 
protein 1 

398 - 408 <-) 0.750 0 884 caTCTCcccac 

Se-Cys tRNA gene transcription 
activating factor 

412 -433 (+) 1.000 0.808 gggeCC't A («cat tcacctccta 

c-Ets-1 binding site 420-434 (-) 0.881 0 907 a a l i U A T gtgaatgc 
RAR/RXR heterodimers 426 - 445 (+) 0 807 0.696 acalcc lasjicv m. A ' j gutf 

nuclear factor 1 455 - 472 (-> 1.000 0.946 igt i <_!<.«_ aaeeaacattg 

X-box binding protein RFX1 461 -478 (-) 1.000 0 906 cJglHgtgtlu (.i C AAcca 

13 factor-1 ( I T H ) binding site 527 - 540 (+> 1.000 0.948 aaagti 'AAs rtgeta 

CC A AT/enhancer bi ndi ng protei n 
beta 

564 -577 (-) 0.985 0.944 tag ' .ggtGAAAM 

Retinoic add receptor, member of 
nuclear receptors 

622 -631 (-) 1.000 0.984 aggTCACaag 

RAR-biding site 625 - 637 (-) 1.000 0.943 ateiggaGGI (_s c 

Ras-responsive element binding 
protein 1 

728 - 741 <+> 0.790 0.813 cCACAaggcaoccc 

upstream stimulating factor 744 - 753 0.863 0.915 gc( AC" Ig epe 

CCAAT/enhancer binding protein 
Deta 

767 -780 <+) 0.985 0.952 gsatlgaGAAA gaa 



Androgene receptor binding site 771 - 7 9 7 (-) 1.000 0.911 '•«•«'»•g gggcugatTGTTcittctoa 

serum response factor 786 - 799 Í") 1 000 0.831 n t V A J ' a aggcgea 

octamer-binding factor 1 793 - 802 (+) 0.755 0826 t A 1 l iGaaa ga 

Avian C-type LTR TATA box 858 - 867 <+> 0.793 0 827 a T A T A G A a e e 

CREB complex 889 - 903 < + > 0.784 0813 agtgec JCACgraag 

VDR/RXR heterodimer site 922 - 936 1 000 0855 aegeca gg( < A G G g t g 

cAMP-responsive element binding 
protein 1 

939 - 946 <+> 0.766 0.801 IcACCTaa 

CRE-binding protein 1/c-Jun 
heterodimer 

944 - 951 C-) 0.763 0.882 tgACTTta 

T3 factor-1 (TF1) binding sire 9 4 5 - 9 5 8 (+ ) 1 000 0944 aaagtC. A A G agttc 

octamer-binding factor 1 1002-1016 (+) 1.000 0 863 aaaagiscAAATctt 

growth factor independence 1 zinc 
finger protein acts as transcriptional 
repressor 

1003 -1026 (+) 1.000 0.943 aaaglgcaAATCttagcccg¡(c«t 

VDR/RXR heterodimer site 1057 -1071 (+) 1.000 0.880 gg g a ggcl( • A ( rfjcga 

serum response factor 1085 -1098 (+) 0.972 0 832 acCCAAagataoag 

AP 1 1139 -1149 <+) 1.000 0.962 gg l t iACagaa t 

Avian C-type LTR TATA box 1188 -1197 (•) 0.812 0.842 0 AT T I T a g c 

sterol regulatory element-binding 
protein 1 

1 2 1 1 - 1 2 2 1 (+) 0.750 0.791 taGCACcacac 

nuclear factor I 1309-1326 (+) 1.000 0.956 let T l < . tcacagcaacc 

CREB complex 1375 -1389 (+) 0.830 0.824 aeeßt TT ACg ggot 

upstream stimulating factor 1386 -1395 ( - ) 1 000 0.910 ggf A< í . w c c 

estrogen receptor 1389- 1407 (-) 1.000 0.893 goto» i TC Atggtggcacga 

Retinoic acid receptor, member of 
nuclear receptors 

1467 - 1 4 7 6 (-) 0.897 0.961 aggTX-AGgag 

RAR- receptor ajphal 1470 - 1482 <->, 1.000 0.936 cacttaaC'GTCe g 

CRE-binding protein 1/c-Jun 
heterodimer 

1471 - 1478 (+) 0.769 0.885 i gACCTta 

cAMP-responsive element binding 
protein 1 

1476 - 1483 (-) 0.766 0.801 tcACTTaa 

Pitt, GHF-1 pituitary specific pou 
domain transcription factor 

1479 - 1488 (+) 0.871 0.851 s g t g A T C U i c 

CCAAT/enhancer binding protein 
beta 

1559- 1572 (+> 1.000 0.950 mu gnuGCAAlgl 

cAMP-response element binding 
protein 

I 5 6 0 - 1571 <+) 1.000 0.916 aa7\ i A L gcaatg 

upstream stimulating factor 1691 - 1700 (-) 0 863 0.930 g c C A L T U t c 

tumor suppressor p53 1712 -1731 (+) 0.750 0.062 a a n A A ; l i i a c a c t i c ^ u u c v c 

GC box elements 1778 -1791 (+> 0.876 0899 aagatv i A ( ggctt 

serum response factor 1 7 9 4 - 1 8 1 1 (+) 0.757 0.705 MCgi lg" ' . . ~A>!a2CgIC 

Progesterone receptor binding site 1810 -1836 (+) 1.000 0.866 tcft! tggcgtgalgT( T*n*ctgagttt 

e-Els-1 binding sile 1911 - 1925 (+) 1.000 0921 ggsí n ' i A A gcgcttgt 

signal transducer and activator of 
transcription 1 

1932 - 1952 (-) 1.000 0838 cagaaa icccgGG A A csgacs 

CREB complex 2 0 0 9 - 2 0 2 3 <+) 0.750 0.758 igggt iaTTCGtccc 

|NF-kappaB (p50) 2034 - 2043 1.000 0.927 vKHjOatfccuc 



SP1, ubiquitous zinc finger 
transcription factor 

2089 - 2101 j (-) 1 . 0 0 0 0.993 cgggOGCGgggcg 

stimulating protein 1 SP1, 
ubiquitous zinc finger transcription 
factor 

2101-2113 (-) 1 . 0 0 0 0.956 ttgpGGCGggggc 

activator protein 2 2106-2117 (+> 0.976 0.903 cgCtxCaaggct 

cAMP-responsive element binding 
protein 1 2117-2124 (-) 0.766 0.806 UACCTp 

API binding site 2238 • 2246 (-) 0.9)7 0 961 a i ItATI C AG 
Ras-responsive element binding 
protein 1 

2247 - 2260 <+) 1.000 0.792 gCCCAgascCoccg 

RAR/RXR heterodimers 2273 -2292 (-) 1 . 0 0 0 0.724 GGAAAAGĜUCC<\/\. «GOACA 
CCAAT/enhancer binding protein 
ttete 2285 - 2298 (") 0.985 0.952 gtgttggGAAAagg 

upstream stimulating factor 2456 - 2463 1 . 0 0 0 0.997 cCACG'Iga 

upstream stimulating factor 2577 - 2584 (-) 0.875 0.933 aLAl .Alwc 

Pitl, GHF-1 pituitary specific pou 
domain transcription factor 2599-2608 (+) 0.871 0.966 oattATCCat 

cellular and viral TATA box 
elements 2689-2703 (+) 1.000 0.990 glaTAAA aagggccc 

ectopic viral integration site I 
encoded factor 

2704-2712 ( + ) 0.750 0.827 scaAGAGac 

Î ITIW iinj^vi Wim iiiv^i ai,iiUM o u n i m i r j - • ••> - • v • ; i • i ^ - ' c e — 1 

/-L iOlui v i s inmwiwa n u v i i r uuu i a x « j v ^ u w i ^ a a u u v i i ^ u . i y * i J V v p y . 

h?L-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 . ^ v c r t e b r a t e s I i b (0.7S/Optimized) 
(core/matnx Sim): \ r 

Inspecting sequence hPL-3 (1 - 2720): 

Further Information Posit ion Strand Cnre «am MflUVi 
sim SWWMC Further Information Posit ion Strand MflUVi 
sim SWWMC 

NF-kappaB 6 5 - 7 4 (+) 0 9 0 4 0.882 GGGi'gciccc 

activator protein 4 7 8 - 8 7 ( - ) l.OOO 0.985 gtCA'Xtagg 

signal t ransducers and act ivators o f t ranscnpt ion 8 9 - 9 7 (+) 1.000 0.882 tiggatrtiAA 

Se-Cvs i R N A gene transcription acuvai ing fac tor 9 0 - 1 1 1 (-) 1 0 0 0 0.780 ctccCCC A c e r e cticctcca 

V D R / R X R helerodimer site 189 - 203 (+) 0 8 4 0 0.901 ag çggflfl/i < iTuGtga 

Progesterone receptor b inding si te 281 - 307 ( - ) l.OOO 0.830 cactgigctgtgggc 1G1 lelccaggc 

myoblast de terminat ion gene product 314 -325 (+) 1 0 0 0 0.952 csgCAlH-'i^nlg 

neuron-restrict ive s i lencer factor 321 -341 (-) 1.000 0.692 acc AGC Accccagactcalca 

signal t ransducers and act ivators of transcription 351 -359 l.OOO 0 911 tttcaGGAA 

TEF-1 related musc l c fac tor 352 - 363 Í-) 1.000 0.855 atCATTcctgaa 

zinc finger wi th interaction doma in 368-380 (-) 1.000 0.856 gArt - ÏC calille 



sterol regula tory e l ement -b ind ing prote in 1 3 9 8 - 4 0 8 ( " ) 0.750 0 8 8 4 caTCTCcecac 

S e - C y s t R N A g e n e t ranscr ip t ion act ivat ing f ac to r 4 1 2 - 4 3 3 (+) 1 (WO 0 8 0 8 gggct. ( . t ' A g e a tcacatacta 

oc tamer -b ind ing f ac to r 1 4 1 9 - 4 3 2 0 807 0.82V agGAIUunatgct 

c-Ets-1 b ind ing s i te 420 - 434 0 881 0 .907 O aOGAT gtgaatgc 

P P A R / R X R he te rod imers 4 2 6 - 4 4 5 0.807 0 . 6 9 6 acalco «agge c AL AUgggl 

nuclear fac tor 1 4 5 5 - 4 7 2 1.000 0 9 4 6 t g t T u o t . aaccaacatig 

Oc t amer b ind ing site ( 0 C T 1 / 0 C T 2 c o n s e n s u s ) 494 - 506 <-) 1.000 0 . 8 0 4 •CaaliCAAAlgct 

T3 t ranscr ip t ion fac to r -1 ( T T F 1 ) b ind ing s i te 527 - 540 (+) 1 000 0 9 4 « BgagtCAAl-lgcta 

C C A A l / e n h a n c e r b ind ing protein be ta 5 6 4 - 5 7 7 (-) 0.985 0 9 4 4 tag iggtO AAA let 

Re tmotc ac id receptor , m e m b e r o f nuc lea r 
receptors 

622 - 631 (") 1000 0 9 * 4 aggTCACaag 

R A R - recep tor a lpha 1 625 - 637 Í - ) 1.000 0 9 4 3 alctggaGG TCac 

ups t ream s t imula t ing factor 7 4 4 - 7 5 3 (+) 0.863 0.9 I S gcCACTgggc 

C C A A T / e n h a n c e r b ind ing protein beta 767 - 780 (+) 0.985 0 9 5 2 gaattgal • AA A gaa 

dc l a m a - b i n d i n g f ac to r 1 7 9 3 - 8 0 2 (+) 0.755 0 .826 lATCrOsauga 

C R E B c o m p l e x 8 8 9 - 9 0 3 
W 

0.784 0 8 1 3 agiggc'l C AL gcaag 

C / E B P b ind ing s i te 891 - 9 0 8 ( + Ì 0.991 0 .850 tggc tcac GC AAGtaatc 

V D R / R X R he te rod imer s i te 922 - 936 (+) 1.000 0 . 8 5 5 aggcca ggGAOGgig 

t A M P - respons ive e l e m e n t b ind ing prote in 1 939 - 946 (+) 0.766 0 8 0 1 wACCTaa 

C R E - b i n d i n g p ro te in 1/c-Jun be t e rod imer 944 - 951 (-) 0.763 0 . 8 8 2 •tgACTTta 

oc tamer -b ind ing fac tor 1 1002-1016 (+) 1.000 0 . 8 6 3 aaaagtgcAAATeo 

growth f ac to r i ndependence 1 z inc finger p ro te in 
acts a s t ranscr ip t ional r ep re s se r 

1003 • 1026 (+> 1.000 0 . 9 4 3 j u n g l y « AATCttagcccggcat 

V D R / R X R he te rod imer site 1057- 1071 (+) 1 .000 0 .880 gvgaggcto At >Gcga 

r C F 1 1 / M a f G he te rod imers , b ind ing t o subc la s s 
of A P I si tes 

1268-1289 « 1 . 0 0 0 0 .837 eoigga TG ACaga scg agtcu 

nuclear fac tor 1 • 1309-1326 
< + ) 

1 .000 0.9S6 m l UoCtcacageaacc 

C R E B c o m p t c x 1375- 1389 (+) 0.830 0 .824 c t g i g a F ! ACgggct 

ups t ream s t imulat ing fac tor 1386-1395 (-) 1 . 0 0 0 0 .910 ggCACGmzcc 

Ret inoic acid recep to r , m e m b e r o f nuc lea r 
receptors 

1467 - 1 4 7 6 (") 0.897 0 .961 aggTC AGgag 

RAR-recep to r a lpha 1 1471) - 1482 (-) 1 . 0 0 0 0 .936 cacOaai <7 i Ca g 

C R E - b i n d i n g prote in i / c - Jun be t e rod imer 1471-1478 (+) 0.769 0 . 8 8 5 igACx'i ta 

c A M P - r e s p o n s i v e e l e m e n t b ind ing prote in 1 1476 - 1483 (-) 0.766 0 .801 IcACTTaa 

P i t i , G H F - 1 pi tu i tary spec i f ic p o u d o m a i n 
transcript ion fac tor 

1479 - 1488 (+) 0.871- 0 .8S1 a g l g A l CL'dC 

C C A A T / e n h a n c e r b ind ing prote in be ta 1559- 1S72 <+> 1 .000 0 .950 aaatgacwC \Algl 

c A M P - r c s p o n s e e l e m e n t b ind ing prote in 1560- 1571 1 .000 0 .916 aa l CiALgcaatg 

ups t ream s t imula t ing fac tor 1691 -1700 (-> 0.863 0 9 3 0 gcLACTtfUe 

tumor suppressor p 5 3 1712-1731 (+) 0.750 0 .662 gagAATlrcacaggcaggccc 

serum response factor 1794-1811 (+) 0.757 0 .705 aiggciiG M Agpg cgtc 

c -Ets -1 b ind ing s i te 1911-1925 <+> 1 .000 0.921 ggaGGAAgcgcagl 

C R E B c o m p l e x 2009 - 2023 0.750 0 .758 tg jg t ta lTCGtecc 

GC b o x e l e m e n t s 2069 - 2082 <-} 0.872 0 .922 tgggt-GTCrg ggglg 

SP1, ub iqu i tous z inc f inger t ranscript ion fac tor 2 0 8 9 - 2 1 0 1 
<r) 

1 . 0 0 0 0 .993 egg j -no COgggcg 

SP1, ub iqu i tous z inc finger t ranscr ipt ion f ac to r 2101-2113 (-) 1 . 0 0 0 0 .956 ttgcCK iCGg gggc 

cANfP- respons ive e l e m e n t b ind ing protein 1 2117 -2124 (-) 0.766 0 8 0 6 UACCTgo 

A P I b ind ing site 2238 - 2246 0.917 0 9 6 1 aTGATTCAg 



Ras- respons ive e l e m e n t b ind ing protein 1 2247 - 2260 (+) 1.000 0 7 9 2 gCCCAgaacccccg 
R A R / R X R he te rod imere 2273 - 2292 ( - ) l ooo 0.724 
C C A A T / e n h a n c e r b ind ing p ro te in beta 2285 - 2298 (") 0.985 0.952 
ups t ream s t imula t ing fac tor 2456 - 2463 <+) 1 000 0 997 cC'AC GTea 
t r a n s e n p a o n a i r ep resso r C O P 2 5 9 7 - 2 6 1 1 0 795 0.883 ttaatiAKCauag 
P i t l , G H F - 1 pi tui tary spec i f i c pou d o m a i n 
transcript ion fee t o r 2 5 9 9 - 2 6 0 8 (+) 0.871 0.966 aa t tAlCCot 

P i t l , G H F - 1 p i t u i t a r y s p e c i f i c p o u d o m a i n 
t r a n s c r i p t i o n f a c t o r 2 6 3 3 - 2 6 4 2 (-) 0 . 8 7 1 0 . 9 5 3 atttATCCat 

2713 - 2 7 2 5 (+) 1.000 0.846 
r v l l u l a r anri v i r a l T A T A b n v oI<>m<>nf<: if.eo 1*1 l nno 

279 matches found. 



Análisis con el mismo software de: 
Elementos reguladores presentes en Intrón I de los genes hGH-hPL 

Selected groups (core/matrix sim): • ALL vurlubniUs.lib ( 0 . 7 5 0 p ü m i « x l ) 

S e q u e n » file: hGHN_lntronI.«eq (260 bp*) Inspecting sequence h G H N J n t r o n l (1 - 2 6 0 ) ' 12 matclies found. 

i — 
1VSGRFF/GRF. 01 
! . . 1 

Glucocor t icoid r ecep to r , C2C2 zinc finger 
protein binds elucocorticoid dependent to GREa 2 5 - 4 0 0.9231 0.964 gitsoca s lgTGTCclg 

i 

f V S M T T l / M Z F l 01 ¡ MZF1 j 3 9 - 4 6 « M 1.000; 0.975 1 tga CHXnja i 

MEF3 binding siie, present in skeletal muscle-
specific transcriptional e n h a n c e s 8 2 - 9 4 « 1 

i 
1.0001 

1 

1 
0.832 c c c T C A G g m g g j 

| v t F 2 F F / E 2 F . 0 2 E2F, in\*>lvedincel l cycle regulation, interacts 
with Kb p l 0 7 protein 9 0 - 9 7 e I 1.000 j 0 849 gcccCAAA 

[vSSRFF/SRf .02 i serum response factor it 1 2 5 - 1 3 8 i | 00 ¡i 0.972 0.822 g p - <1,-j\atac '¡.pc 

f V S P C A T . T A A T O l cel lular C C A A T box | | 132 - 143 II i+> If 1.000 0.910 l l lggCVAAid 

|VÍFCATi?vr Y f>2 ¡ n u c l e a r (actor Y (Y-b"» huii l ing f u r f u r ) | j ¿34 - 144 ¡( (+) ¡j 1.000 ¡5 0.940 J IggCCA-'.-cta \ J 

| V t I f T : A T / I ! S n fU j heal shock factor 1 ! 1 4 5 - 1 5 4 j] (+) [ i .ooo ! ̂  0.924 AOAAagctce 
| v s N O T . r / r > m n i j olfactory neuron-specific factor >' 152 - 173 | [ (+) 1 1.000 0 863 J tcctggT' ""C tfe^a^ggatg^aj 

{ Y S E K H P ^ f f l m H N F - 3 / F k b H o m o l o g 3 ( - F r e a c - 6 ) !( 1 8 0 - 1 9 2 | | (+) 1 1.000 0.966 aaa.i c 'VXACagct j 

| v S A R m / A R r i ? 6 ( p 4 AREB6 ( A t p l a l regulatory element binding 
factor 6) j 1 8 2 - 1 9 0 j (-> j 1.000 j 0 976 

1 
clGTTTgll j 

I v S P A X l /PAXÌ .01 Pax l paired ikimxin prulein, expressed m the 
developing vertebral column of m o u s e embryos 236 - 253 w ! j 0.750 ! 0 .616 C R Ttgccciotggmc | 

_ ^ u e n ^ t e : J i P U _ l n b g n l . s 6 t ] (262jgs) inspec t ing sequence hPLÌ .Introni (1 - 262): 17 matches found 

SVSHEATVH SFI.OI ' I f h m l shock factòTÌ 

IvSNOI.F/ULFI 01 ijotfactory neuron-specific factor 

3 T / E ? F 0 1 involved in cell cycle regulation, 
¡{interacts with Rb p ! 0 7 protein 

VSKV11/hVI 1.04 "¡{Ectopic viral integration site I encoded factor f j 7 s j g y j 

V I STAT/STAT 1 01 J i s | g o a l transducer and activator of t ranscnpooi i 



Sequence file: hPL2_Int ronIseq (266 bps) 
Inspecting sequence hPL2 Intronl (1 - 266): 18 matches found 

- ——1 

jvSGREFi t ìRE 01 
| G tu coco n i c e Id recep tor , C2C2 zinc 
i finger protein binds glucocorticoid 
Í dependent to GRFs 

J 

2 5 - 4 0 (+) 10.923 
« 

0.955 gccaca a c g T G T C c t g 

j v jEBOX/ARNT.O l j fAhR nuclear tramiocaior bomoduners ¡ 2 5 - 4 0 (+) J | 1.000! ! 0.887 | ggcac a¿Cl_rT"-> t c c t g j 

|V$NOI .K'OLH 01 j|oltactoiy neuion-sp«ific factor j 3 0 - 5 1 ¡ (+) J j 0.806] j o . s i T ' l *>cg tg iM . !gB>«£S*gaggc 

jVSMZFl /MZFl .O! I jMZF l i) 3 9 - 4 6 ¡ (+) j j l .OOOj ! 0.975 ; tgaLr t j0 . ra 

1 ;ÍMEF3 binding »ite, pnscnl in skeletal j 
» V $MEF3/MEF3.01 jhmisol«"-specific transcriptional ! 
1 ìienhansers j 

8 2 - 9 4 ! 
i 

Ü < (+) j 1 00(1, 
!l i 

| 0 832 
i 

c c c K A i l u ' M j ^ 

i 
E2F. involved in cell cycle regulation, 
interacts wi th Rb plOTjuotein 

90 - 97 j 

j " • 
(•) [ j t . ooo | 0.849 ¡j | 

I . ¡t. 11 
•V5TF.AF/TEF1 01 T E F - 1 1 97-108 1 | (-) 1 l.OOOil 0.863 II c a O A T I c a u a g r 

j jvjSPPF'SRF.O? ijsemm responsive factor ¡S 115- 129 1 1 (*) i j0.819i i 0.907 ¡1 g C C A T C u c c a r a q t I 

ÈVSSRFF/SRF.01 llserom response factor i 124-141 if (-) l | 0 773l| 0.652 1} UcgccaAATA ic tggcc (j 

i lVSHW I W M 1 HH o l 1 »muscle-specific Mt binding site ¡¡ I 2 X - I 3 6 (+) If 1 (MX).t 0 9(10 >• 8QH1A 1 1 1 g i 

Í ÍV$PCAT/CAAT 01 \\ cellular C C A A T b o i |{ 133-144 (+) {I l.OOOil 0.910 |f t t t ggCCAAtc t | 

iíVSHEAJTHSFl 01 i liheat shock factor 1 i\ 146-155 í (+) | jo .867 | j 0.951 If I G A A t g t u * ¡ 

|v$GRpF/AftE,Ql Ü A n d r o g e n e R e b i n d i n e s i te | 180 - 206 j (-) ¡jl.OOOlj 0.795 | | gctccageauctgttTOTTuttnet j 

i lvJFKHD.'HFH3.01 I ÍHNT-3/FkhHomoloc3 i=Freac-0) ;¡ 186-198 1 (.+) ¡)l.00ù',t 0.966 tí aaaacAAnCf l f l c t ¡ 

VSAREB/AREB6.04 ||AREB6 (element binding factor 6) )| 188-196 || (-) j 1.000 | 0.976 i | « G T T T g t t ¡ 

¡ÍVSETSF/NRF201 ilnucloar respiralon-factor 2 (5 222-231 il (-) IJlOOOü 0.877 ¡l BgaGGAA* a » 1 

|V$PAXVPAX5.0 l ¡jB-cell-specific activating proiein | 228-255 j | (-) |¡0.952¡j 0.830 ¡} ccggagGGLAalcgagggagccggagag ] 

; !VSARE3'ARCD6.(^ Í ÍAREB6 ¡J 253-261 \\ (+) | | l .000 ; | 0.988 i cgi. I T T etc | 

Sequ en ce file: h GHV_I ntronl^eq (272 bps) Inspecting sequence hGHVJntronl (1 - 272): 15 ma tches *ou nd_ 

i m a m miMwmm^m^^ p a m a s a g » sagoma 
WIRFF/GRE.Ol 

CluoKAHic i i i i l receptor, C2G2 m w fingerf 
protein binds glucocorticoid dependent to 

GREs 
2 5 - 4 0 0.923 

i 
0.964 j 

.1 

ggcaca a t g T G T Ccl g 

ÍVSM7F1/M7F! (»1 ¡[M7.F1 
L 3 9 ^ , Ì « 1.0001{ 0.975 ¡ tga C.à ! 

I W - R F B T A X C R E B 02 Tax/CREB complex [J 4 2 - 5 6 |( <+) 0.750 ![_ 0 703 ' ncciauaC-* «C'-^.- . t 1 

ÍVSMFTVMEF3 01 j|MKK3 binding site, jresent in skeletal j | ^ ^ 
i I (muse le-speci tic transcriptional enhancers It i ( + ) i 

1.000 j j 0.832 
i t 
j c ^ . c T C / ^ t i g n t j j g j 

¡F.2F, mvolved in cell eveleregulation, 9 0 - 9 7 j} (-) ¡ 1.000 ;J 0 849 II R i x C 1 

}VSTFAF<TEF1 01 t | T E F - 1 j 97 -108 j ¡ (-) ¡f 1.000 0.846 ¡{ a ^ A T . w t e i g 

'¡V$SRFF'SRF 02 tfserum response factor 1[ 125 -138 Is (-> | | 0 .972 ' I 0 822 i gg- C A A- j tac icgg 1 

[ W C A T / C . A A T r i l i j cel lular C C A A T box ¡ j Í 3 2 - Í 4 3 [} <+) | 1 .000, 0 9 1 0 ¡1 m g g C < A A i d I 

ÍVSKCAI /N fV 0? j t n a d e a r f ac to r V (Y-bnt h ind in» f a c t o r ! Ü 134-144 If (+) ¡$ 1 (KKI ! 0 940 ¡} tggC C KtcA 1 

VÌHEATÌHSF 1 01 ¡ beat shock factor 1 145-154 j | (+) !j 0 8671 0 951 T< . . ' v A t c U u ; 

V Í N O I F / O ! F I 01 olfactory neuron-specific factor 152-173 | | (+) ¡} 1.000 0.831 p c c t g A Ì C l c t u y a x j m a g s r i 
i » ' 

VSIRFF/IRF1.01 interferon regulatorv factor 1 188 - 200 0.777 0.863 | | gaaua t a A A A A c c 1 

W T A T . - R T A T l 01 
signal transducer and activator o f 
transcription 1 198-218 « 1.000 0 802 jjdcccugcux, O v r A A a i y g p ' 

VSFTSF/CF.TSIP>401 c-Et*- l (p54) 253 - 262 o 1.000 0 .945 ' j a c C o O A ^ y j c i j 



Sequence fije; hPL3_InlronI.seq (264 bps) 
In spec t ing s e q u e n c e h P Ü M n f r o n l (1 - 264 ) : 1 5 m a t c h e s found 

: v í G R 5 F W P > Glucocor t ico id r e c e p t o r , C 2 C 2 zinc 
finger p r o t o n b m d s glucocorticoid 

dependent to G R E s 
2 4 - 3 9 ggcaca acg ¡ G1 Cctg 

VSKHOX/ARKT.OI AhR nuclear trans locator 
homodimers 

2 4 - 3 9 ggcac aaCCiTG tcctg 

IvSNOl .h /UI .Kl .Ol ^olfactory neuron-specif ic factor 2 9 - 5 0 « aacgtg 1CC1 gaggj-gsgaggc 

[VS.M7V1/W7F1 n i ¡ fM7Fl 1 111. 45 
» W tgaiHKit fa 

VSMhF?/MEK3 01 

Ì 

|MEF3 binding site, [ resen t in skeletal 
¡musclc-spccific transcript ional j 
1 enhancers i 

8 1 - 9 ? (+) 
i 

c rcTC AGgntgg 

' v * E 2 r F / r . 2 r . 0 2 

s 

C2F, involved in oell cycle ! 
regulation, interacts with R b p l 0 7 
protein 1 

8 9 - 9 6 ( - ) 1 

1 
g ivcCAAA 

I v i TEAF/TEF1.0 ! T E F - 1 S| 9 6 - 107 jj (-) i c»<-AT Ten taag 

«VSSRFF/SRF03 ¡j serum responsive factor { j l l 4 - t 2 S : | (+) | g l X A l Ctaagpccag 

l v * S R F F / S R F n i iserum response factor 123 - 14CÍ| (-) j 'tv gccHAA T Ate t ggee 

VSHMTB/MTBF. 01 muscle-specific M t binding «ite | | l 2 7 - 1 3 ^ j (+•) agatATTTg 

f v S P C A T / C A A T O l c d k i U r C C A A T b o x It 132 - 143Ì| (+) tUggCCAAict 

( Y S H S A T W I 01 I beat shock factor 1 1 4 5 - 1 5 4 j TGAAtgncc 

í V t G I ^ p V A R E . O l j Androgens receptor b inding site J 
r — — , 
1 7 8 - 2 0 4 

» i 
gctccaggagctgtt TuTT tt mete 

fv íFk 'HTVHFH? 01 ! HNF-3/Fkh H o m o l o g 3 ( - Freac-6) j 184 • 19$ 
! 

< + ) aaao c A A A C e g d 

K ' t A R HQ-'AKTBi 04 j 

L . . . J 

AREB6 ( A t p l a l regulatory element j 
[linking factor 6) ] 1 8 6 - 1 9 4 

l 
<-) 

í 

• i 

«GTTTgt t 
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