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RESUMEN

Los genes gque codifican para 1la hormona del
crecimiento (hGH) o somatotropina y para el lactogenc
placentario (hPL}) o sowmatomamotropina coridnica (hCs)
constituyen en el humano un complejo multigenico
localizado en las bandas g22-24 del cromosoma 17. El1
complejo multigénico hGH-hPL contiene dos genes para
hGH y tres genes para hPL. Los productos de expresion
mejar conocidoa de estos genes son hormonas
polipeptidicas de 22 Kilodaltcnes (KDa}). Estas
hormonas se sintetizan en diferentes tejidos bajo
diferentes mecanismos de control,

Como un paso necesario para la realizacidn del
presente trabaja primeramente construimos v
seleccionameos los vectores mas eficientes para la
expresion de genes eucarioticos en cultivo de células y
diseriamos un sistema para detectar proteinas secretadas
coma producto de la expresidn de los genes introducidos
transitoriamente a células en cultiva. Una
contribucién mids de nuestro trabajo fué el desarrollo
de una estrategia para cuantificar la expresidn génica
in wvitro, Esta consistié en el 1intercambio de
secuencias nucleotidicas entre los genes hGH y hPL; por
lo gque la denominamos mutagenesis por DNA homdlogo.

En este trabajo establecimos las condiciones para
detectar y cuantificar la expresion de hGH en cultivo
celular. La actividad bioldgica de las hGHs producidas
en cultivo celular fue verificada en el modele de
diferenciacidn de fibroblastos preadipociticos hacia
adipocitaos, Una vez que estandarizamos las condiciones
para la expresion funclonal de hGH en nuestro modelo in
vitro, determinamos que tanto hPL-3 como hPL-4
contribuyen a la produccion de una misma hPL madura.
La cuantificacidon de la expresidon de los genes hPL-3 ¥
hPL-4 a nivel de proteinas vy RNA mostraron que Ila
region codificante del gen hPL-3 presentd una mayor

expresidn que la del gen hFPFL-4. Interesantemente,
encontramos que la abundancia de estas proteinas
dependié del origen genético de 1los primeros dos
exones. Ademas, las estrategias anteriormente

descritas nos permitieron cuantificar el efecto de la
mutacidon presente al inicio del segundo intrdn del gen
hPL-1, En estes experimentos detectamos una
disminucidon total de la proteina codificada por el gen
hPL-3 con esta mutaclidn vy no detectamos la reactivacion
de la expresion con el gen hPL-1 reparado,
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Los resultados anteriores nos permitieron llegar a
las siguientes conclusiones:

- Los genes hPL-3 y hPL-4 contribuyen a la
produccidn de la hormona hPL madura en una
relacion de 4 a 1 en nuestro modelo in vitro.

- La expresién diferencial in vitro de los genes
hPL.-3 y hPL-4 depende de las diferencias
nucleotidicas presentes en los dos primeros
exones de estos genes.

- La mutacion presente al inicio del sequndo
intrén del gen hPL-1 es una de las causas que
afecta su falta de expresion.

El intercambio de secuencias homologas entre estos
genes nos permitid evaluar el efecta en la expresidn de
mutaciones sin modificacién de la conformacidén nativa
de la proteina codificada, produciendo asi nuevas
estrategias para €l estudio de la expresion del genoma
humanc.

El modelo experimental que hemos desarrollado
podria utilizarse en estudios de mutaciones existentes
en genes que <codifican para proteinas relacionadas
genéticamente y para las que existen anticuerpos
utilizando la conveniencia de 1la cuantificacidén de la
proteina mediante RIA.
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