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RESUMEN

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

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

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

los genes bajo un mismo sistema de analisis. Este trabajo, abordé el estudio de los elementos reguladores de
los 5 genes del complejo hGH-hPL, por transfeccion y en forma paralela.
OBJETIVO: Estudiar la regulacién de la familia multigénica hGH-hPLl. 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-1y
hGHY] y potenciadores del locus). La respuesta de los promotores en ausencia o presencia de hormonas,
moduladores, factores transcripcionales y potenciadores, se evalué midiendo la expresion del gen reportero
(hGH-N) por ELISA, después de mransfectar transitoriamente células derivadas de pituitana, placenta y de
cérvix. El efecto de las unidades transcripcionales de hPL-1 y hGH-V en construcciones hibridas con hGH-N,
se analizd por RT-PCR cuantitativo,

Couclusiones y coatribuciones: Se obtuvo una colecciéon de recombinantes de las diferentes regiones
reguladoras de los genes del complejo hGH-hP’L, los cuales permitieron estudiar la regulacion de los diferentes
genes, bajo las mismas variables de analisis. Este estudio demostrd que las regiones promotoras tienen un
efecto diferencial de actvacién en los niveles de expresion de cada gen del locus, posibiemente 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 12 region distal del promotor que reprime la expresion de
hGH-N en células diferentes a hipofisis y otro en la regidn promotora proximal de todos los genes, que reprime
la expresién indistintamente del tipo celular analizado. Los factores transcripcionales activaron
diferencialmente a los promotores proximales, con Pit 1 activando preferentemente en tejido pituitario, PLA-1
en placenta y SP1 sin efecto significativo de activacién. Los datos muestran un efecto de activacidn preferente
de tejido, el cual puede deberse a la interaccion de los factores POU con otras proteinas especificas de tejido.
Los potenciadores activaron 1a expresién solo en tejido placentario y en forma diferente para cada promotor. El
analisis de la primer mitad de hPL.-1 combinada con la segunda mitad del gen hGH-N, mostré mayores niveles
de transcripcion mientras el gen hPL1 ¢ompleto reparado, tuvo nulos niveles de transcripcion; en ¢l caso de
hGH-V, la segunda mitad del gen tuvo mayor actividad franscripcional. En resimen, los datos en conjunto del
analisis de las quimeras, sugieren 1a presencia de secuencias activadoras (primer intron de hPLs) y represoras
(hGH-V) en las regiones estructurales de estos genes, responsableg quizas del comportamienta de los genes del
UL \

complejo hGH-hPL.
P [

Dra. Hefmma Gpe. Mérijfiee Reflirigues, Direclor de Tests, Dr. Hugo A[ Barrera Saldafa, Cb-Director de Tesis.
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Regulacion def complejo multigénico hGH-hPL mediado por hormonas y factores franscripcionales

CAPITULO I

INTRODUCCION

1.1 Seleccion del sistema de estudio,

La expresion eficiente de genes requiere de multiples pasos incluyendo transcripeion,
procesamiento del pre-RNAm transporte hacia el citoplasma y traduccién (1). Las dos primeras
etapas se llevan a cabo en el nicleo e involucran a complejos macromoleculares, los cuales han
sido analizados en detalle por muchos afios utilizando técnicas bioquimicas, genéticas,
inmunolégicas y moleculares, en ensayos tanto in vivo como in Vitro (2).

La seleccion de los modelos para el estudio de la transcripcion debe ser cuidadosa y tratar
de reproducir en lo posible las condiciones naturales. Entre otros se ha utilizado como modelo
para este tipo de analisis, el embrion de la mosca de la fruta Drosophila melanogaster (3) el cual
ha servido para establecer que muchos de esos procesos de regulacion, se présentan tambien en
ofras 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 hemogiobinas (),
inmunoglobulinas (5) y las hormonas ;iel crecimiento (HGH) y lactégeno placentario (HPL) (6).
Son varias las propiedades que hacen de esta ultima familia un buen modelo de estudio y han
permitido caracterizarla desde muy variados enfoques, como el biomédico (7), evolutivo (8),

biotecneldgico (9) 0 en los aspectos basicos de su expresion (10).

1.2 El complejo multigénico hGH-hPL come modelo de regulﬁcio’n génica.

HGH es un miembro de la superfamilia de citocinas, que incluye interleucinas, factores de
crecimiento, factor inhibidor de leucemia y factores neurotrépicos (11). El gen GH se ha
expandido mediante multiples duplicaciones en los primates (12) y en el humano actuaimente
esta 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 estan incuidos en una regién gendmica 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 mas de 90% de similitud en secuencia
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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 apro.ximadamente 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 transcripcion representan en conjunto
el 3.5% del RNAm placentario total (19). Los genes hPL-2 y hPL-3 a pesar de sus escasas
diferencias nucleotidicas, acaban contribuyende a una misma hormona madura, con peso
molecular de 22 kD (20) mientras que el gen hGH-V dirige la sintesis de la hormona variante del

crecimiento (21).

Diversos autores sugieren que los genes del complejo, solo presentan conformacion de
cromatina activa en aquellos tejidos en los cuales son expresados (hipofisis o placenta) (14,15),
mientras otros sostienen que la expresion tisular especifica es debida a la presencia y accién de
factores transcripcionales exclustvos de tejido (16, 17).

Los niveles de transcripeion de los cuatro genes placentarios (hPL-1, hPL-2, hGH-V y
hPL-3) han sido determinados utilizando diferentes metodologias (22, 23, 24) encéntrandonos que
en general el orden de expresion es: hPL-2> 6 = hPL-3>hPL-1>hGH-V. Tradicionalmente, se ha
pensado que el papel fisiolégico de HPL, producida en mas de 1 g por dia al término del
embarazo y que representa el 5% de la produccion proteica generada por la placenta, puede ser el
control del crecimiento intrautering, pues es antagonista de la insulina y esto provoca que los
aminoacidos y los carbohidratos permanezcan mayor tiempo en circulacion materna pudiendo

ser captados mas ficilmente por el feto (25).

Se han reportado casos con delecion de los genes hPL, en donde la madre tuvo niveles
basales o nulos de la hormona en la circulacion y a pesar de ello, el embarazo llego 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 presentd bajo peso al nacer, aunque el cuadro clinico cursé también

con ausencia del desarrollo de una arteria umbilical, por lo que no puede definirse si la falta de
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HPL contribuy¢ al retraso de crecimiento observado (29). En resumen, hasta ahora no se tiene un
consenso de [a importancia de HPL durante el embarazo (30).

El gen lactégeno placentario 1 (hPL-1) que es el miembro del complejo con menor
numero de reportes de su actividad, no contribuye a la produccion 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 nucleotidicos, principalmente una mutacion
en el sitio aceptor de splicing del segundo intron, indispensable para el procesamiento del RNA
inmaduro que lo imposibilita para generar una proteina activa, por lo que ha sido considerado un
pseudogen (32). Mas recientemente se han detectado diversos procesos de splicing alternativo, en
los que predomina un transcriio carenie del tercer exon y que conserva el marco de lectura para
generar una proteina de tamafio molecular menor, pero se desconoce hasta ¢l momento si en

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

El gen hGH-V codifica para la hormona del erecimiento placentana y fue detectada en
este tejido por RT-PCR e inmunohistoquimica (34). La principal proteina codificada es de 22
KDa pero por procesos de splicing alternativo, se génera a partir del mismo RNA mensajero, una
proteina de mayor peso molecular qué se ancla en la membrana de las vellocidades placentarias
y de la que se desconoce su funcién (35). La HGHV recombinante producida en bacterias tiene
capacidad lactotrofica 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 produccion es mil veces mas baja que
la de HPL (i2).

1.3 Regulacion de la transcripcion en el complejo hGH-hPL.

Los elementos de la transcripcion basal, efectores y/o represores con actividad en este
grupo de genes son muy variados y se han localizado en la regién 5°, en la region 3’ y dentro de
la unidad transcripcional. Como ya se menciono, los genes hGH-hPL presentan elevada similitud
tanto en sus secuencias codificantes como en sus regiones 5’ y 37 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
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musculo estriado (SCN4A) y un receptor perteneciente al complejo de inmunoglobulinas de
linfocitos (CD79D) (ver figura 1) donde se localizan diversas regiones de respuesta a Pit-1
(LCR) que efectan la conformacién de cromatina e influyen en los niveles de expresion y

especificidad tisular de los genes del locus (37).

En general, puede decirse que la transcripcion de los genes del locus puede ser regulada
en tres niveles: 1) Control de la transcripcion basal, 2) Control de la especificidad tisular y 3)

Control hormonal o potenciacion (38). Estos puntos se describirdn en las siguientes secciones.

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

La estructura cromatinica que parece funcionar en el nivel primario de regulacion de la
transcripcion, esta intimamente relacionada con elementos ubicados a decenas de kilobases del
gen que regulan; tales elementos son denominados Regiones Controladoras de Locus, a las
cuales nos referiremos como LCR por sus siglas en inglés. El papel de estos elementaos, es
estructurar dominios de DNA que sean competentes transcripcionalmente, modificando la
conformacion de la cromatina y confinéndeles 0 no a las regiones reguladoras, la capacidad de
interaccionar apropiadamente con factores trans (38).

Se conoce que el LCR del locus hGH-hPL, se ubica en una regién situada
aproximadamente 35 kb antes del sitio de inicio de la transcripcion del gen hGH-N (39) y esta
constituido por regiones hipersensensibles a la enzima DNAsa (HS) con respuesta a Pif-1 (40).
Algunos grupos de investigacion han aportado datos de la localizacion y especificidad de tales
regiones por ensayos de transfeccidn transitoria y en un modelo de raton transgénico (41, 42). La
figura 1 muestra la ubicacion aproximada de las secuencias HS en el LCR del locus, ubicadas en
genes situados rio arriba del promotor de hGH-N, algunas de ellas tienen especificidad tisular en
pituitaria otras en placenta de éstas ultimas, unas se ubicadan en el primer intron de hGH-N y
hGH-V ofras, en las secuencias potenciadoras de los genes hPL. El efecto combinado de las
regiones del LCR y la accion de factores transcripcionales {potenciadores o represores) sobre

cada una de las regiones génicas de respuesta, conduce a un comportamiento Unico para cada

gen del locus (43).
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Figura . Estructura del complejo hGH-hPL. En la presente figura se esquematiza la localizacion cromésomica,
elementos estructurales y genes vecinos del locus de HGH. Las flechas verticales en blanco indican regiones situadas fuera
del locus ubicadas vartas 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 pituitatia, mientras otras en negro, se localizan
en la unidad transcripcional (segundo intron de los genes RGH-N 6 hGH-V) o en potenciadores del locus y tienen actividad

especifica en placenta.

Se han usado diversas estrategias para determinar que otros elementos mas cercanos al
sifio de inicio de la transcripcion pudieran estar implicados en la regulacion tejido especifica o

en la tasa transcripcional de estos genes, tales elementos serén descritos a continuacion.

1.5 Factores trans y moduladores con actividad en ¢l locus.

Una vez obtenida una conformacién cromatinica 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 porcion de eucromatina, se vuelven sensibles a la
accion de efectores o represores (segundo nivel de regulacion), esto permite a la maquinaria
basal de transcripcion interactuar con otras proteinas codificadas en otras regiones cromosémicas
(factores trans) y que actuan en los genes del complejo, participando en la regulacion de la tasa
transcripcional y 1a especificidad tisular.

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

cambios en mamiferos (44), especificamente en especies como rumiantes (45), rata (46) 6 humano
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(47); donde frecuentemente los estudios se centran en la accién de factores de transcripcion en
una porcion relativamente pequefia que comprende aproximadamente 500 pb antes del sitio de
inicio de la transcripcion, en la cual se han descrito muchas de las secuencias con efecto positivo
o negativo en la especificidad tisular o en los niveles de transcripcién (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 compleja.

La maquinaria basal que reconoce las secuencias de transcripciéon en las regiones
proximales del promotor, involucra la participacion de diversos elementos generales del inicio de
la transcripcién, conformado por un complejo de preiniciacién (RNA polimerasa I en conjunto
con sus factores generales de transcripcion TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE y TFIIH) y un elemento
iniciador frecuentemente asociado con el sitio de inicio de la transcripcion (49,50). El conjunto
completo es usuaimente suficiente para dirigir los niveles basales de la transcripeion, pero es
incapaz de reproducir la transcripcion especifica tisular de un gen y para logr';a.rlo 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 transcripeidn (51):

a) Factores basales de transcripcic';n que entran en conjunto con la RNA pol II, formando un
complejo y que determinan ¢l punto de inicio de la transcripcién,

b) Factores potenciadores, presentes en la mayoria de las células eucariotes (ubicuos} que
incrementan los niveles de la tasa de transcripcion basal (ejemplo Spl y AP2). En esta misma
clasificacion estdn los expresados en un tipo celular exclusivo, denominados factores especificos
de tejido (Pit-1 0 PLA1), '

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

sefiales extra e intracelulares como hormonas o segundos mensajeros.

Una gran variedad de factores &rans se sabe que interaccionan en los promotores basales
hGH-hPL, algunos de los sitios de union de éstos se presentan en 1a figura 2, gue ejemplifica el

alineamiento de las regiones promotoras proximales (496 pb) de los genes del complejo.
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La expresion de los genes del complejo, esta regulada en su promotor por varios factores
de transcripcidn que incluyen las proteinas de unidn a la caja TATA, el factor transcripcional
ubicuo Spl (s2), el factor estimulador rio arriba o USF por sus siglas en inglés ¢53), el factor Zn-
15 (54), el factor nuclear 1 (NF-1) (55) y la interaccion con el factor pituitario Pit-1 (56) y el
placentario PLA-1 (57) entre oftros, esquematizados en la figura 2. Todos estos elementos no
podrian dirigir la expresion génica sin la accion del elemento iniciador que determina el sitio
donde inicia correctamente la transcripcion, ya descrito para los genes hPL y cuya secuencia

nucleotidica de union, esta ubicada justo antes del sitio de inicio de la transcripcion (58).
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Figura 2. Alineamiento de regiones promotoras proximales. Se presenta el alineamiento de la region promotora proximal
(496 pb) de cada gen del complejo hGH-hPL, asi como la ubicacion de diferenies elementos de regulacion basal y sitios de
unién a activadores o represores descritos para los promotores y con efecto conocide sobre fa transcripcion, de las respectivas
unidades transcripcionales.

Muchos de estos elementos conforman el nivel b) de transcripcion mencionado en la
clasificacion de la pagina anterior y en la siguiente seccion, se describirira la accion de algunos
elementos activadores o represores, con expresidén ubicua o especifica de tejido, que se han

caracterizado en las regiones proximales o distales de los promotores del complejo.
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1.6 Factor transcripcional Spl.

El factor de transcripcion Spl es una proteina presente en todas las células de mamifero e
interactia con el DNA a través de cajas GC (GGGCGG) contenidas principalmente en los
promotores, provocando la activacion de la sintesis de RNAm (52). EI DNAc de esta proteina fue
aislado por Kadonaga y Tjian en 1987, quienes caracterizaron la estructura del dominio de unién
al DNA y determinaron que su capacidad estimuladora estd conferida dentro de la posicién
aminoacidica 168 a 686. Esta region se encuentra constituida por tres motivos dedos de Zn
contiguos asociados a cisteina (Cys2,His2-dedo de Zn), los que le permiten la capacidad de
union al DNA (59).

Cuando se estudié la capacidad del promotor hPL-3 para ser transactivado por Spl, se
detectd que este factor es indispensable para potenciar la transcripeion del gen en células de
placenta JEG-3, via el potenciador de hPL-3, pues la delecién del sitio de interaccidn con el
factor (posicion -129 a —112) acortando la longitud del promotor, redujo hasta ocho veces su
actividad basal (s0). Otros ensayos con €l promotor de hPL-2, en donde se sustituyeron dos de las
6 bases que constituye la secuencia variante del sitio de union a Spl: GGGAGG (-137 a -131),
usando mutagénesis sitio dirigida demostraron una disminucion de la expresion del gen reportero
hasta en un 50% con relacion al prom‘otor sin mutacion (61), lo que evidencia su importancia en
la regulacién del promotor de los genes. hPL activos. en el locus, aunque se desconoce su

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

1.7 Control especifico de tejido.

El factor de pituitaria 1 (Pit-1) también llamado factor 1 de hormona del crecimiento
(GHEF-1), es una proteina .de expresién especifica en la pituitaria (16,17). El gen Pit-1 posee una
porcion nucleotidica qué codifica para un homeodominio con un papel critico en la expresion
especifica de tipo celular del gen de hGH-N y desarrolio de la pituitaria (62). La interaccion de
Pit-1.en el promotor hGH-N se .da en dos sitios (proximal y distal) (16,17), -asi como en los
promotores de Prolactina (hPrl) y Triyodotironina (T3) (63). Se habia considerado hasta hace
poco que el tinico lugar de expresion de Pit-1 era en la pituitaria, pero mas recientemente se le

localizé en otros tejidos como placenta (64). Igualmente se han detectado diferentes niveles de los
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transcritos de hGH-N y de los otros genes del complejo (hPL-2, hPL-3 y hGH-V) en testiculos
(65) u ovarios (66). Pit-1 es expresado en hipdfisis desde muy tempranas etapas en el desarrollo
(67), se sabe que interviene muy importantemente en la proliferacion, diferenciacion y
especializacion de las células somatotrofas, lactotrofas y tirotrofas de la glandula pituitaria en su
porcion anterior (68).

Aunque Pit-1 ha sido localizado en la placenta humana en muy bajos niveles (69), aun no
es claro el efecto que tiene sobre los demas genes del complejo, por lo que algunos ensayos para
estudiar este punto se han realizado en la linea celular GC (derivada de células somatotrofas de
la pituitaria anterior de rata) que expresa el Pit-1 de rata. Los estudios por transfeccidén de
recombinantes con el promotor proximal de hGH-N, hPL-2 y hGH-V fusionados al gen
reportero CAT y ensayos de proteinas 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 pfomotor de hGH-V,
2). Los niveles de expresion 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
transcripcion que hGH-V e incluso que hGH-N (70). Estos experimentos sugirieron que otros
mecanismos de regulacion funcionan&o en regiones diferentes al promotor proximal, dirigen la
especificidad tisular de estos genes en placenta y que pequefias diferencias de secuencias en el
promotor, los hacen responder en forma diferente a los factores de accion trans.

Se menciond anteriormente que la similitud de los genes es menor al alejarse de las
unidades transcripcionales o reguladoras proximales, acentuandose las diferencias en el
promotor distal, en donde se localizaron secuencias presente§ exclusivamente en los genes de
expresion en placenta denominadas secuencia P ubicadas entre 1.7 y 2.1 kb antes del sitio de
inicio de la transcripcidn (hPL-1:10290-10365, hPL-2: 25009-25085, hGH-V: 39780-39856 y
hPL-3: 47529-47605, segun la secuencia reportada por Chen y cols.) (12). Para analizar la
especificidad tisular de la regién, a los recombinantes con promotor proximal de hPL-2, hGH-V
y hGH-N descritos en el parrafo anterior, se les fusiond la secuencia P del gen hGH-V (260 pb) y
se ensayaron por transfeccion en células GC y JEG-3 (placenta humana), demostrandose un

efecto inhibidor de la transcripcion sélo en células de pituitaria con los recombinantes que tenian
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el elemento P (71). Se ha propuesto entonces, que las regiones homologas en el promotor distal
de hPL-], hPL-2 y hPL-3, tendrian un comportamiento similar, mientras que la posible presencia
de una regidn opuesta a la secuencia P en hGH-N, combinado con los bajos niveles en placenta
de Pit-1, generan la faita de expresion de HGH en este tejido. Otros reguladores en el promotor
distal, en la unidad transcripcional © en la region 3,” permiten la descripcion del tercer nivel de

regulacion: El control hormonal.

1.8 Control hormonal

Las proteinas codificadas por los genes del comﬁlejo hGH-hPL y secretadas por la
placenta, presentan un incremento diferencial en los niveles de sangre matema durante las
diferentes etapas gestacionales. En un estudio de diversas placentas en edad gestacional de 8 a
39 semanas, se encontrd 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 sintesis por
la placenta principalmente durante los periodos intermedio y final del embarazo (23),

La HGH-V (placentaria) presenta un comportamiento similar al observado para HPL en
sus niveles de aparicion durante el embarazo, aunque con concentraciones menores y aun asi,
hacia el final del periodo gestacional'llega a sustituir casi completamente a la HGH producida
por la pituitaria materna, cuyos niveles s¢ ven disminuidos hasta en 70% al final del mismo (25).
Estos datos sugirieron que los cambios hormonales y el acondicionamiento fisioldgico 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 pituitania (72,73).

Un gran nimero de metabolitos, hormonas y otras sustancias del tipo de segundos
mensajeros, se han examinado para dilucidar su papel en la regulacion de la concentracion de
HPL, HGH placentaria 0 HGH hipofisiaria en sangre o en cultivos celulares, Se ha encontrado
que pequefios cambios en las secuencias nucleotidicas de respuesta a tales elementos, puede

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

10
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Se han identificado varios efectores en los promotores del locus con importante influencia
en la activacion de la expresion. Dichos elementos tienen primero que unirse a sus respectivos
receptores en las membranas celulares o nuclear y después, ser transportados al interior del
nucieo hasta encontrar las secuencias nucleotidicas blanco en el DNA. Tales activadores pueden
ser hormonales como tri-yodotironina (T3) (75) o acido retinoico (AR) (76), elementos de
respuesta a CREB que actiian mediante la proteina CBP y son dependientes de sefiales via AMPc
(77), citoquinas como IL6 (78) o vitaminas (79,80). En la figura 3, se resume la ubicacion de

algunos meduladores descritos en el promotor o unidad transcripcional de los genes del locus.
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Figura 3. Moduladores en el locus hGH-hPL. La figura representa la estructura de un gen tipico del locus hGH-hPL y
la ubicacion aproximada de aigunos de los elementos basales de transcnpc;én y de frespuesta a moduladores

hormonales, inhibidores o factores transcripcionales en la region promotora

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

en las regiones de union a los co-activadores de la transcripcion 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 intrén tiene una secuencia de respuesta a
glucocorticoides (+86 a +115, 5°-TGTCCT-3") influyendo en sus niveles de expresion en [a
pituitana (81). Este elemento est4 conservado ¢n los demas genes placentarios pero se desconoce

si tiene efecto en sus niveles de transcripeidn (figura 4).
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Regulacion del complejo multigénico hGH-hPL mediado por hormonas y factores transcripcionales

Los moduladores no solo regulan el promotor proximal sino también sitios altemativos de
inicio de la transcripcién ubicados rio arriba del sitio cap en el promotor de hGH-N (82), hPLs
83) y GH de rata (84) o en la segunda mitad del primer intrén de hGH-N (85). Este tltimo es
influenciado especificamente por el elemento de union a glucocorticoides (figura 4), sin embargo

a la fecha se desconoce la funcion de dichos promotores alternativos.
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(||| | SRl ot by Ll P TR
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) L R 2

hi’i’,; . 3 PLTS 34 94 98 93 100

|
Inicie de la trenacripeion del promotor
alternativo ubicado en el intrén | de hGH-N

Figura 4 Alineamiento del primer intron de los genes del complejo hGR-hPL. Las unidades transcripcianales después del
inicio de la transcripcion, fueron alineadas para identificar regiones de interés en esta zona: Exon I el sitio de inicio de la
traduccion (ATG), Intrén 1: 1a secuencia de respuesta a glucocorticoides (GRE) conservada en todos los genes, la caja CAT
como elemento de unién a factores basales de la transcripcion y genera ef sitio alternativo de [a transcripcion, Oct-1 en hPL-1.

Estos argumentos apoyan la idea de que los moduladores pueden afectar otras regiones
ademas del promotor v provocar un efecto importante en los diferentes niveles de transcripcion

del complejo en placenta e incluso, estar relacionados con la expresion especifica de tejido.

1.9 Secuencias potenciadoras en el extremo 3’ de los genes hPL.

Diversos mecanismos de regulacion de la transcripciéon o de remocién de intrones,
requieren elementos especiales de DNA denominados secuencias potenciadoras o “enhancer”.
Los potenciadores pueden funcionar a distancias considerables rio arriba del promotor en el que
actian o estar localizados dentro de la unidad transcripcicnal o en la regién 3°, son activos
independientemente de la orientacién con respecto al promotor y tienen similitud con regiones

virales ya reportadas (86).
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Regulacion del complejo multigénico hGH-RPL mediado por hormonas y factores transcripcionales

En el locus hGH-hPL, solo un potenciador con actividad comprobada se ubico 2.2 kb
hacia el extremo 3” del gen hPL-3 (87). Esta regién no tiene actividad en c¢élulas derivadas de
pituitaria GH-3 (88) o de cancer cervicouterino humano (Hela) (89) y es activo con promotores
heterologos en c¢élulas de rifion de mono verde africano (COS 1), debido a la alta similitud con
otros potenciadores virales ya descritos como ¢l del virus de simio 40 (SV40) (50), pero alin asi,
su efecto se restringe principalmente a células derivadas de placenta (JEG-3 0 BeWo) y por eso
se piensa que tiene participacion en ia regulacion especifica de tejido de los genes hPLs (91).

El potenciador esta en una porcién gendmica 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 unidn a proteinas ubicuas y especificas de tejido (21). En el locus hay otras
dos regiones similares en secuencia y ubicacion en hPL-1 y hPL-2, pero no presentan actividad
potenciadora debido al acimulo de mutaciones en el elemento DF-3 (91). Los estudios anteriores
determinan que los elementos DF-3 y DF-4 son las dos principales regiones estimuladoras de la
transcripcion en el potenciador de hPL-3, pues al intercambiarlas por las regiones
correspondientes del potenciador de hPL-2, por un lado se inactivo el efecto estimulador de hPL-
3 y por el otro lado, se recupero el 98 % del efecto de hPL-2. Este mismo reporte ubica una
region que denominaron AF-1 entre’DF-3 y DF-4 la cual, participa también de la fuerza de
potenciacion (92). Lo anterior hace pensar que las minimas diferencias en secuencia entre los
potenciadores, pueden ser la razon 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 interacciéon con el proto-oncogen
ETS-1 (cambio de A [hPL-3] por G [hPL-2]), otro a un nucledtido de distancia del motivo de
union 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 regiéon AF-1 (TC [hPL-3] por CG [hPL1 y 2]}. Se ha sugerido que
dichos cambios son los responsables de la inactividad del potenciador de hPL-2 (92). Estas
mutaciones en la region DF-3 son homologas en el potenciador de hPL-1 el cual presenta una
extra ubicada a un nucleétido del sitio de accion a TEF-1 en el DF-4 (A [hPL-3 y 2] por C [hPL-
1]), haciendo suponer que el potenciador del hPL-I tiene un comportamiento similar o de menor

actividad que el de hPL-2, sin embargo, estas cuestiones ain no han sido investigadas.
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Regulacion del complejo multigénico hGH-hPL mediado por hormonas y factores transcripcionales

Los ensayos de actividad con promotores de hPL en pituitaria, 1a diferente interaccion que
tienen con Pit-1 y la capacidad del potenciador hPL-3 para activar especificamente en placenta,
hacen suponer que los promotores del locus pueden tener un efecto sinérgico con los
potenciadores para provocar efectos diferentes en la activacion de la transcripcion 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 nucleotidica de los diversos potenciadores del locus hGH-
hPL, que presentan cerca de un 95% de similitud. Los diferentes elementos que identifican a esta region estan encerrados en
cuadros, los cuales presentan unidn a proteinas especificas activadoras de la transcripcion. Se presume que las mutaciones en
fos nucledtidos de adening (union a ETS v TEF-1) de la region DF-3 asi como de timina o de citocina de AF-], en los
potenciadores de hPL-1 y hPL-2, provocan su inactivacion.
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Regulacidn del complejo multigénico hGH-hPL mediado por hormonas y factores transcripcionales

El conjunto de todas las caracteristicas mencionadas hasta ahora, nos hace considerar al
complejo multigénico hGH-hPL como un excelente sistema para estudiar tanto los mecanismos
que rigen la expresion especifica de tejido, como los factores que determinan el nivel de esa
expresion y responsables, de que genes tan parecidos, presenten patrones de expresion
marcadamente diferentes. Sin duda, la combinacion de estudiar la participacion de promotores,
unidades franscripcionales y poienciadores de Jos genmes del locus en la regulacion
transcripcional, podra contribuir esclarecer el comportamiento en la pitui.taria y los niveles

diferenciales de expresion detectados en placenta, lo cual fue e! propésito del presente trabajo.
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Reguiacion del complejo multigénico hGH-hPL mediado por hormonas y factores transcripcionales

CAPITULO II
OBJETIVOS

2.1 Justificacion.

Existe escasa evidencia de ensayos comparativos de los genes del complejo en el estudio
del efecto a moduladores o factores franscripcionales bajo las mismas condiciones
experimentales. Un ensayo que estudie las tres regiones reguladoras de los genes del complejo
(region promotora, unidad transcripcional y region 3°), aportaria evidencia valiosa acerca del
comportamiento y respuesta de cada uno de los genes a los mismos estimulos en diferentes tipos
celulares, lo que permitiria contrastar los resultados contra los observados normalmente en

placenta.

2.2 Objetivo General
Investigar la regulacién de la familia multigénica hGH-hPL mediada por hormonas y

factores transcripcionales.
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Regulacion del complejo multigenico hGH-hPL mediado por hormonas y factores transcripcionales

2.3 Objetivos particulares.
Para estudiar las diversas regiones de interés involucradas en la regulacion de la transcripcion

este trabajo, se dividié en etapas segun la region génica del locus a estudiar.

Z Analizar el efecto de la region promotora en los niveles de transcripcion de la familia
génica hGH-hPL.

1.- Construir una serie de recombinantes con deleciones de diferentes tamaifios en los promotores
de los miembros de la familia empleando al gen hGH-N como gen reportero.

2.- Medir los niveles de expresion de los diversos recombinantes en lineas de cultive celular
derivadas de placenta, hipofisis y de otros tejidos diferentes a los anteriores.

3.- Ensayar el efecto de la hormona T3 y los metabolitos AMPc, écido retinoico y ¢ster 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
factores transcripcionales humanos (P‘it-l, Spl y PLA-1) y cuantificar los niveles de expresion

del gen reportero.
1L Eswudiar las causas de la inactividad del gen hPL-1.
5 - Construir un recombinante conteniendo la primer mitad (exén 1y 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).
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Regulacian del complejo multigénico BGH-hPL mediado por hormonas y factores iranscripcionales

III.  Estudiar las causas de la baja expresion del gen hGH-V.
6. Construir un recombinante conteniendo la primer mitad (exon 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 reciproco).

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

version promotora de 496 pb.

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

transfeccion transitoria en lineas celulares de placenta, hipofisis y fibroblastos.
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2.4 Estrategia General.
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-2/-3
- R

R ——
-140 === Gen hGH-N

<70 &7 [0} f@ (V] (v ]

Recombinantes

Longirud del Promotor
- et hGHN:2.2 kb

Células:
Hipofisis (GH-3)
i Placenta (JEG-3)
Objetivo Ly 2 Cérvix (HeLa)
Co-Transfeccion

pGL2Luc

Objctivo 3 Co transfeccion con

corto

Células:
= -mz=s hPL-12.4 Kb VS CEhy
- gz hPL-2: 3.1 kb pCMVparpGal Hipofisis (GC)
== g hGH-V: 2.2 a) AMPc 0.5 mM Placenta (JEG-3)
o= gemmeem BPL-3:2.6 Kb Gen hGH-N > Cérvix (HeLa)
¢ W] i@ [v]|v | b EsterdeForbol 100aM
Fjempln de recombinante con ¢) Acido retinoico 0.5 uM
profeotar Jargo o
d) Trilodotironina 0.1 uM™
8 N
Fromdior -
- . Células:
g i Objcivo 4 Hipsfisis (GC)
1 Co-transfeceion con vector expresor - Placenta (JEG-3)
2 Gen hGH-N de facior transcripcional y Fibroblastos (HeLa)
F‘{__% t[ul m [V (¥ PCMVSporifGal: X - 48 h
Recombinante con promotor a)ubtcuo ~ Spt » .4 }

b) pimitario Pit-1
¢) placentario PLA )

Cuantificacion de
luciferasa
p—Galactosidasa
y de HGH

Figura 6. Estrategia general para objetivos 1, 2, 3 y 4. Para estudiar ¢l efecto de la regién 5° en la regulacion de

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

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

purificarlos por gradiente en CsCl, fueron ensayados por co-transfeccién con pGL2Luc o pCMVSportfiGal en

cultivo de lineas celulares derivadas de pituitaria de rata, de placenta humana y de cancer cervicouterino humano.

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

por las diferentes lineas celulares en el objetivo 1 y f-galactosidasa para los subsecuentes ensayos.
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ESTRATEGIA GENERAL
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Figura 7 Estrategia general para objetivos 5 y 6. En un primer paso, los plasmidos con la unidad transcripcional de hPL-1 y

hGH-V con su promotor nativo de 496 pb se digirieron con las enzimas Eco R1y Sac L, la digestion libero dos fragmentos de

interés: Uno conteniendo desde promotor 2 Ja mitad del segundo intron y el otro, de 1a mitad del segundo intron hasta el

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

tusionados 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 ¢l

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

longitud del promotor o la porcion del gen ubicado en la primera mitad del recombinante en cuestion, respectivamente.
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Objetivo 5 y 6 (continuacion). Estudio de importancia de la region codificante en
Ia baja expresion de los genes hPL-1 y hGH-V
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Figura 8. Estrategia de andilisis de las unidades transcripcionaies de los genes hPL-1 y hGHYV. Una vez obtenidos los
plasmidos hibridos portadores de las unidades transcripcionales de los genes hPL-] y hGH-V, se purificaron por gradiente en
CsCl y fueron co-transfectados en JEG-3, con un vector que expresa fa variante HGH 20K regulado por el promotor de §-
actina humano usado para determinar eficiencia de transfeccién. El analisis de la expresicn se hizo por RT-PCR cuantitativo
utilizando un competidor plasmidico derivado det DNAc hGH 20K (pBShGH20KdEdr1). Par normalizar la cantidad de
RNA utilizada en la reaccion, se amplifico también el DNAc de GAPDH. Después de separar los productos de amplificacion
mediante electroforesis en gel de agarosa largo al 2%, se procedié a cuantificar los productos de PCR por densitometria,
relacionando la intensidad de transmitancia de la banda correspondiente al competidor con la de las bandas de PCR derivadas

de las quimeras, con ¢! fotodocumentador GelDoc 2000 (BioRad) y un marcador de masa como referencia (Gibco-BRL),
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Estrategia General Objetivos 7y 8
Clonacion de los potenciadores del locus hGH-hPL
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Figura 9. Obtencion de los potenciadores del locus hGH-hPL. A partir de DNA genomico humano, se realizd una reaccion

de PCR utilizando oligonucledtidos consense y disefiados con base en el alineamiento de las 3 secuencias potenciadoras de
los genes hGH-WPL recuperadas de Jos reportes publicos en el GenBank. El producto amplificado (436 pb) se clond en

pBlueScript usando la metodologia de “vector T y se secuencid para verificar Ja fidelidad de la polimerizacion de la enzima

Tag-polimerasa utilizada, el resultado se compard contra la secuencia originalmente reporniada (Numero de acceso en

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

version promotora de 496 pb de los genes hGH-hPL obtenidos en el objetivo 1 de este trabajo y ensayados en cuitivo cefular

por co-transfeccion con pCMV SportfGal.
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CAPITULO HII

MATERIALES Y METODOS

3.1 Origen de los reactivos.

Las enzimas RNAsa (No cat R-6513) y proteinasa K, necesarias para recuperar el DNA
genomico 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 restriccion y de
modificacion utilizadas para la subclonacion de fragmentos del complejo hGH-hPL. La enzima
nucleasa S1 (No cat. 818330) usada para obtener el competidor de PCR cuantitativa, se obtuvo de
Lakeside-Roche (Boehringer Mannheim, Indianapolis IN, USA). Para la recuperacion de los
fragmentos de DNA necesanios para las construcciones plasmidicas, se empled fibra de vidnio de
8 u (No. cat. VWR32648-006) y en las ligaciones, a ia enzima T4 DNA Ligaéa y su amortiguador
de Gibco-BRL (Gaithersburg, MD,EUA). Para la purificacidon del DNA plasmidico para ensayos
de transfeccion, se utilizé 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 MgCl, de Promega Corp. (Madison, Wi, EUA), el
amortiguador de reaccion y los dNTPs de Gibco-BRL. De la misma compafiia, se adquirio la
enzima Superscript 11 (No. cat, 18064-022) para ensayos de transcripcion 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 uso para cultivar las
celulas placentarias y el medio de cultivo DMEM (No. cat. 12100-038) para la linea de pituitaria
y de cancer cervicouterino, el suero bovino fetal inactivado fue de Hyclone (Logan UT, USA) y
la tripsina pancredtica bovina de Difco (No. cat. 215240, Detroit, MI USA). El matenial de
plastico utilizado para la propagacion y mantenimiento del cultivo celular como botellas estériles
de 75 mm, placas de 60 mm y placas con 24 pocillos de fondo concavo (No. cat. 3077), fueron de
la compaiifa Falcon Co (Becton Dickinson Company, Franklin Lakes, NI, USA), placas de 6
pocillos (35 mm) de fondo plane de Corning (Lincoln Park, NJ,USA).
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En la extraccion det RNA de las células transfectadas, se uso el Isotiocianato de Guanidina
(No de cat. 15535-016) de Gibco-BRL. La DNAsa y el inhibidor de RNAsa (RNAsin) para
obtencion y conservacion del RNA, fueron de Sigma y Ambion (Woodward. Austin, TX),
respectivamente. El estuche comercial para la cuantificacion de la hormona del crecimiento
humano (HGH) se adquirié de Roche (No. cat. 1585878) y la PCR cuantitativa se hizé con el
estuche comercial “One-step” (No. cat. 10928-018) de Ambion.

LLos moduladores empleados en la suplementacion de los cultivos celulares:

AMPc: Roche (Boheringer Mannheim), Fosfato de Clorofeniltio-AMPc; (sal sodica, 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

3.2 Origen del material bioldgico.

Las lineas celulares empleadas en el estudio denivaron de conocarctnoma humano (JEG-
3), pituitaria de rata (GC y GH-3) y cancer cervicouterino humano (HelLa), amablemente donadas
por el Dr José Luis Castrillo del Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa de la Universidad
Auténoma de Madrid, Espafia. Las placentas humanas al término de gestacion usadas en la
normalizacién de la RT-PCR convencional y RT-PCR competitivo, fueron recuperadas del
departamento de tococirugia del Hospital Universitario “José E. Gonzalez”,

Las cepas bacterianas utilizadas en la construccion y propagacion de los recombinantes y
vectores de referencia, fueron XL-1 Blue y Top I10F’ pertenecientes al cepario de la ULIEG. Los
vectores pRSVhPit-1, pRSVhPLA-1 y la construccion conteniendo la unidad transcripcional del

gen hGH-N con sus regiones flanqueantes, fueron donados también por el Dr José Luis Castrillo.
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El vector de expresion del factor transcripcional Sp-1 (pCMVSp-1), fue amablemente donado por
el Dr. Robert Tjian, Departamento de Bioquimica y Biologia 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, asi como los vectores
pBSSK(+) y pAVEhGH-N, provienen de la plasmidoteca existente en nuestro departamento. El
vector pCMVSportBGal usado para normalizar la eficiencia de las transfecciones en analisis de
moduladores, factores transcripcionales y potenciadores, fue proporcionado por el laboratorio del
Dr. Luis Villarreal del Centro de Construccion de Vectores Adenovirales de la Universidad de

California en Irvine, CA, EUA.
3.3 Equipo.

Para la separacion de las muestras y precipitacion del DNA 6 RNA, se usé una
microcentrifuga refrigerada de la marca Eppendorf. Para separar las muestras de digestiones o
RNA en gel, se usaron camaras de electroforesis horizontal y vertical con fuentes de poder de fa
marca BioRad (Hercules, CAUSA)\y las imagenes fueron captadas en el fotodocumentador
GelDoc 2000 de la misma marca. Para medir la absorbancia en la cuantificacion de HGH por
ELISA, de proteinas y de B Galactosidasa, se utilizd el Microlector reader 100 microwell system
(Organon Tecknica, SA de CV Mex.) con el cartucho-software version 004 y filtros accesorios.
Los ensayos de RT-PCR cuantitativo se realizaron en ¢l termociclador Mastercycler Gradient de
la compaiiia Eppendorf (préstamo de la comparia CTR, SA de CV, Mex.) 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 ultracentrifuga
de mesa Optima ™ TLX 120 marca Beckman (Palo Alto, CA) con rotor de alta vc?locidad
(100,000 rpm) TLA 100.4 (S/N 96V 1407) y con tubos de polialémero guick-seal 13 x 51 mm

con capacidad de 5.1 ml de la misma compaiiia.
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Por la via de internet a partir de las secuencias reportadas en el GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov), S€ recuperaron las secuencias de vectores y genes, para analizarlos con
programas bioinformaticos asi como las secuencias de DNA y/o RNA usados en este proyecto. El
analisis de secuencia de umién a elementos reguladores transcripcionales (moduladores
hormonales y factores de transcripcion) en las regiones estructurales de los genes del complejo
(promotores y umdades transcripcionales), se analizaron via Internet utilizando el programa
Matlnspector (94) de la compaiiia Genomatix. (www genomatix de).

Las Temperaturas de fusion {Tm) para ensayos de RT-PCR o microdelecion de secuencias
activadoras de la transcripcion, se calcularon con las siguientes formulas (95):

Tm: 81.5+ 0.21{%GC)-645/N-(% mistmmach): Para oligos de RT 6 PCR introduciendo sitios de restriccion.
Tm: 81.5+0.21{%GC)-645/N: Inserciones ¢ deleciones, donde N no incluye las bases insertadas o deletadas.

3.4 Métodos

3.4.1 Construccion 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 digestion enzimatica para
recuperar los fragmentos de interés: ‘

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

2) pBSSK hPL-1 Xho I-Eco RV (inserto de 10.7kb})

3) pBSSK hPL-2 Xho I- Hind 111 (inserto de 4.0 kb)

4} pBSSK hPL-2 X0 I- Bam HI (inserto de 1.8 kb)

5) pBSSK hGH-V Nhe I-Nae 1 (inserto de 6.7 kb)

6) pBSSK hPL-3 Nke I-Cla 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 pBlueScript SK o KS (+) a partir de un par
de clonas aisladas de una biblioteca gendmica humana hecha en vectores cosmidicos, don_ada por

el laboratorio del Dr Grady Saunders, en Houston TX, EUA (H. Barrera, datos no publicados).
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Tabla I. Condiciones de digestion enzimatica de promotores largos*

Construccién hPL-1(2) | hPL-2(3) hPL-2(4) | hGHV (5) hPL-3 (6)
[DNA] ~5pg ~5ug ~5 ug ~5 pg ~5ug
Buffer NEB#2 [ 10 #2 (#2 #2 #2 #2

Enzima 1 Aat 11 -200 | Bam H1 20U | Xho 1-20U | Bam HI 15U | Bam HI-15U
Enzima 2 Xho1-20U | Xho1-20U | XbaI-20U | Eco R1-15U | Eco R1-15U
Enzima 3 Xbal-15U | XbaI1-15U
H,0 dd a 100pl a 100wl a 100ul a 100wl a 100ul

*Digestiones de las construcciones en pBS empleadas para recuperar las regiones promotoras proximal y distal de
los genes de la familia El niimero entre paréntesis, identifica la construccién en la lista presentada anteriormente.
Para hGH-V y hPL-3, las digestiones BamHI-EcoRl y EvoRI-Xba 1 se realizaron en tubos separadoes y todas se
incubaron a 37°C por 5-12 h

3.4.2 Construccion de recombinantes versiones de 496, 140y 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 restriceidn Eco RI (496), Nsp I (-140) y Rsa 1 o Nco I (-70) hasta
Pvu TI (+462) en el segundo exon de cada unidad transcripcionai, clonados entre los sitios Eco
RI-Hinc 11 del vector pBS SK(+) (H Barrera, datos no publicados). A las construcciones se les adiciond
la unudad transcripcional de hGH-N (usadc como gen repertero en todos los ensayos) a partir de
pBS hGH-N Eco RI recto, con el fragmento Eco RI clonado (2.6 kb) que posee €l promotor de
496 pb, la unidad transcripcional, 1a sefial de poliA y codon de terminacion de la traduccion de
hGH-N.

La unidad transcripcional fue obtenida del vector pBShGHN Eco Rl con las enzimas Apa |
y Kpn I en una digestion parcial para Apa I, donde primero se tuvo una digéstién total con la
enzima Kpn 1 de sitio tnico en la construccion (en el vector pBSSK hacia el extremo 3’ del gen
hGH-N) hasta linearizar. Después, se adicioné la enzima Apa I variando el nimero de unidades
(de 0.2U a 1U/0.5ug) cuyo sitio de restriccion 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 eligié la

digestion con suficiente fragmento liberado pero con producto sin digerir. Esta estrategia de
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clonacion, sustituye 23 pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion (union del elemento
iniciador [InrE], -15 a +1, descrito por Jiang y cols. en 1995(58}), de todos los promotores de los

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

Tabla II. Condiciones de digestion enzimética de promotores basales*.

Construccion pBShGH-N Eco Rl (recto) pBS hPLs/hGH-V EcoR1-Pvull
Inserto {Digestion parcial) Vectores (Digestion total)
Conc. DNA 5 pg 2pe
Buffer # 1 NEB 10 pl 10 pl
Enzima Kpn | 10 1 (100 LT: 1 U/50 ng DNA) S (50 UY/37C/12h
H.0 dd Hasta 100 pl Hasta 100 Wl
| Temp. Incubacion y tiem 37°C/12h 37°C/12h
Enzima Apa | 1.5 wl (15U:0.15U/50 ng DNA) 5wl (50 U: 0.5 U/20 ng DNA
Temp. Incubacion y tiempo 25°C/5h 25°C/ 12h

*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, asi como los tiempos de
incubacién para cada reaccidn.

Transcurnidos los tiempos de incubacién, 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 filtracion 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
identifico la banda de interés por tincion con BrEt y visualizacion rapida en luz U V.

2) Con la ayuda de una hoja de bisturi, s¢ recupero la banda de interés, delimitandola lo mas
posible mediante el corte y procurando contener el mimmo de matriz de gel.

3) Se perfor¢ un tubo eppendorf de 0.5 ml por la parte inferior (fondo de su vértice) con una
aguja calibre No. 16. Utilizando unas pinzas, se rellené con fibra de vidrio compactandola
aproximadamende hasta la marca de 200 pl y se introdujo la banda de agarosa cortada con
¢l fragmento de DNA a purificar. Para obtener mejores resultados, el fragmento de agarosa
se trituro utilizando la hoja de bistur, antes de introducirlo al tubo Eppendorf conteniendo
la fibra de vidrio.
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4) El tubo de 0.5 ml con fibra de vidrio y agarosa, se coloco en un tubo Eppendorf de 1.5 ml,

5)

6)

7

el cual seria usade como reservorio de la agarosa licuada y se centrifugé a 12,000 rpm por
5-10 min.

A la agarosa licuada, se le adiciond un volumen de H,O dd para evitar su solidificacion,
medio volumen de fenol e igual proporcion de sevag, se agité por inversion y se centrifugd
nuevamente a 12,000 rpm por 10 min.

La fase acuosa se recuper6, evitando “arrastrar” material de la interfase acuosa-fendlica y
se transfirido a un tubo eppendorf de 2 ml. Para precipitar el DNA, se adicionaron dos
voliimenes de etanol y una décima parte de acetato de sodio S M pH 5.5, se incubd a
—70°C por 1 h, se centrifugd a 12,000 rpm por 5 min, se secd la pastilla de DNA y se
resuspendio en 20-30 pl de H,O milhiQ estéril.

La concentracion se estimo mediante gel de agarosa analitico a partir de 2 pl del volumen

recuperado.

Una vez que se estimd la concentracion y eficiencia de recuperacidn, se procedio a mezclar la

reaccion de ligacion utilizando los siguientes parametros:

Inserto (Unidad transcripcional hGH-N 4Apa I-Kpn 1): ~300 ng
Vector (pBS con promaotor hGH/MPL 0.5, 0.140 6 0.70 kb Apa 1-Kpn 1):~750 ng
Buffer de ligasa 10 X: 2 ul
Enzima T4 DNA Ligasa: 4 U (é ul)
H,O dd hasta 20 ul

La reaccion se incubd a 16°C en bafio de agua por 12 h, se estim¢é la eficiencia de ligacién en

B clectroforesis de agarosa 1% y se utilizé __ de la ligacion para transformar bacterias E. coli cepa

d XL-1Blue,Ca™ competentes.
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3.4.3 Clonacion de secuencias potenciadoras.

Para la obtencion de las secuencias potenciadoras contenidas en el locus, se realizé una
PCR a partir de DNA gendmico utilizando la secuencia de oligonucledtidos mostrada en la tabla
II. Los oligonucléotidos fueron disefiados utilizando los programas para biologia molecular
Oligo 4.0 y Amplify 1.0 basados en la secuencia reportada en el Gene Bank de la que se obtuvo la
secuencia consenso por alineamiento con el programa Clustalv (figura 5). La especificidad de los
oligonucléotidos disefiados, fue verificada mediante alineamiento via Intemmet con las bases de

datos pablicas utilizando el sistema Blast.

Tabla {II. Oligonucléotidos para amplificar los potenciadores hGH-hPL.

Secuencia clave

PR S <3y

5’ -gptgptctcgapatataactgaactge-3> 111 (28 nt, GC:48%, Tm: 60 °C)
§’-gptetcatctttgeggtacctaac-3’ 114 (24 nt, GC:50%, Tm: 57°C)

—— . ee——— —

3.4.3.1 Extraccion de DNA genomico por la técnica de TSNT.

Para obtener las secuencias potenciadoras por PCR, se recuper¢é el DNA gendmico de sangre

periférica de un voluntario mediante €l siguiente protocolo (95):
1) En un tubo Falcon de 15 ml se colocaron 2.5 ml de sangre con E.D.T.A., se separd el paquete
globular por centrifugacién a 3000 rpm por S min y el plasma se elimind.
; 2) Se adiciond 1 ml de buffer de lists TSNT (2% Tritén 100X, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM

Tnis-HCI pH 8.0) al paquete globular y se mezcld por inversidn hasta lisis total.

3) Se afiadieron 2.5 ml de fenol y se mez¢ld en vortex por 30 s. |

4) Se agregaron 2.5 ml de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y se mezcld nuevamente en
vortex por 30 s.

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

6) Se precipitd el DNA por adicion de 2.5 volimenes de etanol.

7) El DNA se recupero por centnifugacion (7000 rpm/5 min), se seco y ﬁnalm'eme se

resuspendidd en 100 pl de H;O muilliQ.
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8) Para estimar la concentracion, se colocaron 2, 3, 4 y 5 pl de las muestras en un gel de agarosa
al 1%, se separaron por electroforesis y se usé el 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 concentracién.

3.4.3.2 Condiciones de amplificacion por PCR de los potenciadores.
Para la reaccion de PCR se utilizaron 100 ng del DNA genémico recuperado y las siguientes

condiciones de amplificacion:

‘ 100 ng DNA (2 pl)

Buffer SX: 5 pl

Y MgCly: 3 pl (1.5 mM)
dNTPs 10 mM: 1.5 ul

Oligo 111 (5°)y 114 (3°) 5uM: 1

| H,0 milliQ estéril: 35 ul

Enzima 7Tag DNA polimerasa: 0.5 gl

Para la amplificacion se usaron los siguientes parametros:

1. 96°C/ | min
§ 2.62°C/1.5 min 30 ciclos y después un ultimo paso de extension a 72°C/5 min
1. 3. 72°C/1.5 min

. ; 3.4.3.3 Clonacion, secuenciacion y caracterizacion de las clonas.

La clonacion del producto amplificado de 432 pb el cual conteniene una mezcla de los tres
potenciadores, se realizo por la técnica de vector T (97); aprovechando la caracteristica de la
enzima TagDNA polimerasa, de adicionar un residuo de adenilato al final de cada cadena de

g R DNA recién sintetizada.
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El vector pBS SK (5 pg) se digirio con la enzima de restriccion £co RV (20 U) en un
volumen de 20 pl para linearizarlo. A la digestion total, se le adicionaron 200 pl de H,O 'y se lavo
con 50 pl de fenol y 50 ul de sevag, se recuperd la fase acuosa para precipitar €l producto

digerido con 2.5 volumenes de etanol.

El DNA precipitado se resuspendio en 20 ul de H,O milliQ, después se puso en presencia
de la enzima TagDNA polimerasa (1.5 U2 pg/ 20 Wl de volumen) con 5 pi de buffer 5X (50 mM
l KCl, 10 mM Tris pH 8, 1.5 mM MgCl, y 200 pg/ut 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 clonacién de insertos
derivados de PCR, fue utilizado directamente a partitr de esta reaccion sin modificaciones
posteriores.
Reaccidn de ligacion,

Para ligar los fragmentos, se mezclaron los siguientes volumenes en un tubo de 0.5 ml:

Veetor pBSSK(+) (“vector T7) 2 ul (~250 ng).
Inserto (producto de PCR) 5 ul (~400ng).
Buffer de ligacidon SX 2 ul

] T4 DNALigasa | U/ml 2 pl
H,O milliQ esteril 8 ul.

La reaccion fué incubada por 12 ha 16°C

Para estimar la eficiencia y concentracion del producto de la ligacion, se depositaron 5 il
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 analizé tratando de apreciar un
sistema de bandeo a lo largo del camril donde fue colocada la muestra, indicativo de que la

ligacion fue eficiente.
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La ligacion se transformo en bacterias XL 1-Blue Ca"" competentes en placas de petri con

medio LB y antibiéticos (ampicilina 50 pg/mli-tetraciclina 12 pg/ml). Brevemente, para preparar
las bacterias Ca++ competentes, la cepa XL1Blue fue crecida toda la noche en 4 ml de LB con 12
ug/ml tetraciclina, de aqui 1 ml se transfirié a S0 ml de medio LB-tet para incubarse por 2 h a
37°C. Las bacterias se recuperaron por centrifugacion a 4°C. Finalmente, la pastilla de bacterias
se resuspendio en CaCl, 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 ml de CaCl,
0.1 M pre-enfriado a 4°C, se colocaron en hielo y se hicieron alicuotas de 50 ul congelandose en
hielo seco.

1 Las alicuotas se guardaron a —70°C y una de ellas se transformé por el protocolo

4 convencional (98):

1. 5 ul de la ligacién se mezclaron con 50 pl de bacterias Ca*™ competentes y se incubaron en

1 hielo por 20 min.

4 2. La mezcla de bacterias y DNA se sometié 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 antibiético alguno a 37°C por 40 min, en

agitacion a 200 rpm. Después se centrifugaron a 3000 rpm, se eliminé el medio de cultivo

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

plaquear en agar LB con antibidticos e incubacion toda la noche a 37°C.

Minipreparacion del DNA plasmidico. El plasmido recuperado a partir de las colonias por €l
método de lisis alcalina (98), se compard primeramente por electroforesis en gel de agarosa 0.8%
contra pBlueScript carente de inserto y las clonas que presentaron retraso en la migracion, fueron
caracterizadas primeramente con las enzimas de restriceion Xho I 0 Kpn 1 que determinan la
arientacién del inserto y posteriormente, con enzimas especificas que evidenciaban la identidad
de los diferentes potenciadores clonados, como Fok Iy Af1 111 para identificar al potenciador de

hPL-3 y Dra I para discemir entre los potenciadores de hPL-1 y hPL-2.
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Una vez seleccionadas las colonias y corroborada su identidad, se procedi¢ a determinar su
secuencia nucleotidica por el método de secuenciacion ciclica por PCR para evidenciar si existian
cambios nucleotidicos introducidos por la 7ag DNA polimerasa, que pudieran afectar la

funcionalidad de los potenciadores.

Después de seleccionar las clonas que no contenian cambios nucleotidicos en la secuencia de los
potenciadores, se subclonaron hacia el exttemo 3° del gen reportero hGH-N utilizando las
enzimas Xho 1y Kpn I (sitios de restriccion presentes en el vector e introducidos artificialmente
en los oligonucledtidos usados en la amplificacién) en los recombinantes con versiones
promotoras de -496 pb, mediante las siguientes condiciones de digestion.

pBS hGH-hPL (0.5 kb)hGHN: 3 pg (3p)

Buffer NEB #1 5l
KpnINEB 10 U/ml 5l
H,0 milliQ 37

Incubacidn a 37°C por 12 h.

Tras verificar por electroforesis en gel de agarosa que el producto fue digerido completamente, se
adicionaron 5 yl de la enzima Xho I NEB (10 U/pl) y la reaccién se incubd a 37°C por 12 h. El
producto se purificéd y se ligo con los potenciadores hPL-1, hPL-2 y hPL-3 digeridos con Xho 1y
Kpn 1. Después se realizé el mismo procedimiento de evaluacién de la ligacion en gel v
transformacion en £. cofi 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 caracterizacién se
k8 hizd con las enzimas £co RI-Kpn I, que liberaban el promotor con la unidad transcripcional y el

& potenciador 6 con Aho I-Xpn T que liberaban exclusivamente las regiones potenciadoras.
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3.4.4 Estrategia de construccion de quimeras hPL-1 y hGH-V.

Se partié de construcciones previas realizadas en la ULIEG: pSVgpthPL-1 reparado (tésis de
maestria del Dr. Ramirez-Solis), pPBShGHV Eco Rl y de pBShGH-V/hPL-1(0.5)hGH-N (estas
ultimas obtenidas en el objetivo mimero uno de este trabajo). Para la obtencién de las quimeras,
se utilizo el protocolo previamente descrito como mutagénesis por DNA homologo (99) en donde
los vectores se digirieron con Eco Rl (-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 6
pBShGHYV).
2) Los mismos promotores pero con exones I y I de hGH-N (pBShPL1/hGHV(0.5)hGHN).
El exon I, IV y V de hPL-1, hGH-V ¢ hGH-N,

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

figura 7.

3.4.5 Construccion 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 consiruy6 un vector de expresion de la variante HGH 20K. La construccion
codifica la isoforma de la HGH con peso molecular 20K y consiste dei gen hGH-N unido al
DNAc de HGH 20K pero a partir del segundo exon, es decir, que conserva el primer intron. La
expresion del gen hibrido es regulada por el promotor mimimo de P actina humano (No. de acceso

en GenBank: Y00474).
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El vector pPactinahGHN2 1K fue desarrollado por dos principales razones:

1) Utilizarlo como control de eficiencia de transfeccion en los ensayos de RT-PCR
cuantitativo, pues el producto de expresién compite con las quimeras por los

oligonucledtidos 112y 113,

2) Contar con un sistema de referencia de expresion del DNAc HGH 20K regulado por un
promotor que no pertenece al locus 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

expresion utilizando algunos de los promotores proximales hGH-hPL.

Para lograr esta construccion, primero se obtuvo el vector pPBShGHN21K utilizando al vector
pBShGHN Eco Ssp y pAVEhGH20K como es descrito en la estrategia general de la figura 10,y a
partir de pPBShGHN21K se obtuvo, como se describe en la misma figura, al vector intermediario
pBSCMVhHN21X, necesario para conseguir el vector final pPactinahGHN21K, que seria

utilizado para Jos ensayos de transfeccion y RT-PCR competitiva,
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PCR, como lo ejemplifica la estrategia en el esquema de la figura 11.

—

Figura 10. Construccién de vector intermediario para pPactinahGHN21K. Para ia constmccion de un vector intermediario
(pBSCMVhGH21K), necesario para obtener el vector de expresion ubicua de la variante HGH 20K regulado por ef promotor
de Pactina humano, se utilizaron 4 plasmidos con las enzimas de restriccion indicadas en negriias, se recuperaron los
fragmentos de interés (promotor, exones o intrones) que después de ligar y transformar bacterias Ca++ competentes, generaron
al vector pPBSCMVhGIIN21K, que seria usado para obtener el vector final para evaluar eficiencia de transfeccion por RT-

En un segundo paso, para generar €l vector definitivo, se utilizaron los plasmidos
pBShGHN21K, pPBSCMVhGHN21IK y a pABO que dieron origen a ppactinahGHN21K, el cual
fue co-transfectado con pBShGHN Eco-Ssp en diferentes tipos celulares y analizado por RT-
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Figura 11. Construcciéon y analisis del vectot pSactinahGHN21IK. Tres vectores fueron usados para generar el vector
definitivo pfActinahGHN21K. Para znalizar la funcienalidad de su promotor, asi como la concentracidon del ptasmido que no
saturara la reaccion de RT-PCR después de introducirlo en células en cultivo, se co-transfectod en diferentes concentraciones
con pBShGH-N Eco-8sp (en concentracion constante), por lipofeccion en cuatro lineas celulares. Para el analisis se utilizaron
dos tiempos pos-transfeccion: 24 y 48 h para extraer et RNA total de las células y los niveles de expresion, se analizaron por
RT-PCR utilizando los oligonucledtidos 112-113. El producto de PCR se separd 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, nommalizindose la
concentracion de RNA en las reacciones, con la banda de GAPDH.

3.4.5.1 Transfeccion de pPactinahGHN21K en diferentes lineas celulares.

Con la finalidad de demostrar que e! plasmido pBactinaGHN21K podria ser usado para
evaluar eficiencia de transfeccion y que los niveles de expresién no saturarian el sistema
competitivo de RT-PCR, el vector fue co-transfectado en diferentes concentraciones (0.5, 1.0y
1.5 pg) en tres lineas celulares (COS-7, 3T3, HeLa, GC y JEG-3) con pBShGH-N Ec¢o-Ssp que
expresa HGH 22K y el cual se mantuvo en concentracién constante de 0.5 pg. Los plasmidos
fueron mezclados con 3 pl de Lipofectamina/2 pl de reactivo PLUS, en placas de 35 mm con

5x10° células (cada ensayo se realizé por triplicado).
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3.4.5.2 Extraccion de RNA de células transfectadas.

Para evaluar los niveles de expresidn, después de 48 h las células fueron lisadas y el RNA
se extrajo con solucion D por el método de isotiocianaio de guanidina (para S0 mi, CHN;-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 B-
mercaptoetanol 0.36 m]) (100), brevemente:

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

con pBS 1X esténl. Se adicionaron 200l de solucion de lisis-Bmercaptoetanol (solucion

D). Para una lisis total, la solucion se distrubuyo por la superficie raspando con la puntilla.

2. El lisado se recuperd en un tubo Eppendorf de 1.5 ml en hielo y se adicionaron 50 pl de

acetato de sodio 4M pH 4.0.

3. Se agregaron 100 W de fenol saturado con H,0 DEPC y 20 ul de sevag, se agité en vortex

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

La fase acuosa se recuperd y el RNA se precipité por adicion de dos volumenes de etanol
100% e incubacién ¢ toda la noche 2 —70°C. Las muestras se centrifugaron a2 12000 rpin ad’Cy
la pastilla de RNA se seco en esterilidad, para resuspenderse en 50-80 pl de H,O DEPC. El RNA
se cuantificd por absorcion en UV a 260 nm y colocando una alicuota de 2 ul en gel de agarosa
1%-isotiocianato de guanidina (60 mg ISTG/100 ml=1M), por densitometria con el
fotodocumentador GelDoc 2000 (9s); el resto de la solucién de RNA se guardo a —70°C hasta su

uso.

3.4.5.3 Construccion del competidor para RT-PCR cuantitativo.

Para obtener un sistema cuantitative de PCR, se decidid construir un vector que ademas de
competir con los templados blanco por los oligos 112-113 en la reaccion de PCR, sirviera
también como referencia estandar de la cantidad de DNA adicionado a la reaccion y normalizar
las cuantificaciones por densitometria en el fotodocumentador Gel/Doc 2000. Para la obtencion
del competidor, se parti6 de una construccion previa realizada en nuestro laboratorio el

pBShGH20K, con el DNAc gue codifica para la hormona del crecimiento 20K clonado entre los
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sitios Bam HI y Eco RI. Con la tecnica “D-Loop™ (descrita por Green y col. en 1980 [101] y
modificada por Castro-Peralta y col. 2000 [102]); utilizamos el oligonucleétido Edr! (hibridacién
especifica en el exon II posicion; +364 - +350) hibnidade al vector pBSSKhGH20K y después se

digirié con enzima nucleasa S1, (endonucleasa que digiere cadena sencilla de DNA). La figura
12, muestra e] alineamiento de los DNAc¢ de HGH 20K y 22K indicando el sitio de hibridacion al
. s e L3
oligo Edrl, asi como la delecién generada por accién de la mucleasa S1, para obtener HGH
20K3Edrl, El esquema de la estrategia general y la descripcion del protocolo que permitié hacer
una delecion especifica de 26 pb, se ejemplifican en la figura 13 y en el apartado 3.4.54,
respectivamente.
47 RBam WT FIN T
DHALIOK SR IS CRAGECITAA T TCT T ORACTACICAGEOTL CIGIGGH AT ITATT TRECHRT
DNAGZORdES 1 GERICC CARGGTCCAAC TCCLCGAACCACTCAGGGTCCTRTGOACAGI TCACT TAGCGEC
R R e e S L e e T S A S S R e L R et B T T
Mok de dnicio Loadpaasién EXOM IX NEAGRIGGACGGEMEC
INACZOK AATGOCTGONG  GCTCCUGGACSTCOC TECTCC TESCTTTTGECC TECTCT R CTECCCTG
PNAGZOKJEds1 AATGGCTGCAS GCTICOCGRACGTOCCTGLTCCTERCTTTTGEC == e,
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B Vv
DNA:z20K Aatmsccccmcmmxcnmm@ccrmo.mm TCGACACAAA
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Figura 12. Alineamiento de secuencias de los DNAc de HGH 20K y hGH 20K 8Edr! . En la presente figura, se
muestra el alineamiento de secuencias del DNAc hGH 20 K y DNAc hGH20KSEdrl. En el alineamiento se
identifican los cinco exones los cuales se separaron en la transicién de cada exon, Se especifica también la
delecion natural de 45 nucledtidos que sufre el DNAc de HGH 22K para generar el DNAc de HGH 20K, asi
como el sitio de hibridacién del oligo Edrl en el segundo exén del DNAc HGH 20K y que por accidn de Ia
nucleasa S1, es deletado en la corTespondiente secuencia de hGH20K 8Edrl.
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Figura 13. Estrategia General para obtener el competidor hGH 20K3Edrl. El vector pBShGH20K que tiene clonado el
] DNAc que codifica para HGH 20K, se utilizd para obtener el competidor plasmidico para el RT-PCR cuantitativo, utilizando
la técnica D-Loop. La incubacidn & 75 °C permite la hibridacion especifica del oligo Edrl al segundo exén 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 €l oligo Edr] de la cadena del DNAc
20K, la enzima S1 digiere la cadena sencilla de DNA hibridizada primeramente al oligonuledtido. El producto de digestion se
ligd y se transformo en £ coli XL1-Blue, Las colonias pBShGH20K 8Edr1, se analizaron por PCR, después de 48 h pam

separar el producto amplificado en gel de agarosa 3% comparandose contra los productos de PCR de tesugos (DNA¢ HGH
22K y DNAc HGH 20K).

§ 3.4.5.4 Protocolo de digestion con nucleasa S1 para microdeleciones.

1. En un tubo Eppendorf de 0.5 wl se colocaron 10 pg de vector pBSSK hGHN20K.

2. Se agregaron 7 pg de oligonucleotido “Edrl” (5’-acgagacggacgggaccgaagttcte-3° (26
nucledtidos, %GC=62) y Hevo a un volumen de 50 ! con NaCl 0.2M (0.584 g/50 ml).

3. Se desnaturalizo a 95 °C por 3 min y después se incubé a 75°C/1h.

4. Se adicionaron 100 pl de H,O destilada estéril y se precipitd con 2.5 voliimenes de etanol
100% y se incubé 220 °C 1h |

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

6. El DNA se resuspendié en 100 pl de Buffer de Nucleasa SI {acetato de Na 33mM pH 4.6,
NaCl 50mM, ZnCl; ImM, 5 % glicerol) y se adicionarc;n 2 pl de Nucleasa S1(Boheninger)
a 100 U/ul (2000 U/ml). La reaccién se incubd 1 ha 4°C.

7. La digestion se separo por electroforesis en gel de agarosa preparativo al 1% en TBE 1X 'y
el DNA linearizado se purificé por filtracion a traves de fibra de vidrio.

8. El DNA se resuspendio en 20 pl de H,0 dd y una _ parte del producto purificado, se

sometio a ligacion utilizando 2 U de T4DNA ligasa en 20 pl, a 37°C por S h,
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9. La ligacién se transformé en células E. coli TOP10F” Ca™ competentes por métodos

convencionales, utilizando 1/4 parte del producto ligado.

Para el analisis de las clonas portadoras de la delecién, el DNA plasmidico de 5 colonias se
tamizaron por PCR incluyendo como controles de tamafio los productos amplificados a los
vectores pBSSKhGH20K del que se partio y pAVEhGH22K que porta el DNAc de HGH 22 kDa.

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

respectivamente) gue cuentan con la siguiente secuencia nucleotidica:

5’-ctc agg atc ctg tgg aca get cac cta-3" (27 bases, clave: 961111-112, Tm:56°C).
5’-tcg aat tce agg aga ggc act ggg-3’ (24 bases, clave: 961111-113, Tm:58°C).

Los productos fueron amplificados bajo las siguientes condiciones de PCR

DNA plasmidico (clonas o vectores): 50 ng

Temp. Desnaturalizacién: 95°C/1 min Oh:go 12 (5 MM): : ll].
Temp. al.inu.r_m'ento:o@"C/lmip Oligo 113 (5 uM): 2 l.l.]
b ey 1 s Buffer 5X: 2.5 pl

dNTP’s 10 mM: 1 pl
Tag DNA polimerasa (5 U/ul); 0.5 ul2.5 U.
H-0 milli O: a25 ul

3.4.6 Mantenimienta de las lineas celulares.

Las lineas celulares derivadas de placenta (JEG-3), pituitaria (GC o GH3) y cancer
cérvico-uterino (HeLa), fueron mantenidas en cultivo celular utilizando medio de cultivo Opti-
MEM (linea placentaria) y DMEM (las otras lineas celulares), en presencia de 10 % SBF, a 37°C,
en atmosfera de 5% CO,/95% aire y con 95% de humedad relativa en botellas de 75 mm hasta
alcanzar la confluencia y ntmero celular necesario para las repeticiones en el ensayo de

expresion.

Una vez obtenido el nimero de células, se incubaron en una solucién de tripsina 1X (0.25
mg/ml) a 37 °C por 5 min. Las células despegadas del sustrato, fueron centrifugadas a 4000 rpm

por 5 min, se eliminé rapidamente ia solucién y el botén celular fue resuspendido en 4 ml de
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medio de cultivo fresco con 10 % SBF y posteriormente, se contaron utilizando una camara de
New Bauer (103).

Después de contar las células en los ocho cuadrantes de la camara, se calculo el nimero de
células por mi de medio de cultivo utilizando la siguiente ecuacion (103):
Células por ml=(Media de la cuenta por cuadrante) (factor de dilucién de la muestra) (10).
El nimero de células necesarias para los experimentos de transfeccidn, se ajustd al drea de
superficie de la placa:

60 mm: 1.5 x 10%, 35 mm: 5 x 10° o placa de 96 pocillos: de 2 x10°.

3.4.7 Transfeccion y condiciones optimas del cultivo celular para ensayos de expresion.

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
célutas GC tammbién de pituttaria de rata, para los objetivos subsecuentes. Para transfectar las
células GCy Hela, con el plasmido purificado por gradiente en CsCl (104), se estimo una
confluencia aproximada de 60 % (alcanzada un dia después de adicionar la cuenta celular antes
mencionada). Mientras en el caso de las células JEG-3, se realizé cuando se observaron regiones
de monocapa con estado claro de diferenciacion tipo sinciciotrofoblasto (dos dias 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 transfeccion se prepararon el dia anterior en
placas de 35 mm o en placas de 12 pocillos. La marfiana siguente, se realizo un lavado con PBS

1X para eliminar las células no adheridas y estimar ¢l porcentaje de confluencia.

3.4.7.1 Protocolo de transfeccion (105).

1. En una placa de 35.mm? la cual presentaba la confluencia celular (dependiente del tipo
celular a analizar), se realizd un lavado de las células con medio de cultivo Opti-MEM
conteniendo 10% SBF y se incubaron a 37 °C en la incubadora de CO,.

Solucion A: Se diluyeron 1 pg del DNA a ensayar y 1 pg de pCMVSportfGal en 100 W
de medio OrMEM.

43




Marerial v Métodos

Regulacién del complejo multigénico hGH-hPL mediado por hormanas y faciores transcripcionales

Solucidén B: En 100 ul de medio de cultivo OrniMEM carente de suero y de antibioticos, se
depositaron 6 pl lipofectamina con 2 ul reactivo Plus para células JEG-3, mientras para
células GC v Hela: 4 con 2. |

2. Después de incubar por 15 min a temperatura ambiente, se mezclaron ambas soluciones y -
se incubo por 20 min a esa temperatura (este periodo de incubacion, permitio la formacion
de complejos entre el DNA y los lipidos catidnicos).

3. Se adicionaron 800 wl de medio sin suero y se homogenizé por inversion del tubo.

4. Se vertio el ml de mezcla por goteo en la placa con células, procuando cubrir
completamente la monocapa de células adheridas.

5. Seincub6 5 a 7 h a 37°C/5%C0,-95% aire/95% humedad.

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

en la captacién del DNA por las lineas celulares. En células JEG-3 y GC, se eliminé la mezcla

de transfeccion por aspiracion después de 5 h y se sustituyé por 2 ml de medio OrnMEM con

10 % de SBF. En las células HeLa, se conservo el medio de transfeccion y solo se adicioné 1

ml de medio OrmMEM 10% S‘BF, incubando por 48 h a 37°C/5%CQ,;-95% aire/95%

humedad. |

=
ﬁ
|

Ei tiempo de incubacion para analizar los niveles de expresion del gen reportero en el estudio

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

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

3.4.8 Ensayos de respuesta a moduladores de la transcripcion.

: Debido al nimero de repeticiones a ensayar para cada version promotora, se emplearon
placas de 96 pocillos con fondo plano en los ensayos con moduladores, potenciadores y factores
Idt: transcripeion. Con las indicaciones reportadas para este tipo de procedimiento (106), se
j utilizaron las siguientes variaciones:

1. Numero de células por pocillo: 3x10°.

2. Volumen de lipofectamina: 1 pl combinado con T pl de reactivo PLUS'y 33 Wl de OPTIMEM,
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4. Concentracion de DNA. Para los ensayos con potenciadores se uso 0.1 pg del DNA de los
recombinantes de las versiones con y sin potenciador/0.1 pg pCMVsportfGal en 50 ul de
oPTIMEM. Para los experimentos con factores transcripcionales, se utilizaron 0.2 pg del
vector de expresion del factor transcripcional (pRSVhPit-1, pRSVhPLA-1, pCMVSpl),
0.1 g del vector de expresién de hGH-N con version promotora hGH-hPL de 496 pb y
0.1 pg de pCMVSportpGal. La relaciéon de 2:1 (transactivador: secuencia blanco) fue
seleccionada de previos experimentos de optimacion titulando relaciones de 1, 2, 3 y 4:1

(datos no mostrados).

Los diferentes moduladores empleados en este wrabajo se prepararon de acuerdo a las
indicaciones de la casa comercial:
a) AMPc: La presentacion de 50 mg, se reconstituy¢ en 1 ml de medio de cultivo opPTIMEM
quedando a una concentracion final de 0.1 mM.
b) Ester de forbol (EF): La presentacion de 5 mg se resuspendio en 1 mi de DMSO, quedando a
una concentracion final de 7.9 pM. A partir de él, se prepararon diluciones de trabajo de 50 nM.
¢) Triiodotironina (T3): Disolucion dé la presentacion comercial (1 mg) en 100 ul de NaOH 1N +
1400 w de medio de cultivo OrnMEM sin SBF ni antibidticos. {Concentracion final 1.5 pM).
d) Acido retinoico (AR): Se reconstituyé en I ml de DMSO y el stock quedd a una concentracion

de 166.5 uM (166 ng/pl), a partir de la cual se prepararon soluciones de trabajo de 50 uM.

Todos los moduladores fueron disueltos bajo la menor iluminacién posible, en condiciones
de esterilidad y finalmente cubjertos con papel aluminio para protegerlos de la accion de la luz.
Se guardaron a —20°C hasta su uso y se adiciond al cultivo de células transfectadas, se hizod
también en oscuridad, en condiciones de esterilidad y a las siguientes concentraciones:

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

en esas condiciones por periodo variable de 24 h .
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3.4.8.1 Ensayo de B-Galactosidasa y normalizacion.

Las células co-transfectadas con pCMVsportBGal, fueron lisadas con el fin de recuperar et

extracto proteice para cuantificar la actividad de la enzima f—Galactosidasa, mediante un ensayo

colorimétrico basado en el protocolo segiun Eustice y cols. (107):

1)

3)

4)

5)

6)

Se removié el medio de cultivo (el cual se conservé a 4°C para posteriormente cuantificar
HGH) y las c€lulas se lavaron una vez con PBS 1X.

Se adicioné buffer de lisis (Triton X100 al 0.1% en Tris-HCl 250 mM, pH 8.0}, en un
volumen que dependid del drea de superficie transfectada y del nimero de células: 60 mm,
0.8 ml; 35 mm 0.5 ml y placa 96 pocillos, SO ul por pocillo.

La lisis se realizd raspando el fondo de la placa con un “gendarme™ en el caso de placas 60
0 35 mm y la con la micropipeta con la puntilla por aspiraciones repetidas, en placa de 96
pocillos. .

Después de recuperar las células lisadas en un tubo de 0.5 ml (60 0 35mm), se sometieron
a tres ciclos de congelamiento/descongelamiento (N, liquido/ 37°C) para favorecer el
rompimiento celular mientras las placas de 96 pocillos se colocaron a ~70°C por 30 min y
en seguida se descongelaron a 37°C por 10 min.

Se cuantificaron las proteinas totales del extracto celular por el método de Bradford (108), y
la reaccion colorimétrica de B-Galactosidasa se realizo con 25 mg de proteina en 150 pl de
sustrato CPRG 1 mg/ml {(CPRG 1 mg disuelto en 1 ml de buffer B-Gat: 1 mM MgCl,, 10
mM KCI, 50 mM B-mercaptoetanol, 60 mM Na,HPO,, pH 8.0) y se incubd a temperatura
ambiente y en oscuridad por 15 min ¢ hasta el desarrollo del color.

La reaccion se detuvo por adicion de 1/5 parte del volumen total de Na,CO, 1.5 M. La
lectura de absorbancia se hizo en microlector de ELISA Asj nm (filtro de referencia de
Ao nm) y la actividad de la enzima se calculd mediante la siguiente ecuacion (109):;
Actividad de B-gal (u)=[10° x As)/[No. de células x tiempo de incubacion en h).

Para la normalizaci6n U/ug de proteina=Actividad de p-gal (U)/[ug de proteinas to{:ales]
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3.4.8.2 Cuarniificacion de hormona del crecimiento humano.

La concentracion de HGH secretada en el medio de cultive fue cuantificada con un

estuche comercial inmunoenzimatico (ELISA) de Boehringer-Lakeside™®. El protocolo estd

basado en el sistema “sandwich”™ (110) descrito a continuacion:

1.

e T <2 I A

Preparacion de curva de calibracion estandar a partir del stock suplementado en el estuche
y basado en la siguiente serie de diluciones: Con el stock de 10 ng/ml (solucién 1) se
prepar6 el estandar de 400 pg/ml y de él se realizé una serie de diluciones 1.2 en 7 tubos
Eppendorf con buffer para muestra (solucion 7), generando estdndares de concentracion
400, 200, 100, 50, 25 y 12.5 pg/ml. Se colocaron 200 ul de las muestras y estdndares, en
tirillas de 8 pocillos que poseen un anticuerpo monoclonal anti-HGH fijado
clectrostaticamente en el fondo del pocillo.

Se incubd por 1h a 37°C y se realizaron 5 lavados con 250 ul de solucion 6.

Se adiciond el 1¥ anticuerpo anti-HGH diluido (también monoclonal) unido a
digoxigenina.

Se incub6 por 1h a 37°C y se realizaron 5 lavados con 250 p de solucion 6.

_Se adicioné el 2% anticuerpo anti-digoxigenina diluido, unido a 1a enzima peroxidasa.

Se incubd por 1h a 37°C y se realizaron S lavados con 250 pl de solucion 6.

Sc agrcgaron 200 pl dc sustrato o-fenildiamina (POD) y s¢ incubd 15 min cn oscuridad
para desarrollo del color. La reaccion se detuvo por adicion de H,SO, 4N.

La lectura de absorbancia se realizé con microlector de ELISA a Ayps nm y filtro de

referencia de Agygonm.

3.4.9 Adicion del competidor al RT-PCR cuantitativo.

La construccion del plasmido pBShGH20kd26 tiene una longitud de 4257pb, 1o que en Daltons

constituye un peso molecular de: 2,554,200 Da. La concentracion del pldsmido por densitometria

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

ajusté por dilucién a 50 fg (50 X 10" gy/ul.
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El tamaiio de la construccién con el competidor = 4257 pb con PM= 2, 554, 200 Da.
No de moles= g/PM (en 1 ul); 50 X 107 g/2, 554, 200 daltons= 1.9 x 10°?° moles/pl

No. de moléculas/pl= (No. de moles) (Neo. de Avogadro) (111)
(1.9 x 107) (6.02 x 10 P)= 1.2x10°moléculas/p! de competidor.

50 fg—--—eres-e1.2x10" moléculas (Por convencion, 1 attomol =
X we---—-— 6x10° moléculas = 250 fg 6x10° motéculas [112]).
1.2x10° mol-—m---—-- 50 fg

6x10° Mol-mmemmemn X= X= 250 fg, 0.25 pg 6 1 attomol.

El siguiente paso fue realizar diluciones hasta obtener 6x10° moléculas/pul equivalente a 250 fg (5 ul del
stock dc 50 fg/ul) de vector o 1 attomol.

Para determinar el rango optimo de amplificacién, se realizd una curva de diferentes
concentraciones del competidor, adicionadas a 250 ng de RNA total de las células co-transfectadas con
pBActinahGHN21K (control de expresidn ubicua) y pBShGHN LcoSsp (control de especificidad tisular).
El rango de concentraciones del competidor usadas fueron; $, 10, 15, 20 y 25 atomoles que se mezclaron
cada uno con 100 ng del RNA total. Las reacciones se hiciéron en un termocilador Mastercycler Gradient
marca Lppendorf con placa acoplada a gradiente de temperatura y tapa con temperatura controlada.

Una vez establecido el rango de linearidad, se co-transfecto 1 pug del vector quimera de hPL-1 6
hGH-V con 0.5 pg de pfactinahGH21K solamente en células JEG-3 en placas de 35 mm (debido a que el
analisis de las unidades transcripcionales en estudio, son preferentemente solo expresadas en células de
placenta), usando las concentraciones ya descritas de lipofectamina en la seccion de transfeccidn y
después de 48 h, el RNA total se extrajo por el método de Isotiocianato de Guanidina (100) para proceder
a la reaccidon de RT-PCR cuantitativo.

La mezcia de reaccion para RT-PCR se hizo con el estuche comercial One-step R1-PCR de BRL
bajo las siguientes condiciones de andlisis, en las que se mantuvo constante la concentracion del RNA
blanco.

1. Colocar en un tubo de pared delgada (200 ul) 12.5 pl de la mezcla de reaccion 2x.
2. Del RNA problema (10 pg-1pg) en el caso especiﬁco, se utilizé 0.2 ng.

48




Marerial y Métodos

Regulacidn del compleja multigénico hGH-hPL mediado por harmenas y factores transcripcionales

3. El competidor (1-10 atomoles para ensayos de expresion interna, 10-50 attomoles en ensayos de
expresion transitoria) (111,112).

4,1 pl oligo 112 (SuM).

5. 1 ploligo 113 (SpM).

6. 1 ul oligo GAPDH 5’ (5uM).

7. 1 ul oligo GAPDH 3’ (5uM).

8. 1 pl de la mezcia RT/Tagq.

9. Debido a que la concentracion final de Mg*? es 1.2 mM en la mezcla del estuche y se necesitaba de 1.8
mM para co-amplificar el competidor y GAPDH (ensayos de optimacién en nuestro laboratorio), fue
necesario adicionar MgSO, para complementar la reaccién utilizando la solucién de Mg** 4 mM incluida

en el estuche, (3 ul), asi como H;O tratada con dietilpirocarbonate (DEPC) hasta completar 25 pl.

Las condiciones de transcripcion reversa y amplificacién se realizaron en un termociclador
Mastercycler gradient Eppendorf con tapa de control de temperatura, en el cual las condiciones para
ambos tipos de reaccidn se incluyeron en un solo programa, iniciando por la transcripcion teversa. Dichas

condiciones consistieron de los siguientes pasos y tiempos de incubacion;

1. Desnaturalizacion del templado a 80 °C/ 10 min
2. Transecripcion reversaa42 °C 1 h.

3. Ipactivacién de RT a 95 °C 5 min.

Inicio de PCR=———
4. Desnaturalizacién a 95 °C 1 min.
5. Alineamiento 60 °C 1 min,
6. Extension 72 °C | 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) (112).
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3.5 Anadlisis de resultados.

Después de realizar el nimero de repeticiones indicadas y a partir de los datos recuperados
(densitometrias y concentraciones de HGH 0 actividad de BGal), se obtuvo la media, vananza y
desviacion estandar con las que se realizaron las pruebas estadisticas de analisis de varianza
simple (ANOVA de factor tnico), comparando en forma individual para cada gen los resultados
sin estimulo contra los obtenides con estimulo inducidos por los moduladores, factores
transcripcionales 6 potenciadores, utilizando una p= 0.5 y tablas de contingencia (113).
Igualmente, la media derivada de las unidades de densitometria 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 6 hGH-V.

SC
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CAPITULO IV
RESULTADOS.

4.1 Andlisis de regiones promotoras de los genes hGH-hPL.
4.1.1 Construccion de recombinantes.

Para obtener los recombinantes con diferentes longitudes en el promotor, iniciamos por
recuperar e] DNA plasmidico de los vectores que habian sido construidos previamente en la
ULIEG y en los que estan subclonados las diferentes regiones del locus hGH-hPL. A la fecha,
casi todo el locus de la HGH estd clonado en fragmentos de restriccion de diferentes tamafios en
diversos vectores (césmidos, pS¥ept, pBlueScript, Puc 18 6 19, pAVE, pMal, NUT y pPIC9). De
entre estos, seleccionamos aquellos que podrian ser (tiles para los estudios de regulacion del
complejo.

Debido a que muchas de las enzimas de restmiccidon necesarias para obtener los
promotores de estas construcciones liberan la regién promotora proximal intacta, pero
fragmentan la region promotora distal, unidad transcripcional o secuencia 3°, decidimos utilizar
unu estrategia de ligacion de tres fragmentos (promator proximal, promotor distal y vector
contentendo la unidad transcripcional hRGHN) con los genes hPL-2, hPL-3 y hGH-V. En el caso
del promotor hPL-1, se pierde el sitio de restriccion Bam HT en la posicién +2 por un cambio
nucleotidico, debido a 1o cual se €ligio el sitio de restriccion Aaz 11, ubicado 6 nucledtidos hacia
el extremo 3’ del sitio aceptor de spficing en ¢l exon 1l generando un recombinante con el exon [
e intron 1 de hPL1 fusionade a la umdad transcripcional de hGHN. En el caso de hGH-N,
usamos una construccion que cuenta con la unidad transcripcional y regiones flanqueantes del
gen, clonada en el sitio de restriccion Sma | de pBlueScript KS(-).

La ligacion generd construcciones con regiones promotoras de tamafio variable entre 2.2
y 3 kb, conservando la secuencia P inhibidora de la transcripcidn en células hipofisiarias para los
promotores placentarios (12), asi como la mayoria de los elementos reguladores de la

transcnpeion descritos al mamento en los promotores de hPL-2 ¢ hPL-3 (22, 30, 32, 47, 48, 59). Las
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clonas con promotor largo se caracterizaron digiriendo con Aaf [I-Sac I que libera el promotor
largo de cada gen fusionado al exén I e intrén I de hGH-N, mientras que para las clonas con
deleciones de_ promotor (-496, -140 y -70), se utilizaron a BamHI-EcoRI 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). |
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Figura 14, Caracterizacion de recombinantes. A) Las versiones largas de los promotores fueron liberadas en doble digestién
con las enzimas Aaf I y Sac I, B) Para los recombinantes con versiones promotoras cortas, s¢ hizo doble digestion con Bam
Hiy Eco R, aprecidndose la liberacion de los fragmentos en tamaifios que varian entre 496, 140 y 70 pb.

4.1.2 Comportamiento en cultivo celular.

Después de purificar los recombinantes por gradiente en CsCl (i04), éstos fueron co-
transfectados en tres diferentes lineas celulares (JEG-3, GH3 y HelLa) por electroporacion;
usando al vector pGL2Luc usado como control de la eficiencia de captacion del DNA. Se
cuantificaron las unidades de luz por ug de proteina utilizando un lumindémetro y la
concentracion de HGH por RIA, que se normalizé por unidad de luz relativa por pg de proteina
total y los datos resultantes fueron graficados como se muestra en la figura 15. De estos

resultados se pueden destacar 3 puntos:
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a) La expresién diferencial de los genes quiménicos dependiendo del tipo de promotor hGH o
hPL utilizado, b) La longitud del promotor afecto los niveles de expresion 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 continuacion.
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Figura 15. Anilisis de la potencia y especificidad de los prometeres. Después de purificar los plasmidos por CsCl, las
diversas versiones promotoras fueron co-transfectadas con pGL2Luc en las lineas celulares indicadas para asi cuantificar la
proteina reportera HGH secretada por el método de RIA y normalizando los valores cbtenidos.al dividirlos entre las unidades.
relativas de luciferasa/pg de proteina total.

Promotores largos en JEG-3.

Los miveles de expresion alcanzados por los recombmantes fueron significativamente
diferentes entre ellos (p 0.05) en este tipo celular derivado de placenta. Una caracteristica
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
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de expresion resultaron comparables a los obtenidos con el promotor hPL-2, el que ha sido
tradicionalmente considerado el mas fuerte del complejo. El promotor de hPL-1 también produjo
altos niveles de HGH y tuvo un comportamiento mas similar al promotor de hPL-3, mientras el
promotor hGH-N no presento expresion significativa en estas células placentarias.

Promotores largos en GH 3.

No se detecto expresion de la proteina HGH en células de pituitaria comr los promotores
placentarios largos, lo que era esperado debido a que conservan la secuencia con interaccidon con
el elemento inhibidor de células de pituitaria (secuencia P) (12,71). El promotor de hGH-N tuvo
niveles de expresion intermedio a los que se detectaron para hPL-2 y hPL-3 en placenta. Debido
a esto consideramas 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
transcripcion, aparentemente se ve reprimida en las células de origen placentario (JEG-3).
Promotores largos en HelLa.

En células Hela, se detectaromr niveles basales de expresiom de HGH sumilares a los
obtenidos con un vector control conteniendo el gen hGH-N pero carente de promotor, lo que
demuestra que ninguna version 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 496 pb en células de pituitaria y placenta.

Al comparar los niveles obtenidos de HGH con las versiones de 496 pb, se encontrd que:
1. Todos los promotores, tanto en JEG-3 como GH3, mostraron disminucion de los niveles de
HGH, sugiriendo que efectivamente los elementos de regulacion ubicados en la region distal
tienen efecto en los niveles de transcripcion y expresion
2. Los promotores proximales placentarios presentaron actividad en células GH3, pues se detecto
expresion de HGH, lo que se explica por la eliminacion de elementos represores presentes en el
promotor distal (secuencia P), ademas, la concentracion de HGH fue ligeramente menor en este

tipo celular hiposfisiario comparado con la obtenida en JEG-3 (placentario).
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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 transcripcion que las versiones de 496 pb, lo que
apunta a la acciéon de un elemento represor emtre —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, permitié determinar la
fuerza de los promotores respectivos bajo las condiciones basales en cultivo celular, pero aiun
desconociamos su respuesta a hormonas y moduladores quimicos, como lo representa el

sigutente esquema.

) Efecio de la unidad Lranscripcional
Regiones reguladoras Promotor

=

A Acido Retinoico { Tri iodot
B Este de forbal
C AMPc

Figura 16. Ubicacion de elementos reguladores. El locus hGH-hPL contiene muy vanados elementos reguladores de la
transcripcion. Este esquema representa la posible ubicacion de dichos reguladores y con una interrogante (?), se especula
sobre el efecto que pueden tener estos sobre los niveles de expresion de las secuencias que regulan.

4.1.3 Andlisis de moduladores de la transcripcion. .

Con el objetivo de Tesponder a las interrogantes de 1a figura antenor, las construcciones
con. promotor largo fueron co-transfectadas con el vector pCMVSportpGal, en JEG-3, GC y
HelLa. 12 horas después de la transfeccion, el medio de cultivo de las células se remplazéd por
otro suplementado con moduladores hormonales: T3, acido retinoico, AMPc o éster de forbol a

las construcciones sefialadas en material y métodos, para dejarse en incubacion por por 24 h mas.
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Para evaluar la eficiencia de transfeccion, se midio la actividad de ia -enzima
B-Galactosidasa en el extracto celular con una reaccion de color, generada por actividad de la
enzima expresada, sobre el sustrato cromogénico CPRG, con modificaciones minimas al método
originalmente reportado (107). La concentracion de HGH secretada al medio de cuitivo se
cuantificé por ELISA, que amplifica la sefial de deteccion con digoxigenina, lo que proporcioné
mayor sensibilidad al sistema. La figura 17, ejemplifica los resultados de la reaccién de color

obtenidos en los ensayos de B-Galactosidasa y ELISA.

ELISA en medio de cultivo Actividad de B Galactosidasa ‘ELISA en medio de cultivo
SIN estimulo en JEG-3 (Eficiencia de transfeceion) CON estimulo

@f‘%‘ —@*’i‘?j | Negativo .
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Figura 17. Eficiencia de transfeccion y-cuantificacién de HGH en cétulas JEG-3. Las células transfectadas fueron lisadas
después de 24 h y el medio de cultivo 5e recuperd. Se muestran las reacciones de color para la cuantificacion 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 concentracion de HGH). Asi mismo, se ilustra el ensayo de f—Gal en el extracto celular para
determinar la eficiencia de transfeccion. La intensidad de color de fGal fue muy similar en todas las transfecciones sin
embargo, las reacciones de color en €l ensayo ELISA demuestran diferencias .de intensidad en los pocilles con y sin
moduladores.

Después de obtener la concentracion de HGH a partir de las umdades de absorbancia y la

curva de calibracion, se normalizé por unidad de f—Galactosidasa calculada y los resultados se
graficaron como funcion de la concentracion de HGH en ng/ml por Unidad de PGal/ug de

proteina total, la que se muestra a continuacion.
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Figura 18. Efecto de moduladores en los niveles de expresion en células JEG-3. Celulas de placenta transfectadas con
los recombinantes con promotor largo, se expusieron 2 moduladores hormonales y de tipo segundo mensajeros Todos los
moduladores activaron {a expresitn de los promotores excepto Tritodotironina sobre hGH-N. en el que apareniemente por
efecto de la desviacion estandard, no presenté ningun signo de activacion. N=p(2.2)hGH-N, |1=pPL1(2.4)hGH-N,
2=pPL2(3 HhGH-N, V=pGHV(2.3)hGH-N y 3=(2.6)PL3(2 6)hGH-N.

En resumen, el orden de activacion de los datos en JEG-3 fueron de la siguiente manera:
T3: hPL-2>hPL-53>hPL-1=hGHV>hGHN.
Acido retinoico: hPL-2>hPL-3=hGHN>hPL-I=hGHV.
AMPc: hPL-2>hGHN> hGHV >hPL-1=hPL-3.
Ester de forbol: hPL-2>hPL-1=hPL-3=hGHV=hGHN

En general, el orden por modulador que mejor—activo la expresion fue el siguiente: Acido

retinoico>AMPe~T3>éster de forbol.

Al 1gual que en JEG-3, se analizé la respucsta de los recombinantes a los moduladores en
celulas de pituitaria (GC). los datos recuperados también se normalizaron y graficaron. Sin
embargoe, en esta linea celular unicamente el promotor de hGH-N fue funcional y tuvo una
respuesta mas favorable a AMPc que a acido retinoico; contranio a JEG-3, en donde 1a activacion

fue mejor con este Gltimo. Los datos numericos se presentan en la tabla IV,



Resultados

Regulacion en el complejo multigénicao hGH-hPL mediado por hormonas y factores transcripcionales

Tabla I'V. Niveles de HGH detectados en los ensayos con moduladores. *

IActividad de f~Galuctosidasg Sin = Acido AMP Ester de
JEG-3 U/ug de proteina total Esamulo 5 retinoico £ forbol
hGHN 5.7 85432 37421 66124 | 326+21 235426
hPL-1 6.3 186421 | 396441 | 472246 | 323236 | 282124
hPL-2 52 2478305 | 9438 | 1053363 | 664223 | 48048
184503
hGHY 66 BA20; 316418 312423 | 4332387 32.1+42
hPL-3 6.1 113428 476+41 | 6601+59| 2049+29 | 283451
GC
hGHN 41 187418 | 78419 | 3944325 { 5854364 | 325+1%
hPL’s/hGHV Ne se detecté expresion significativa con ninguno de los promotores placentarios

*Los datos de concentracion de HGH son los de las graficas presentadas, las cuales estin normalizadas a las unidades de
p—Galactosidasa calcutadas por pg de proteina 1otal. Los ensayos fueron por triplicado mismos de Jos que se presenta la

media y desviacion estandard.
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Figura 19. Efecto de moduladores en los niveles de expresion-en células-GC. Se analizé el efecto de cuatro moduladores de
la transcripcion en los recombinantes con promotor largo hGH-hPL transfectados en células denvadas de pituitaria y los
niveles de expresion de HGH se compararon conwrd los obsenidos con los recombinantes en ausencia de moduladores. El valor
de HGH fue normalizado por U de f§ Galactosidasa y se detectd expresion solo con el promotor hGHN. La activacion fué
dependiente del modulador analizado aungue con T3 se detectd un claro efecto de represion de cerca de 60% de la expresion
del gen reportero con respecto al contro| sin moduladores.
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Los datos del nimero de veces de activacion o represion que cada promotor sufre por

accion de los moduladores en ambas lineas celulares, se resumen en la tabla V.

Tabla V. Niveles de activacion relativa por moduladores en JEG-3y GC*

JEG3 || B | e | AMPe | BE
hGBN ii?’;;iﬁ,’,“ | 78 6.2 28
hPL-1 203 2.5 174 152
hPL-2 ||  2m 4.26 =3 19
| hGHV || 13 22 192 1 g3
hPL-3 | 42 58 2.6 25
GC
 hGHN | Eeer | 21 3.13 L7
WPL’s/hGHV| | Yo se detecto expresion significativa con ninguno
de fos promoiores placemarios )

*  Los valores sin estimulo se tomaron como igual a 1 y la activacion relativa se calcul¢ utilizando la siguiente relacion:
{{HGHmoduladores}/[HGH]sinMod), tas veces de activacion son relativos a [a umdad.

4.1.4 Andlisis del efecto de factores de transcripcion.

Se ha estudiado el efecto de factores transcripciona]e§ endogenos sobre algunos de los
promotores hGH-hPL (Pit-1 en hGH-NJ62,631, hGH-V y hPL-2 170], Sp-1 en hPL-2 [61] 0 en hPL-
5160] y PLA-1 en hPL-3 y hGH-N [57]), aqui se presentan los resultados obtemdos al co-
transfectar los recombinantes con version promotora proximal de todos los genes del complejo y
los vectores plasmidicos que expresan los factores de transcripcién antes menctonados, en

celulas derivadas de placenta y pituitaria.
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Figura 20. Efecte de factores tramscripcionales en células JEG-3. Los recombinantes con promotor de 0.5 kb, fueron co~
transfectados con vectores que expresan factores transcripcionales y pCMV fGal para normalizar la eficiencia de transfeccion,
en las relaciones molares ya mencionadas en Material y Métodos. La concentracion de HGH se normalizo a las U de B
Gal/mg de proteina total y Jlos resultados fueron graficados. E! valor de barras corresponde al promedio de tres
determinaciones derivadas de experimentos diferentes.

Los promotores respondicron diferencialmente a cada factor transcripcional, sin embargo
el andlisis sugiere que los promotores hPL-1 y hPL-3 responden preferentemente al factor
transcripeional PLA-1, ya que presentaron casi el doble del nivel de activacion por PLA que por
Pit-1; mientras hPL-2 tuvo una activacion sin diferencias significativas con Pit-1 y PLA-1. El
caso del promotor de hGH-N respondié preferencialmente al factor Pit-1. El promotor de hGH-
V, tuvd mejor efecto a Sp-1 que a los factores POU (PLA y Pit) ensayados. Los resultados de la
respuesta en c€lulas placentarias, se presentan en la tabla siguiente, mostrando €l nimero de
veces de activacion que sufren los promotores por cada factor transcripeional,

Tabla VI. Concentracién de HGH y veces de activacion con factores transcripcionales en JEG-3.*
AGH ng )

JEG-3 |futadiet el | Sio | Spd | | PLAT |omon | P |ameens
hGHN 57+101 186721 1397479 Z1  [|558+6.1 36 [1094+73 58
hPL-1 63+0.87 124434 1197437 16 118243337 94 |6¥2+8) 55
hPL-2 53414 275+42 W3o1+t01 | 1.6 [1228+112] 44 1085 :10.6 334
hGHV 66+13 82427 576471 46 |226+64 27 |84 4-_3,5 22
hPL-3 6.1+0.92 188+30 {235+66 [ 13 [776+55 a1 |97+76 21

*En la tabla se resumen los datos de 1a figura 20.
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También se ensayd el efecto de los factores de transcripcion sobre los promotores en

células de pituitaria de rata, los datos fueron graficados y se muestran en la figura nimero 21.
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Figura 21. Efecto de factores transcripcionales en céflulas GC. Los recombinantes con version promotora de —496 pb,
fueron co-ransfectadas cop vectores de expresidn de factares #ranscripcigasles en proporciones 2.1 {factor
transcripcional recombinante) v pCMVsport§Gal. El analisis pos-transfeccién se realizd por cuantificacion de HGH en el
nredio de cultivo normalizado porumdad de § galactosidasa determinadas en el extracto proteico de las ¢élulas transfectadas.

Al igual que el andlisis en JEG-3, el factor transcripcional PLA-1 activé adecuadamente
en la linea celular GC, aumentado los niveles de expresion de los promotores placentarios y
hGH-N, pues en general, éstos respondieron mejor a los factores POU, alcanzando mayeres
niveles de ‘concentracién del gen reportero; mientras que €l promotor de hGH-V nuevamente

tuvo mejor respuesta a la accion de Sp-1 que a la de los factores POU. Interesantemente, al

§ comparar los datos de concentracion de HGH en ambas lineas celulares obtenidos por estimulo
' con los factores franscripcionales, fue mayor en c€lulas GC para hGH-N, hPL-2 y hPL-3 porla
transactivacion de Pit-1, lo cual esperabamos para el promotor de hGH-N pero- no para hPLs.
Ademads, la respuesta de hGH-N a Pit-1 fue mayor que la obtenida con PLA-1, mientras hPL-1

¥ presento el mismo nivel de activacion por estos factores en ambas lineas celulares.

61



Resuliados

Regulacion en el camplejo multigénico hGH-hPL wediada por hormanas y factares wanscripeianales.

En el caso de la respuesta de hPL-2 y hPL-3 al factor PLA-1 en ]Ja misma linea celular,
también fueron mayores que en JEG-3 y el comportamiento de respuesta fue muy similar a la
obtenida con Pit. EI mismo efecto observado para Pit y PLA se obtuve con SP-1 en los
promotores hPL-1, hPL-2 y hPL-3, pues también fueron mas favorablemente transactivados por
este factor transcripcional ubicuo en células de pituitaria que en células de placenta. También los
datos graficados se resumieron en la tabla VII, que presenta la concentracién de HGH obtenida
sin © con estimulo y en la VIII, €l nimere de veces en que cada promotor fue transactivado por

los factores de transeripeion.

Tabia VII. Concentracién de HGE obtenida y veces de estimulo con factores transcripcionales en células GC.*

Actividad 8 B Ual | | 0 ritno Veoes e Cocenrde . —
GC Ui e pucteing whal | [ S0 5EM0 [ Spe| wtivacion | PLA-I hcisgtyd Pit-1 b\
hG_Fm 20_711'1 n2 + 357 382421 189 358 +.6_,3 28 344.6 +8_'36 17.4
hPL'l - 215 :i.3 113 :’3.3 R21+24 72 1284 + 5_4 1i4 “-7'4'287 667
hPL.-2 198+ 0.7 353 + 12 | 916435 26 3893475 11.03 [3744+638 105
hGHV 222+09 192 118 § 483118 25 283421 15 234+51 13
hP1-3 84¥15 %2224 | N3436 | BT 1348492 | 514 Jaks+i132 | 45

*En la tabla se resumen 1os datos presentados en la figura ZT de la concentracion de HGH en ng/ml (normalizados por U de
galactosidasa) y el numero de veces de activacién de los promotores por los facteres transcripcionales,

4.2 Anailisis de la region 3’ de los genes del lactégeno placentario.

4.2.1 Clonacion de potenciadores del locus hGH-hPL.

Para analizar la participacion de la regién 3%en la regulacion de los genes de lactdgeno
placentario, las tres regiones potenciadoras reportadas para el locus fueron selectivamente co-
amplificadas por PCR a partir de DNA genémico humano, con oligonuleotidos 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 restriccion para determinar su identidad
¥ proceder a secuenciar sus insertos para finalmente, transferirlos a los recombinanies con

version promotora de 496 pb.
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La figura 22 ejemplifica la estrategia usada para la clonacién, asi como algunas de las
clonas positivas conteniendo €l inserto. La seleccion de las clonas plasmidicas candidatas se hizo
primero- per presentar su DNA retraso en: la migracién electroforética en gel de agarosa I %,
comparade contra pBlueScript carente de inserto. Las clonas elegidas fueron -adicionalmente
caracterizadas con las enzimas Xho 1 y Kpn 1 (las que actlian sobre sitios de restriccion
introducidos artificialmente en Ia secuencia de Ios oligonucledtidos) para liberar el fragmento
clonado, ademas de permitir conocer la orientacion de los insertos pues también estin presentes

en ¢l sitio méttiple de clonacion en et vector pBluescnipt.

| PCRDNA Genémico B

» Xho1(57)

Potenciadar

& Clonacién 430 pb

. Kpn 1(37)

Caracterizacion

C

Clonas digeridas con X#o I-
M1234567806]

n I

Vector pBlue

Seript

M: pPicS/Alu |

d Carmles 1-10: Diferentes
| colonias blancas en LB agar
con IPTG y Xgal, digeridas
las enzimas amba

Figura 22. Amplificacién por PCR y clouacién de los potenciadores de locus hGH-hPL. Los productos amplificados (A),
fueron clonados mediante la metodologia de vector T (B) y las clonas portadoras de inserto se caracierizaron en un primer
paso con las enzimas XAo 1y Kpn L que liberan el inserto (C). '
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Las clonas con inserto se caracterizaron con otras enzimas que determinaron la identidad
de cada potenciador. Los mapas de restriccion de las tres secuencias potenciadoras amplificadas
(oligonucledtidos incluidos) generados con el programa DNA Strider 1.3, se muestran en la
figura 23. Se usaron las enzimas Fok I y Af7 I, cuyos sitios de restriccion estian presentes
exclusivamente en el potenciador de hPL-3 y Dra I con dos sitios de restriccion en el
potenciador de hPL-2 y uno en hPL-1, para diferenciar a estos Ultimos. Una vez identificadas las
clonas, se secuenciaron y la secuencia se compard con la reportada originalmente (12), para
finalmente subclonarlos en los recombinantes con la version promotora de 496 pb obtenidos en

el objetivo 1 de este trabajo.

\ \ 249 Ace ] 329 Msi 1 428 Kpnl |
8 Xhoi 73 Pstd 116 Ava 1 221 Dral 309 Avr 1 383 dvg 11
] 1 1 1
; [ DF- | D | DI D S—
Enh-5PLI 434 pb- Sitios(inicos
8 Xhol \ 220 Dra | 295 Apo 1 428 Kpn T
is Hae 1 73} st 116 ava I 186 Dra 1 248 dcc 1307 Awr T 38_|l Ava 11 I
l : I
Enh-hPL2 434 pb Sitios nicos
\ \ 274 Nsi 1 \
8 Jok 1 \
8 Xho \ 281 348 Xmn 1 426 Kpnl
24 Pst | 67 Awa | 168 Dra 1 254 Avr 1l 507 Dde 1 371Aﬂ m ! d
Y |
| DF- |  DF B8 Dt )
Enh-hPL3 432 pb Sitios winicos

Figura 23, Mapas de restriccion de las secuencias potenciadoras de los genes hPL. A partir de la secuencia nucfedtidica
reportada en Jas bases de datos piblicas del complegjo hGH-hPL en el ‘GenBank, se stmulé la amplificacion con el programa
Amplify 1.0 utilizando los oligonucleotidos disefiados. La secuencia “amplificada™ con el programa computacional fue
analizada en el software DNAStrider 1.3. Las enzimas indicadas con flechas, permitieron determinar fa orientacién e
identidad del inserto en cada construccion.
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Vanas colonias conteniendo ¢l inserto de tamafio deseado, fueron seleccionadas y
digeridas con las enzimas sefialadas en los mapas de restriccion 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 anahsis representativo de 3 clonas con ¢l patrdn de restriccion esperado para cada
uno de los potenciadores de los genes hPL. El nimero y tamafio de los fragmentos obtenidos,

corresponden al patron de digestion diagndstico esperado para cada potenciador.

Nimero y Orden de clonas: 1,2,3 Agarosa2 %
K:KpnY m_K_ XK A : B) o
X-K Xhol-Kpnl AL ; 14135 Acrilamida 12%
AAAII
FFokl :
D:Dra} AL A =
Ml pPic9 Alul P : e L s 3, -
M2 aPstl 7 TR AR
% = il 5 % ~ 805
Conclusidn: :2? i .‘f%%”fﬁ;f& ff( *‘_’: "“‘"‘t 3 /
Clona 1: Enh hPL-3 o) ] g ARadery 516
Clona 2 Enh hPL-1 £ = ¥ - gg;
Clona 3: Enh hPL-2 - i e
AT e

Figura 24. Caracterizacién e identificacion de los potenciadores clonados. Las posibles clonas conteniendo los
potenciadores, se caracterizaron con las enzimas de restriccion sefialadas. A) Los fragimentos generados se resolvieron por
electroforesis en- gel de agarosa al 2%, B) En el caso especifico de la digestion con Fok I especifica para identificar al
potenciador de hPL-3, fue necesario separar las bandas de interés diagnosticas en un gel de acrilamida al 12%.

4.2.2 Secuenciacion 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 Y. y cols. reveld un cambio
nucieotidico-en el potenciador de hPL-2 (C por G, posicion 31944); dos mds en et potenciador de
EPL-3 (A por G posicion 54075 y T por C en 54260), mientras el potenciador de hPL-1 no
present6é cambios nucleotidicos. Los cambios en los potenciadores hPL-2 y hPL-3 se ubicaron en
los extremos de las regiones DF y de acuerdo a os reportes de Iiteratura sobre su funcionalidad

(87,92,93), no afectarian 1a actividad de los potenciadores durante los ensayos de expresion. -
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4.2.3 Sub-clonacion de potenciadores en recombinantes con promotor 0.5 kb.

Una vez corroborada Ja secuencia, se subclonaron los potenciadores en un vector
conteniendo-el promotor proximal de 496 pb y [a unidad transcripcional de hGHN, usando X#o I
y Kpn 1, las clonas resultantes se -caracterizaron por -doble digestion con Eco RI-Kpn 1, que
liberan la unidad transcripcional con promotor hGH-hPL de 496 pb y el potenciador, dichas

digestiones son mostradas en la figura 25.

Esquema de hom:lnmon
A)
kb M) M2 Voctor
32 P PBSSK(+ B) X 12V3+
3 » . Geti \GH-N fusionada a LI .
Fcam e o T PSSO Y promoter HGH-BPL U3 kb, | e
hotb il PO Frogmento de 2.6 kb . g
02 pBlueScript psisr
ol B 51200 Pomum/aso pb (fragmento Fico-Fco) f

Potenciador

MI: Marcador d¢ elto peso molecular BRL
Caril intermedio: Clona digenda Eco R1y Kprl
M2: Marcador de bajo peso molecular BRL.

g8 8

Figura 25. Subclonacién del potenciador hPL-3 en los recombinantes cor promotores proximal. A). Se subclond el
potenciador de hPL-3 en una de las construcciones de version promotora de 496 pb y se caracterizo utilizando Fce Rly Kpn 1,
Esta cloma fue usada para subclonar los potenciadores restantes con una estrategia de tipo “cambio de cassete”. B} Digestion
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 I-Kpn L, liberando uno de los potenciadores subclonados, el cual se usé come testigo de
~ tamafio molecular (se observa la ausencia de la'banda correspondiente a 1a unidad transcripcional hGH-N unida a promotor).

4.2.4 Transfeccion de recombinantes con promotor 0.5 kb-potenciadores.

Las 15 nuevas construcciones, se crecieron en un litro de medio LB/ampicilina y el DNA
plasmidico se recuperd por lisis alcalina y se purificé por @Uacentriﬁlgacién en gradiente de
CsCl 109). La concentracion y calidad del DNA se evalud-por lectura-de absorbancia a kyg y por
la relacion de Apep/hz80, respectivamente,

Una vez obtenida la calidad y concentracion del DNA, los plasmidos se co-transfectaron
con pCMVsportBGalactosidasa, como control de la captacién del DNA en células JEG-3 y GC.
De la reaccion de color que se obtuvo por ELISA en el sobrenadante se determinaron Tos niveles

de absorbancia y se calculd la concentracion de HGH. La actividad de la enzima B-Galactosidasa
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se determind en el extracto de las células transfectadas para normalizar la concentracion 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 -expresion y excedieron 1a lectura -del
estindard de concentracion méaxima de la curva de calibracion, fue necesario diluirlas 1:100 con
medio de cultivo de células no transfectadas. Los datos de las determinaciones de muestras
diluidas se normalizaron con !as unidades de f-Galactosidasa y se graficaron, los resultados se
presentan-en la figura 26, donde se muestra claramente que-el efecto de potenciacion se observa
principalmente con el potemciador del gen hPL-3, el cual activo de manera significativa a
cualquiera de los promotores comparado con los potenciadores de hPL-1 o hPL-2. En los
resultados obtemdos con estos dos ultimos, el derivado de hPL-2 tuvo mayor fuerza que el de
hPL-1 para activar a los promotores del complejo de expresion-en JEG-3, mientras hGH-N fue

minimamente transactivado por ellos.
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Figura 26, Efecto de potenciadores sobre promotores proximales en ¢élulas JEG-3. Los datos de 1a concentracitn media
de HGH se normalizaron por U de f Galactosidasa/mg de proteina total y fueron graficados. La actividad de potenciacion se
cenira principalmente en el polenciador de hPL-3 y aunque el de hPL-2 aumenté los niveles de expresion de [as quimeras que
lo contenian al doble o mas, la mayor actividad cstimuladora es evidente en €l de hPL-3 (Las muestras con potenciador de
hPL-3 fueron diluidas en un factor de 100).
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Los resultados de expresion de la grafica 26 de c€lulas JEG-3 se sintetizan en la tabla
VIIL, en donde de igual forma se calcularon las veces de activacion que cada potenciador activéd
la fuerza transcripcional de los promotores hGH-hPL. El potenciador de hPL-1 mostré actividad
estimuladora mimima, mientras el de hPL-2 aumenté la expresién de los promotores placentarios
al doble pero no activo la transcripcion del promotor de hGH-N. Los resultados con el
potenciador hPL-3 derivan de multiplicar por el factor de dilucién (100) de las muestras y a
partir de los datos de la dilucion, se calcularon las veces de activacion. El nimero de veces de
activacion por este potenciador fue casi el mismo en todos tos promotores det complejo, con la
excepcion del efecto que presenid sobre el promotor de hPL-1, al cual activé cuatro veces menos
(comparado con el efecto que tuvo enlos otros promotores del complejo).

Los datos de esta seccion, muestran que evidentemente se presentan diferencias de
activaciéon por los potenciadores en los promotores del compiejo, principalmente el efecto es
evidente sobre uno de los promotores mas débiles, como el caso de hPL-1 y en el mas fuerte

especificamente, el potenciador de hPL-3.
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Figura 27. Efecte de potenciadores sobre promotores proximales en células GC. La concentracion media de HGH en
células GC transfectadas, se normalizé por U de B Galactosidasa/mg de proteina total. En esta linea celular, ningun
potenciador transactivé a los promotores hGH-hPL en forma significativa y el comportamiento de los mismos, presenta una
tendencia de fuerza transcripcional: hPL-2>hGH-N/hGH-VShPL-3/RPL-1, '
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Tabla VIIL. ‘Activaciéa de potenciadores en los promotores del locus hGH-hPL en células JEG-3.*

JEG-3 | Sinestimulo PL1 PL2 PL3
hGHN 166 0.48 e 3
BPL-1 13 0.1 13 32
hPL-2 29.1 0.1 11 2
hGHV 146 0.3 23 277
hPL-3 214 0.45 2.2 26

*Los valores de HGH de la columna sin potenciador corresponden al valor de la unidad y las veces de

.activacion.calculadas estan relacionados a.este valor,

4.3 Andlisis de las unidades transcripcionales de hPL-1 y hGH-V.
4.3.1 Construccion de quimeras de hPL-1 y hGH-V con hGH-N.

Utilizando la estrategia de clonacién ya mencionada en la seccién de material y métodos,
los plasmidos: pSVegpthPLlwt, pB‘ShPLI-hGHV(O‘S)hGHN y pBShGHV Eco RI, fueron
digeridos con las enzimas Eco Rl y Sac 1, para generar las construcciones como lo muestra la
figura 7 de la seccibn de estrategia general. Las quimeras resultantes después de la
transformacion, se caracterizaron al  digerir comn las enzimas de restriccion
mostradsimultancamente mostradas en los mapas de la figura 28, utilizando una enzima presente
en la porcion correspondiente de los genes hPL-1 o hGH-V y otra enzima ubicada sola en la
porcion de hGH-N que conforman la quimera (poner atencién en los mapas graficos), el

resultado de la digestion se muestra en la figura 29.
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Figura 28, Mapas de restriccién de quimeras hPLI,h\GHV/MGH-N. Los mapas mostrados representan las quimeras de
hGH-V y hPL-1 con bGH-N (pVVGHN y pPL11GHN} clonados en el vector pBSSK(+). Para identificar cada quimera, se
utilizaron las enzimas encerradas en un recuadro y los productos de digestion se separaron en gel de agarosa 1%. La
fotografia del gel de agarosa en la figura 29, muestra el producio de digestion de dos clonas quimera de hGH-V ¢ hPL1 con
hGH-N y donde el numero y tamaiio de los fragmentos liberados, corresponde a los mostrados en esta figura.
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Figura 29, Caracterizacién de quimeras hPL1-hGHV/hGH-N con enzimas diagnésticas. 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 estan combinadas con la primera o segunda mitad del gen hGHN, fragmentos clonados en el vector
pBSSK(+). Para identificar a cada quimera, se ufilizaron las enzimas én la figura 28, las digestiones se separaron ¢n gel de
agarosa 1%. La fotografia del gel de agarosa en A, muestra el mencionado producto de digestion de 1as clonas quimerncas
denominadas pGHV-V-GHN, pGHV-GHN-V, pPL1-1-GHN y pPL1-GHN-1 las cuales contienen el promotor proximal (496
pb) de hGH-V o hPL1 fusionado a la primer o segunda mitad de los genes hPL-1 o hGH-V, combinados a la primera o
segunda mited del gen hGH-N, segin sea el caso. B) Las clonas identificadas en A, se co-transfectaron en placas de 12
pocillos con pCMVSport 8Gal, un grupo de pocillos fué usado para extraer proteinas para ensayo de f-Galactosidasa © ) y
Otre grupo, para. .extraccion de RNA (@ ) para RT-PCR semicuantitativo. Una tercera placa fue utilizada para los controles
respectivos (pSVgpthPL1 reparado, phPL1(0.5hGHN, phGHV(0.5}hGHN y phGHV(0.5)hGHV).

Las construcciones positivas en la caracterizacion, se purificaron por gradiente en CsCl y
se co-transfectaron por triplicado (dos veces, pues una serie de pocillos seria usada para
extraccion de proteinas y el otra, para extraccion de RNA total) en una placa de 12 pociltos (35
mm de diametro) con el vector pCMVSportfGal. El analisis de expresion se realizé en el RNA
extraido de una sene de pocillos de células transfectadas y se uso la sedgunda sene de ios

pocillos para obtener el extracto proteico para el ensayo de P-Galactosidasa con el que se

normalizo la transfeccion.
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4.3.2 Deteccion de la expresion de las quimeras por RT-PCR semicuantitativo.
El analisis de expresion 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 densitometria, se

muestran en la figura 30.

1 pBSPL1 (0.5) hGHN

2 pBSPL1-N-I'L1

3 pBSPL1-1-N

4 pSVgpthPL 1reparado

5 pBShGHV(0.5)hGHN
6 pBSGHV-GHN-GHV
7 pPBSGHV-GEV-GHN
8 pBShGITV(0.5hGIIV
9 Células no transfectadas

SIS m e OAPDH
805 | A At i S At
R T ey S,

Transcrito  quimera
hGHV-hPL1/hGHN
y controles

(] GAPDH

I Unidad transcripcional hPL-1
Unidad ranscripcional hGH-V

Parcentaje de intensidad
relativas

Figura 30. Semi-cuantificacién 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 analizd por RT-PCR para co-
amptificar las quimeras y al DNAc¢ de GAPDH éste dltimo, como control de 1a cantidad de RNA utilizado en la reaccion. El
gel muestra la banda del producto amplificado derivado de la quimera hPL-1-hGHV/AGHN que presenta intensidad variable.
LA PCR de pSVgpthPL-1 reparado, ne mostré banda detectable de tamaiio molecular correspondiente a hPL-1. La banda
derivada de GAPDH presenta una intensidad muy similar en todas las muestras analizadas. La densidad de 1a banda del carril
numerc 6, pGHV-GHN-GHYV, se¢ uso para obtener los porcentajes relativos de intensidad de las bandas restantes, La grifica
muestra diferencias relativas entre las diferentes quimeras y que no son debidas & [a ineficiencia de Ia retrotranscripeidn o
calidad de RNA, pues la banda de GAPDH present6 valores muy similares de densidad en todos los ensayos.
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Los resultados relativos de expresion mostraron que la primera mitad de hPL-1
presumiblemente cuenta con elementos que activan la transcripcion mientras que en hGH-V,
aparentemente es la segunda mitad la que tiene este efecto, mientras que pSVgpthPL-1 reparado,
no mostré banda detectable por PCR pero la banda de GAPDH presenté una intensidad muy
similar a la de las otras muestras analizadas. La densidad de la banda del carml nimero 6
(pGHV-GHN-GHV) se usé para obtener los porcentajes relativos de intensidad de las bandas
restantes. La grafica muestra diferencias relativas entre las diferentes quimeras y que no son
debidas & la ineficiencia de la retrotranscripeion 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 interferian con el andlisis:

1) La evaluacién de la eficiencia de transfeccién se hizo en el extracto proteico (B
galactosidasa), mientras que los niveles de expresic'm de las quimeras derivaron de valores
de bandas de retrotranscripcion amplificadas por PCR.

1) El analists no permitio obtener valores absolutos de niveles de expresion para cada
quimera, pues aunque se hizo por triplicado, la eficiencia de transcripcién reversa,
amplificacion y nonnalizacic’)n' de la concentracion del RNA por muestra, s¢ estimo co-
amplificando la banda del transcrito GAPDH, con oligonucledtidos de diferente
especificidad, pureza, concentracion y Tm a los usados para amplificar las quimeras de
hPL-1 y hGH-V. Debido a esto, decidimos repetir el experimento también por tripticado,
pero con un sistema que permitiera evaluar el analisis de eficiencia de transfeccion en el
mismo nivel de RNA.

Por lo anterior, se construy6 un vector que al co-transfectarlo con las quimeras, su producto
de transcripcion compitiera por los oligonulceotidos con las quimeras en un sistema de RT-PCR
competitivo. Para el sistema cuantitativo, construimos otro competidor por los oligonulceotidos,
que al adicionarlo al inicio de la PCR en concentracion conocida, permitiria cuantificar la
concentracion de la banda del competidor (discernible en tamatio de las bandas de quimeras)y a

partir de él, calcular el numero de atomoles de los recombinantes.
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4.3.3 Construccion del vector para determinar eficiencia de transfeccion.

Para obtener el vector para evaluar eficiencia de transfeccion pBactinahGHNZ1K, fue
necesario obtener primero dos vectores intermedios, cuya estrategia de construccion ya fue
presentada en las figuras 10 y 11 de la seccidn de Material y Métodos. La idea fue obtener un
vector que al transfectarlo, su producto de transcripcion difiriera en tamafio por RT-PCR del
originalmente transfectado. Para lograr lo anterior, al gen hGHN conteniendo el primer intron se
le fusioné del segundo al quinto exdn del DNAc codificante de HGH 20K. Una de las clonas
positivas por digestion con enzimas, se caracterizo por PCR con los oligonicleotidos 112y 113

como 1o muestra 1a figura 31.

Figura 31. Caracterizacion por PCR de pBShGHN21K. Una clona positiva del vecror pBShGHN 21K caracterizada con
enzimas de restriccion, fue analizada por PCR -usande los -oligonucledtidos 112 ¥ 113. La figura muestra Jos controles de
tamanio del producto de PCR: A) DNAc 22K (pAVE2ZK). B) DNAc 20K (pAVE20K), C) gen hGHN (vector pBShGHN
Eco-Ssp) y E) Clona positiva con migracion intermedia entre los productos de PCR mostrados en los carriles B y C. El carrif
D) muestra los productos de PCR obtenidos después de mezclar los diferentes templados analizados individualmente en los
carriles A, B, C y E; gue evidenci6 competencia positiva por 10s oligonucléatidos. F)-Control negativo-de amplificacton y G)
RT-PCR con los mismos oligonucleotidos de RNA extraido de células JEG-3, H) Marcador de peso molecular A Pst I

La construccién obtenida aiin 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 fue necesario sustituirlo por otro no relacionado con el sistema estudiado de fuerza
transcripeional diferente, gue no saturara los limites de la RT-PCR para poder detectar
diferencias entre las quimeras en analisis. Al vector pBShGHN21K se le sustituy¢ el promotor
proximal de hGHN por el de hCMV del vector pAVE, dando ongen a pBSCMVhGHNZ1K
ganando el sitio de restriccidn Hind III en el extremo 5° del gen 21 K (ver detalles en la figura

10}, necesario para la construccion del vector final pfactinahGHN21K.
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El vector intermedio pBSCMVhGH21K, se digirié con (5°) Hind Il y Kpn 1 (3”) para
liberar el “gen 21 K” y purificarlo. El promotor humane de Pactina se recuper¢ del vector
pPABO, que forma parte de la plasmidoteca de la ULIEG; con las enzimas (5°)Bam HI-Hind
II(3") como lo muestra la figura 32 y los fragmentos purificados (gen-DNAc¢ hGH 21K y
promotor humano de Pactina) se ligaron al vector pBlueScript abierto en los sitios Bam HI-Kpn

I, para obtener finalmente el vector pPactinahGHN21K,

Digestion;
: —_—
P Hind TR y
; Bam H1
romr | VBRI 037 en  w
st ] § A Pat
2.pABO Hind
m 2 pBSCMV21K Hind I
3 pABO EcoRl 3 pBSCMV21K Hind Kpwn
a_amA Nl 4PBSCMV21K Kp’l]
S pABO EvoRl +Hind [
Promotor 6 pABO Hind I0/Bam 1T
humano D Bam Hl " '
Actin
PACISY | Hd T “Gem DNACDIR® Kfl"’ 1
pBS SK+

Bam HI (5°)
+ ,
Hind 1Y Gen hGHN ? DNAGc 20K

Delecion natural de 45 nt

Figura 32.Construccién de pBActinahGLINZ1K. Para construir este vector se utilizaron 3 plasmidos, A, De!l plasmido
pABQ se recupero el promotor de BActina humano, se presenta el mapa de pABO, B Caracterizacién del vector pABO con
las digestiones utilizando las enzimas Hind I, Eco RI y Bam HI el nimero de fragmentos obtenidos corresponde a los
esperados. C Se pusifico ¢l promotor de PActina del plasmido pABO digerido con las enzimas Bam Hl y Hind 1. D
Fragmentos sometidos a ligacion, promotor de p actina humane derivado del piasmido pABO con las enzimas Bam Hl y Hind
LI, la unidad transcripcional hGH “21K" del vector pBSCMV21K digerido con Hind [I-Kpn [y el vector pBlueScript abierlo
en jos sidos de restriccion Bam HI-Kpn 1.

Se ejemplifica en la figura 33 una clona positiva, identificada por digestion con enzimas
de restriccion diagnésticas donde los fragmentos liberados corresponden a los esperados, segin

el mapa del plasmido y leyenda, mostrados en la mencionada figura.
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Figura 33 Caracterizacion de ppActinahGHN21K. El mapa representa la construccion de pBactinahGHN21XK la cual fue
caracterizada con diversas enzimas de restriccidn. El producto de digestion se separd en gel de agarosa 0.8%, en donde el
nimero y tamafio de Jos fragmentos liberados comresponden a los esperados de acuerdo al marcador de peso molecular A Pst L,
carriles 1: Sma 1= 1171-3164, 2. Hind T-Stu I= 4009 y 346, 3. Xho I= 1113 y 3242, 4: Byl U-Sma I=3184, 1601 y 170.

4.3.4 Expresion del vector pBactinahGHNZ2 1K en cultivo celular.

Una vez obtenido el vector, se analizé su capacidad de expresar al gen 21K correctamente
por lo que se co-transfectd en cinco lineas celulares con pBShGHN EcoRI-Ssp 1 que tiene el
promotor proximal de hGH-N (0.5 kb). Ei co-transfectar pBactinahGHN21K con pBShGHNEco-
Ssp en varias lineas celulares, permitiria obtener 1os dates de: 1. niveles de expresion 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 saturacion de la reaccion de PCR por el
transcrito derivado de pPactinahGHN21K y 3. Comprobar la naturaleza de expresion ubicua del
promotor Pactina teniendo como control de expresion tejido esbeciﬁca en células GC y JEG-3, al

promotor proximal de hGH-N (contenido en el plasmide 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 pPactinahGHN21K. Sélo se

detecto transcrito de HGH 22K (proveniente del plasmido pPBShGHN Eco-Ssp) en células JEG-3 y GC,
mientras que los transcritos de HGH 20X (derivados del plasmido ppactinahGHZ21K), se detectaron en
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todas las lineas celulares ademas, funciond como competidor por los oligos en la PCR. Lo anterior
permitié evaluar la eficiencia de transfeccion, ademads los miveles de expresion de HGH 20 K no
saturaron la linearidad de la RT-PCR, se corroboré la naturaleza ubicua del promotor Pactina humano y

ademas, su fuerza de transcripcion no fue mayor a {a del promotor proximal de hGH-N

1.-Hela

2.-JEG-3 : GAPDH
3.-GC o T ieas e i S

4-313 “‘%“W“r’? et <«— HGH 22K

'*&-.a,%a«éa R Sk Tong e ke
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Figura 34. Deteccion por RT-PCR de la expresiéon pPactinahGUN21K en diferentes lineas celulares. Cinco lineas
celulares fueron utilizadas para analizar la expresién del wvector de pPactinahGHN2IK (producto de expresion: 20K)
cotranfectade con pBShGHEco-Ssp (producto de expresién: 22K) en una relacion de 3:1, respestivamente. De fas células
transfectadas se extrajo el RNA total y se realizo RT-PCR en un paso con los oligonucledtidos 112-113 junto con GAPDH,
para ponmalizar fa concentracion de RNA en cada muestra. Los carriles 1 y 2 presentan el resultado de RT-PCR de células
humanas (JEG-3 y Hel.a) mientras en 3, 4 y 5 células no humanas (GC, COS-7 y 3T3). Se aprecia la presencia de tres bandas,
lz de mayor peso molecular GAPDH en intensidad muy similar en todos los carriies y bandas de 22K y 20K con vanabilidad
en la intensidad que demuestra competencia por los oligonuciedtidos, ademas el promotor B actina fue activo en todas las
lineas celulares mientras el de hGH-N, séio en las células JEG-3 y GC.

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

¢l plasmido competidor para tos ensayos de RT-PCR competitivo.
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Figura 35. Caracterizacién por PCR de pBShGH20KSEdrl. Una de las clonas derivada del producto de la digestién coa
nucleasa S1, ligacion y transformacion, se analizo por PCR con los oligonuciedtidos 112-113. Como controles de tamafio se
utilizaron & los vectores pAVEhGH22K que tiene clonado el DNAc de HGH 22K y pBSchGH20K del que se partid. Los
productos de PCR se separaron en gel de agarosa al 2 % donde se aprecia que la clona, efectivamente difiere en tamafio y
puede ser separada eficientemente de los controles.

Antes de realizar los ensayos competitivos del analisis de las unidades transcripcionales
de hGH-V y bPL-1, evaluamos primero dos estrategias de cémo el competidor podria ser
incorporado a la reaccion de RT-PCR. La primera fue como DNA plasmidico previa
cuantificacion, la segunda estrategia consistid en sintetizar RNA en una reaccion de
transcripeion in vitre con el estuche comercial Megasenpt T7 de la compaiiia Ambion y evaluar
ademds, la eficiencia de retrotranscripcion en la RT-PCR. E! transcrito sintético se cuantifico por
UV, se diluyod y se adicionaron 1, 3 y 5 fg a la reaccion de RT-PCR llevada a cabo en un solo
paso. La densitometria de geles con ambas estrategias después de la RT-PCR, determinaron que
ambas metodologias son igualmente eficientes y sensibles, que no era necesario evaluar le
eficiencia de RT, por lo que decidimos utilizar el plasmido para los ensayos de RT-PCR
cuantitativo. La figura 36 muestra los resultados del anélisis de la titulacion del competidor y de
RNA de placenta humana, necesarios para tener un sistema competitivo en la reaccion de RT-
PCR.
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Figura 36. Andlisis del competidor para el sisiena RT-PCR competitivo. Para estudiar la concentracion en gue el
competidor debia ser agregado a la PCR, A: primero se hicieron diluciones del competidor (en ordenes 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 oligonucle6tidos 112 y 113 y un programa
de 20 cictos. Las bandas demostraron variabilidad densitométrica, asumiéndose con ellos que existia competencia entre los
amplicones. C: Graf' ca de unidades de transmitancia refativa (UTR) vs concentracion del competidor. D: Se uso 1a dilucion
del competidor 10* (1 pg/ul) y se adiciond a diferentes concentraciones de RNA total de placenta humana para detectar la
cantidad de RNA necesaria en la reaccion para seguir teniendo competencia. El producto de PCR se separé en gel de agarosa
al 2% y se determin® la densidad de las bandas por transmitanciz con et GelDoc 2000. La concentracion de RNA
seleccionade para analizar las muestras transfectadas fue de 0.1 pg pues en esta dilucién, el competidor no presentd safuracion
de la lectura de transmitancia y tenia equivalencia con los niveles de expresion de genes hPL derivados de placenta.

Después de este analisis, se co-transfectaron las quimeras de las unidades
transcripcionales de hGH-V o hPL-1/hGH-N en JEG-3 con ppactinahGHN2IK y después de 48
h, se extrajo el RNA total para analizar los niveles de expresién. A cada muestra de RNA se le
adicionaron 2500 fg (2.5 pg) del competidor, (equivalente§ a 10 atomoles, ver dctalles de
calculos en Material y Métodos) y se procedio a la RT-PCR cuantitativa con los oligonucleétidos
112 — 113 (para transcritos hGH-hPL) y 104 — 106 (para transcritos GAPDH). La concentracion
de RNA final usada de células transfectadas fue de 350 ng pues la analizada previamente (100
ng), fue insuficiente para establecer competencia con el competidor (datos no mostrados),
posiblemente debido a que los ensayos de optimacion los hicimos con los productos de
expresion enddgena, mientras los derivados de transfeccidon frecuentemente son mayores que los

de expresion interna (111,112). Los productos RT-PCR, se separaron en gel de agarosa al 2.0% y

7¢




—Resultadas

Regulacion en el complejo multigénico hGH-hPL mediada por harmonas y factores transcrincionales

se analizé la densidad de las bandas por transmitancia, con el fotodocumentador GelDoc 2000.
La figura 37 muestra el gel obtenido al separar las bandas de [a RT-PCR cuantitiva y en la figura
38, la tabulacion y cuantificacion del nimero de atomoles relacionados con {a densidad de la

banda del competidor.

1. pBSGHVGHN
2. pPBSGHV(V)GHN
3. pBSGHV(GHN)V
4 pBShGHV

5. pBSPLIGHN

6. pBSPL1(1)GHN

7. pBSHPLIQN)PL1 . 3
8. pSVgpthPL1(rep) Gt gy

9. pBShGHNECORI e LA BT 1 P W

SE codpime Sl
ey B

E <
U

Competidor 20K

Figura 37. RT-PCR cusntitativo de quimeras hPL-1, bGBE-V/hGHN. La figurs muestra el patron de bandas obtenidas al
separarias en pel de agarosa 2% producto de la RT-PCR cuantitative. Las bandas de la parte superior a la inferior,
corresponden a los productos: GAPDH, quimera hGH-hPL1/hGH-N, HGH 20 K derivada de pBactinahGHNZ2 1K y 20K9Edr1
{(competidor adicionado). Las bandas fueron cuantificadas utilizando densitormetria con el fotodocumentador GelDoc 2000.
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Figura 38. Cuantificacion del nimero de atomoles A: Las bandas del gel anterior fueron cuantificadas por densitometria
con los valores de transmitancig y se calculd el namero de atomoles, al relacionar la transmitancia de las bandas de las
quimeras conira la del competidor adicionado (de congentracion conocida 10 atomoles, relacion de cileulo presentada en
Marrial y Mé1odos). B: Los valores se graficaron y los datos sugieren que la primer mitad de hGH-V no presenta efecto para
activar la expresion de Ja quimera, mientras la primer mitad de hPL-1 st aumenta la transcripcion. La construccion de
pSVgprthPL1r, no presentd mveles de expresion detectables, dato evidenciado previamente en la ULIEG (137).
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Los sugerian que la primer mitad hPL-~]1 participa en activacion, por ello se pens6 que
algiin elemento incluido en el primer intron del gen podria actuar en conjunto con €l promotor
natural para producir mayores niveles de expresion. Para tratar de evidenciar este punto, y
ademds hacer extensivo el andlisis de la unidad transcripcional a todos los genes del complejo,
construimos otra coleccion de recombinantes que conservaban €l promotor y primer intron de los
genes de expresion placentaria (hPLs y hGH-V), fusionados al resto de la unidad transcripcional
de hGH-N a partir del segundo ex6n y los transfectamos en cultivo celular de placenta, JEG-3.
La proteina HGH es codifcada a partir del tercer exdm del gen hGH-N por lo gue en las
quimeras, podia ser usada como reportera para estudiar el efecto del primer intron en la

activacion del promotor de estos genes.

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

Para lograr Jos recombinantes, se digirieron los plasmidos pBShGH-hPL. EcoRI-Pvull con
las enzimas de restriccion Aat Il y Kpn 1 para recuperar la porcién del vector que conserva el
promotor hGH-V & hPL con el exdn I, intrén 1 y 6 nucledtidos del exon I, de cada gen
placentario. El vector pBShGPﬂ\IEc‘oSsp también se digiri6 con las mismas enzimas para
recuperar la unidad transcripcional de hGH-N Aat-Kpr, la cual se ligd a los vectores antes
purificados. Los recombinantes resultantes conservan el promotor de 500 pb de los genes
placentarios, el exon I e intron 1y seis nucledtidos del exon 11 fusionados al gen hGH-N, desde
el exon II hasta el exon V. Esta estrategia de clonacion, permitid comparar los niveles de
expresion de HGH (codificada a partir del tercer exon) obtenidos con estos recombinantes y
compararios con los obtenidos usando las construcciones con promotor proximal de hGHV o

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

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

(mapas de restriccion y fragmentos esperados, incluidos en seccion de Anexos).
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Figura 39, Construccién de vectores para estudiar ¢l efecto sinérgico promotor-primer intrén. Se obtuvieron cuatro
diferentes recombinantes a partir de las construcciones en pBlueScript hGH-hPL Eco-Pvr I (A), los cuales se digirieron con
las enzimas de restriccion Aar T y -Kpr I (B). Los vectores conservaban el -promotor hGH- V/hPL, exdn I € intrdn 1 -Se
purificaron (C) y ligaron a la unidad transcripciopal de hGH-N purificada digerida también con las mismas enzimas (D). Los
recombinantes obtenidos (E) se caracterizaron con la enzima Pst I (F), gue identifica a cada uno de los recombinantes por
presentar diferentes patron de bandas.

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

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

44  Prucbas estadisticas.
4.4.1 Adndlisis de Variunza ¢ inferencia estadistica,

Se realizé ANOVA simple para la comparacién del valor F, las tablas de resultados se
muestran en la seccion de ANEXOS para cada seccién de objetivos analizada. El caso del
analisis del intrén uno demuestran diferencias significativas y evidencian que participa en la
expresion y niveles de transcripcion de los promotores de los genes de lactégeno placent'ario en
JEG-3.
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CAPITULO V

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

centra en la identificacion de aquellos que de manera directa o indirecta, pueden afectar la
tasa, momento o lugar de la transcripcidn. Para lograr lo antenor, es frecuente abordar en
forma independiente cada uno de los elementos estructurales (Promotor, unidad
transcripeional o region 3” no traducible) que integran al gen de interés a veces con la ayuda
de genes no relacionados (genes reporteros) que puedan informar del comportamiento de la
region geénica 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 lactégeno placentario. Este complejo hGH-hPL ha sido considerado como un
excelenfe modelo para estudiar mecanismos de regulacion de la expresion a nivel
transcripcional, asi como tejido especifica, pues aunque sus genes tienen una similitud cercana
al 95% en secuencia nucleotidica codificante, minimas diferencias en sus regiones reguladoras
como el promotor, region 3° ¢ 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
expresion diferentes. Muy posiblemente estas variaciones en secuencia entre los genes del
complejo, los hacen blanco de diferentes efectores hormonales o factores de transeripeion, que
de alguna manera alteran los patrones de expresion.

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

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

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

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

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

arden de los objetivos propuestos.

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

La primera parte consistié en la subclonacién de las regiones reguladoras de los genes
hGH-hPL fusioniandolas al gen hGH-N. Una vez construida 1a serie de recombinantes, se
analizaron por transfeccion transitoria en cuitivos 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 subclonacion de los elementos promotores, obtuvimos una coleccién amplia de
recombinantes con longitudes largas (entre -2 y -3 kb) y cortas (=496, -140 y =70 pb), de estas
regiones. El analisis de las versiones promotoras largas en células JEG-3 demostré que hGHN
no fue capaz de generar miveles de expresion detectables de HGH mientras que la de —496 pb
si, lo cual nos hizo suponer la acci.én de un mecanismo o factor de represion, actuando en la
region promotora distal de este gen.

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

pueden explicar este comportamiento:

85



Discusion

Regulacion del complejo multigénico hRGH-hPI. mediado por hormaonas y factores tramscripcionales

1)

2)

3)

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

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

Diferencias en la concentracion de glucosa entre €l medic Opti-MEM comparado con
RPMI-1640 (regularmente utilizado por los grupos de investigacion que reportan nulos o
muy bajo nivel de transcritos de hGH-V en JEG-3) ¢ concentraciones del suero bovino
fetal (ellos utilizan [5%, mientras que nosotros usamos 10%) utilizadas por los
mencionados grupos, pueden haber alterado el patron de expresidn enddgena 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 (114).

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

de! complejo hGH-hPL (14).

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

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

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

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

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

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

e T L e e N AV e N |

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

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

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

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

humana, en sus respectivos tipos celulares (117).

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

La especificidad obtenida con las versiones promotor;als largas de hPL para impedir la
transcripcion en celulas de pituitaria, se debe a que conservan el elemento P descrito por Chen
y cols. en 1989 (12), el cual esta relacionado con la inhibicion en pituitaria de acuerdo a los
ensayos de Natchigal y cols. en 1993 (71, utilizando el elemento P de hGH-V y corroborado
por Norguay y cols. con el elemento P de hPL-2 quién atnbuye el efecte de represion a la
union del factor ubicuo NF-1 a esta regién (118). La represion en células GH3 que detectamos

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

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

El analisis de las regiones di;ta.les con el software Matlnspector, para la blsqueda de
elementos de respuesta a moduladores o factores de transcripcion, identificé varios sitios de
unién a Pit-1, que no han sido reportados en todos los promotores de los genes del complejo
analizados en este trabajo (hRGHN 2240 pb:-2050/-2041,-1584/-1575, hPL-1 2490 pb: -1212/
1203, hPL-2 3420 pb: -3246/-3237, -1256/-1246, hGH-V 2730 pb:-1252/-1242, hPL-3 2730
pb:-1251/-1242, en base a la secuencia originalmente reportada por Chen y cols. en 1989).
Adicionalmente, regiones HS detectadas por ensayos de proteccion a DNAsa cercanas a los
sitios de respuesta a Pit-1 que aqui referimos, se han descrito también por Romero-Prado en el
laboratorio del Dr Castrillo-Diez, en Madrid, Espaiia, utilizando Bacs que poseen regiones
clonadas del locus hGH-hPL, pero se desconoce atin su funcién (comunicacion personal y
presentacion oral del trabajo en el Congreso Nacional de Genética Humana, Noviembre 2000,

Mty. N.L.). Estas regiones podrian estar relacionadas también con los niveles de expresion y
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especificidad de tejido de hGH-~N, como los descritos por Jones y cols. en 1995 37) y Suy
cols. en 2000 (42), en regiones localizadas mas distalmente en el promotor de hGH-N.

Con respecto al promotor largo hPL-1, aunque presenté un comportamiento activo, los
niveles de expresion del gen reportero fueron menores al de los otros promotores placentarios.
Al analizar las secuencias distales de los promotores via Internet, interesantemente
localizamos en la region distal multiples 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 fuctor, inicialmente fue sefalado por Peritz y cols. en 1988
como activador de los promotores proximales del complejo (121), mientras reportes mas
recientes como los de Chandran y cols. en 1996, mostré que secuencias de respuesta a
glucocorticoides pueden presentar capacidad represora al unirse en forma heteromérica a Oct-
1 en el promotor de gonadotropina coridnica, un gen que se expresa también en la placenta
(122) y por Kakizawa y cols. en 2001, quienes encontraron el mismo efecto, pero uniéndose
Oct-1 con receptores de acido retinoico y T3 (123). Estos resultados cuestionan si los niveles de
expresion de este factor en la placenta y su relacién con los elementos de respuesta al mismo
en el promotor de hPL-1, particip;Ln 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, 1o detectamos entre —140 y
—496 pb, pues los recombinantes de —140 pb presentaron consistentemente mayores niveles de
expresion que los recombinantes con promotor de —496 pl;. Son varios los reportes que han
descrito la accidn de este elemento negativo en el promotor del gen GH de diversas especies,
como Roy y cols. en 1994, trabajando con el promotor de GH de rata (rGH) relacion¢ la unién
de] factor NF-1 de higado con tres proteinas nucleares, para ejercer su funcidn represora,
ubicando su accion entre —322 y —293 pb en células de nfién de mono COS-1 y células de
pituitaria GH,C, (123). Esto fue confirmado por Park y cols. en 1996 mediante una estrategia

similar a Ia de Roy con el promotor de GH bovina en células HeLa y GH3 el cual tenia una
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delecion entre —336/-240 y que presento mayores niveles de expresion del gen reportero CAT
{(entre 5.5 y 2.2 veces mas), que ¢l promotor proximal completo (119).

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

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

3.2 Respuesta a moduladores hormonales por las versiones promotoras largas

Diversos reportes en la literatura describen la activacidn de los promotores por efectores
hormonales, principalmente las versiones cortas (-496 pb) (48,79,81); algunos comparan dos
regiones promotoras largas (hPL2 0 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 activacion incluso con el promotor de hGHN, el cual imicialmente se habia
comportado como el promotor mas débil en JEG-3 ya que en apariencia la accion de los
moduladores (excepto en el caso de T3), inhibio el efecto del represor en esta linea celular con
efecto en el promotor distal y que se sugiri¢ inicialmente durante este 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 numero de elementos de respuesta ubicados en el promotor distal [GHN

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

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

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

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

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

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

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

pero no en el promotor largo de hGH-N. Zhang demostrd también que el nTRE, es
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dependiente de la posicion pues al transferirlo al extremo 57 rio arriba del promotor proximal
de hGH-N, activo positivamente al promotor(t2g).

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

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

En el caso del acido retinoico, todos los promotores respondieron positiva y
significativamente a este modulador. La activacién fue varniable dependiendo del promotor del
que se trataba y el comportamiento concuerda mas con los resultados obtenidos usando el
Software Matlnspector al relacionz‘u' el nimero y ubicacion de los elementos de respuesta a
este modulador con el nivel de estimulo;: GHN (2.2 kb)=3, hPL1 (2.5 kb)=5, hPL2 (3.4 kb)=4,
hGHV (2.6 kb)=9, hP13 (2.8 kb)=6, con exepcion de hGH-V que es el promotor con mayor
nimero de elementos de respuesta a acido retinoico, metabolito hormona!l importante en el
proceso del embarazo (130,131), en nuestros ensayos de moduladores no fue el promotor que
mejor respondid al efecto de éste y no contamos con una explicacion clara al respecto de este
comportamiento. En resimen y de manera general, acido retinoico y T3 activaron a los
promotores del complejo, con una tendencia (orden de activacion por promotor) muy similar y

oscilante entre tres y seis veces de estimulo, datos que estian de acuerdo con los reportes de

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

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

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

2)  Diferencias en la estabilidad del RNAm de los genes reporteros (hGH-N y CAT) en la
célula placentaria.

Por otro lado, su reporte evidencia que hPL-3 presenta debil respuesta a AMPc y EF,
mientras hPL-2 respondié mejor a AMPc que a EF; en nuestros analisis hPL-3 no presentd
diferencias significativas en el estimulo con AMPc y EF pero, hPL-2 respondié mejor a
AMPc que a4 EF. Este dltimo dato de hPL-2, reproduce el comportamiento que Oury detecto,
sin embargo las débiles diferencias observadas pueden deberse también a la longitud de los
promotores pues los nuestros son mas largos que los analizados por Oury.

Es importante aclarar que la bisqueda de secuencias consenso en los promotores y unidad
transcripcional, para éster de forbol y los otros moduladores estudiados fue via Internet con un
software de acceso publico que tiene parametros pre-establecidos para detectar variaciones en
las secuencias consenso que no fue posible modificar, por tanto es posible que algunos
elementos de respuesta hayan sido excluidos en el andlisis. Sin embargo, los niveles de
estimulo detectados con éster de t.'orbol, fueron consistentes y se reprodujeron en todas las
veces en que se repitid el ensayo (9 veces). Desconocemos la razon de los bajos niveles de

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

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

3.3 Respuesia de los promotores proximales a los factores transcripcionales.
- Pity PLA. '

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

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

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

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

pituitaria (estabilidad de! RNAm es mayor en pituitaria) son mayores a los de PLA en
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placenta y JEG-3, segin la tésis de Jiménez-Mateo (57), cualquiera que sea el caso, dichos
mecanismos pueden favorcer mis la activacidn por Pit 0 PLA en células de pituitaria que de
placenta.

Nuevamente, hGH-V no respondié eficientemente a los factores POU seguramente
debido al efecto de la mutacidn detectada por Nickel en el sitio de union proximal a Pit-1 y
que ya mencionamos anteriormente (figura 2) (47). Al comparar la activacién por los factores
PQOU entre los promotores placentanios, es contrastante la diferencia obtenida por Pit-1 en
hPL-2 y la obtenida con hPL-1 o hPL-3, pués aunque se sabe que el promotor proximal de
hPL-2 es mas fuerte en pituitaria que el correspondiente de hGH-N, no se habia comparado
contra la de los otros promotores hPL. En resumen, posiblemente las minimas diferencias en
secuencia {ver figura 2} en los promotores proximates hGH-hPL, se traducen en variabilidad
del grado de respuesta a los factores de transcripcion expresados por transfeccion, en JEG-3 y
GC.

-Efecto de Sp-1 en células de pituitaria.

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

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

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

5.4 Respuesta de los promotores proximales a potenciadores del locus.

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

La vanabilidad del nivel de activacion puede explicarse por las mutaciones que han sido
caracterizadas anteriormente €n el potenciador de hPL-2 por Lytras y cols en 1996 (92), que
inhiben su actividad estimuladora comparada con la del potenciador hPL-3. La reparacion de
las mutaciones en el potenciador hi’L—2, recuperan su actividad alcanzando aproximadamente
hasta el 98%, de la del potenciador nativo de hPL-3. Estas mutaciones no han sido estudiadas
en el potenciador hPL-1 (homologas a las de hPL-2) el cual presenta ademas una adicional,
cercana al sitio de interaccion con el factor TEF1 (+16694/+16704 segiin secuencia de Chen ),
del elemento DF4 (ver figura 5 de seccidon de introduccion), que podria explicar por qué el
potenciador de hPL-1 mostré menor fuerza en nuestro trabajo que la del potenciador hPL-2,
evidenciando la importancia de TEF-1 en la actividad del potenciador (90).

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

HGH detectada para cada construccion, es dependiente de la fuerza transcripcional de cada
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promotor para dirigir la expresion. Un ejempio del antenor punto, es el promotor hPL-2 que
fue el que tuvo menos veces de estimulo (22 veces), aunque en placenta es el mas activo,
mientras Jiang y cols, reportan datos de estimulo de 13 veces pero utilizando el gen reportero
luciferasa (50).

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 region promotora con el software
Matlnspector, detectamos que la region proximal del promotor hPL-2 (-433 a —422) es el
nico que presenta un sitio de unidn al factor transcripcional TEF-5, el cual segan los reportes
de Jacquemin y cols. en 1997 o de Jiang y cols. en 1999, es el principal responsable de la
actividad estimuladora del potenciador de hPL-3 y que la mutacion en el sitio de unién 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 interacéion_ar con el factor
TBP y la caja TATA, acercando el potenciador al promotor hPL, lo que permite también
acercar al factor TEF-5 unido &l pot'enciador. La cercania en el ambiente cromosémico,
provoca quizas la interaccion de T}EF-S unido al potenciador de hPL-3 con la secuencia en ¢l
promotor hPL-2, acercandolo mas a éste altimo y consecuentemente, activandolo mas en
placenta. En nuestras construcciones y por Ja estructura conformacional (diferente al ambiente
genémico placentario), esta interaccion puede provocar quizas, un debilitamiento de la union
de TEF-5 al potenciador y generar menor estimulo de hPL-2. Se ha sugerido que quizas el
potenciador de hPL-3 estd mas cerca al promotor de hPL-2 debido a la conformacion
cromatinica en la placenta, generando mayor expresion de hPL-2 (14). El mecanismo de
acercamiento podria ser debido a una union sinérgica mas estable (causada por el entomo
cromatinico) mediada por TEF-1 y TEF-5, entre el promotor hPL-2 y el potenciador hPL-3,
pro#ocando mayor activacion de hPL-2. Quizés Ia introduccion de mutaciones en la secuencia
de TEF-5 en el promotor de hPL-2, provocaria un nivel de estimulo igual al de los otros

promotores placentarios.
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Por otro lado, 1a discrepancia en los niveles de activacion pueden deberse a otras tres
diversas razones: 1. El tipo celular, pues nosotros utilizamos células JEG-3 mientras Jiang
empleo células BeWo y ha sido reportado que aunque ambas lineas celulares son derivadas de
placenta humana, difieren en el grado de madurez del sinciciotrofoblasto (136,137), 2. La
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 transcripeidn.

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

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

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

un mismo estudio y bajo las mismas variables de analisis.

101




Discusion

Regulacicn dei compleja multigénico hGH-hPI. mediadn por hormonas y faclores transcripcionales

5.5 Andlisis de las unidades transcripcionales de los genes hPL-1 'y hGH-V.

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

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

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

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

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

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

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

eficiencia de transfeccion.

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

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

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

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

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

En 1998, Kolb y cols también demostraron que al utilizar una construcciéon con una
minima porcién de un promotor de un proto-oncogen especifico de glandula mamaria
fusionado al gen hGH-N completo (todes los intrones), se expresaron cencentraciones de
HGH muy similares a las producidas por otra construccién carente de promotor, datos que
corroboramos por ensayos de transfeccion en JEG-3 y GC de una construccion en pBluescript
con el gen hGHN clonado de los sitios BamHI (+2) a EcoR! (+2160) sin promotor (datos

mostrados en la tesis de maestria del bidloge Hipélito Castillo-Ureta 2000) (143).

El analisis de los genes hPL-1 y hGHV asi como los reportes de ia unidad transcripcional
hGH-N, nos hicieron suponer que los intrones participan de aiguna manera en los niveles de
expresion del RNAm y consecuentemente, en ¢l nivel de proteina detectada. Especificamente
en el primer intron de hGH-N, Kolb demostrd la existencia de un elemento promotor capaz de
dirigir la expresion de genes reporteros como luciferasa. Con el programa Matlnspector,
detectamos en el primer intrén de todos los genes del complejo, un elemento caja CAT (N:
+5371-45373, PL-1: +12950-+12953, PL-2; ~+27618-+27621, GH-V: +42288-+42291, PL-3:
+50440-+50444, segin secuencia resportada por Chen 1989) el cual sumado al elemento de
respuesta a glucocorticoides (sitio de union conservado en todos los genes) o TEF-1 presente
sélo en hPL-3 y hGH-V (resultado mostrado en la figura 4 y en seccion de Anexos,
Matinspector andlists de primer intrén), podria ser considerado un promotor carente de caja

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

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

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

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

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

intrones (144), apuntan hacia el comun denominador de que las unidades transcripcionales de}
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complejo (intrones), poseen elementos de regulacién que de alguna manera pueden favorecer

o reprimir la transcripcion.

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

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

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

manera de tipo tejido especifica.

Desconocemos precisamente si este efecto es de naturaleza tejido especifico, pues el
ensaye solamente lo realizamos en células JEG-3. El efecto del primer intrén, se relaciona
también con la ubicacion de las regiones hipersensibles a DNAsa I, reportadas en el primer
intron de los genes hGH-N y hGH-V por Jones y cols. en 1595 (37) o por Shewchuk y cols. en
1999 (40) y ausentes en los genes hPL (ver figura 1, flechas color negro). Ellos sugirieron, que
pueden estar involucradas en la estabilidad del RNA derivado de las unidades

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

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

cada region, poniendo incluso de manifiesto la accion de otros elementos de regulacion.

»
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1)
2)

3)

4)

5)

I
1)

2)

3)

CAPITULO VI

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

Todas las versiones promoteras analizadas responden diferencialmente a 1a accién
de diversos moduladores de la transcripcion.

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

El analisis de la secuencia nucleotidica de los promotores con el software
Matlnspector, reveld la ausencia de algunas secuencias de respuesta en los
promotores distales de los genes placentarios, que respondieron mas debilmente a
1a accion de los moduladores.

El factor transcripcional hPLA-1, transactivo 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. Pequefias
diferencias en secuencia en los promotores distales (deleciones ¢ inserciones), asi
como el sinergismo con otras proteinas especificas de placenta o pituitania; pueden
conducir a un comportamiento particular de los promotores de los genes del locus
hGH-hPL. .

El analisis de los promotores distales, revel6 secuencias con interacciéon a TEF-1 y
TEF-5 en hPL-2 y ausente en hPL-1 y hPL-3 Estos factores estdn estrechamente
relacionados con la actividad de estimulacién por el potenciador de hPL-3.

Andlisis de la region 3’; ,

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

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

El potenciador hPL-3 fue el mas activo, pero el nivel de activacién fue casi el
mismo niumero de veces en todos los promotores, por Jo que las diferencias en los
niveles de HGH detectados, se deben exclusivamente a las caracteristicas de accion
del potenciador sobre cada promotor.
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M1

1)

2)

3)

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

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

El efecto del primer intrén actia sinérgicamente s6lo en los promotores de los
genes hPL en células derivadas de placenta, aumentando 1a potencia del promotor.
el andlisis de los elementos de respuesta contenidos en el primer intrn, revelan en
el de los genes hGH la secuencia con unidn al factor Y Y-1 relacionado con la
represién de la tramscripcion del promotor largo de bGH en lineas celulares
diferentes a pituitaria, pudiendo relacionarse como un elemento represor en
placenta de los genes hGH y posiblemente, relacionarse con los bajos niveles de
expresion de hGH-V en dicho tejido.

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

Perspectivas

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

Los ensayos de transfeccion 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 regulacidn, asi como a
los meduladores positivos o de represion. Por lo tanto se justifica un estudio maés
detaliado en el que se incluyan nuevas construcciones utilizando un gen reportero que no
interactiie con las regiones promotoras del complejo. Dicho estudio podria realizarse en
cultivo cetular humano no neoplasico (cultivo primario de pituitaria y placenta humana) y
podria aportar nuevos datos acerca del efecto de los promotores o potenciadore. De igual
manera, e} analisis de una porcién promotora de hGH-V mayor a la analizada en este
estudio, quizéds podria reproducir mejor el comportamiento observado en placenta,

pudiendo quizas ubicar al elemento responsable de su represion en ese tejido.
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Regulacion del complejo muitigénico KGH-RPL mediadoe por hormonas y faclores 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 CRECIMIENTQ

HUMANGC
ChenY et al 1989, Numero de acceso GeneBank: J03071
9469 Sca I
7317 Eco Rl
7207 Aw 1l 25506 Sce [ .
5502 Aat 1T 24858 Bam Hl 30148 Sca 1
5164 BamHI*® 24182 Sea | 29874 Eco RI
<7 3671' Eeo RI 19920 Bean HI 2@4{3»}_&;&‘:11-
Sca 1 ® . o
2348 BamHI* 9147 Xho 1+ 0% A2ie Seare BTLER R i 27870 Bxe HYI
12250 Eco RI 19245 Bam HI 25881 Xkol® 30648 Cla 1*
| Eco RI 10796 Sca 1° 21480Hin D11I* 27754 Aar I
1 1! 1 Ly 1 114 |
| H’-W’"I i Hmr"i 1 . WPT2 7]
TL Castlio & ULG ] | wue  ums 32500 pb
Ls 0 JL Castrills ‘ o
‘ ULIEG
13000 Nhels
12069 Fco RI
B
724 27525 Hindlll
1914 Eco Rl 9581 Baar HI | Wi iy 27352 Boo K1
1517 Ham HI 7698 Bum 10 14886, e HI 24886 Eoo RI
272 Rpm 1 T3 BamHI o o e 18076 20132 Eoo RI 34607 Nae 1 29975 Nhel
204 Bum HI 6299 Nael * 11633 Adat 1 17734 Ban H1 24302 Bean HI 31471 £ RI
1 11 1 A1 | | 11 il L1
' HCHY hPL3 | T] )
VLG ULTEG 52200 pb

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

vectores pBlueScript SK(+) o pBlueScript KS(-).
Promotor proximal
Unidad transcripcional
] Regién potenciadora
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o3 Accasl
as3 Xgn
® So)
Secl 11447 e xnol
mns: 11047 ﬂ:'
Eagl 11438 o0
Ner| 11437 1008 Xpwl
- Xl 11431
Spel 11425
s Psr) 11407 1853 Xbal »
« EcoRi 1141

EcoRY 1135

PRI 10608
«Pet| 1015

PRSSK+hPL1 Xha FooRY

-+

13858 base pairs
Unicue Sled

Bdl 10317

» Xbal PBES

Ser@l 8674

Region 3° AT Aot +
& <Patl 7010 4;’&/ 5188 Fe e
> ADg! THM 24 Seedd4T!
Beol 7184 @ Arl i
& ndel LJd transcripcional

02 Peti-
assa Peti-

6734 Swal

Secuencias clonadas de hGH-N y hPL-1 a partir de los césmidos en pBlueScript KS(-) y
pBlueScript SK(+), respectivamente
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2790 XDa |+
2643 Pl -~
2016 Tad|
2616 Mool
2015 Baa Al
2577 Bea Hy
2540 MV
2540 gl
2548 Bsr Fl
2421 Faul
51 Sefl 2370 Bss Sl 02 Bt
350 8| 83 Xmal 379 BamH! -
285 Bet 2171 1125 Bar Gl 2353 Smal 107 Pt - 72 Xnol
1583 Eco Al €0 AwNI 1907 Apell 2517 PIMI 2361 G o2 Sd |
1 Hnot 751 Bst Ul 1568 Bsa 64 2335 Bsp HI 3018 S M 3654 Bam Bl -
| R L1 i ] T 1 O A | |
I Promowr distal - )
hM 2 Hind Xho 4077 base pairs Unigue Sites Mode: Giobal
1367 Eco R«
759 Bsp 241 1327 Pwi ll
728 Xemt 1327 Mep A1l 1881 BamH!»
893 Bos | 113¢ Xmal 1781 Bsr G
637 Bgll 1116 Eco 4TI 1772 Pputol
573 811 1073 Mmel 13567 Apol 1772 NS |
570 Maelll 822 Stwl 1322 SfaN) 1772 &rBl
170 Bsgl 584 Bep E| 910 Sl 1225 Fpul 17168 Nspl *
35 Bsm Bl 564 B WF 904 Tail 1132 Smai 1848 Apall
3 Tagl 520 fst AP! 204 Maell 1185 Ace It 1577 Pstd -
2 Xhol| 520 ApaB| 768 Eco NI 1066 Sacl 1322 Bsc Al 1842 Dralll
2 8dl 517 Bautl 788 Bghll 1066 E£d 1361l 1562 Hind| 1851 Gor FI
il | | I B 1l II[II !l HEIIII
| FTQiTo
hPL2 Xho Bam 1866 base pairs Unique Sites Mode: Global
*
5838 Sol
4800 Patf | -
4735 BanHi- &900 Tagll
4655 Ber Gl 5839 Narl
72 BamHI» 4526 P 100 &2 Fep!
521 8¢ Bl 4646 Nsil 5809 Kas |
506 Agei 241 FuRi- 5588 Xim ) -
&3 Pat |+ 2002 Jba | - 3798 Bst Z171 5303 B |
2R Bdt 1867 BamMl+ 3570 Swi 4546 Bt Bl 553 Bte | 7682 Cla
168 B Vi 1510 Begt 3213 Bsp El 4451 Pel |- 5860 Psth~ 7189 Eco Al
1 Arel 1301 Xw - 2653 PIMI 3842 Sap| _, 5183 Bss HII 77T Pet | -
1 Acell 1S7 Pst(- 2445 BamH)- 9798 Ace | 5077 Aat Il - aB817 AN
- TR NI
PL3 Nhe Cla 7697 base pairs Unigue Sites ode: Global
Promotor proximai
Ud. Transcripcional

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

T mas cercano al sitio £co R1 de la region promatora proximal, como se describio en material y métodos.
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Sep LU 11 504

" 21 ranat
il B nmaru
My 2Q -
Loy B it
fex| iz gl
e Mol
et
- Pl 2R
+ B 68

Mapas de los vectores pBluescript conteniendo las regiones clonadas EcoRI-Sspl de hGHN a la izaquierda y ¢l
fragmento EcoRI a la derecha. El vector pBShGHN EcoRI fusf utilizado para subclonar la unidad transcripcional
completa de hGH-N en los vectores pBiueScript SK + con la version promotora de 500 pb de los genes hGH-hPL.
En las construcciones en pBlueScript con promotor proximal de los genes del complejo, se sublconaron los
potenciadores entre los sitios Xho 1 y Kpn L. La construccién pBShGHN Eco-Sspl, se utilizd para obtener al vector
pBShGHN 21K del que derivo el vector pactinahGHN21K misado para evaluar eficiencta de transfeccidn en el
RT-PCR cuantitativo y el mismo vector Eco-Ssp lo utlizamos para obtener los recombinantes con promotor de 500
pb reteniendo el exon | e intron 1 de los genes de expresidn placentaria utilizando los sitios de restriccion Aar 1

(sitio nico en esta construccién) y Kpn I (peteneciente al vector pBlueScript).
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MAPAS DE RESTRICCION DE RECOMBINANTES CON VERSION PROMOTORA LARGA,
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o Mt Ml
L :«I- " *-:-
20 a9 aw xool
! s o o Son
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\ aat + P Ko ": g- 9 Ast®e
Pree—1 WIBtaes e 7B kg
& 2o sertiie ame
A R . i 200 ares
Ceony DA ~ i ;:z g.-
LU fo
. - i 2 22 2
% fop oy = Eoef -
s BT ° e ) .
e iia Eidd - Bemrl €08
s a nzl‘- e eia Sl Neprt
Adl o 7
= &
: N
B Ame Ny
Sl FaT 8 ~n:|:. ::: AvefR
X ‘".A"l i AR Kl fal) &
Feg) O

PBSSK(+bPLIBGHN {

- Lig]
FaL Xl BISKi WGHVRGHN ¢ =y
T8 bme s 2100 Dustl T AR
3 Berca ST s
z’:g &u ALY AN =3
';”&"f;! o] ;m P v ANY 49T N2 omdi
Logl =M o oo R
WT] WA M A
B Bt e o
BwEe 1% g 52 0% Eowi
et @Gl
9B B
Hanwl oy e @345
B At - o 505 X119 Awm!
B | s " AR
1

Las regiones de secuencias : Jidentifican a la unidad transcripcional hGHN, Il el promotor proximal y la
region promotora distal.
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MAPA DE VECTORES QUE EXPRESAN LOS FACTORES DE TRANSCRIPCION Y DEL VECTOR
USADO PARA EVALUAR EFICIENCIA DE TRANSFECCION B GALACTOSIDASA

Mapa del vector conteniendo la secuencia

o . Mapa ded vector expresor del factor
de! factor transcripcional humano hPit-1 - fscionil humane Pit-|
Kpnl RSV LIR

Hind 11l

BswH Not 1
S s

Mapa del vector expresor del factor
transcripcional humano Spl Mapa del vector expresor del factor
transcripcional humano PLA-1
Sac 1 CMV LTR (750 pb)

pBlueScript Ny

Fehn Nofl pamn
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Mapa del vector utilizado para evaluar
eficiencia de transfeccion
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Tablas de ANOVA

Los datos que a continuacion se muestran, corresponden al analisis de varianza realizado primero
en las células de placenta (JEG-3)} y posteriormente, se presentan los datos de ANOVA de los resultados
oblenidos en piluilaria (GH-3 &6 GC).

ANOVA DEL EFECTO DE MODULADORES EN LOS NIVELES DE TRANSCRIPCION EN JEG-3
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3| 1 m aw
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Anova; Single Factor
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ANOVA DEL EFECTO DE MODULADORES EN LOS NIVELES DE TRANSCRIPCION EN GC

e Ry S —

ANOVA DE COM'PORTAMIENT QEN CELULA.S GC

| Sin estimulo
hGHN_ AMPc _ Eforbol , T3 AR
16,62 6219 . 3456 , 647 431
I ¥
1995 549 31,023 { 697 3691
— P - —m
195 584 321 ., 5998 38,12
18,69 5849667 & 32561 7, 806667 39,37667 Medm'
TROGTIT 3645061 1813004 11 8986')'! '3 2m751 Stapdurd
SUMMARY 4 | SUMMARY |
Groups _ Count Sum _ Avorage Vamarmco i} Grodj Count Sum __Averege Vanance | t
HGHN 4 74,78 18688 24763 mL 3 8607 1668 3,264
AM P 4 233 9887 58 49667 8.862022 Elorot 3 87 883 32,561 3.286883
> - " > i L
ANOVA - i |angva ' h
ree of V¥armx  SS o MS F Pvatve Fem m or Vans 8§ or " F Favake Fers
Betwmen C_3160,141 T_3160 141, 574,223 _347€07_5,967374 G_ 206,807 T 265,607 68107 0000718 7.70885
Vaithin Gro 33 11487 8 5519111 WVthin Gro | 13,10257 1 3275842
. A 3
Yotat 5202 255 kd ) Tolat w7088 57 _

SUMMARY ' 1 ) BuMmaRY E
Groups Count Sum Averzsge Vanance Groups  Courd | Sum Averpge Ve P
hGHN * 3 5607 1869 | 32643 . GHN ; I %07 1868 ~ 3.20643

™ | 3 2342 57806667 aeosm AR ' 3 118,13 3037867 10.76343.
X b 3 '
: 1 ! 1 [ }
ANCVA ! ANOVA b}

rce of Veri o P-value jco of Varie _ SS ar MS F Pvalue  Fort

feman Grol 177 3704 1 177 W‘_Thass uo:_ga_“ﬁ‘ﬁ‘agg‘q fween Groy 641,9073 1 6418073 ©1,51974 0,000667 7,70886

fevin Groug 1573867 4 3.434567 " i Grouy 2805547 4 __ 7.013887 { EEE

i
Total 1914091 S | Total 68900527 S
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ANOVA DEL EFECTO DE FACTORES DE TRANSCRIPCION EN JEG-3

"Anova. Single Faclor . {m: Sngle Facrer K
o " i
1 b =, —
{suummf SUMMARY
|_Broups — Count Sum __ Averoge  Vanance T Groups  Count Seam Awrdge Vi r
NGHN 3 5591863333 4370539 - hPLY 3 3743 1237667 11,2603
| ey 3 3281093367 536323 Pit 3 20503 8833 66,26663 3
2
I L T T S . )
|l |
25 la Vi 7
Detween G_12340,64 T 12040,64 _424,064_3.26c-08_ 7.70065 E—'-m"*-'—‘———m e,
Within &ro " 116,4063 4 2910158 < e W 15120
- " - R .- - Within Gro 1550535 4 3276333
Tota! 12457.06 S SUNMMARY .
; G Count Sufr A Variarce 9
G Cosrd Sum A T VArmoon L 37.13 1237867 1126013
hSHR 3 F9 18,5333 4,370533 PLA 3 364,71 1182367 177,713
hPLAY 3 167,38 5578333 3753443 !
d - )
I B — . . . ANCIVA
| ANCIVA, ‘ : o of Vane S5 o NS F Pvaie  Feoll
roe of Veria  SS o MS L Pvaie F o Betwwen ¢ 188090,51 1 1680951 177,0037 0.000183 7,70805
Between G 2071,200 1 _2071.298 68,85694 D,0005T5__ 7,70885 || | within Gre 377.0463 4 0445559 t
Wimg‘_G_-lo__SSBO?Gg"_T'?O 05248 T 7 S
Total 17187.48 =
Total 185 1 5
SUMMARY -
2 ] Grows  Courdt Sumn A Verwrxe o
Croups __ Cour® Sum  Avaroge Variancs herege
nGHN 3 5.9 18,63333 4.3705%3 hPL1 3 9733 w2yeqr 1120013 0000
SP1 3 11019 V73 S34732 Sp1 3 58.77 185 135772 i
«
ANOVA 2 ‘I | ANOVA — >
rze of Wan:__ SS -3 MS E P-vata Fet | lmecfVene S5 @ M5 F Pvaue  Feorl
Between G 607,604 1 867,604 1565064 0,011387 770965 | I Bet C 7604827 1 7804B27 8284754 0.0808273 7,088
) Within Gra 1958075~ 4 "%3.92107 | | Within Gro 4u 67467 < 1241067
v 1 I 1
Total ' 8032815 5 i{ | Tota 1277220 = 2 ]
Arova; Single Factor f 1 SUMMARY
A | b Giowps __ Cowrst Surn Awrsge Yanance
nger;RY Courl Sum Average  Vernance ° 5 3 s 826 7 : 4
e . 3 So41  ZiAr 115, i ) 250 T0hoce7 124000 i
Pt 3 azss 1085 111,53@0
! ; ' ANOVA B
AROVA"T v i we of Vars 88 ar S F Povoie  Fort |
o of Vam 55 o S [ Bluaiue F o Betveen & 1386771 T 1388771 1550044 0017002 7, 70805
Betwaon ( D848 791 1 5848761 1525842, 0000247 7,70865 | Within Gro 4043327 < 10,2082
Within Gro 258,1864 . _ 4 645488 P
e : -_ ; i Totsl 197 3603 3 g
T it 4
§°u":7smnv =2 z { SUMMARY .
e e e [ GO0 Lot Stam Aversge  Varmnoe
Groups. Count Sum Average Vanance ] e 5 52 T8 33 Y 755G =l
hPL2 3 82.41 2747 175583 = ;
PLA1 3 36862 1228730 125.4804 hEA, 3 BTES U030 _414%063 —
ANOVA - g — e a - - ANOVA T — R S -
706 orVan: S5 & MS___ F Pvawe _Fom iﬁ—g———————g—'vmmmwa S ff,u = 3 :’131 5 - e
z 1 P ; L :
Botu:oa; g;izss 1 ;ﬁ?‘g 1908604 0000158 7.70865 || LETL Y o aoar 4 2085772
Tuta! 143538, 76 5 Tolal 400542 =
SUMMARY MARY
_Goups Sumn Average
Groups Caunt Sum Average Vadnhw__ I |~ Y 3 Za 78 8,28 7 ]
hPL2 3 82,41 27 47 175683  Sp1 3 13= 270332 81,0762
sP1 3 12902 4300667 1016576
ANOVA”
ANOVA T e e e e o e Mo VS8 o S £ Pvohe__ Fomk
. Beby G 1298,500 1 1290500 44,1413 0,002664  7,708G8
e of vans _ SS & M F Pysiue _ Fonl Within Gro 1176765 P R e B
Between G 462,082 1 362082 B,073623 0,080354  7,70865 1) - i e $
Vifthin Gre 238.4539 45961347 Totan 1416275 s :
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SUMMARY 1 sUMMARY i
Groups  Cowrx Sum  Awersge Vanance - Grouwps Count Sum  Averape Varance |
hPL3 3 5638 1379313 4,038513 hPL3 3 5638 1878333 9033633 i
Pi 3 119,12 3070667 5724003 nPLA 3 23295 TIE5 B9T484 N i
e = == L i — L
ANCVA ANOVA i |
roe of Vania__ SS o MS F___Pwshe Fol  meolVams S ] S F_ Fowake Feorl
Between C 656,0513 1 6560513 1B,79676 0011252 7,70865 | Between C 5196,161 1 5196161 1051652 0,000500 7,70885
| etin G132 5573 4 D1 | Witen Geo 1675741 4 49352 h
[Towl 7836008 5 Totsl 5303736 5 ]

SUMMARY

, Groups  Count Sum  Average Varnance

hPL3 __3___ 5638 1879333 8,038633

Sp1 3 7042 2347333 4371403

ANOVA

rcg of Vene  SS af MS F, Pvalue Fom

Between C 32,8536 1 32,8536 1,245571 0,326898 7,70865

Within Gro_ 05,5053 4 26,37633 !
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ANOVA: EFECTO DE POTENCIADORES EN JEG-3

Anvva: Single Faclor | . y
i . Liremape  Conavt Sem  Averuer  Vemance -
| SUMMARY hILL 3 3387 ISR ST ]
< Connt Serm A e Tariance TLIGHIL1 3 3711 1237 6.3729
BGHN _ 3 4919 16396667 10,5723
WSHNKPL1 3 73.05 U35 243781
. ; ANOVA '
" L — e Vow 5SS a AT F Paviire Fem
ANOVA Betweea Gt 1,796 1 1749 0287322 0,6202432_7,7086497
o Vevar. .5 4 M5 F___ Poahwe Folt [GyinunGro' 243404 4 eusi
Berween G 94,883267 1 04,323267 44296058 00802388 7,7086457
Within Gro_69,900667 417475167 Tewl T Sne gv= = =
Towl ' 6478302 5 _ S‘éMMARY = - ~ :
3 = e = ORES oot e 70 avae
SUMMARY - R\
Groups Count Sum Average \Vanance PLIGHN S: 33;'; 1129 5‘7367;
GAN__ 34910 16,3967 105728 g Lotioni I e
GHNNPLZ' 3 7377 2459 366748 | . =
1 1 L :
: = ANOVA | i
ANOVA i e of Varia__ 85 a A3 F P-wihe _ Fo
o of Van: 55 & MS F Pvglise  Fol | BetweenGi_321,05535 1 32l 05538 _19.49097€ 00115569_7,7086497
Between C 100,6561 1 100,6961 4,262535 0,107888 7,70865 | Within Gror 65.888 4 ;Gm
Within Gro §4,49407, 4 mEDs2 = :
{ § Totd 386,94335 s
Total | 195190%- 5 ————— = —
EETr o= S —— T TS = SUMMARY i
SUMMARY —
o - . . G Coud S A v
Groups Coum Sum Average  Vanance PL‘;:}"I’;_;_ 3 "3’;87 ";’19;5 ‘:‘;;;3
GHN 3 4919 1639667 1057223 ) sy 014 >Hadh
GHNWPLY 3 {70061 509687 1740283 g RIS 3 2 : . -
) B { . )
ANOVA J = ¥ "ANOVA i
foe of Vane  SS o MS [ F-vaive F et ros of Vane  SS of MS F P-value £ oft
Between G 4545313 1 4545313 4924486 Z47EO7 770685 | Betwoen G 2054721 1 2054721 1351402 3,2/E-D6 770885
Within Gro 369,201 4 9230027 ‘ VVithin Gro._608,1748 4 152,0437
t % 1
Total 4535005 5 Total 208080.3” 5"
SUMMARY — [ 1 ) SUMMARY
Groups  Coum Sum  Average Vanance G C - =
roups ounl Sum Average  Varaxe
i e Shaliied S ”“’“: mee—we= — | {GHVGHN 3 4391 14636067 1%,743032
FLIGH 5 97,09 32,3333 85680 GHVGHDTL 3 ST962 19320667 41Js4T61
ANGVA ANOVA . _.
roe of Vart:___SS o MS F__Paue  Fent |jeedflaria S5 o M8 F___Loolue  Fenl
{BetweenC 1552082 1 1552082 0,370035 050731 7.708565 | | BotweonCn 32909784 | 32909784} 053130z Q3627865 7,7086497
Within Gro 200,241t 4 50,06028 o | | withen Gror 12499559 4 31248897
Totsl 2157616 s Yol ' 157.00837 3 - ]
SUMMARY { LRAMARY - T -
_Growps _ Couwnt Sum Average  Variance _ Grouns Count Sum Average  Vanance
PL2GH 3 8T 2046667 11440533 1ovan 3 B9 146X667 18743033
PLIGHPL2 3 187,08 6236 Bl.6¥1 SR GEINPLL 3 TRy A3 592033
L L .
y ] 7 b
ANOVA + : ) i : .
<t of Fariat &M 7 Podue  Fou | [redgVaat S q M F Produe  Fom
Between Gu_1634.6883 116540883 35555306 Q0039719 7.7086477| [etwween Grong: 16020353 1 16RmE 80U 00013611 77086407
| Withim Grog_186.15127 4 46538317 . ¢ |Wattsn Groupe, 106,67013 4 26,567533 _ PR
1 ! L s — Q i1 i . L -
(Toi] | 184081)S [ : i Tad | 17887050 3
e ——————————— 2
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ARY SUMMARY
Croups Cary  +  Sum Aveyope  Varianee Groups Coned S Average Varionce
PL2GIIN 3 K744 29146667 11440533
h 3 5 ]
it 3 0HCNE GRLERAT SIS anvm-w: 3 1391 11636667 1 M303
—— SHVGHNPL: 3 18617 JLTBR 4R
4 hl
ANOVA ANOVA
ceof Varim S8 a MR F P-value Femt wree of Variati = C4 MS r Pvaiue Fert
Relweon Gu 61382414 1 61382404 26643808 RAIIF07 TI08849Y (sermeen Grouy 244929.05 1 W2905 MDD AURLO6  LI0B6A9T
Within Gro'  921,52612 4 23038153 Wimm BN 4 1mm33 , |
[kl 6)4745.6¢ 5 - T i .
= Tod  491IE7 3
I sUMMARY
Croas Count Sam Awergge  Fanance
PLGHN 3 SA4R 21493333 11784233
PLIGHNPLI 3 TADE 2469333 333780 _
ANOVA . TIMMARY™ = il
i 1 _— 5
Gragps Caers Surmt Awrgge  Vona
e of Varith || &S 7 S| | [F P-walue Fors T 3 I TR
jietween Grog. 1536 1 153 ORIDE  OASSHEL 10086407 | |y o g | s g
Vithin Coolipe 90,321533 4 22,53008 s AN 63 i
T ('
Towd " 10568153 3 / ANOVA ¥ i ;
= S ——— = oV S & [ F ., Peam Fem
SUMMARY o ictween Grovy AR 73785 T BT 19D | 1.S606 1R |
Crosips Count Sum Average  Vanance Wit Groupe: G181 4 D257 il
PL3GHN 3 6448 21493333 1784233 i
PLIGHNPLZ 3 BT SRESEHST 104 ¢ Toul 400 5
| ANOVA ¢
e of Voratn, A8 4 MS F P-vaue Fent
ctwoen Groug 333651 1 35T SEI0M 000LSTSE 17086497
Willin Geoups 283353 4 0383
Towl 353,106 Y,
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ANOVA: EFECTO DE LA PRIMER O SEGUNDA MITAD DE hPL-1 y hGH-V EN LOS
NIVELES DE EXPRESION (media de las unidades de transmitancia).

Ancva: Single Factor | Ancva: Single Facior
L
-
SUMMARY SUMMARY
_Groups | Court Sum __ Aversge Venance 3| Groups Count Sum Aversge  Variance
PLIGHN 3 1331 4436667 _D,004033 VGHN < ) 1Y €3 1,33
11N : 3 202 673333 0643333 1 VWA 3 74 2488667 056333
1N 3 81 27 1,24 WV 3 189 3633333 0443333
| pPEVhPL1 3 0.53 0,176687 0.005833 {|w 3 29 a3 0,81
- . . 1t -
ANOVA 4 s H 1
— ANOVA
rce of Vads  SS o M5 3 P-vaje [
Betwoen C_60,04737 3 DBOSTe 02108 355605 A0e61a, [Cl.Of Vane SS = ] e Lomkie X
Within Gro 4.5664 8 0,5708 i o
1 - i
Total T 73.61377 19 1
l—
{Ancva: Single Facor | i
SUMMARY l Groups Cournt Surn Avgrage Vardance
| Gmups Lo St Awerage Vanence VGEHN 3 18e 83 133
1IN 3 202 6,733333 0,94333) n VN 3 7.4 24858687 0583333
1N 3 13,31 4.436687 0.034033 i
I
ANOVA © T e e — e ek -§ | ANOVR
\oa of Vane S5 g S 3 P-velse F R ree of Vens S5 o MS F Povaiye F ot
[Betwemn € 7912017 1 7912017 1525404 0017458 7,70805 Betwesn & 22,0467 T 204167 232045 000848 T1.706685
Within Gro 2 074733 4 03518683 1 4 rWithin Gro 3,786667 4 0546687
i k i
|
ToAs! £.966TS 3 b Total 2% 32823 5
SUMMARY ]
Groups __ Count Sum _A—# Vanance i E SUMMARY
1 L s
- . > / ! | Groups Count | Sum ., Averspe Vasnance
W 3 1337 44565067 7D 064033 r“""‘“ VGH 3 169 63 1.33
I i VNV 3 168 S.E533333 0443333
ANCVA L
roe of Vark 58 @ S F Pwe  Fol :
Batween C 43524017 T 4524017 6782484 0050776 7,7086% ANCWVA Y
Withm Gro  2.688067 4 0.“10‘7‘ [} h rce of Vahs S o M3 F P-value For
] ) Betwean & D.6E68E87 1 0.5655667 D,75138‘_'D,434302 7,70865
Total 7192083 5 Within Gro_ 3,546667 4 0886667 T
Total 4,213333 s T
SUMMARY l
|_Groudps Count Sum___Aversge Vanance 7
VVN 3 74 2466667 0563333
VY 8 998 33 081
"
ANOQVA
of Vans 58 dof MS £ P-vaie F ot
Ben G 1,047667° 1 1.041667 1,7?@ 0.253536 7,/0B65
Within Gro  2.346667 4 0,568867
Towml 3 388333 5
SUMMARY
Groups Count Sum Aversge Vardanoe
VNV 3 168 56833333 04433233
VW 3 2.9 33 0.81
ANDVA™ T i "
rew of Varie Ss of MS £ Pveive F orit
Batwewan C 8 166867 1 8168667 1550833 0018991 7,7088S
WWithen Gro  2.106667 4 05260067

Total 10.27333

s
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PARTICIPACION DEL PRIMER INTRON EN LOS NIVELES DE TRANSCRIPCION.
(Media de 1a concentracién de HGH)

[I1GT] para analisis del ponmer inméom hG11-hPL

GHNO.IKE | 14,0} 200 _, 1508 4
PL1 1263 1123 15,7
PLIGHN__ 20,1 238 183
ma 338 0.6 382¢
PL2 IGHY_, 692 71,2 682
GHV 1445 10,96 | 9,88
JHV IGH 1487 9,17 94
™A ___2680__ 2426 _ 2897
PL3 IGHN 46,59 43,36 & 4381

Av;;ge T Toew S
GIING 5kb_16.39667_3.251497
PLIGHN 1322667 2235539
PLIGHN 2066667 2,695057
PLIQHN__ 74,12 _2,RG7454
PL2 1GEN 6953333 1,527528
CHVOHN 11,76333 2 38856

- T

OHV IGHE 11,14667 3,22653§
PLICHN 26,70667 23060346
___._PL3 IGHN 4625333 2740533

SUMMARY ¢ SUMMARY :
Groups v Couni | Sum Avergge - Voriance | . Groupy Cowt Sum Averuge b arance

PLIGHN ! 3 3968 13206667 49976333 . i [GHVEGHN 3, 3529 11,163333_5,M53333 .
PLI 1GHN 302 3412 149572 . § WNSHVINGH 3 3334 11146667 10410633

1 g i ¥ '

‘: 5 § [ I ) -
ANOVA T : ! Y 1 janova !
seof Vurie S MS Lk Padue  Fom ceof Varia 8% MY r Pvalue  Feni
Between Gr - 654.7970% 1 63479707 65627916 00012621 77086497 { I3erween (v (1,57(4163 1 05704167 Q,G70TK94 08133421 7, 7086497
Within Grex39.909667 ¢ 9967 L . Uhthin Grod 32.231733 4 30879333

3 2 L i "

69470673 5 e Toul 2,807 5 4

SUMMARY - [ SUMMARY
Groups  Count Sum | Aversge Vanance |_Groups __Cound Sum . Average  Varrance ==
PL2GHN 3 10236 3492 14872 =, _ |[PL3GHN 3 BO012 2670667 5.571233 T
PL2 1GHN 3 2086 6953333 2333333 PLI 1GHN 3 138,76 4625333 7,510633 -
ANOVA | ANOVA
roe of Vans S5 o MS F P-vaiue + Font e ofVane SS of . MS F P-yaiue Fomt
Betwsen G 1881,156 1 4881156 2175338 0000123 7.70865 BewgeenG §73.1083 1 5731083 @7,61873 0000728 7,70885
Within Gro 3458107, 4 8645267 e Within Gro  26,16373 4 6540933
Total 1915737 6 Tt T T N T 509272 . 5

Anexos
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Reporte del anilisis via internet de los elementos de respuesta en ias secuencias promotoras
analizadas en este trabajo con el software Matinspector

S Search Results (183 matches) hGHN 2240 bps Matlnspector 5
Solution parameters:
Sequence file: hGH-N.seq (2240 bps)
Family matches: yes
MatInspector library: Matrix Farnily Library Version 2.3 February 2602
Selected groups s ALL ventebrates lib (0.75/0ptimized)

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

Further Positio .
; Strand I Core sisn, {Matriasim. i
Information n . N Srqueucs
activator protein 1 58 -68 (-) 1.000 1.000 geTCACKcag
Epstein-Barr virus _ _ 0 u «GOTG
transcription factor R 3 83 ()m . 1‘309 ?'83 N gm?g“ua N 'f
Muscle Initiator 09-119] © 0921 | 0863 aagngnga CACT cocolges
Sequence
upstream stimulatiog § y35. 1371  (+) 1000 { 0997 cCACG Igt
factor ]
Muscle Initiator 160 - 180 (+) 1.000 Q.893 Mcc‘acwgtgm
Sequence
\ Pit1, GHF-1 pituitary
specific pou domain 190 -199 ) 0.871 0.294 AgRATG Cag
transcription factor
serum response faclor § 204 -217 +) 0.972 0.860 ccCCAAL uguroe
NF-kappaB 312-32) {+) 0.904 0.882 GOGingicw
signal transducers and _ ¥ GGAA
activators of transcription J36344 *) rema i S
—» { octamer-binding factor | { 407 - 420 +) 0 944 0908 assan e AT ATY
nuclear factor 1 485 - 502 +) 1,000 0.947 et T(HC teacggeasce
apolipoprotein Al 5 ! ‘ :
pegiliipmmroie o'l 640 - 655 ) 0.826 0.842 tsactCC |Gaceica
Retipore uerd é ber LA
o matlonr risemior | 644 - 653 ) 0897 0.961 n2gTCAGRag
CRE-binding protein 1/c- e
Tun heterodimer 648 - 655 *) 0.769 _.9.8&5 wACCIca
oy mete | gss-565) ) 0871 { 085 Ag'gATCCac
MyT 1 zinc finger ranscripdoa
factor involved in primary 681 - 691 (+) 1.000 0.982 ccn AAGTHgg
neurogenesis
CCAAT/enhancer .
Biriding proteis beta 738- 751 ) 1.000 0.950 aas1gacGCAALGL
cAMP-response element . R
binding protein 739-7501 (+) 1.000 0.916 saTOACgcaalg
upstream stimolating 1 g25_g70{ () 0.863 § 0930 ECACTIE
factor
Nuclear factor of . ” AR
activated T-cells hinbis *) 1004 G470 mmte A nges
nuclear factor 1 1043 - -) 1.000 0.946 el TGGC ancapuprnng

142



Anexos
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1060
octamer-binding factor | '1‘13;‘2' © 1000 | 0541 SATGCansas
Mff;;::‘wggg?m 1242 - 1254 &) 1.000 0.933 atcacgaGGTCag
c-Ets-1 binding site 11335,;’1’ ) 1000 | 089 fga 0 A gagaoice
o-Ets-1 binding site 1]“3359‘ ) 1000 | o908 RgGGAA gagotigt
AP1 binding site oy ) 1000 { 0995 cTGAGTCAg
octamer-binding factor 1 ]]880]03. ) 1.000 0.909 gagasiggg T GTg
upstream stimulating 1899 - ‘ . ,:
factor 1506 ) 1.000 0.997 s ACGTa
cAMP-responsive 1972 - ]
element binding protein 1983 &) 1000 0.527 clpgTUACagS
upstream stimulating 2021 - :
A S 2028 (-} 0.875 0933 aCACATge
Pitt, GHF-1 pituitary | 0o
specific pou domain 2052 +) 0.871 0.966 aa AT Clat
transcription factor p
Pit1, GHF-1 pituitary 2077 -
specific pou domain 2086 ) 0.871 0.953 attAl GCat
transcription factor
cellular and viral TATA 2132~
box elements 2146 (+) ! 000 p-990 glel frAnsngiibos
zinc finger with 2156 - e
interaction domain 2168 *) 1990 s R
nuclear factor YY1 2184- e
binding factor) 2197 () Bi7E |} 0528 PRACUAL loagwA
ceilular and viral 2184 - -
CCAC
CCAAT box 2195 *) VA PP T T
hepatic transcriptional 2186 - . " Tl
initiator element 2201 © 0.852 0N i

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

Sequence fije: hPL1_1.seq (249C bps)

Family matches: yes

Mztlaspector library: Matrix Family Library Version 2.3 February 2002
Selected groups * ALL venebrates.lib (0.75/Optimized)

(core/matix sim);

Inspecting sequence hPL_1 (-249G w -+1):

; ” Core {Mawi
| Pasiti
Furtber Information osition  § Strand | l—"llL Sequence
octamer-binding factor 1 42.55 () 0.807 § 0.820 8gGA | (tgsatget
c~Ets-1 binding site 43 .57 (-) 4 0881 30.907 olatsUAT glgaalge
PPAR/RXR heterodimers 49.68 - 0.807 §0.696] acaectaggecAl AGgegt
. nuclear factor 1 __78-95 (-) § 1.000 §0.946 W TGGC asccancatly
c-Ets-1(p54) 253 -262 -) 0.851 §0.936 1eTGGAagte
octamer-binding factor ! 266 -275 (+) 0.755 §0.876 AT Rt
upstream stimulating factor 37¢-379 (+) 0.863 $0915 geCAC Tgege
CCAAT/enhancer binding protein beta § 393-406 § (+) § 0985 §0.952]  paega”AAAgaa
—_— octamer-binding factor 1 419-428 (+) 0.755 {0 826 tAT(Cmas g
stimulating protein 1 SP1, ubiquitous S67 519 il
zinc finger transcription factor *) 1.000 £0.913 eant i
. AP1 binding site § 515-523 {-) § 1.000 }0.986 giGnGiLAe
VDR/RXR heterodimer site 547 - 561 (+) 1.000 § 0.855 a2peca geLALLEE
CRE-binding protein 1/c-Jun helerodimer 369 -576 {-) 0.763 §0.882 1EACT T
O s glacovortootd dependent 1o GREs ] 6263 1 ) ] 0828 Jo802|  eummtiTAn:
nuclear factor 1 1112-1129 ) 1.000 §0.956 1ol 1 ¢ ¥ iC Wucageance
c-Ets-1(p54) 1163 - 1172 (-) 1.000 §0.944 1oLt Agatg
~ NF-kappaB(p6S)  {um-us7{ (+) | 078230877 tezgmTACC
SF1 steroidogenic factor | 1256 - 1264 {-) 1.000 § 1.000 LAAGG eca
apolipoprotein Al regulatory protein 1 § 1262 - 1277 +) 0.826 §0 842 w1uetOC | Cracuicn
Retinoic acid receptor, member of 1266 - 1275 . '
nuclear receptors ) 0.837 10.961 St '?Gpsl "
CRE-binding protein 1/c-Jun 1270 - 1277 "
hotatodiner ) 0.769 §0.885 1gAC Tea
sterol regulatory element-hinding 1274 - 1294 x
—p protein | o) 1.000 § 0.931 palCALtigeg
Pitl, GHF-1 pituitary specific pou 1278 - 1287 " e
domain transcription factor “ ™) 0.371 §0.851 $EBITTCe
upstream stimulating facior 1328 - 1335 {+) 1.000 §1.000 cCACGlec
octamer-binding factor 1 1450 - 1461 (+) 0.750 § 0.801 gatatgtg AAAT
upstream stimulating factor 1489 - 1498 “-) 0863 §0.930 gL AL Ttete
fumor suppressor p33 1510 - 1529 (+) 0.750 § 0.6621 gagAA iucacagecaggeoe
PPAR/RXR heterodimers 1638 - 1657 ) 0807 § 0.707{ cansgoipgggaAGALENC
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Regulacion del complejo mulligénico hGH-hPL mediado por hormonas y factores transcripcionales

=g,
octamer-binding factor | 1650 - 1664 (+) 1.000 §0.832 agagancAAA T
¢-Ete-1 binding site 1712-1726 +) 1.000 § 0921 2e2LGAAgegetigt
VYDR/RXR heterodimer site 1821 - 1835 (-} 0833 §0.875]  agpcactGliting
Retinoic acid receptor, member of 1826 - 1835 :
niislar recentons “) 1.000 §0.977 g TCACIg
NF-kappaB (pS0) 1837 - 1846 {+) 1.000 § 0.927 GeidiGiagecun
octamer-binding factor } 1897 - 1910 (-) § 0.833 §0.906 cacactug 4T CTe
AP1 binding site 1953 - 1961 -) 1.000 § 0.995 <TGAGTCAR
i i biodiog Fim-tm] ) {1000 Josas|  eweToAcem
- e mPOU-factor Oct-1 1984 - w‘}s -) = 1 000 })“4;(;9 ' oclgAA | {ocacto ‘
‘ AP1 binding site 2000 - 2008 {-) 0917 §0961]  alOATTCAg
cAMP '“m“:;fe‘i":’*‘mem binding  § 20502301 *) 1.000 { 0.927 lpe TGAC gy
upstream stimulating factor 2339 . 2346 (-) 0875 40933 sCACATEC
GC box elements 2344 - 2357 (+) 0.876 § 0.50% 11pGOAGzagctt
2ine finger with interaction domain 2247 - 2259 (+) 1,000 § 0.894 cal+CTC cagonte
transcriptional repressor CDP 2359 - 2373 ) 0.795 10877 caaanid TCCattag
Pitl, GHP-V pituitary specifiopou  § 53, 2309 ) 1 0.871 Jo.966 W UATCCat
domain transcription factor ‘ N
Pitl, GHF-1 pituitary specificpou  § 1395 5000 ] (3 { 0871 {00953 AMATGCot

domain franscniphon faclor
cellular and viral TATA box elements { 2451 - 2465 (+) 1.000 { 0.990 gaT AAAssgageoe
243 matches found.

- ———— Lo o o T T ™

A total of 243 matches were found in 1 sequences!

B L-2 MatInspector 3.4 kb . 308 secuencias reguladoras
Solution parameters:

Sequence file: hPL_2.seq (-3420 to + 1 bps)

Family matches: yes

Matlnspector library: Matrix Family Library Version 2.3 February 2002

Selected groups

A -y * ALL vertebrates.lib (0‘75/0p1:lmlz.e§:t)

Inspecting sequence hPL_2 (-3420 to +1):

Further Information Position Strand § Coresim, ﬂ;.:& Sequence
INF-kappaB 11122 (+) 0.780 0.836 2L A Clerca
INF-kappaB 132 - 141 ) 0.904 0923 Gurirasece
PPAR/RXR heterodimers 141 - 160 (+) 1.000 0.729 {§ ceagrcianitcAAAL e |
Piil, GHE-1 piluitary spetific peu domuin N .

ﬁ““"‘?ﬁw o 174 - 183 e 1.000 8.876 tatcATTCnt
ige(t:au'r/exmanw binding protein 194 -207 0 1000 1 0960 | seompccang
activator protein 1 AP—I 341 -351 (-) 1.000 1.000 28 | GAC tcagn
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Regulacion del compiejo multigénico hGH-hPL mediado por hormonas y faciores transcripcionales
'upstream stimulating factor 413 -420 +) 0 875 0935 cCACATgt
!signal tmnsduw and activator of 414434 ) 1.000 0.760 franactipecrGGAA catgt
transcription 1 g
J INF-kappaB 594 - 603 (+) 0.904 0.882 wruugeece
jactivator protein 4 607 -616 ) 1.000 0.985 RMCAUL Y
Se-‘Cys' tRNA gene transcription 619 . 640 ) 1.000 0780 {eoCCCAeatcLticeios
activating factor .
VDR/RXR heterodimer site 724 - 738 (+) 0.840 0.901 agepgana GTGGign
activator protein | T34 - 744 (+) 1.000 0.967 o | AL tocac
[Progesterone receptor binding site 816 - 842 ) 1000 | 0831 foseg@Eiciic
cAMP-response element binding . ]
Jorotein 8535904 ) 1.000 | 0882 | eTGACUpam
tncs : i saguweig: [T Te
i W&%me receptor binding site 903 - 929 ) 0.750 0.806 i
octamer-binding factor 1 934 - 567 (-) 0.807 0.820 asG AT dganiget
¢-Ets-1 binding site 935 - 969 (-) 0.881 0.907 AaGGAT gtgaatgo
PPAR/RXR heterodimers 961 - 980 *) 0.807 { 0.696 [emicuascrACALE:
{nuclear factor 1 » 990 - 1607 (-) 1.000 0.946 §tgtTGGCancenncarig
ge(;.‘aAATlenhanw binding protein 1099 - 112 ) 0.985 0944 { wgsrGAAAL
Jserum response factor B 1133 - 1146 ) 0.847 0870 | ccCLAGngatagea
Retinoic acid receptor, member of 7-11 .
nucl@_recepiors _....”5 1166 ) 1.000 0.984 aggTCACaag
§RAR-related orphan receptor alphal 1160 - 1172 =) 1.000 0.943 stetpgat(itLac
fupstream stimulating factor 1279 - 1288 {(+) - 0.863 0.915 acCAC Taope
lge(;‘aAAT/enhancer binding protein 1302 - 1315 *) 0.985 0952 ARG AAA gdh
T ‘- ccatasg ugocagat (37 e
Androgene receptor binding site 1306 - 1332 -) 1.000 0.911 o
serum response factor 1321 <1334 (=) 1.000 0831 L ATaaggenca
VDR/RXR heterodimer site 1457 - 1471 (+) 1.000 0.855 § apacergghaAt(rgg
cAMP-responsive element binding 1474 - 1481 ) 0.766 0.801 whti T
protein 1
(CRE-binding protein I/c-Jun . . -
! hiterodither 1479 - 1488 ¢) 0.763 0.832 t2AC] i
Avian C-type LTR TATA box 1531 - 1549 {-) 0.812 0.833 eT TlAagt
vT1 cne finger transenpuon fwcor myvolve: -
Al v mmgmﬁ’“ VOIVED 1543 -1553 -) 1.000 0.894 gIAAG Tt
!R-cell-apeciﬁc activating protein 1587 - 1614 ) ) 0.842 0.746 ‘W%&'U‘—‘" g
wih factor independence ) zinc fing 2egag A | Caclggn
E:Aem acts as transcnptional repressor 1601 5 1624 (+) 1.000 0936 Bcocag.
X-box binding protein/RXR 1632 - 1648 () 1.000 0.890 § ugocoacaliCAACH
jnuclear factor 1 1997 -2014 (+) 1.000 0.947 § «2TGGC eacppcance
; jactivator protein 2 2048 - 205% (+) 0857 0.892 cal CC Toopgag
4 potipoprotem Al regulsiory protem 1 2148 - 2163 (+) 0.826 0.842 (a2 CC T Cracclea |
Retinoic acid receptor, member of 2152 - 2161 ICAG
Lﬂudw - rore '8 0.897 0.961 238/ CAGsg
: {CRE-hindine nratein 1/r-lun 2156 -2163 (+) 0.769 0.885 teALx Tea
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Regulacion del complejo multigénico hGH-hPL mediado por hormonas y factores transcripcionales

Jheterodimer

Pitl, GHF-1 pituitary specific pou

0.37)

164-2173
transcription factor # *) 9.851 SEWATCCaE
mor suppressor p53 2205 -2224 (-} 1.000 0666 JzpeC ATlgizactcalgee
tumor suppressor p53 2215 -2234 ) 1.000 DiED; [ReeRioNEEDEEE
Se-Cys tRNA gene transcription 2243 - 2264 3 -
wiien iz Bcier 2243 - 22 ) 1.000 0.777 {tttONCAcagrateatts
E;AAT/enhancer binding protein 2244 - 2257 ) 1.000 0.950 el GASG AN
A:;)r()tein.res' s leenbindiog Las-2% ) 1.000 0916 2aT (' ACpcaatg
sterol regulatory element-binding 2347 - 2357 © 0.750 0791 e
protein | ) -
-related orphan receptor alphal 2380 - 2392 {+) 1.000 0.941 agitecalriv]Cap
Jrumor suppressor p53 2397 - 2416 +) 0.750 0.662 AL K’“’:l"‘“g‘v*"“*‘—“
serutn response factor 2482 - 2499 (+) 0.757 § 0.705 § awcgoieGATAgceocte
[Progesterone receptor binding site 2498 - 2524 +) 1.000 0.862 "mm"’;g'z”r‘“
c-Ets-1 binding site 2599 - 2613 +) 1.000 0921 gar A rA A gegetigt
{signal transducer and activator of 2630 - 2640 O 1.000 0833 [rmsatcecgtrlinAcag
jtranscnption 1 ca
CREB complex 297 -2711 +) 0.750 0.758 teoetw T TCU e e
[NF-kappaB (p50) 2722 -2731 +) 1.000 0.927 GG oo
stimulating protein 1 SP1, phigoitous zinc - —
finger transeription factor 27352747 (&) 1000 0.914 tgrGGCGanpac
signal transducers and activators of 2750 -1758 ) 1.000 0.960 -
ranscription :
TEF-1 2761 -2774 -) 1.000 0.830 cal ATTgetete
AP| binding site 2819 - 2827 ) 1.000 0.995 CIUAGILAE
POU-factor Oct-1 \ 2850 - 2864 -) . 1.000 0.902 ortgAA j fogecitt
ceflutar and viral CCAAT box 2893 - 2504 (-) 1.0G0 0.923 cacagl C hAlag
CeCmAAT/enhancer binding protein 2912 - 2925 ) 0.985 0.952 glgrgeCA \Aoga
Ras-responsive element binding 2917 - 2030 ) 1.000 0.796 1COC Ancacacaca
protein 1
ETs=ti transcription factor .
2 2 3 F 940 - 2955 3 GCAAgdaaa
identified in lymphoid B-cells _2 . & __.1_900 ? ‘862_ ‘[Eg‘ \_ o
TEE-S stimulator factor] 2987 -1998 {-) 1.000 0.887 CATTee e
estrogen receptor 3042 - 3060 (-) 1.000 0.897 {ettel -TC'Aacctpaacpeg
Transcrtption activator protein 2 3185-3196 (-) 0.976 0.901 wCCCCoget
fupstream stimulating factor 3205 -3212 ) 0.875 0933 aCACATge
lpi“' GHE-1 giuitary specificpou | gp97 3356 ) 0871 | 0939 aatAl CLae
domain transcription factor
itl, GHF-1 pituitary specific pou gt it
lgomain transcription factor i © sl i e
istem{ reguiatory element-binding 3285 - 3295 ) 0.750 0.838 alGAL
protein 1
zinc finger with interaction domain 3342 -3354 +) 1.000 0.936 CplCTC Luggale
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Regulacion del complejo multigénico hGH-hPL mediado por hormonas y factores transcripcionales

cellular and viral TATA box elements ) 1.000 0.990 guTAAABsggRooc
inc finger with interaction domain &2 1 000 0 894 catll 1L eageate
otal of 308 m ! - <

———: g R 2 e

hGHY 2730 bps { 279 matches)

v T t ——

Matinspector Release professional 5.2 Sat Jan 23 15:46:03 2002
Solution parameters:
Sequence file: bGHYV seq (2730 bps)
Family matches: yes
Matlnspector library: Matrix Family Library Version 2.3 February 2002
Selected groups e ALL vertebrates lib (0.75/Optimized)

(core/matrix sim);
Inspecting sequence hGHYV (- 2730 to +1):

Further Information Position | Strand Core § Matnx Sequence
Sm, oM,
INF-kappaB 65 - 74 +) 0.904 0.882 UOGORTcee
{activator protein 4 7887 {-) 1.000 ] 0985 PCAGC gy
siynal transducers and activators of § g _o7 ) |1000] oss2 1gaaGGAA
ranscrpton -
Se—Q@ tRNA gene transcription 90-111 @ lioo] o070 T A e SEadita
activating factor
VDR/RXR heterodimer site 185 -203 (+) 108404 0901 ageggnas UT(Grea
activator protein 1 199 -209 (+) 110004 0967 agl GALIecac
’ngcsteronc receptor binding site | 281-307 ¢ J1000] 03830 "”‘G‘WBBS‘:TGTT“W
signal transducers and activators of § 45 150 @ l1oo0d oo dicac @A
frranscniphon \ .
TEF-1 related muscle factor 352.363 -) 10001 0855 atCAT lectlgsa
zinc finger with interaction domain 4 362 - 380 () 1.000§ 0856 gei T enerte
sterol regulatory element-binding _ <
broteit1 398 -408 ) 0.750 0.884 eaTC Tl cocas
Se-Cys tRNA gene transcription ) 5
[activaﬁng Facton 412-43% +) )‘(']OO 0.808 geeeCC (Agarmiu
c-Ets-1 binding site 420-434 (-) 0.881 0907 aattuAT mgaatge
RAR/RXR heterodimers 426 - 445 (+} 408071 0.65 BCHICCIAERC AL Alrgaant
§nuclear factor 1 455 -472 (-) $1000} 0946 1@t 1 R . saccaacatig
X-box binding protein REX1 461-478 () §11.000] 0906 clgigstgtiatrCAA ey
I3 factor-1 (I"LF1) binding site 527 - 540 +) 110004 0948 agagt  AALitgota
gg;:(;AAT/enhancer binding protein 564 - 5T7 O 0.985 0.644 g GARA NS
etinoic acid receptor, member of -6
nuclear receptors -8 © J1.000] 0984 ag.gTCAC"g
[RAR-biding site 625 - 637 ) 10001 0943 ateigga(iTCac
~responsive element binding, 728 - 741 A .
eodcin 1 28 ) {07901 o313 CCACAaggeaccee
pstreamn stimulating factor 744 - 753 +) 1086341 0915 gel AU Igogs
Ce(iaAAT/enhancer binding protein 267 +780 ) {ooss| oss2 et GAAA gain
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Regulocion del complejo multigénico hGH-hPL mediado por hormonas y factores transcripcionales

-

=-—=. -

Androgene receptor binding site 77 - 797 (-) 1.000§ 0911 {ccatnngpgeongatiGTTeittttes
§serum response factor 786 - 199 (-) §1000] 0831 MCCATaaggeaca
Joctamer-binding factor 1 73-802 § (+) 07550 0826 AL g
YAvian C-type LTR TATA box { 858-867 (+) §0793 0827 aTAT AGAarc
{CREB compiex 889 - %03 {(+) 107841 02813 apigee | C AUgcang

'VDR/RXR heterodimer site 922 -936 (+) §1.000] 0855 argecaggh AUGRE

CAMP-responsive element binding | g39_g46 @ Jozes] os01 eACCTaa

protein 1

e Cfouem b oo fore] oss ACTIY

T3 factor-1 (TF1) binding site 945 - 958 (+) 11000§ 0944 sangt(AACiagtic

Joctamer-binding factor 1 1002 - 1016 (+) §1000¢ 0863 aasagiacAAA Tt 1

erowth factor independence 1 zinc
't'mger protein acts as transcriptional § 1003-1026 § (+) § 1.000] 0.943 ] asapigea AATCttageocgacat

TEPTessar

VDR/RXR heterodimer site 1057-1071 § {+) 310004 0.B80 geRagect 1Al riopa

serum response factor 1085-1098 § (+) §09729 OB32 §  actCAAagmogsg

3 AP 1 1139 - 1149 (+) 11000 0962 88 | AL pgant

Avian C-type LTR TATA box 1188-1197 8 () 408124 0842 (1AT TITage

stero! regulatory element-binding 1211 -1221 @ Jos0] o tGCACcacos

protein 1
fnuclear factor ) 1309-1326 { (+) {1.000] 0956 w0t TUx G eacageasce
{CREB complex 1375-1389 { (+) 10830] 0824 ctoopa TTACs gget
jupstream stimulating factor 136-1%95 § () {1000{ 0910 gt ACGmee

estrogen receptor 1389 - 1407 (-) 1.000 0.893 gotel1TCAtggiogeacea
iﬁﬁ‘:}c r:ccigtxem‘”- member of | 1457.147 | () {0857{ 03961 augTUAG

AR-receptorajphal  Jle70-1a824 () {1.000§ 0936 cactas(GTCeg

CR.E—bipding protein 1/c-Jun 1471 - 1478 @ {07601 o0s8s 18ACCTt

heterodimer

cAM?-responsive ¢lement binding 1476 - 1483 ) 0.766 0.801 WACTTug

rotein 1

o sefeooy [uos-ar | ¢ fomn | owst | eerons

CgaAAT/mhancer binding protein  { ;5501572 ¢y {1000] 09s0 N
;CA.M.?’-respcnse element binding 1560 - 1571 ) {1000 os16 ————_——

protein
fupstream stimulating factor 1691-1700 § () J0.863 § 0.930 geCALTIge
itumor Suppressor p53 1742-17314 (+) 407504 0062 QURAA T L1 MALTCLRLTC
§GC box elements B 1778-1791 | (+) 10876 0899 abgal 1A ggett

serum response factor 1794 - 1811 +) §0.757§ 0.705 ACEAL s T ARRICEIC

Progesterone receptor binding site § 1810-1836 +) 10003 03866 termggeptgatg TG T T ctgagett

c-Els-1 binding site 1911 - 1925 {(+) §1.0003 0921 gRei KA A gepenpt
Hﬂﬁ:c]nu;t?;:ulw and activatorof | 193, 1053 § () J1000] 0838 | cmmarccostiGAAGagas
ICREB complex 2009-2023 § (+) J0.750 | 0.758 ggaiaTTCGooe

NEF-kappaB (p50) 2034 - 2043 {(+) §1.000§ 0927 UGUUe o
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Regulacicn dei complejo muitigénico hGH-hPL mediado por hormonas y factores transcripcionales

SP1, ubiquitous zinc finger 2089 - 2101 . LG CG
]mnscription factor 6 §1.000 3‘993 i s
stimulating protein 1 SP1,
biquitous zinc finger transcription § 2101-2113 ) 11000] 0.956 #gsGGCGrgege
factor
Jactivator protein 2 2106-217 | (+) {0976 0903 cgCLt Cangget
cAM?-responsive element binding M7-212 « o765 0.806 6ACCTEa
protein 1 ) o
AP] binding site 2238 - 2246 (- §0917 0961 a ATt Ag
~responsive element binding 247-220§ (#) 11000 0.792 gOCC AR s
protein 1
heterodimers 2273 -2292 (-) §1000§ O0.724 goaran e cec A caca
bCeiAAI‘/enhancer binding protein  { 5a45 2204 @ |osss 0.952 SlanaaiAAA S
upstream stimulating factor 2456-2463 | (+) §1.000§ 0997 cCACGTga
upstream stmulating factor 2577 - 2584 (-) §0.875 0.933 aLALATRe
Pitl, GHF-1 pituitary specific pou 2599 - 260 RATCCa
domain transcription factor . ) ‘_EJ') 0871 0'96? o '
cellular and viral TATA box 27 TAA
i g 2689-2703 § (+) §1.000 0.990 BUTAAAsegggcoe
ectopic viral integration site 1 2904 - 2712 n 2caAGACR
encoded factor ) [0.750 0827 ¢
la;nv :‘n-n\;- wld. ;ntsna.wt:uu \;Ullta;" g B Al e \ ') ] ._J:IU F] LU [ e 1 =

A o —— A A st
ia — o ¥ TS LT

s g a - —— —— — P SN g
I WKL UL de/ 2 BLIOMILD YYLA W WAL Ll L QU\-!MULIIA-DZ uu.[uuuu.a Dhthd JiAd . | \4.1 - \)}I’.

hRL-3 2730 bps ( 272 matches)

Solution parameters:

Sequence file: hPL-3.seq (2730 bps)

Family matches: yes

Marlnspector library: Marrix Family Library Version 2.3 February 2002
Selecied proupt +  ALL vertebrates lib (0.75/Optimized)

(core/matrix sim):

Inspecting sequence hPL-3 (1 - 2720):

Further Information Position | Strand]Core sim| PEEX Sequence
[NF-kappaB 65-74 (&3] 0904 | 0882 GG ipetece
factivator protein 4 78-87 “) 1.000 { 0.985 aCAG Leg
jaignal transducers and activators of transcniption &9-97 +) Lo0o § 0882 nggatr 1 AA
Se-Cyvs (RNA gene transcripuion acuvaling facior 90-111 -) 1.000 0.780 ciceLCL Accmecheeicca
VDR/RXR helerodimer sile 189 - 203 (+) 0840 | 0.90) acegeaan HTUGigr
Progesterone receptor binding site 281 -307 ) 1.000 § 0.830 { cacigmpctgiggge 1G L ictecagpe
gmvoblasi deternunalion geae product 314-325 {+) 1 000 0.952 cag( Al vigatg
— Jneuron-restrictive silencer factar 321 -341 (-) 1.000 | 0692 accAGL Accomuactcalon
signal transducers and aciivalors of ranscriplion 151 - 359 +) 1Lo0D | 09I wealiAA
TEF-1 related muscle factor 352 - 363 (-) 1000 | 0855 wCA T Toctgan
zinc finger with interaction domain { 368-380 @) 1.000 § 0856 gL TC catiue
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Regulacion del complejo multigénico hGH-hPL mediado por hormonas y factores transcripcionales

sierol regulalory element-binding proteia 1 398 - 408 () 0750 § 0884 caTCTCoocne
Se-Cvs tRNA gene transcription activating factor § 412433 (+) 1000 § o808 Egel CUA gea toacatecta
joctamer-binding factor | 4)9.432 (-) 0807 { 0.¥20 22GA | (agaatget
-Ets-1 binding site 420 -434 (-} 0881 § 0907 ctaGGAT gigaatge
]PPAR/RXR heterodimers 426 - 445 (+) 0807 § vevs acatoctazgocACAURES!
{nuclear factor 1 455-472 [ () 1000 § 0946 1] UL maccascatig
{Octamer binding site (OCT1/OCT2 consensus) 494 . 506 (-) 1000 | 0804 scar(:U AAAIgEL
T3 wanscription factor-1 {TTF1) bindwg site 527 - 540 ) 1000 | 0948 sgagtl AAC (gota
JCCAA i/enhancer binding peotein beta 564 - 577 (-) 0.985 § 0944 tagtggtGAA A
m”‘d Recepiar, member of muclear en-6n | 9 | 100 { oone sggTCACasg
RAR- receptor aiphal 625 - 637 {-) 1000 § 0.943 alctggaCiGTCae
Junstream stimulating factor 744 - 753 ) 0.863 0915 ecCAC Taege
JCCAAT/enhancer binding protein beta 767 - 780 (+) f o985 | o0ss2 gratigaGAAA gaa
foclamer-binding facior 1 793 - 802 +) 0755 | 0826 AT GG mtsg
JCREB complex 889 - 903 (+) { 0784 { 0813 agigge T C AL geang
{C/EBP binding siic L 891-908 { (+) { 0991 { 0850 tgactcacGCAAGaatc
VDR/RXR heterodimer site 922 -936 ) 1.000 § 0855 agyoca pGAGGRIE
$CAMP-responsive element binding prolein | 939 -946 (+) 0766 § 0RO 1ACCTas
§CRE-binding protein L/c-Jun beterodimer 944 - 951 ) 0.763 § 0.882 “ACTTW
foctamer-binding factor 1 O] . 10021016 § () 1.000 § ©.863 aasagipcAAAToR
m é:“n‘:c'n.‘;mmmc finger protein § yo03. 1026 (+) { 1000 | 0543 | smsgtecaAATCHsgooogguat
'DR/RXR heterodimer site 1057 - 107} +) 1000 | 0830 gizaggetu AuGoga
3:_:{; :’L‘ft:sm hoterodimers, binding to subclass' § 15¢4 1289 | /) 1000 § 0837 ootggn TOAC ugagcg egtotn
uclear factor 1 ¢ 1309-1326 §  (+) LO0D | 0.956 et W icncageance
JCREB complex 1375-1389 § (+) 0830 { 0824 ctazze T1 ACagget
fupstream sumulating factor 1386-1395 (=) 1.000 { 0910 28C ACGagee
QPO apd [RYENos [drir POty uer-14%6 | ) | oss7 § 0961 126 TCAGEg
lRAR-reccpwr alphal 14701482 § () 100 { 0936 cacttau{ K1iCag
CRE-binding protein 1/c-Jun heterodimer 1471 - 1478 (+) 0.769 0.8%5 ieAlL ita
CAMP-responsive element binding protein | 1476 - 1483 (-) 0.766 § 0.801 wACTTuu
Pit}, GHE-I pituitary specific pou domain 1479 - 1488 ) 0s71-{ 0851 agighl CCac
jrranscnption factor
CCAAT/enhancer binding prolein bela 1559-15724 (+) 1.000 { 0950 saaae C VA Lyl
fc AMP-rcsponse element binding protein 1560 - 1571 (+) 1000 { 0516 a8 GAL goastg
jupsircam stimulaling facor - ws1-1700 () 0863 1 0930 geCAL TG
ftumor suppressor p53 1712-1731 §  (#) 0750 { 0.662 gagAATUcacaggeaggeoe
fserum response faclor 1794-1811] (+) ) 0757 { 0705 ageCrAT Aggoogie
Jc-Ets-1 binding site 150 -1925 §  (+) 1000 § 0521 238GGAAgegctigt
{CREB complex 200-2023{ (+) { 0750 { 0758 1g2emal TClhece
JGC box clements 2069-2082 { () 0872 § 0922 e G TCE gemg
SP 1, ubiquitous zinc finger iranscriplion faclor 2089 - 2101 (-) 1000 | 0.993 cpg G Clppaeg
SP1, ubiquitous zinc finger transcription factor  § 2101-2113§ () 1000 § 0956 g eGGCGgage
AMP-responsive element binding protein 1 2117-2124 4 () 0.766 § 0806 2ACCTgn
AP binding site 2238 -2246 (-) 0917 § 096! aTGATTCAg

151



Anexos

Regulacion del complejo multigénico WGH-hPL mediado por hormonas y jactores transcripcionales

Ras-responsive ¢lement binding protein 1 2247 - 2260 ) 1.600 0792 2CCCAganoocccg

RAR/RXR heterodimers 22732292 ) 1000 § 0724 ganeanrgogoc AAAcaca
CCAA T/enhancer binding protein beta 285-2296 { () 0985 | 0952 FPtgKsA AA agg
fupstream stimulating factor 2456-2463 4 (+) | 1000 | 0997 CACGTea
fumsm'puonal repressor CDP 2597 - 2611 +) 0795 § D883 mas A i< Camg

Pitl, GHF-} pituitary specific pou doman . T,

cription factor . 2599-2608 ] (+) | 0871 | 0.9 as At Clat
l::' » GHF-1 pituitary specific pou domain {5 5, ) Joz&7 {0953 AMATGCat
nscription factor
zinc finger with interaction domain 2713-2725 |  (4) 1.000 § 0.846 calfCTC pa ggnic
allular and viral TAT vy elamants IRG, {+} __]. oo 40 oont nm""‘“‘-ngg_c_q__-
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Sequence file: hPL3_Intronl.seq (264 bps)

» |

»>

Inspecﬁngseq.lenoe hPL3 Invon’- {1 - 264): 15 malc.hes fmmd

“ 24-39 I (&) L[ geeocaacg O Cotg {I
i i'_——-‘Wl w GRECs it
W
YEFROX/ARNT.O) _Eg E ft‘f"" m“’:“" ! 24-39 ‘!! ® .]L_- gecacaaCOT Gicelg !
. e e e e e | i )
LVYSNOLFAOLEL01 [iolfnctm'y neuron-spesific factor I} 2%-50 (&) aacglg 1 OC ) ga c
e jlouscionyneuwionesporiiiciactor | l__.___%
m
‘EV\';M7FIM7F\N .’Mpl I' R dﬁi (+) ‘ UIIR TS

| — - 3hmd.lnguwwﬁedmlkclct|1!
l!viMl:H.;;H 01 !fmmlcm:ﬁcmmwmd i 81-93 cceTC ACpinteg

li {tenhancers |
! ! 2T, invoived in cell cvcle
’ VECT 02 f reg.nlmon. wteracts with Rb p107 ;! 89- () gecCAAL

:v§qwmnr 03 "wn responsive factor EEEL.E*.)_JI SUCA 1 Clanggocag |

\' FSPCATICAAT O] aglumccu'r box |132 143' (+) i ulgg\.L/\Ajd

i 6[;:;1 shock factor 1 !-! &) ll TGA Agttee I

1A% 0 1
li S%E%% Iwmmcﬁmhndmgnw "178 ﬂi - )i gerccagangetge TGTTimcte l
h“: “A/Fkh Homolog 3 (= Freac<) iim 196i P o] ! 288 cAAACHpot !

= ’.
!_....__....—l
g\' ARTTYG ‘éAREBG(thl regulatory cloment I[ i 0 aGTTT gt

155



Anexos

Regulacion del complejo multigénico hGH-RPL mediado por hormonas y factores transcripcionales
RESUMEN AUTOBIOGRAFICO
MARTIN CANIZALES ESPINOSA
Candidato para el Grado de

Doctor en Ciencias con Especialidad en Biologfa Molecular e Ingenieria Genética

Tesis: REGULACION DEL COMPLEJO MULTIGENICO hGH-bhPL. MEDIADO POR HORMONAS
Y FACTORES TRANSCRIPCIONALES.

Campo de Estudio: Ciencias Bésicas

Biografia:
Datos Personales: Nacido en Monterrey, Nueve Ledn el 14 de Diciembre
de 1968, hijo de Sr. Liborio Canizales-Cisneros y Sra. Irene Espinosa-Canizales.

Educacion: Egresado de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon, grado obtenido
Quimico Clinico Bidlogo en Diciembre de 1962.
ULIEG, Universidad Auténoma de Nuevo Leon, grado obtenido: Maestro en
Ciencias con especialidad en Biologia Molecular e Ingenieria Genética, Diciembre
de 1986.

Experiencia Profesional:
Asistente de investigacion en® el laboratorio de Biologia Celular en la ULIEG del
Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina, 1998.
Maestro de Tiempo parcial, materia Génetica impartida a estudiantes de Biologia, de la
Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn periodo
1999-2000.
Investigador posgdoctoral asociado, Escuela de Medicina de Ya Universidad de Texas, en
Houston TX, USA, Departamento de Farmacologia y Biologia Integrativa, involucrado en
los proyectos:
a. Estudio del analisis de mutaciones en las secuencias de DNA de alfa y beta tubulina,
gue confieren resistencia a drogas anti-cancer (Taxol, Vinblastina, Colcemida,
Estrasbustina y Colchicina).
b. Estudio de la alteracidén dinamica de microtubulos en células resistentes a drogas
desestabilizantes de microtubulos, mediante proteinas de fusion con la proteina verde
fluorescente y motivos fluorescentes tetracisteina, por microscopia fluorescente y
confocal. Inicio de actividades Abril 2001 a la fecha.

156









