INTRODUCCION

El nacimiento de la tecnologia del DNA
recombinante a principios de la década de 1los 70's,
marco el inicio de una nueva era en Biclogia Molecular.
Con la ayuda de esta tecnologia ha sido posible iniciar
el andlisis, a nivel molecular, del altamente complejo
genoma eucariote. Actualmente se estan llevando a cabo
numerosos estudios con €l proposito de analizar la
estructura molecular y organizacidén de genes para
entender su funcidén, regulacidén y origen.

La regulacidon de la expresidn genética, implica la
formulacion de miltiples interrcgantes Y la
consideracion de los diferentes niveles por los cudles
ésta informacidon, depositada en un pequefio segmento
cromosdmica, pasa antes de alcanzar sSu manifestacidn
final, reflejada en la estructura y funcién de 1la
proteina en estudio.

La presencia de mutaciliones en genes eucaridticos
pueden afectar los niveles de su expresidn debido a una
alteracidén en 1l1los diferentes pasos de la ruta de
expresion genica: transcripcidn, procesamiento del RHNA,
estabilidad del RNAm vy traduccidn (1). Los efectos de
mutaciones puntuales en la expresion de los genes
estucturales estudiados requieren métodos analiticos
altamente selectivos para detectar estos cambios,

Los genes que codifican para la hormona del
crecimiente humano (hGH) o somatotrcpina y para el
lactdgeno placentario humano (hPL) o somatamamotropina
coridnica (hCS) constituyen en el humano un complejo
multigénico constituide por cinco genes (1-3). El
aislamiento y caracterizacidn de los genes del complejo
multigenico han permitido estudiar su expresidn vy
regulacién. Los productos de expresidn mejor conocidos
de este complejo genico son los polipéptides hGH y hPL
de 191 aminoacidos, producidos en hipcfisis y placenta

respectivamentea. Algunos polipeptidos codificados por
estos genes son hormonas cuya funcidon no ha sido
descrita. Por lo que el complejo multigenico hGH-hPL

es sin duda un modelo excelente para investigar los
mecanismos moleculares mediante los cuales es5tos genes,
c¢on un alto grado de similitud, expresan hormonas
relacionadas en tejidos diferentes.

I El complejo multigénico hGH-hPL.

El advenimiento de 1la tecnologia del DNA
recombinante y la clonacidn molecular de genes de
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organismos superlores, ocasionaron una revolucidn en
los laboratorios dedicados al estudio de la expresion y
requlacidon genética. Los trabajos experimentales can
el complejo hGH-hPL se iniciaron con el estudio de 1la
forma madura de las proteinas y se prosiguid en la
direccién del origen de la informacidédn genética
responsable de la sintesis, estructura y funcidn de
estas hormonas.

A Localizacidén cromosdémica.

La localizacion subcromosomica de los genes fué
determinada en estudios de hibridacidn in situ
utilizanda un fragmento del DNA complementaric al
RNA mensajero (DNAc) de hPL (ver seccidn IIA).
Estos experimentos demostraron gue lgs genes gque
codifican para hGH y hPL constituyen en el humanco un
complejo multigénico localizado en las bandas g22-24
del brazo largo del cromoesoma 17 (3). Adenas,
cuando los DNAc de hGH o hPL fueron utilizados para
buscar secuenclas especificas en bancos de DNA
gendmico humano, determinaron la presencia de cinco
genes diferentes en el complejo hGH-hPL(1-3).

B Anatomia molecular.

El orxden fisico de 1los genes del complejo
multigénico hGH-hPL fué determinado mediante
digestidn con enzimas de restriccidon de c¢lonas
sobrepuestas de fagos y cdsmidos recombinantes
conteniendo DNA humano vy aislados por hibridacidn
con sondas del DNAc de hGH o de hPL {1,2). Estos
genes se encuentran arreglados partiendo del extremo
5' al 3'(ver fiqura 1) de 1la siquiente manera:
primeramente hGH normal (hGH-N), 1luego hPL-1,
también llamado hPL-1like (hPL-L o] hCS-14) ,
posteriormente hPL-4 {también denominado hCs-A), al
cual le sigue hGH variante (hGH-V) y finalmente hPL-"
3 (también designado como hCS5-B). Los genes hGH y
hPL presentan la misma orilentacién transcripcional y
estan separados por regiones intragénicas de 6 a 13
kilopares de bases (kpb). Secuencias repetidas de
la familia Alu fueron localizadas flanqueando los
genes o €n sus intrones (2,4 y 5). Las secuencias
del extremo 5', regiones codificantes e intrones
mostraron al menos un 90% de similitud entre hGH y
hPL.

C Estructura génica.

El DNAc de hPL obtenido por Barrera-Saldaria y
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Figura 1. El complejo multigénico hGH-hPL. En este diagrama se
presenta la localizacién cromosémica, anatomia molecular y es=-
tructura génica del complejo multigénico hGH-hPL.

col. en 1982 (ver seccidén IIA) fue hibridado con el
gen hPL-3 para construir 1lo que se conoce cCcomo
heteroduplex (6). El andlisis al microscopio
electrénico de estos heteroduplex reveld la
presencia, en el gen para hPL, de cuatro intrones.
El tamafio de los intrones y exones determinados en
este estudio fueron similares a los descritos para
el gen hGH por De Noto y col. en 1881 (7).

Estudios posteriores confirmaron que los cinco
genes del complejo génico presentan la misma
organizacion génica con cinco exones Yy cuatro

intrones en la misma posicién. El patrén de corte
con enzimas de restriccidén permitidé identificar cada
uno de estos genes. Los dos genes hGH estéan

contenidos en fragmentos ECORI de 2.6Kpb. Ambos
genes tienen sitios Gnicos para la enzima BglI, sin
embargo difieren en 1la posicidén de sitios BamHI.
Dos de los genes para hPL estan contenidos dentro de
fragmentos EcoRI de 2.9Kpb, presentan sitios unicos
para las enzimas Xbal y BamHI y difieren en la
presencia de uno (hPL-3) o dos (hPL-4) sitios Pvull.
El tercer gen hPL-1 que contiene secuencias
relacionadas con hPL esta contenido en un fragmento
EcoRI-Xbal de 3.5Kpb que no presenta sitios de corte
con las enzimas de restriccién Xbal ni BamHI.

D Secuencia nucleotidica.

Un extraordinario esfuerzo fué realizado por
Chen vy col., en 1989 cuando determinaron la
secuencia nucleotidica completa del complejo
multigénico hGH-hPL (8). Esta secuencia considerada
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récord mundial (9) constituye el 0.1% del cromosoma
17 en humanos y corresponde a 66495 pb. Los genes
estan separades por secuencles intergénicas de 6 a
13 Kpb de longitud y en el complejo se encontraron
48 elementos repetitivos de la familia Alu en ambas
orientaciones y un miembro de la familia repetitiva
Epnl en el extremo 5' del gen hPL-3. Estos
elementos repetitivos constituyen mias del 20% de 1la
secuencia nucleotidica del comple]jo.

Las secuencias de 500 pb de log extremos 5' de
los genes del complejo multigénico presentan un 90%
de similitud en sus secuencias nucleotidicas. Esta
similitud se extiende hasta regiones de 1.8Kpb
corriente arriba del sitio de iniclo de
transcripcidon. Ademds incluyen regiones simeétricas,
invertidas, repetidas y palindrdmicas que podrian
unir proteinas importantes en la regulacidn de la
expresidén génica. Todos los genes del complejo
multigénico contienen una secuencia TATAA, la cual
ha sido usada para asignar el sitio del casquete
{cap). Existen ademds secuencias ricas en A-T
(ATAAAT) a - 80 pb del sitio de iniciacidn de la
transcripcién,

E Evolucidn molecular.

El andlisis de la secuencia de los genes ha
proporcianado una Iinformacidn muy valiasa para
reconstruir el proceso evolutivo que did origen al
actual complejo multigénico hGH-hPL. El alto grado
de similitud en la secuencia de aminodcidos entre
hGH, hPL vy prolactina (Prl) vy en las secuencias
nuclectidicas de sus genes, aunado a que comparten
actividades bioldgicas, permitio postular la
hipétesis de que los miembros del comple]jo
rmultigénico hGH-hPL provienen de un mismo gen
ancestral comin (2,10 y 11). Este ancestro comin el
cual se cree fué mas similar a 1la Prl actual, diéd
ocrigen mediante duplicacién y divergencia a las
atros miembros de la familia (12).

Se ha postulado que hace aproximadamente 350
-millones de afios el gen ancestral comun se duplicd
dando origen a dos ramas, una para los genes hGH y
hPL ¥y la otra para €l gen hPrl, Los dos genes
precursores de cada rama sedregaron en dos
cromosomas diferentes; actualmente el gen hPrl esta
localizado en el cromosoma 6 y 1los genes hGH y hPL
en el cromosoma 17. La hipdtesis postula la
presencia de tres eventos de duplicacidén génica: el
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primero origind hace ° 400 millones de afios los
ancestros de la prolactina y de GH y el sequndo
evento did origen a una distribucién de cuatro
genes: hGH-N, hPL-1, hGH-V y hPL-3. En el dltimo
evento el gen ancestral hPL-1 se duplicd hace 5
millones de afos para producir 1los genes hPL-4 y
hPL-1. Se ha propuesto que hPL-4 se orlgind por
duplicacidén del gen hPL-1 ¥y gque un mecanismo
recombinacional de conversiodon génica permitidé que el
gen hPL-4 presente ahora una similitud mayor con el
gen hPL-3 que con el propio gen hPL-1. La presencia
de homeologias internas entre estas hormonas Yy la
abundancia de secuencias de DNA altamente
repetitivas a través del locus puede explicar estos
eventos recombinacigonales no-usuales (13). De 1los
66Kpb da 1la secuencia nucleotidica del complejo
multigénico, el 21% de las secuencias corresponden a
48 secuenclias repetitivas de la familia Alu (8).

F Deleciones génicas.

El complejo multigénico hGH-hPL ha sido
analizado en pacientes con niveles bajos o ausencia
total de hPL durante el embarazo. En el caso de una
mujer embarazada con ausencla total de hPL (14) se
identificd por andlisis molecular del complejo wuna
delecidon homocigdtica de aproximadamente 35 kpb que
incluye los genes hPL-4, hGH-V y hPL-3; otros
miembros de la familia fueron heterocigotos para la
delecion (15). El embarazo, parto y producto fueron
normales, por lo que se pensd que el gen hPL-1 que
contiene secuencias relaclonadas a hPL y gque no se
elimind en la delecidn, podria producir una proteina
que presentara actividades similares a las de hPL.
En el <c¢aso de reduccidn parcial de hPL (16) se
encontrd en la madre afectada ausencia del gen hPL-

4. En este caso los niveles de hPLL en el suero
materno fueron la cuarta parte de los valores
normales. Pado que la expresidn del gen hPL-3 no

compensO la pérdida del otro gen hPL, esto sugiere
una relacion directa entre 1la dosis génica y 1la
concentracion de hPL en suero materno. Hasta la
fecha no esta claro el porgque hPL resulta
dispensable durante el embarazo.

Contrariamente a lo que sucede con hPL, en un
caso de deficiencia de hormona de crecimiento que se
caracteriza por enanismo, se encontrd al analizar el
complejo multigénico una delecidén de 7.5Kpb que
elimina al gen hGH-N, siendo esta la causa de la
ausencia de hGH (17).



ITI Expresion de los genes hGH y hPL.’
A Clanacidén molecular de los DNACS.

Trabajos realizados inicialmente en 1977 por
Shine y Seeburg vy col. permitieron 1la c¢lonacidn
molecular de un fragmento de 550 pb correspondiente
a una porclon del DNAc de hPL que hibriddé al RNAm de
hPL (4,18). Posteriormente Barrera-Saldana vy cal.
usaron esta porcidn del DNAc de hPL como sonda para
aislar de un banco de DNAcs de placenta el DNAC de
hPL completc (6). En estes estudiocs los RNams
obtenidos de placentas a término también fueron
utilizados para construir un banco de DNAcs. El1 5%
de las clonas reccombinantes del banco hibridaron con
secuencias de DNA para hPL, indicando gue el RNAm
para hPL es abundante en tejido placentario a
término. Estudios adicionales realizados por
Barrera-Saldana y col. detectaron dos diferentes
DNAcs de hPL que fueron caracterizados mediante
digestidén con enzimas de restriccidn (18}). Cuando
compararon sus secuencias encontraron gue existen
diez diferencias en posiciones nucleotidicas, las
ctuales, s8lo una ocasiona un cambico en la secuencia
aminoacidica. Este cambic s8in embargo esta
localizado en el péptido sefalador, que se elimlina
al secretarse la forma madura de la hormona, por lo
que se dedujo gque las hiormonas producidas por los
dos DNAcs son idénticas.,

Los DNAcCs de hPL obtenidos presentan
aproximadamente un 92% de similitud con la secuencia
de nucleftidos del DNAc de hGH (7). Esta alta

similitud entre 1los DNAcs de hGH y hPL condujo a
realizar mapecs extensivos medlante digestidén con
enzimas de restriccidn para su caracterizacidn. Los
DNacs de hGH y hPL pudieron ser diferenclados por la
presencia de un sitio Unico para la enzima Xbal y la
ausencia de corte con la enzima BglII en el DNAc de
hPL. Por otro lado, la secuencia del DNAc de hGH
presenta un sitio dudnico para la enzima BgllX y no
presenta sitio de corte para la enzima Xbal (1).

B Productos a nivel de RNA.

Los transcritos primarios de los genes hGH-N,
hGH-v, hPL~3 y hPL-4 tienen una longitud de 1650
nucleétidos. El procesamienta de los transcritos
praduce RNAms que codifican para prehormanas de 217
aminodcidos. AdemAs, la eliminacién de las intrones
"splicing™ por una via alternativa del transcrito
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primario del gen hGH-N produce una delecidn de los
primeros 45 nucledtideos del tercer exén. Este RNAm
alternativo codifica para la forma variante de hGH
de 20KDa (19).

Trabajos realizados Por Cooke Y col.,
demostraron gue el gen hGH-V se expresa en placenta
Y produce también dos RNAms mediante "splicing”
alternativo a nivel del cuarto intrdon (20). En este
estudio encontraron especies de RNAms de 900 y 1250
nucledtidos en una proporcidn 2:1 y esta expresidn
se encantrd limitada al tejido de las vellosidades
coridénicas de la placenta. Una de las especles de
RNA se produjo por la via de procesamientc normal
que hemous descrito para hGH-N y hPL. La segunda
especie de RNAm (20% del total) se origind por una
via de eliminacion de intrones alternativa, en la
cual, el d4ltimo intrdn del transcrito primario de
hGH-V fué retenido, aumentando el tamafic del RNAm en
253 nucledtidos. FPosteriormente, madiante
histohibridacidén in gitu, demostraron un aumento en
la concentracidn de hGH-V durante la gestacidén y
sublocalizaron la expresién de hGH-V en el
sinciciotrofoblasto de placentas a término (21).

Entre un 10 y un 20% de los RNAms en placentas
a término se encontraron especificos para hPL
mientras que s6lo un 0.05% fueron especificos para
hGH-V. Recientemente Nickel y col. demostraron gque
el promotor de hPL-3 es mas fuerte que €l de hGH-V
en células de pituitaria de rata transfectadas (22).
Estos resultados indican que la expresidn
diferencial de estaos genes esta relacionada en parte
con la fuerza de sus respectivos promotores Yy
sugiere gque wun mecanismo similar puede existir en
placenta humana.

En el caso de los transcritos de los genes hPL
activos, los tamanos de los transcritos sin procesar
y procesados fueron descritos por Barrera-Saldana y
col. mediante analisis tipo Northern de los RNAs
obtenidos de placenta a teérmino (6). En este
trabajo mostraron un RNAm de hPL predominante de
aproximadamente 860 nucleotidos y los RNAs nucleares
contenian especies de 990, 1200, 1460 vy 1760
nucledtidos. Estos RNAS nucleares de alto peso
molecular representan muy probablemente precurscores
del RNAm de hPL.

Dos sitios de 1iniciacidén de 1la transcripcidn
diferentes se identificaron en los genes hPL-3 y



hPL-4¢ (11). La mayoria de lgs transcritos inician
la transcripcidén 30 pb corriente abajo de la
Secuencia TATAAA Yy aproximadamente el 5% de los
transcritos inician 30 pb corriente abajo de la
secuencia CATAAA. Esta secuencia se encuentrs
localizada 55 pb corriente arriba de la secuencia
TATAAA. LoS nivelea de RNAs de los genes hPL-3 vy
hPL-4 en placenta fueron determinados por Barrera-
Saldalfia y col. mediante digestidén con enzimas de
restriccidn de las clonas de DNAc de placenta, asi
como por andlisis de transcripcidn inversa g
digestidn con nucleasa Sl. Estos estudios mostraron
una mayor expresion de hPL-4 en relacidn a hPL-3 en
una proporcidn de 3 a 2 (18).

Por atro 1lado, el grupc de Chen Yy col.
encontraron que los niveles de expresidén de hPL-4 Yy
hPL-3 constituyen el 3 y 0.5% de 1los RNAams de
placenta, lo cual, muestra una relacidén de 6 a 1 en
la expresion de hPL-4 ¥y hPL-3 (8). Estudios
adlcionales realizados por Fritzpatrick y ceol.,
detectaron una amplia variabilidad en la relacidon de
RNAams de hPL-4 y hPL-3 cuando analizaron los niveles
de RNAms de hPL en diez placentas diferentes (23).

En relacién al gen hPL-1, sus transcritos no
pudieron ser detectados en placentas a término (6) y
esta falta de expresién fué atribuida a la mutacién
gue contiene este gen (G-->A) al iniclo del segundo
intrdom (7). Interesantemente, Chen y col. en 1990
detectaron transcritos de hPL-1 en un bance de DNAc
de placentas usando oligonucledtidos especificos
para hPL-1, El andlisis de la expresidén de hPL-1
mostré que el transcritg primario puede presentar un
procesamiento diferente a los transcritos de los
otros cuatro genes del complejo multigénico. Debido
a la transicién G->A presente en el sitio donador
del “"splicing" del segqundo intrdn del gen hPL-1, en
este procesamiento se utilizé un sitic donador
alternative localizado dentro del segundo intrdn y
un sitioc aceptor localizado dentro del tercer exoén.
Esto dltimo condujo a la eliminacidén de 24 codones
de este ex6n. La eficiencia de esta eliminacidon de
intrones fué muy baja; uno de cada diez transcritos
entrd a este via alternativa. Por lo que el mayor
porcentaje de los transcritos fueron procesados en
forma incompleta con eliminacidon total del tercer
exon (8).



c Productos a nivel de proteinas.

Los productos de expresidén mejor conocidos del
complejo génico son los polipéptidos hGH y hPL. hGH
vy hPL estan constituidas por una cadena
polipeptidica de 191 aminodcidos con dos puentes
disulfuro vy un peso molecular de 22000 daltones.
Estas proteinas se sintetizan como una molécula
precursora de 217 aminodcidos con 26 aminoacidos de
péptido sefialador. La secuencia aminoacidica de

estas proteinas presenta una similitud del 85%
(figura 2).
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Figura 2. Comparacién de las secuencias aminecacidicas de las

proteinas de 22KDa codificadas por los genes hGH-N y hPL-3.

El diagrama muestra la secuencia aminoacidica de hGH y las

diferencias presentes en hPL-3 estan indicadas en ¢l residuo
correspondiente.

hGH constituye en la pituitaria del 1% al 3%
del peso de la glandula (5-15 mg). La forma mas
abundante de hGH contenida en la pituitaria es la de
22KDa, aunque se han identificado otras variantes de
80, 45, 24, 20 y 17.5KDa en menor proporcién (24).
La variante de hGH 45KDa es un agregado o dimero
originado a partir de la 22KDa. La variante 24 KDa
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representa un precursor de hGH que retiene la
secuencia amino-terminal de 26 aminoacidos del
péptido sefialador. La variante de hGH 20KDa
proviene de la eliminacidn alternativa de intrones
durante el procesamlento de las moléculas de RNAm,
lo que produce una delecidn de 1los residuos
aminocacidicos 32 al 46. Esta variante constituye
del S5 al 10% del total de hGH producida en la
pituitaria. Por WGltime, la hGH de 17.5KDa se
origina de una delecidn de 420 pb en el exdém III que
pProduce la eliminacion de 40 aminocacidos en la
proteina (19).

El gen hGH-V, cuya expresidn habia sido
demostrada solo en la placenta y en un tumor
hipofisiario (25), también expresa in vivo una
proteina de 22KDa que difiere en 13 aminocacidos de
la hGH 22KDa cadificada por el gen hGH-N (21).
Estos trabajos revelaron la presencia en placenta de
un segundo RNAm del gen hGH-V producido por una via
alternativa del procesamiento del transcrito
primario, del cual se deriva una proteina madura de
26KDa. El analisis del medio de 1las células
trangfectadas con hGH-V demostrd la presencla de
tres proteinas: la mds prominente de 22KDa y las
otras de 24 y 26KDa (20). Recientemente, estos
mismos autores demostraron gque las (ltimas dos
proteinas son productos glicosilados de la hGH-V de
22KDa (26).

hPL es secretada como una proteina de 22KDa por
las c¢élulas del sinclclotrofoblasto de la placenta
{(27). Esta hormona es detectable en gangre
periférica a las tres semanas después de la
concepclon (28) vy alcanza un nivel maximo de hasta
un gramo diario al final del embarazo (29). hPL se
ha encontrado en sangre fetal y flulido amnidtico en
concentraciones de 300-1000 veces menores que en
tejido normal. Por otro lado, a pesar de gque
transcritos del gen hPL-1 han sidec detectados (8),
hasta la fecha no se ha determinado si el gen hPL-1
puede producir una proteina in vivo.

Con estos antecedentes podemos resumir que
mientras dos genes hGH producen al menos cuatro
proteinas diferentes, la secuencias nucleotidicas de
los tres genes de hPL codifican para la sintesis de
una sola forma madura de hPL (ver figura 3),
paradoja que requeria mayor investigacién al inicio
del presente trabajo.
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Figura 3. Expresién de los genes hGH y hPL. En este diagrama
se representa la expresién especifica de tejido de los genes hGH
w hPL, asi como sus productos a nivel de proteina.

D Regulacion génica.

La alta similitud en la secuencia nucleotidica
de los extremos 5' de los genes hGH y hPL (93.8%)
sugiere que un mecanismo muy preciso requla su
expresidn especifica de tejido.

El promotor de hGH contiene varias secuencias
importantes para la regulacion de la transcripciodn.
Esta regulacidon esta dada por la hormonas tiroidea
(30 v 31), glucocorticoidal (29, 30) v liberadora de
hormonas del crecimiento (GHRH). También se une al
promotor el factor especifico de pituitaria GHF-
1/Pit-1 (32 y 33). Este factor es una proteina de
unién al DNA que contiene un dominio "homeobox" (34
Yy 35) vy se cree que es responsable de la expresiodn
especifica de tejido de los genes hGH y hPrl. Las
secuencias de DNA requeridas para la induccidn
hormonal parecen ser diferentes. El receptor de la
hormona tiroidea se une a la secuencia de -290 a -
129 pb del sitio de iniciacidén de la transcripcién.
Estudios adicionales indican que cuatro sitios estan
involucrados en la regulacioén de la hormona
tiroidea, estos estan localizados: i) 1000 pb
corriente arriba del promcotor, ii) dentro de las 200
pb corriente arriba del inicio de la transcripcién,
iii) en la secuencia TATA y 1iv) dentro del primer
intrén del gen hGH (36). El receptor de las
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hormonas glucocorticoidales €& une a regiones
cercanas al extremo 5' y a una porcidén del primer
intrén (37). El efecto de estas dos dltimas
hormonas parece ser ilndependiente y aditivo.

En contraste con esto, muy poco se conoce de la
requlacidon de los genes hPL. Fitzpatrick vy col.
ldentificaron elementos regulatoriocs en el promotor
del gen hPL-3 (38}. Estos son activadores de la
transcripcion y se encuentran en la regidn de -142 a
-129 pb del sitio de iniciacién. Esta regibn
contiene una secuencia similar al sitic de unidén del
factor de transcripcion Spl (39). Esto sugiere que
hPL-3 puede ser regulado transcripcionalmente por
factores trans-actuantes come Spl ©o similares a Spl.
Estas secuencias regulatorias del promotor de hPL-13
fueron requeridas para la expresidn basal pero no
reqularon la expresidn especifica de tejido.

Para explicar lo anterior, Ragers y col., en
1986 analizaron 1la presencia de potenciadores o©
"enhancers" en el complejo multigénico hGH-hPL.
Demostiraron la presencia de un "enhancer" o
potenciador transcripcional de 2.2 Kpb en el extremo
3' del gen hPL-3, esto es en el extremo distal del
complejo wmultigénico hGH-hPL {40). Recientemente,
Walker vy col., delimitaron al "enhancer" de hPL a
una regidén de 138 pb en el extremo 3' del gen hPL-3
{(41). Este potenciador mastrdé ser esencial para 1a
expresidn especifica de tejido. Ademds
ldentificaron una secuencia de 22 pb en el
"enhancer" gque se¢ une a proteinas regulatorias
encontradas en cé€lulas productoras de hPL. Hasta la
fecha no se ha descrito ningan "enhancer" ascociado
al gen hGH, aungue se encontro uno en el extremo 5'
del gen de la hormona de crecimiento de rata (34).

E Modelos in vitro.

El andlisis de la expresion de secuencias de
DNA introducidas a c¢élulas en cultivwo ha sido
importante en estudios de regulacion de la expresidn
génica. Los genes aislados en €l laboratorio
mediante técnicas de Ingenieria Genética pueden ser
intraoducidos a células eucariodoticas en cultivo.

La expresidon de genes en cultivo de células
puede ser transitoria o estable, dependiendo del
tiempo que dure la expresidn. En la primera el gen
intraducido generalmente por transfeccldn permanece
en faorma extracromosomica y se expresa activamente
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en las primeras 24-72 h, después de lo cual, es
eliminado. En la segunda, se 8eleccionan aquellas
células en las que el gen introducido se integra al
genoma celular por lo que se establece una expresidn
continua y heredable (42).

Se ha dado gran importancla a 1la construccidn
de vectores de expresidn eucaridticos que dirigen
eficientemente la expresidn de los genes o sus DNAcs
{43). Estos vectores posean bisicamente los
slgulentes componentes: 1) secuenclas procaridticas
del origen de replicaclén y un marcador de
regsistencia a antibidticos para la propagacidon vy
seleccidn del plasmide en 1la célula hospedera

respectivamente, il) secuencias promotoras Y
potenciadores Q “enhancers" que controlan la
iniciacidn de 1la transcripcidn, eficiencia vy

especificidad, 1iil) secuencias involucradas en el
procesamiento del transcrita primario y iv) el gen o
DNAc gue se quiere expresar.

Algunos de los vectores de expresidén mis
eficientes se han construido utillzando sefiales de
regulacion virales. Un ejemple de este tipo es la
serie de plasmidos pSV2 que contienen el promotor
del virus del simio 40 (SV40) (44). Otros vectores
contienen Ccomo secuencias requladoras las
repeticiones terminales largas (LTR) deal virus del
sarcoma murina (vsM) ¢ del virus del sarcoma de Rous
(45).

Se ha demostrado la sintesis, procesamiento vy
secrecion de hGH en diferentes sistemas de cultivo
celular. Pavlakis Y cols., determinaron la
expresidon de hGH con plismidos recombinantes que
contienen los genes hGH en el vector pSV (46). Este
mismo vector permitid a Lupker y col., demostrar que
la prehormona e3 procesada correctamente por las
células de mono cuando obtuvieron una linea de
células Vero que expresa establemente grandes
cantidades de hGH al medio extracelular (47).

La presencla de un potenciador muy potente
localizada corrlente arriba del gen inmediato
temprano del citomegalovirus humano (hCMV) fue
descrita por Boshart y c¢ol., en 1985. Durante su
caracterizacidén esta wunidad promotar-potenciador
mostré ser una de las unidades de control de la
transcripcion mas fuertes quedando evidente su
utilidad para ser incorporado a vectores de
expresion eucariotes (48). La potencia de la unidad
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promotor-potenciador fue demoustrada por Foecking ¥y
Hofstetter tanto en ensayos de expresion transitoria
comg estable. Esta unidad mostrd ser mas potente y
versétil como elemento requlatorio transcripcional
que el promotor del virus SV40 y el LTR del wvirus
del sarcoma de Rous (49). Como apoyo a los
resultados anteriores Pasleu y col., demostraron una
mayer expresidén de DbDGH en c¢élulas de rata GH3 con
esta unidad que cuando utilizaron el LTR del virus
de sarcoma de Rous (45).

Las primeras observaciones de la expresidn de
genes eucarioticos en cultivo celular sugirieron gue
la eliminacidn de intrones era obligatoria para la
acumulacién de RNAmMS en el citoplasma. Debido a lo
anterior 1a& llamada primera generacidén de vectores
de expresidén para DNAcs, incluyeron un intrédn
heterdlogo ademis de las secuencias de
poliadenilacidn (44). 8Sin embargo, en 1980 Brinster
vy col. usaron vectores de expresidon de DNAcs de la
segunda generacidén que no contienen intrones vy
demostraron gque los intrones no son necesarios para
la acumulacion de RNAms en cé€lulas transfectadas
{50).

F hGH como gen de referencia.

La cuantificacidén de 1la expresidén geénica en
slstemas de expresion transitoria estd basada en
determinar los niveles, vya sea de RNA o proteina,
que dirige el gen transfectado. El estudio de la
expresion génica en c¢elulas transfectadas para
lograr expresion transitoria ha sido facilitado con
el uso de vectores de expresidn que dirigen 1la
gintesis de actividades enzimdticas que pueden ser
determinadas fdcilmente, como es el c¢aso de la
enzima cloranfeniceol acetil transferasa (CAT)({(51).
Este ensayo de actividad de CAT ha sido utilizado
ampliamente porque es facllmente cuantificable,
rapido y reproducible. El ensayo CAT ha sido
tambien utilizado CoOmo gen referencia parea
determinar 1la eficiencia de los experimentos de
transfeccidn. En algunos experimentos el mismo
vector de expresion contiene el gen de referencia
asi como el gen que se va a analizar su expresion.
En otros experimentcos se utilizan estos elementos en
vectores diferentes, por 1o que Se recurre a co-
transfectar las células en cultive con los dos
vectores de interés,

En 1986 Selden y col. describieron un sistema
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de expresidn transitoria gque esta basado en la
deteccidn inmunolégica de la hGH secretada por las
células transfectadas (52). Los niveles de hGH

secretada al medio extracelular fueron
praoporcionales a la cantidad de RNAm citaplasmica y
a 1la cantidad de DNA transfectado. Esta

caracteristica permitid el reqistro continuo de la
expresidn en las células transfectadas y la
utilizacidon de la expresidn de hGH como gen da
referencia para determinar la eficlencia de la
transfeccién. También demostraron que el sistema de
expresidon transitoria de hGH en células de ratdn es
diez veces mas sensible que el sistema de expresién
CAT vy es cualitativamente diferente a 1los sistemas
generalmente utilizados porque no requiere la
destruccidn de las células transfectadas.

III Relaciones funcionales de hGH y hPL.
A Estructura tridimensional.

El reciente desarrollo de los métodos para
purificacién de proteinas y 1la capacidad para
producir proteinas homogéneas mediante Ingenieria
Geneética ha hecho posible la disponibilidad de sus
cristales para estudliarlos por difraccidn de rayos
xl

hPL, hGH ¥y la hormona del crecimiento porcino
(pGH), son los tres miembros de la familia de la

hormona del crecimiento que se han analizado. Da
estas hormonas, pGH fué utilizada por Abdel-Meguid vy
col. en 1987 para determinar su estuctura
tridimensional (53). Esta consiste principalmente

de cuatro a-hélices antiparalelas distribuidas en un
paquete helicoidal enrrollado a la izquierda (ver

figura 4). El alineamienta de 1las secuencias
aminoacidicas de pGH con otras GHs revela que los
residuos dentro de las a-hélices son

predominantemente invariables y por lo tanto son
necesarios para mantener la integridad estructural
de estas proteinas.

La alta slmilitud en secuencia aminoacidica de
estas hormonas sugiere gque la estructura porcina es
basicamente la misma en las otras hormonas del
crecimiento de mamiferos, por lo que se propuso Como
una estructura tridimensional general para todas
estas proteinas (ver figura 4).

B Receptores somatogénicos y lactogénicos.
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Figura 4. Modelo tridimensional de hGH basado en la estructura de
la hormona del crecimiento porcino. Los cilindros representan la
estructura de alfa=hélice y los residuos estan numerados de acuerdo
a la secuencia de hGH,

Una gran cantidad de actividades bioldégicas han
sido atribuidas a los miembros de 1la familia
multigénica hGH-hPL. Estas actividades estan
mediadas por 1la unién de las hormonas a receptores
especificos en la superficie celular de las células
blanco. Se han descrito dos categorias de
receptores: 1los somatogénicos y 1los lactogénicos.
La estructura de estos dos tipos receptores ha sido
descrita (54 y 55), pero no se conoce como se lleva
a cabo la transduccidén de la senal.

Las interacciones receptor lactogénico-ligando
contribuyen al mantenimiento de 1la lactancia,
desarrollo mamario y funcidén reproductiva normal.
Los efectos de las interacciones receptor
somatogénico-ligando estan relacionadas con el
crecimiento 1lineal del hueso y con funciones
metabélicas generales. Estas funciones estan
mediadas: i) indirectamente por la expresién del
factor-1 del crecimiento parecido a insulina vy ii)
directamente por efecto en tejidos blanco
periféricos (54).

Prl y PL se unen a receptores lactogénicos,
mientras que las GHs de subprimates se wunen a
receptores somatogénicos. Contrario a esto, hGH y
todas las GHs de primates en general se unen de una
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forma no usual tanto a los receptores lactogénicos
comCc somatogenices (56).

C Actividades bioldgicas.

hGH se ha mantenido en 1la frontera de 1la
investigacién enddcrina durante aproximadamente 100
afios. Estudios iniciales can animales
hipofisectomizados mostraron una disminucidén del
crecimiento en animales jovenes asi comc pérdida de
peso y atrofia visceral en animales madurcs. Estas
efectos fueron revertidos c¢on la administracion
exdgena de extractos de pituitaria (57). De estas
observaciones emergid el concepto de hormona de
crecimiento de pituitaria © somatotropina. Li vy
col. establecieron por primera vez la metodologia
para el aislamiento de bGH y hGH (57). Estaos
trabajos permitieron determinar que GH estimula el
crecimiento de tejido esquelético y blando y gque
esta involucrada en el metabolismoe de proteinas,
carbohidratos y grasas. La funclidn primaria de esta
hormona es8 inducir el crecimiento proporcional de

tejidos esquelético vy blando. Estos efectos
anabolicos son en parte mediados por factores de
crecimiento dependientes de hGH 1lamadaos
somatomedinas (59). La propiedad inductora de

crecimiento de hGH es determinada: i) mediante la
prueba de ganancia de peso, en la cual, el
incremento de peso an los animales
hipofisectomizados es registrado durante diez dias
de administracidn de 1la hormona y 1ii) mediante el
ensayo de tibia, en el que, el crecimjento de las

epifisis de las tibias en animales
hipofisectomizados se mide después de inyecciones
diarias de hGH. Ademés de la actividad

somatogénica, hGH presenta efectos biolégices
multiples, come son: actividades diabetogénicas,
lipoliticas, lactogénicas, similares a insulina y
activacion de macréfagos (60).

Por su parte, 1la hGH 20KDa comparte algqunas
actividades bioldgicas con la hGH 22KDa, ya que
presentan la misma actividad para inducir el
crecimiente y aumentar la ganancia de peso en
animales hipofisectomizados (61). Sin embargo,
algunas otras actividades como las similares a
insulina, el efecto sobre &cidos grasos y glucosa se
encuentran altamente disminuidos, pero no ausentes,
en la hGH Z0QKDa. Por 1lo que esta variante,
comparada con hGH 22KDa, presenta actividades
marcadamente disminuidas en el metabolismo de
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carbohidratos, proteinas y A4clidos grasos libres
{62).

Se ha postulado, que hPL regula el metabollsmo

materno durante el embarazo. La principal funcidn
propuesta para hPL es como un antagonista de
insulina (63). hPL estimula lipolisis materna e

incrementa los ac. grasos libres en 1la sangre
materna, permitiendo su utilizacidén como una fuente
de energia. A pesar de su alta similitud con hGH,
hPL no es efectiva como lnductoura del crecimiento ya
gue presenta solamente el 1% de la actividad
inductora del crecimiento de hGH (64). Sin embarqgo,
evidencia reciente sugiere que hPL regula el
crecimiento Y metabolismo en tejidos fetales
aislados (65). Esto es apoyado por la presencia de
receptores especificos para hPL en tejidos fetales
humanos (66).

D Bioensayos in vitro.

La actividad bioldgica de hGH ha sido
verificada tradicionalmente en bloensayos animales
midiendo el aumento de peso corporal y el incremento
de tejida esqueléticao blando Y duro (67).
Recientemente, Morikawa y <c¢ol. demostraron que hGH
induce la conversion adipocitica de fibroblastos
3T3-F442A de ratdon e identificaron esta actividad
come una propledad especifica de hGH, gque no
presentan otras hormonas de procedencia hipofisiaria
{68}. Estos mismeos autores encontraron gque la hGH
20KDa, también es capaz de lnducir este fandmenc de
diferenciacion y que ademas este bloensayo presenta
una alta sensibilidad y especificidad comparado con
el bioensayo tradicional animal (69). La conversidn
adipocitica depende de los receptores somatogénicos
en los fibroblastaos 3T3, por 16 que hGH actua como
un potente factor adipogénlico mientras que hPL no
presenta esta actividad.

Las propiedades lactogénicas de hGH fueron
descrltas desde hace aproximadamente 20 afios ¥ han
sido confirmadas en varias especies. Uno de los
bioensayos in vitro mas utilizado para medir la
actividad lactogénica estd basado en el efecto
mitogénico de las células Nb2 de Linfoma de rata
(70) . En este bicensaye las ceélulas proliferan
cuando se cultivan en presencia de Prl, hGH, hPL u
otras hormonas lactogénicas.

E Estudios con digestiones enzimdticas,
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Se han realizado mdltiples estudios de
digestiones enzimdticas de estas hormonas protelcas
con el obljeto de dilucidar las relaciones entre su
estructura primaria y actividades bicldgicas. En
estas estudios, enzimas como la plasntina,
subtilisina, bromelaina, guimiotripsina, pepsina y
tripsina, cortan estas moléculas en uno o mas
sitios, y 1las hormonas son canvertidas en una
estructura con dos o mis cadenas (71). La digestidn
de hGH con plasmina mostrd que el fragmento
correspondiente a 1los 134 residuos del extremo
amino-terminal de la proteina presentaba actividades
somatotropicas. Este fragmento pudo ser
posteriormente degradadce con bromuro de ciandgeno y
se obtuvo un fragmento de 111 aminoacidos (residuos
15-125) que presentd tanto actividad lactogénica
como somatogénica (72). Fosteriormente se
describieron péptidos pequenos comao los residuas 1-
$4 de hGH, 6 6-133 de DbGH Qque presentaron una
actividad significante en el aumento de las epifisis
esqueleticas, por 1lo que la actividad bioldgica de
hGH fué adscrita a diferentes regiones en la
molécula, Por otro lado, otrous estudicos utilizaron
fragmentos de hPL producidos mediante digestion
limitada con plasminag y determinaron también que la
actividad lactogénica de esta hormona se encuentra
en los primereos 134 residuos amincacidicos de 1la

proteina (73). Resultados similares fueron
obtenidos con 1la hidrdlisis de hGH por subtilisina
(74). Sin embargo en todos estos estudios de

bloactividades in vitro de los fragmentos hormonales
se requirieron altas dosis de fragmentos; en muy
pocas ocasicones los fragmentos produjeron respuestas
dependientes de la dosis, como cuando se
administraron hormonas integras.

F Caracteristicas estructurales de HGH y hPL
relacionadas a actividades bioldgicas.

Para analizar las relaciones estructura-funcidn
en las GHs, Nicoll y col. determinaron los residuos
conservados en diferentes especles (75). Las
secuencias conocldas de GHs de no-primates fueron
alineadas con Prls para determinar la maxima
Similitud con hGH y hPL. Como ya hemos descrito,
hPL presenta un 85% de similitud con hGH, pero es
virtualmente inactiva en el ensaye de induccidn del
crecimiento, De los 28 residuos en gue hPL difiere
de hGH; 17 fueron eliminados como residuas
implicados en esta actividad porque se encuentran en
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partes de la maolécula que no san esenciales para la
actividad de hGH y otras GHs. Ademds, encontraran
que &stas hormonas difieren solamente en las
regiones de lous residuos aminocacidicos -60-68 y 99-
113, cuando analizaron sus perfiles hidrofilicos e
hidrofébicos. La primer regidn de divergencia es
causada por una sustitucion de 1la arg 24-->met y la
segunda involucra seis sustituciones, dos de las
cuales causan sola ligeros cambios y las cuatro
restantes causan un incremento significante en las
caracteristicas hidrefilicas de hPL en esta regidn.
Estas cuatro sustituciones cambian la prediccidon de
la estructura secundaria de la proteina, haciendo a
hPL diferente de hGH y otras hGHs en esta regldn.
Por lo tanto, estos anélisis indican que las cuatro
sustituciones entre los residuos 99-113 de hPL
podrian ser importantes para la pérdida de su
actividad inductora del crecimiento.

Por otro lado, Reteqgui Y c¢ol. en 1982
reconocieron mediante anticuerpos monoclonales el
principal determinante antigénico de hGH en los
residucs %8 a 128 del extremo amino terminal de la
proteina (76). Se ha descrito que el triptofano
{trp) que s8e encuentra en la posicidn 86 de esta
proteina no es esencial para la actividad bioldgica
de hPL. En este estudio encontraran una actividad
disminuida de hPL cuanda oxidaren el residuc trp en
hPL asi como cuando realizarcn un rompimiento de
este mismo residuo. Lo anterior podria deberse a
gue el residuc trp estda formande parte de uno de los
determinantes antigénicous gque permiten mantener la
configuracidn mglecular requerilda para el
reconocimiento por el anticuerpo especifico (77).
Posteriormente Neri y col. en 1984 lidentificaron un
determinante antigénico comun a hGH y hPL entre sus
residuos 166 y 179 {(78).

G Andlisis funcional de proteinas quiméricas.

Burstein y col. y Rusell y col., en trabajos
independientes, construyeron moléculas hibridas de
hGH y hPL mediante la recombinacidon de un fragmento
de hGH (residuos 1-134) con un fragmento de hPL
(residuos 135-191) y viceversa. Estos experimentos
fueron realizados con modificaciones gquimicas y/o
protedligis parcial de las proteinas y demostraron
una vez mds gque la actividad bioldgica vy la
especificidad inmunoldgica de cada wuna de estas
hormonas esta determinada por el fragmento
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comprendido entre 1los aminoacidos 1 y 134 de estas
proteinas (79, 80).

Gertler vy col. en 1986 construyeron v
expresaron en Escherichia c¢oli un recombinante
andlogo de hGH que perdid 13 aminoédcidos del extremo
amino-terminal de la proteina (81). Este andlogo de
hGH inhibid 1la proliferacidén de las c¢élulas Nb2 de
linfoma y mostrd una disminucidén en 1la unidén a
receptores somatogénicos de células Nb2 y: linfocltaos
IM-9. Estos resultados indicaron que el extremo
amino-terminal de hGH es absclutamente necesario
para la unidn eficiente de hGH a los receptores
lactogénicos y somatogénicos.

Estudics posteriores realizados por este mlsmo
grupo con quimeras construidas entre hGH y bGH
sugirieron que el sitio de unidénm de hGH hacia el
receptor lactogénico y somatogénico incluye el
extremg amino-terminal de la molécula, masg
especificamente los residucos aminocacidicos 8-18 (82,
83).

Recientemente Cooke y <¢al. describieron . la
sintesis de proteinas quiméricas producto del
intercambio del tercer y cuarto exén de hGH por los
exones correspondientes de Prl de rata y GH de rata
(84). Las proteinas quiméricas resultantes
conservaron su habilidad para unirse a receptores
lactogénicos pero perdieron su actividad de unidén a
receptores somalogenicos. Esta pérdida selectiva de
uniéon al receptor somatogénico de las proteinas
quiméricas sugiere que alqunos de los determinantes
estructurales de unidn a receptores somatogénicos y
lactogénicos son distintos y que los requerimentos
estructurales del receptor lactogénico podrian ser
menos estrictos que 108 necesarios para la unidén al
receptor somatogénico.

H Localizacidén de regiones funcionales de hGH
mediante mutagénesis dirigida.

Elegantes experimentos realizadas par
Cunningham vy col. identificaron tres regionses
especificas de hGH que modulan la unidn al receptor
somatogenico {85, B86). Estos trabajos fueron
realizados mediante mutagénesis dirigida por barrido
con DNA andlogo y alanina y evaluaciones por unidn a
anticuerpos monoclonales Y a receptores
somatogénicos.
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Las regiones que identificaron estan
localizadas en: i) los residuos aminocdcidos 12 al 19
codificados por el segundo exdn de hGH, 1ii) los
residuos 56 al 64 codificados por el tercer ex0m vy
1ii) los amincacidos 167 al 181 codificados por al
quinto exdén. Se basaron en el modelo tridimensional
descrito para pGH (53), para deducir gque estas tres
regiones coalescen en una regidn discreta entre el
extremo aming terminal de la hélice 1, un lazo desde
la cisteina 53 al inicio de la hélice 2 y la porcidn
central al extremo carboxi-terminal de la hélice 4
de la proteina {(ver figura 5).

La regidn central y el extremo carboxi-terminal
fueron mas importantes en la unién al receptor
somatogénico gque el segmento del extremo amino-
terminal de la proteina. Hasta la fecha no se sabe
si estas mismas regiones estdn invglucradas en la
unién al receptor lactogénico o 8i esta segunda
especificidad es distinta estructuralmente.

En una serilie de estudios realizados por Retegui
y col, encontraron 20 determinantes antigénicos en
la superficie de hGH. Estos trabaljos demostraron
que los dominios antigenicos de hGH estan
localizados en la porcidén c¢entral de la secuencia.
Estos son los residucs aminocacidicos 1 al 32
codificados por el segundo exdn. Esta porcidn
interactiua parcialmente con 1los residuos 106-128
codificados por el cuarto exén y con los residuos
155-191 codificados por el quinto exon de hGH (87,
88).

Por otro lado, el grupo de Vogel vy col.
construyd v expresd en Escherichia coli dos nuevos
anidlogos de hGH para determinar las propiedades de
unién a los receptores somatogénicos y lactogénicos
(89). Uno de los andlogos de hGH construidos
contenia una delecidn de slete aminodcidos en el
extremo amino-terminal de la proteina, ademds de dos
mutacliones puntuales en las cuales 1la arg en la
posicidén 8 fué sustituida por metionina (met) y el
aspdrtico (asp) en €l sitio 11 por alanina (ala).
El otro analogo ademas de cggntener 1los primeros 13
aminoacidos de DbGH ya descritos por estos mismos
autores, contenia una elongacidén de los aminoacidos
met y ala en el extremo amino-terminal y una
mutacidon puntual gue condujo a la sustitucidn del
residuo ala en la posician 11 por asp. Estos
trabajos indican que lags dominios de hGH
involucrados en la unién a los receptores

T my el
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somatogénicos y lactogénicos no son idénticos.
Ademds, sus resultados sugieren que el asp en el
gitio 11 encontrada en los GHs de primates vy Prls
(no encontrada en GHs de no-primates) no es
importante para la actividad lactogénica en el
bicensayo de celulas Nbh2. Por otro ladao,
determinaraon que los residuos aminoacidicos del B al
13 son definitivamente esenciales para la actividad
de hGH, pero se propone que afectan indirectamente
gu actividad, establlizando la siguiente parte de 1la
a-hélice, por 1lo gue la eliminacidon de esta regldn
podria afectar la estructura secundaria de la
proteina,

Recientemente, el qrupo de Uchida y col.
utilizdé también mutagénesis dirigida para construir
cuatra mutantes artificiales de hGH (90).
Dirigleron las modificaciones a la reqgidn central
del lazo localizada en 1los aminodcidos 54 a 74
previamente descrita por el grupo de la compaiiia
Genentech (86). Los cambios nuclectidicos
condujeron al reemplazo de la prolina en la posicidn
59 6 61 por alanina y a la delecidon de los residuos
aminoacidicos 62 al 67 de hGH. Las proteinas
mutantes purificadas mostraron que los residuos 62
al &7 deletados (ver figqura 4) son determinantes
importantes para la diferenciacidén de células
preadipociticas 3T3-F442A hacla adipocitos, Por 1lo
que se suglere que esta regidn podria ser un
reguerimiente comin para la unidén al receptor
somatogenico de hGH.
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HIPOTESIS

Las secuencias nucleotidicas de dos de los tres
genes hPL codifican una sola forma madura de la hormona
Yy se desconoce si el tercero es funcional. Como se ha
detectade gran variabilidad en la expresidon de estos
genes y aun no se ha demastrade su contribucidén a 1la
produccidn placentaria de hPL, &i analizamos la
expresidon de cada uno de e£lloa en un modelo in vitro,
determinaremos su potencial de codificacidén vy podremos
identiflcar secuencias nuclectidicas responsables de
sus diferencias en niveles de expresion.

OBJETIVOS

1. Desarrollar un sistema eficiente para detectar
productos de expresidn derivados de genes
introducidos a células en cultivo.

2, Determinar la expresidon vy el potencial de
codiflcacidn in vitro de los genes hPL.,

3. Verificar la actividad biolégica de las
hormenas producidas en cultivo celular en el
modelo de diferenciacién adipocitica.
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MATERTALES Y METODOS

I Enzimas, estuches comerciales, radioisOtopos,
bacterias y plasmidos.

Obtuvimos las enzimas de restriccidn Y
modificacion de las companias Bethesda Research
Laboratories (Gaithersburg, MD E.U.A.) y New England
Biolabs, (Berverly, MA E.U.A.) Yy para su utilizacién
seguimos las recomendaciones de los fabricantes. Para
la cuantificacion de hGH por radioinmunoemsayo [(RIA)
utilizamos un estuche comercial de Diagnostic Products
Co. (Los Angeles, CA E.U.A.). Los nucledtidos
radiactivos [?*P]-adCTP v [?7S]-metionina los
adquirimos de Amersham International {Buckinqghamshire,
Inglaterra}. Las c¢epas de Escherichia coli utilizadas

fueron HB1Q1l, HR1l y JM101. Aungque 1los pléasmidos
utilizados no ofrecen riesgo alguno para la salud,
trabajamos siguiendo las recamendaclones

internaclonales de los Institutos Nacionales de 1la
Salud en E.U.A. El plasmido pNUT (91) fué gbsequiado
por €1 Dr. Richard Palmiter de 1la Universidad de
Washington en Seattle, E.U.A, El gen hGH-N cuyo
aislamiento ya ha sido descrito a partir de un banco de
genes humanos {(92), fué donado a nuestros laboratorios
por el Dr. Grady Saunders de la Universidad de Texas en
Houston, E.U.A., mientras que el plasmido pCMvCat fué
un vbsequio del Dr. Hans Hofstetter de la compania
CIBA-GEIGY. El DNAc de hPL, fragmento utilizadg como
rastreador molecular, fué derivado del plasmido phPL815S
(6). Dicho fragmento presenta un 90% de similitud en
secuencla con el DNAc¢ de hGH.

II Construccidn de moléculas recombinantes.

Los fragmentos de DNA requeridos para lios
experimentos de c¢lonacidn molecular fueron purificados
a partir de geles preparativos de agarosa Q
peliacrilamida. Esto lo efectuamos ya Bea por
electroelucidn © por la técnica de adsorcidn a vidrio
(93).

Realizamos las reacclones de ligacidn a 16°C por
18 hen volumenes de 10 a 20 ul. Empleamos una
relacion molar de 3 a 1 del DNA del inserto con
respecto al vector, Precipitames el material ligado
con etanol y resuspendimos en TE (10 mM Tris-HCl y 0.1
mM EDTA, pH 7.5). Empleamcs este material para
transformar (94) 1las cepas HBl0l ¢ RRI de Escherichia
coli. Aislamos los plasmidos recombinantes a partir de
3 ml cultivo y los sometimos a un analisis rapido con
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enzimas de restriccidn y finalmente preparamos el DNA
Plasmidice a gran escala (94). Caracterizamos los
Plasmidos recomblnantes en detalle mediante digestiones
con enzimas de restriccioén diagnosticas, electroforésis
en geles de agarosa y poliacrilamida y andlisis de DNA
tipo Southern (95). Finalmente abtuvimos tres
preparaciones independientes de los DNAs plasmidicos
mediante la técnica de preparacién a gran escala (94)
para asegurar una calidad uniforme de las preparaciones
y evitar variaciones an los experimentos posteriores
donde se introducirian estos a celulas en cultivo,

A partir del plasmido pMThGH, recuperamos con la
ayuda de cortes con enzimas de restriccidn un fragmento
de 2.1 Kpb que contiene, en la estructura del gen, la
regidén que va desde el sitio BamHI en el nucledtido +2
{es declr inmediato al inicio del RNam) hasta el sitio
ECoRI localizado aproximadamente 600 nucledtidos mdés
alla de la sefial de puliadenilacion. Come siguiente
paso de la estrategia insertames este fragmento de
BamHI a EcoRI entre los mismos sitlos de la regldn de
sitios miltiples de <c¢lonacidn (SMC} del wvector de
expresion pAVEl, dando lugar a pAVElhGH.

Los genes hPL sin sus promotores fueron insertados
en pNUT, al cual se le habian eliminado previamente las
secuencias del gen hGH. Las construcciones se llevaron
a cabo al ligar el fragmento mayor BamHl-EcoRI de pNUT,
con une o various fragmentos de DNA conteniendo los
genes de interés. Las regiones génicas hPL subclonadas
enn pNUT, consistieron de las secuencias de estos genes
desde el s8itio natural BamHI (excepto por hPL-1),
ubicado entre el segundo y sexto nucleétido del primer
exdn, hasta el sitio EcoRI natural o artificial (creado
en el extremo 3' del gen hPL-1, c¢on 1la ayuda de
enlazadores moleculares) localizado varilos cilentos de
pares de bases mas alld del sitioc de poliadenilacidén de
los genes.

Construimops plasmidos recombinante hibridos entre
los genes hGH-N, hPL-3 vy hPL-4. Realizamos una
digestion con las enzimas de restriccidn BamHI y EcoRI
de los pPlasmidos pNUT, pNUThPL-3 Y pNUThPL-4 .,
recuperamos los fragmentos correspondientes a los genes
hGH-N y hPL-3 y el vector pNUT(-). Posteriormente
digerimos los genes hGH, hPL-3 y hPL-4, can la enzima
Sacl y obtuvimos dos fragmentos de cada gen. Los
fragmentos mas pequefiog contienen el primero y segundo
exones de los genes Yy los mis grandes contienen los
altimos tres exones de los genes. Ya que obtuvimos los
fragmentos realizamos las sigulentes ligaciones:
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vector pNUT de 5247pb con €l fragmento BamHI-SacIl de
hPL-3 de 582pb que contiene los dos primeros exones y
con el fragmento S5acI-EcoRI que contiene 1los dltimos
tres exones de hGH. El1l producto de esta ligacién fue
denominado: GH{PL-3:1,II).

vector pNUT con ¢l fragmento BamHI-Sacl de hPL-4 y el
fragmento SacI-EcoRI de hGH. El plasmido recombinante
fue llamado: GH(PL-4:I,I1).

vector pNUT con el fragmento BamHI-Sacl de hGH y el
fragmento SacI-EcoRI de hPL-4. El pléasmido
recombinante obtenido fué denominado; PL-4(GH:I,II}.

IIT Cultivo celular, expresidon transitoria y marcaje

de proteinas secretadas.

Las células COS-7 de rindn de mong donadas por el
Dr. Tien Kuo de la Universidad de Texas en Houston,
E.U.A. fueron adaptadas a crecer en medio Eagle
modiflcado por Dulbecco (Sigma Chemical Co., St. Louis
MO) conteniendo 5% y 1% de suero fetal de ternera (SFT,
HyClone Laboratories, Inc., Leogan UT E.U.A.). El
mantenimiento y propagacién de las células se realizé &
37°C en atmdsfera humeda conteniendo 5% de CQ,.

Expusimos 3 X 10° células COos-7 a 7.5 ug de DRA
plasmidico preparado como precipitado fino por la
técnica de fosfato de calcio (86), Evaluamos la
eficiencia de transfeccidn en cada experimento usando
el ensayo (97) de cloranfenicol acetil transferasa
(CAT). Este ensayo 1o practicamos en extractos de
células cotransfectadas can los pldasmidos de interés y
el plasmido pCMVCat (98).

Para marcar las proteinas sintetizadas de novo
transfectamos las células COS-7 y 48 h después
sustituimos el medio de cultivo inicial por medio libre
de metionina conteniendo 1% de SFT dializado Y
metionina marcada con [?78] (Amersham Intl.,
Buckinghamshire, Inglaterra). Agregames 12.5 & 25
microcuries (uCi) de [?*®*S]-metionina por ml de medio de
cultivo y continuamos la incubacidn por 4 h mas. Para
el analisis electroforético de proteinas marcadas
radiactivamente precipitamos las proteinas del medio
con cuatro volimenes de acetona fria, determinamos su
concentracién por el método de Bradford (99) Yy las
resuspendimos en amortiguador para electroforesis
(100)., Desnaturalizamos las proteinas, por ebullicidén
durante 2 min en presencia de 5SDS y RB-mercaptoetancl vy
enseguida las sometimos a electroforesis en geles
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discontinuos de poliacrilamida-SDS de 5% y 13%.
Colocamos los geles sobre papel filtro Whatman 3MM Yy
secamog al vacio por 1 h a 60°C. Una vez secos, los
expusimos & peliculas ultrasensibles de rayos X por
tiempos variables a temperatura ambiente
(autorradiografia}.

Las cuantificaclones de hGH se realizaron mediante
RIA empleando el estuche comercial anteriormente
descrito. Medios de cultivo o extractos celulares
fueron diluidos y procesados, usande el protocolo
incluidoe con el estuche, con lias modificaciones
brevemente descritas a continuacidn: se disminuyd el
volamen de reaccidon a la mitad vy se aumentd el tlempo
de incubacion de 60 a 90 min en la primera fase de
incubacidn y de 60 a 75 min en la sequnda.

IV Aislamiento de RNA, hibridacidén en linea "slot
dot" e hibridacidén tipo "Northern".

Recuperames los RNA totales de las células
transfectadas por el método de 1sotlocianato de
guanidina-fenol-cloroformo (101). Colectamos las
células 48 h después de la transfeccidn y aislamos los
RNAs totales por el método mencionado anteriormente.
Posteriormente desnaturalizamos los RNAS Y los
geparamos en un gel agarosa-urea-dcido al 5% para
analizar su iIntegridad.

Cuando reallzamos estudios de hibrldacldn en linea
"slot dot" depositamos por duplicado 3 pug de los
diferentes RNAs desnaturalizades en una membrana de
nitrocelulosa previamente <olocada en el ensamble del
sistema "vacusystem". Horneamos las dos tiras de
nitrocelulosa con los diferentes RNAs e hibridamos
estas con la sonda previamente marcada radiactivamente
por el método de oligonucledotidos al azar (102).
Utilizames como sondas o rastreadores moleculares el
DNAc de hPL y el DNAc de DHFR obtenido del pléasmido

PNUT. Este dltimo fue wutllizado como un reportero
internc para estandarizar las eficiencias de
transfeccidon en los diferentes experimentos, Ademas,

para validar los resultados tomandce en consideracion
variaciones en la eficlencia de transfeccion,
cuantificames la cantidad de sonda DHFR hibridada y lgs
valores obtenideos los usamos para normalizar las
cantidades de RNAs depositados en un nuevo experimento.

Para el analisis de RNA tipo "Northern"
desnaturalizamos los RNAs mediante g¢glioxilacidn, los
separamos por electroforésis en geles de agarosa de
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acuerdo a su tamano (103) ¥y los transferimos por
capilaridad a membranas de nitrocelulosa (104). Las
prehibridaciones, hibridaciones, lavados Y
autorradiografias de los filtros las realizamos usando
técnicas estdndares (95).

V Bloensayv de hGH en el modelo de diferenciaclén
adipocitica.

Se cultivaron células 3T3-F442A como preadipocitos
en medio esencial minimo de Eagle (MEM) modificado por
Dulbecco y suplementado con 5 pg/ml de insulina, 10 °M
de biotina y una mezcla de 5% de suerco de gato con 0.5%
de suero de ternera. Para el ensayo se disgregaron las
células en crecimiento exponencial con una solucidn de
tripsina al 0.1% e inocularon en cajas de 35 mm de
diametro. Las células se cultivaron en el medio no
adipogenico anteriormente descrito y cuando estuvieron
confluentes reemplazamos éste por el medio definitivo
de conversidn (105).

La actividad adipogénica de las proteinas gquimeras
se analizd cuando agregamos, al medio no adipogénica de
fibroblastos 3T3, un 30% del medio de las células COS-7
transfectadas con los plasmidos recombinantes. Este
ultimo contenia las proteinas quimeras producidas por
las celulas CO0S-7 transfectadas con los plasmidos
recombinantes hibridos. Utilizamos como testigo
negativo el medio de las células que no secretaron hGH
porque fueron transfectadas con el vector pNUT(-), el
cual carece de secuencias codificantes para la hormona
Y coma testigo positivo el medio de 1las células
transfectadas con el plasmido pHNUT qgue contiene
secuencias para hGH. 7 dias después de agregarles el
maedic definitivo de conversién, las c¢élulas fueron
fijadas Yy tefiidas con el colorante rojo oleoso O para
determinar 1la acumulacion de 1lipidos. Posteriormente
cuantificames el nimero de agrupamientos de céelulas
adiposas y determinamos el porciento (%) de conversion
adipocitica (figura 5A4).

Por otro lado, también introdujimos los plasmidos
recombinantes en 1los fibroblastos 3T3 (ver figura 5B)
por 1la técnica de co-precipitacion con fosfato de
calcio-DNA (96). Posteriormente 7 dias después
determinamos el % de conversidén adipocitica como ya
describimos en el parrafo anterior.
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Figura 5. Bioensayo de hGH en el modelo de conversidn
adipocitica. En el diagrama se wuestra la conversidn
adipocitica de las hGHs recombinantes producidas por
las células Cos-7 y adicionadas a cultivos de
preadipocitos 3Ty (A) ¥ de las hGHs producidas
directamente por las células preadipociticas
transfectadas con los pldsmidos recombinantes (B).
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. <+ RESULTADOS

I. AdaptaC1on de un wmodelo in vltro para la
expresién y andlisis funcional de hGH.

A Construccién ‘de un vector para la expresidn de
' hGH en cultivo celular. -

< Iniciamos nuestro trabajo &con el vector de
.expreslon PAVE]l previamente construido . en nuestro
" laboratorio por Ramiro Ramirez Solis (106). Este
vactor posee una gran versatilidad para insertar vy
colocar regiones estructurales de genes bajo el
control transcripcional de la potente unidad
promotor-potenciador del hCMV, Decidimos probar la
hakilidad de este vector para expresar genes de
mami feros, coptamos por usar la regidn estructural
del gen cromosomico hGH-N (conteniendo adn los
intrones), el cual ya ha sido probado y propuesto
como un excelente gen de referencia para estudios de
expresidn transitoria de genes (50). Procedimeos
como se llustra en la figura 6. En esta fiqura se
muestra que a partir del pléasmido pMThGH,
recuperamos con la ayuda de cortes con las enzimas
de restriccién BamHI y EcoRI un fragmento de 2.1 Kpb
que comprende, en la estructura del gen, la regién
que va desde el nucledtido +2 (es decir inmedliato al
inicio del RNAm) hasta aproximadamente 600
nucledtidos mas alla de la senal de poliadenilaciodn,
Como siquiente paso de 1la estrategia, insertamos
este fragmento BamHI-EcoRI entre los mismos sitios
de la reqidn de SMC de PpAVEl, dando lugar a
PAVE1hGH.

Una vez que obtuvimos el pliésmido recombinante
pPAVE1hGH; caracterizamos éste con enzimas de
restriccidn diagndsticas y realizamos la preparacidén
de su DNA a gran escala. Obtuvimos el DNA de buena
calidad Y en cantidad suficlente para los
experimentos posteriores con células en cultivo.

El DNA del vector pAVELhGH fué introducido
transitoriamente a células CO0S-7 en cultivo mediante
el método de co-precipitacidén con fosfato de calcio.
48 h maAs tarde cuantificamos mediante RIA 113
produccidon de hGH por las celulas transfectadas.
Este analisis fué practicado tanto en el medio
intracelular como en el extracelular de 1las células
transfectadas. Encaontramos en el medio extracelular
de las <c¢élulas transfectadas 1.2pg de hGH/caja de
cultivo de 75 cm® lo que correspondidé a un 98% del
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Figura 6. Estrateqia para la construccion del vector
de expresiGn pAVELhGH. Los fragmentos aislados a
partir de los plasmidos pMThGH (C} y pAVEl (D) fueron
ensamblados en (F) para dar lugar a PAVE 1LhGH.
Kilopares de bases esta representada coma Kb.
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total de hGH producida por las células COS-7
transfectadas.

B Seleccidn del vector de expresion mas
eficiente.

Para asegurarnos de enplear el vector de
expresién més eficiente a nuestro alcance para la
expresion de genes eucarioticos en cultiva,
comparamos la eficiencia de expresidn de hGH del
vector PpPAVE en relacion c¢on otros vectores que
poseen elementos de c¢control transcripcionales y gque
san comunmente utilizados.

Transfectamos células C0OS-7 con los DNAs de las
construccianes quiméricas de interés: pSVgpthGH,
pMThGH, pNUT vy pAVELhGH (ver <figura 7). Estos
vectores contienen 1los sigulentes elementos de
regulacidn: en el caso del pSVgpthGH, el gen hGH se
encuentra bajo el control de su propic promotor
natural (F) y de una copia de potenciador o
"enhancer" del virus SV440. En pMThGH, el gen
estructural hGH se encuentra fusionadao al promotar
de la metalotioneina de rata (MT). PpNUT contiene el
promotor de MT asi como el potenciador de S§V4Q para
expresar hGH. Finalmente pAVELhGH, como ya
describimos anteriormente, contiene el promotor-
potenclador de hCMV dirigiendo la expresion de hGH.

Cuantificamos mediante RIA la cantidad de hGH
secretada al medio de cultivo par las células
transfectadas con cada uno de estos plismidos
recembinantes. En estos experimentos detectamos por
RIA los niveles mads altos de expresidén en las
células COS-7 transfectadas con los plasmidos pNUT y
PAVELhGH (ver figura 8). Por 1lo que selecclonamos
estos dos vectores de expresidon para los estudios
subsecuentes.

C Expresion de los DNAcs de hGH en cultivo
celular.

Por otro lado, confirmamos la seleccidn
anterior cuando analizamos la expresidén de los DNAcs
de hGH. Los DNAcCS de las hGHs de 20 y 22KDa fueran
obtenidos en nuestra laboratorio mediante clonacidn
preferencial por Dieqgo E. Rincdn Limas (1Q07). Estos
minigenes fueron Iinsertados en el vector de
expresion pAVEZ (108) por Luis E. Alvidrez Quihui
{109).
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p AVEhGH
4.9kb

Figura 7. Estructura de laos vectores de expresion de
hGH. Todos los vectores de expresidn, con excepcidon de
PSVgpthGH contienen el gen hGH sin su promotor natural
fusionade a los diferentes elementos de control
transcripcional indicados.
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Fiqura 8. Expresidén transitoria de hGH en células COS-—
7 transfectadas con las diferentes vectores de
expresién. Introdujimos los plasmidos recomblinantes en
células COS-7 mediante la teécnica de co-precipitacidn
de fosfato de calcio-DNA. 48 h después cuantificamos
mediante radicinmunoensayo la secrecion de hGH al medio
de cultivo, Los valores de hGH corresponden al

promedio y desviacion estandard de tres experimentos
independientes,
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Para analizar 1la expresidén de estos DNAcs
procedimos a I1ntroducirlcs a las células CO0OS-7 en
cultivo. Utilizamos los plasmidos que contenian los
nuevos minigenes hGH 22KDa (pAVEhGH2ZK) y hGH 20KDa
(pAVEhGH20K), asi como el DNA de plasmidos testigos
PAVEl y pAVE1hGH. 48 después recuperamos los medios
de cultivo de las células C0S-7 transfectadas con
los diferentes vectores de expresidn. Los valores
de RIA para hGH detectados en estos experimentos se
muestran en la tabla 1I; los valores de hGH
secretados por las células transfectadas con
pPAVERGH22K promediaron 1259 ng por frasco de cultivo
de 75 cm® de superficie. En el caso de pAVEhGH20K
estos promediaraon 41 ng. Esta marcada diferencia en
valores de hGH determinados mediante RIA no la

esperabamas b despues de confirmar su
reproducibilidad, nos propusimos encontrarle
explicacion.

Decidimos entonces realizar la deteccion de las
proteinas hGH22KDa Y hGH20KDa expresadas v
secretadas al medio en los experimentos de
transfeccidn.

Tabla I . Expresién transitoria de hGH
en células COS-7 transfectadas.

Plasmido Produccién de hGH™*
transiectada X *+ D.S.
pPAVE 2 23 &+ 20
pPAVELhGH 1252.0 * 169.0
PAVEhGHZ2ZK 1258.8 % 1583
PAVEhGHZ20K 411 * 234

X Logs valores som en ng de hGH por frasco de cultive de 79 cn®

aobtenidos mediante RIA en alicuotas de los medios y corresponden

al prowedio (k) Yy desviacidn estandar <D.%.) de tres experinentos
independientes.

D Deteccidn de las hGHs secretadas por las
celulas C0O3-7.

Primera realizamos los experimentos para
detectar las proteinas sintetizadas de novo por las
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células transfectadas. Para ello, marcamos coan
[*®8]-metionina las proteinas sintetizadas de novo
pPor las células transfectadas con el plasmido pNUT.
En la figura 9 se muestra el autorradiograma de un
experimente de expresion transitoria donde

utilizamos concentraciones de 25uCi y 50uCi de
metionina marcada con 2°5. Una banda nueva, ausente
en el medio de 1las célulag transfectadas con el
vaectar soleo [carril (-)] aparecid en el medio de las
células transfectadas (carriles marcados con 25uCi y

50uCi). Esta nueva banda migré en la posicidn
esperada para la hGH purificada de hipofisis
humanas, Ademds, detectamos una segunda banda de

menor intensidad vy tamafio (20KDa), la cual también
comigrd con la forma variante de hGH menos abundante
en la hipdfisis. Estos resultadeos cumplieron
nuestro objetive inicial de visualizar proteinas
secretadas derivadas de genes transfectados mediante
marcaje con 25 y 50 pCi de [3°S]-metionina. Como en
amkos casos obtuvimos buenos resultades utllizamos
la concentracidn menor.

Una vez que implementamos los exXperimentos para
visualizar las proteinas sintetizadas de novo,
evaluamos la expresidn de 1las hGHs del 22KDa vy
20KDa. Para ello, realizamos transfeccicones con los
minigenes hGH 20KDa y 22KDa vy llevamos & caba el
marcaje de proteinas con [?°S]-metionina.
Posteriormente analizamos las proteinas secretadas
por las ceélulas CO5-7 transfectadas mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS b
autorradiografia. La figura 10 muestra tanto la
proteina hGH22KDa como la hGHZ0KDa <on sSefiales
autorradiogriaficas especificas y con diferencias en
abundancia mucho menores que las detectadas por el
RIA. LoOs resultados anteriores confirmaron nuestra
sospecha referente a la ineficiente deteccidn inmune
de la wvariante de hGH 20KDa por el anticuerpo
especifico para hGH 22KDa.

E Actividad adipogénica de las hGHs recombinantes
producidas in vitro.

Ademas, verificamos, la actividad funcional de
las hGHs recombinantes praoducidas in vitro en el
modelo de diferenciacién de fibroblastos
preadipociticos de la linea celular 3T3-F442A hacia
adipocitas (105}.

Cuando agregamos alicuotas del medio de las
c€lulas transfectadas con pAVElhGH al medio de
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Figura 9. Deteccién de proteinas secretadas por las
células transfectadas. Analizamos los medios de cultivo
de las células COs-7 transfectadas mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS ¥y
autorradiografia para determinar la presencia de

proteinas radiactivas secretadas. Las proteinas
sintetizadas de novo fueron marcadas radiactivamente
usando 25 0  S0uci de [*®S]-metionina. La

autorradiografia muestra 1la presencia de dos nuevas
bandas (flechas) presentes en el medio de cultivo de
las células COS-7 a las gque les introdujimos el
plasmido PpPNUT (carriles marcados 25 y 50pCi). El
testigo negativo [(-)] correspondié al medio de las
células transfectadas con el derivado del plasmido pNUT
al que se le eliminé la regidon codificante para hGH.
El tamafio de las proteinas hGH se indica en KDa (K).
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Figura 10. Deteccién de 1las hGHs de 20 y 22KDa en el
medio de 1las células COS-7 transfectadas con los
plasmidos recombinantes. Realizamos un marcaje con
[®®S]-metionina de las proteinas secretadas por las
células COS-7 transfectadas. La autorradiografia
muestra la presencia de dos nuevas bandas (flechas)
presentes en el medio de las ceélulas transfectadas con
el vector PpPAVE2, conteniendo ya sea el gen (pAVEhGH),
el DNAc de hGH 22KDa (pAVEhGH22K) o el DNAc de hGH
20KDa (PAVEhGH20K) . Estas nuevas proteinas se
encuentran ausentes en el medio de las células a las
que se les introdujo el vector solo (pAVE2). El tamano

de las proteinas hGH se indica en valores de KDa
enseqguida de las flechas (K).
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cultivo de los preadipocitos, una fracclan
significativa (65%) de ellos, se diferenclaron hacia
adipocitos. El medio de las células CO5-7

conteniendo la hGH 22KDa mostrd un 100% de
conversion adipocitica. Ademas, céelulas 3T3
suplementadas con el medio conteniendo la hGH 20KDa
alcanzaron un 656.4% de conversidn adipocitica. El
medioc de las células transfectadas unicamente con el
vector (pAVEl) no indujo este paso de diferenciacidén
a niveles mayores a los que se consideran de fondo o
no significativos (ver tabla II).

Tabla II. Conversion adipocitica de las hGHs
secretadas por las cé&lulas COS-"7? transfectadas

Plasmido Conversion adipocitica ¥
transfectado %)

- 0.0 £ 126
PAVEL 0.0 = 1.7
PAVEhRGH22K 1000 * 115
PAVEhRGHZOK 66.4 £ 45

E ] LG% valores gorresponden al promedio y
desviacion sstandard de tres experimentaos
independientes.

Las evidencias anteriores demuestran que las
hGHs de 22KDa y 20KDa secretadas por las células
Cas-7 fueron capaces de inducir 1la conversidn
adipocitica de los fibroblastos pread1poc1ticos 3T3,
aungue a niveles diferentes.

Los resultados gque obtuvimos en esta sub-
seccidn fueron utilizados para la publicacidon del
articulo: New vectors for the efficient expression
of mammalian genes and their complementary DNAs in
cultured cells. Ademas, algunos de estos resultados
fueron incluidos en la revisidn: The human placental
lactogen and growth hormone multigene family y en el
articulo que fué sometido a publicacion an
Biochemical Biophysical Acta: Functional expression

aof human pituitary growth hormone complementary DNAS
(ver anexo A}.
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I Potencial de codificacidn in vitro de los genes hPL.

Una vez que desarrollamos el modelo experimental
que nos permitié cuantificar la expresidn funcional de
hGH in vitro, 1lo utilizamos para determinar la
expresién de los genes hPL.

A Construccldon de una nueva serie de vectores
para la expresidn de los genes hPL.

Las secuenclas estructurales de todos losg genes
hPL sin sus promotores naturales fueron insertados
en el vector de expresion pNUT previamente
seleccionado en la seccidn anterior. Para realizar
esto, reemplazamos las secuencias del gen hGH-N en
pPNUT, por aguellas correspondientes a los genes hPL.
Todoes los genes de la familia hGH-hPL excepto hPL-1
puseen un sitio BamHI dudnicu entre el segundo vy
septimo nucledtido del lnicio del gen. Este sitio
facilitd la transferencia de los genes hPL a pNUT.
Para proveer a hPL-1 con este sitio BamHT
conveniente para las manipulaciones, Ramiro Ramirez-
Solis en trabajos previos en nuestro laboratorio
realizd la construccidén de un gen hibrido entre hPL-
l y hPL-3 (1ll1ll). Este nuevo gen consistid del
primer exén, primer intrdn y parte del segundo exin
del gen hPL-3 y posee intactas las secuenclas hPL-1
desde el sitio Pvull, en el segundo exdn, hasta el
sitio EcoRI, al final del gen. Las nuevas
secuencias al inicio del gen hPL-1, scolo difieren de
las secuencias naturales en las posiciones
aminoacidicas +10 vy +11., Estas diferencias
representan cambios de un residuo de dcido aspartico
Yy otro de histidina en hPL-1, por residuos de lisina
y dcido glutdmico en hPL-3, resapectivamente. Por lo
que utilizamos este nuevo gen en lugar del gen hPL-1
natural.

Una vez gque obtuvimos todos los plasmidos
recombinantes con los genes hPL, caracterizamos sus
DNAs mediante digestidn con enzimas de restriccldn
diagndsticas y reallzamos una hibridacion de DNA
tipo Southern (94). En la figura 11 mostramos la
anatomia molecular de los nuevos plasmidos, asi como
sus patrones de hibridacidn con la sonda radiactiva
especifica para los genes hGH y hPL {(6). Todos los
patrones de restriccion resultaron como esperabamos
b d solo los fragmentos conteniendo los genes
hibridaron con la sonda homdologa. Con lo anterior
caorroboramos la identidad de los diferentes genes de
la familia hGH-hPL en el vector pNUT.
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M. 1l,2.3485M M 1.2 3% S:M

Figura 11. Construccidén de los plasmidos de expresion

para los genes hGH vy hPL. En este diagrama
esquematizamos la organizacidn y mapa de los plasmidos
de expresion (A y B). Para subclonar 1la regidn

estructural de 1los genes en pNUT (A), reemplazamos la
regién hGH-N por la misma region de los otros genes.
La digestidn con 1las enzimas de restricciéon BamHI y
EcoRI (C) asi como la hibridacidén molecular con la
sonda de hPL marcada radiactivamente (D) confirmaron la
identidad de los nuevos plasmidos hibridos. EnCyD
los carriles contienen: 1, PpNUT; 2, pNUThGH-V; 3,
pNUThPL-1; 4, pNUThPL-3; y 5, pNUThPL-4. M corresponde
a marcadores de peso molecular representados en kpb,
(kbp). Los tamafios de las bandas que hibridaron con la
sonda estan indicados en kpb (kbp) a la derecha de D,
utilizamos el gen hPL-1 hibrido entre el gen hPL-3 y el
hPL-1 (B) en lugar del gen hPL-1 natural. pNUThGH-V no
fue empleado en este estudio. DHFR indica la unidad
transcripcional para la dihidrofolato reductasa. SVpe
representa al promotor-potenciador "enhancer" de SV40.
MTp senala al promotor de la metalotioneina. B=BamHI;
P=Pvull; S=Sacl y E=EcoRI. Los exones 8se indican con
nimeros romancs y los intrones con linea dable,
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B. Expresion de proteinas por los genes hPL.

Transfectamos células COS-7 con los plasmidos
recombinantes recién construidos y analizamos la
secrecidon de proteinas marcadas radiactivamente. La
autorradiografia en la figura 12 reveld una vez mas
que las células transfectadas con pPNUT (carril
marcado como hGH-N) Ssecretan ambas formas de hGH, 22
y 20KDa. Estas bandas se encontraron ausentes en el
testigoe negative [carril marcado como (-)]. El
carril que contiene las proteinas de células C0S-7
transfectadas con pPNUThPL-1 (carril marcado como
hPL-1) no mostrd bandas de intensidad y tamarfio
Bimilares a hGH-N. Por otro lado, el medio de las
células transfectadas con pNUThPL-4 (carril hPL-4)
mostro una banda caracteristica pero menos
prominente gque la de 22KDa de hGH, pero de tamano
ligeramente mayor (° 25KDa). Finalmente, la Gnica
banda que cbservamos en el medio de células a las
que se les Introdujo pNUThPL-3 (carril PL-3) fue del
tamano de hFL-4, pera su {intensidad fue mayor,
equivalente a la banda de hGH 22KDa.

C. Produccidén diferencial de proteinas por 1los
genes hPL-3 y hPL-4,

Primerc corroborameos la expresion diferencial
de 1los genes hPL-3 yv hPL-4 en nuestro modelo de
cultivo celular (figura 13B). Posteriormente,
construimos recombinantes hibridos entre hGH vy hPL
para analizar la expresion de los genes hPL-3 y hPL-
4 (figura 133). Detectamos diferencias en 1la
abundancla relativa entre las proteinas quiméricas
entre hPL-3/hGH versus hPL-4/hGH, expresadas por los
genes hibridos correspondientes, De la misma forma
que con las genes hPL no hibrideos, observamos menos
proteina cuando las secuencias de los primeros dos
exones provienen de hPL-4 que cuando estas provienen
de hPL-3. Estos resultados se muestran en la figura
13B en los carriles GH (PL-3:1,1I) y GH (PL-4:I,II).

Por otr¢ lade, en la construccidn reciproca,
donde los daltimos tres exones fueron del gen hPL-4 y
los primeros dos de hGH-N (figura 13a), la
intensidad de la banda correspondid a aguella de hGH
[Eigura 13B: carril PL-4(GH:I,II)}. Por lo tanto,
la abundancia relativa de las proteinas naturales o
quiméricas hGH-hPL dependié de los dos primeros
exones, en nuestro modelo in vitro de cultivo
celular.
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Figqura 12. Produccidén in vitro de proteinas secretadas
derivadas de los genes hPL. Analizamos mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS Y
autorradiografia el medio de las células COS-7
transfectadas con 1los plasmidos indicados en cada
carril e incubamos en presencia de [®*®S]-metionina. El
simbolo =) identifica al medio de células
transfectadas con el vector solo pNUT(-). Los tamarios
de las bandas hPL y hGH caracteristicas se indican en
KDa (K).
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Figura 13. Diversidad en tamafio y abundancia de las
proteinas codificadas por los genes hGH y hPL. Los
genes recombinantes hibridos entre hGH y hPL que
utilizamos en estos experimentos son mostrados en (A)
para un mejor sequimiento y claridad de los resultados.
El autorradiograma como en las figuras anteriores
muestra el andlisis de proteinas radiactivas secretadas
por 1las células COS-7 transfectadas. Cada carril
corresponde al medio de células transfectadas con los
plasmidos conteniendo los genes indicados arriba (B).
Las bandas nuevas se sefialan con flechas y su tamafio
también se muestra en KDa (K).
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D. Origen transcripcional de la expresion
diferencial de 1los genes hPL-3 y hPL-4.

Decidimes analizar 8i 1las diferencias en
expresién de 1las genes hPL-3 y hPL-4 detectadas
también se presentan a nivel de transcripcidn. Para
realizar esto, aislamos los RNAs totales de las
calulas transfectadas, per el metoda de
isotiocianato de quanidina e hibridamos éstos con la
sonda hPL marcada radiactivamente. En los analisis
de los RNAs tipo "Northern" detectamoa diferencilas
evidentes en los niveles de expresién de los RNAs
obtenidos de¢ las células transfectadas con hPL-3 ¥y
hPL-4 (ver figura 14). Para validar los resultados
obtenidos tomamos en consideracidn las variaciones
en la eficiencla de transfeccidn en cada caja de
células CO0S-7 transfectadas. Para ello evaluamos
Simultaneamente la expresidén del gen DHFR presente
en el mismo plasmido (testigo interno). Tomando en
consideracidén lo anterior analizamos la expresidn
diferencial de los genes hPL-3 y hPL-4 mediante

hibridacidn en linea "slot dot". Colocamos los RNAS
de las células transfectadas por duplicado en tiras
de nitrocelulosa e hibridamos estas

independientemente con las sondas de hPFL y DHFR
previamente marcadas radiactivamente. Utilizamos la
sonda DHFR como referencia para estandarizar las
eficiencias de transfeccién en los diferentes
experimentos. Los valores obtenidos en las tiras de
RNAs hibridadas con la sonda DHFR fueron utilizados
para normalizar las cantidades de RNAs gque se
depositaron en otro experimento donde carregimos las
diferencias en eficiencias de transfeccidn
detectadas. En el autorradiograma de 1la figura 15
se muestra que logramos normalizar y tener una senal
constante cuando hibridamos con la sonda radiactiva
DHFR y sefiales notablemente diferentes para el caso
de la sonda de hPL. Cuantificamos las diferencias
de expresidn mediante espectofometria de centelleo
liquido y detectamos una disminucidn de aocho veces
en la expresidén de los RNAs de hPL-4 en relacidén a
los de hPL-3. Con lo anterior demostramos gque la
expresion diferencial entre la=s proteinas hPL-3 ¥y
hPL-4, depende cuando menos en parte de diferencias
en los niveles de los RNAs correspondientes.

E Efecto de la mutacidn al inicio del sequndo
intrén de hPL-1 en la produccion de proteinas.

Analizamos también el efecto de la mutacidén del
intrdén de hPL-1 en la produccidén de proteinas. Nos
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Figura 14. Expresioén de los genes hPL-3 y hPL-4 a nivel
de RNAm. Obtuvimos los RNAs totales de las células
COS-7 transfectadas con los plédsmidos recombinantes por
el método de isotiocianato-fencl-cloroformo. La
autorradiografia muestra los resultados del andlisis
tipo "Northern" de 1los RNAs obtenidos de las células
transfectadas con los plasmidos pNUThPL-3 (carril PL-3)
Yy PNUThPL-4 (carril PL-4). P identifica al carril que
contiene RNAs totales de hipdfisis humanas.
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Figura 15. Analisis de la expresién diferencial de los
genes hPL-3 y hPL-4 mediante hibridacién en linea "slot
dot". 3 pug de los RNAs que obtuvimos de 1las células
transfectadas con 1los plasmidos recombinantes pNUT
conteniendo 1los genes hPL-3 vy hPL-4 fueron hibridados
independientemente con sondas de hPL y DHFR previamente
marcadas radiactivamente. En la autorradiografia
mostramos gque logramos normalizar y tener una sefial
constante cuando hibridamos con 1la sonda radiactiva
DHFR y sefiales notablemente diferentes para el caso de

sonda de hPL. Cuantificamos 1las diferencias de

expresidén mediante espectrofotometria de centelleo
liquido.
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basamos en trabajos previos realizados en nuestro
labgratorio por Ramirge Ramirez-Solis (106}, que
iniciaron le¢s estudics a nivel de RNA para probar si
la mutacidn al inicio del sequndo intrén del gen
hPL-1 era la tGnica causa de su aparente inactividad.
En estos experimentos se intercambiaron las
secuencias nucleotidicas que incluyen el borde entre
8l segundo exOn y segundo intrdon de los genes hPL-1
vy hPL-3. Estas secuencias estan flanqueadas por los
sitios Pvull y Sacl localizados 30 pb al 5' y B6 pb
al 3' del sitio mutado, respectivamente. LoOS nuevos
genes fueron denominados como hPL-1r y hPL-3m, "r*
par reparado y "m" por mutada.

Para determinar 1la expresién de esos genes
hibridos, los insertamos en el vector pHNUT.
Introdujimos tanto los genes hibridos como 1los no
hibridos a células C0S-7 en cultivo. La figura 16B
muestra los resultados que obtuvimos con el andlisis
de proteinas marcadas en las cé€lulas transfectadas.
Como se puede apreciar en los carriles PL-3 y GH,
detectamos facilmente bandas de prateinas caon los
tamafios esperados en los medias de células
transfectadas ya sea con pNUThPL-3 © pNUT. Sin
empbargo, el medio de células a las gque les
introdujimos pNUThPL-1 (carril PL-1) o pNUThPL-3m
(carril PL-3m) no mostraron bandas distintas a las
del testigo negativo. Por lo tanto, ain después de
reparar el gen hPL-1, no pudimos observar la
expresidén de una nueva banda proteica (carril PL-
1ry. Interesantemente, la introduccildn de la
mutacién del segundo intrdn de hPL-1, al gen hPL-3
inactivé la expresidn de este dltimo {carril PL-3m).

Corroboramos 1los resultados anteriores cuando
construimos recombinantes hibridos entre hGH vy hPL
(figura 16A) e introdujimos estos a c€lulas COS-7.
La expresion y secrecidén del recombinante GH{PL-
3:I,II} mostrd wuna banda prominente parecida en
tamafio € intensidad a la obtenida con el gen hGH
(ver figura 16B). Pero con €l recombinante que
contiene la mutacidén GH(PL-3m:I,II) no detectamos
banda prominente |[figura léB:carril GH{(PL-3:I,II)].
En =1 caso del recombinante GH(PL-3:I,II) también se
produjo, al igual que con hGH, la segunda banda
(20KDa} de menor tamafio e intensidad.\ Con esto
demostramos que en su forma de gen hibrido, también
funcionan las secuencias del gen hGH-N responsables
de la via alternativa de procesamiento del RNAm gque
codifica para la forma de hGH 20KDa.
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GH(PL-3:11)

Figura 16. Efecto de la mutacion al inicio del sequndo
intrén del gen hPL-1 sobre la produccién de proteinas
secretadas. Los genes hibridos descritos en (A) fueron
construidos al unir, a través del sitio Gnico Sacl en
el segundo intrén, los primeros dos exones de los genes
hPL-3 (natural) y hPL-3m (mutado) con los Gltimos tres
exones del gen hGH-N. Medios de cultivo de células
transfectadas con los diferentes genes hibridos
(indicados arriba) fueron analizados para determinar la
presencia de proteinas radiactivas secretadas (B). Las
flechas indican el tamafio en KDa (K) de 1las nuevas
proteinas originadas por los genes introducidos
transitoriamente.
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F Diferencias aparentes en los tamanos de hPL ¥y
hGH producidas por los genes.

Los resultados anteriores muestran que mientras
gue el gen hGH-N orxigina en .nuestras condiciones
electroforéticags una banda de proteina abundante con
un tamafio de 22KDa, los genes hPL-3 y hPL-4
expresan proteinas de tamafio ligeramente mayor (25

KDa). Esta diferencia en tamaiio también la
observamos con las proteinas naturales extraidas de
los tejidos correspondientes, por lo que

investigamos cual era la causa de tal heterogeneldad
en tamario, Analizamos la expresion de los genes
hibridos construidos, cuando los introdujimos a
células COS-7 en cultivo, El gen hGH con los
primeros dogs exones de hPL-4 [GH(PL-4:I,II)] did
origen a una proteina que se comportaba como hGH
[ver figura 13B: carrll GH(PL-4:1,II)]. Por otro
lado el gen hPL-4 con lus dos prlmeros excnes de
hGH-N [PL-4(GH:I,II)] produjo wuna banda del tamafio
de hPL ([ver figura 13B; carril PL-4{GH:I,II)].

Este observacidén también fué detectada cuando
llevamos a cabo los experimentog del intrdn mutado
de hPL-1 y cuyos resultados fueron mostrados arriba
en la figura 1l6. En escos experimentos utilizamos un
gen hibrido hPL-3/hGH-N {carril GH{PL-3:1,II)] como
testigo positivo, para evaluar la expresidn del gen
GH(PL-3m:I,II}). Como Se aprecia en el carril
marcado como GH(PL-3:I,II), la proteina secretada
derivada de este gen hibrido presentd como hGH, el
tamano de 22KDa por lo que sg refiere al tamano (23
KDa).

Los resultados que obtuvimos en los
experimentos descritos en esta sub-seccidn fueron
utilizados para publicar el articulo: Coding
potential of transfected human placental lactagen
genes y fueron incluidos en la revision:
Transcriptional regulation of human placental
lactogen genes (anexo B).

IITI Diseccldn in vitro de los genes hPL mediante
mutagénesias por DNA homolédgo.

Para cuantificar la expresion diferencial de los
genes hPL descrita en la secclén anterior diseftamos una
egstrategia que denominamos "Mutagénesis por DNA
homélogo". Esta estrategia consiste en insertar las
regiones de Iinterés de algin gen homélogo en el
contexto del gen que codifica para hGH. Para realizar
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esto nos basamos en la alta similitud existente en las
secuencias amincacidica y nucleotidica de hGH y hPL,

A Diferencias cuantitativas en 1la expresidn de
los genes hPL-3 y hPL-4.

Utilizamos esta estrateqia de mutagénesis par
DNA homélogo para reemplazar un segmento  que
comprende las primeras 588 pb del gen, desde el
gitio del casguete al 1iniclo de la transcripcldn
hagsta el segundo intrdn del gen hGH, por los
segmentos correspondientes de los genes hPL-3 y hPL-
4 {figura 17). Insertamos estos genes hibridos en
el vector PpNUT (-) Yy caracterizamos los plasmidos
recombinantes hibridos resultantes mediante
digestidn con enzimas de restriccidén diagnésticas.
Estos segmentos de 588 pb de los genes hPL activos
presentan solamente ocho cambics nucleotidicos
distribuidos como s8igue;:  uno -en la regidn del
extremo 5' no traducible, otro en el primer exdn
{péptido senalador), tres en el primer intrdn y tras
en el segundo intxrém. El hecho de que las protaeinas
quiméricas CGH(PL-3:1,I1) y GH(PL-4:I,II) contienen
la mayor parte de los aminocdclidos (169 de 191) de
hGH, nes permitid cuantiflcar estas -proteinas
quiméricas mediante RIA para hGH.

Primeramente realizamos tres preparaciones
independientes de DNA de los plagmidos recombinantes
hibridos mediante la técnica de preparacidén a gran
escala. De tal forma gque obtuvimos los plasmidos en
lasa mismas condiclones para evitar varlaclones en
las eficlencias de transfeccidn debidas a la calidad
dae los DNAs plasmidicos,

Estos tres gqrupos de plasmidos recombinantes
fueron utilizados independientemente para tranfectar
células COS5-7 mediante la técnica de precipitacian
can fosfato de calcio-DNA. En estos experimentos
realizamos co-transfeccién con el pliasmido pCMcat
para medir la actividad de 1la enzima CAT Y
determinar asi la eficiencia en los experimentos de
transfeccidn, 48 h  después colectamos el
sobrenadante de las células tranafectadas Y
cuantificamos la hGH presente en el medlio
axtracelular. Ademds determinamos la actividad de
CAT en los extractos de las calulas co-transfectadas
(figura 18) y utillzamos estos rxesultados para
normalizar las proteinas quiméricas sintetizadas por
las células transfectadas con los plasmidos
recombinantes. En estos experimentos encontramos
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Figura 17. Organizacidén de las construcciones génicas
quiméricas. E1 diagrama ilustra los mapas y origen de
los fragmentos génicos usados para las construcciones
quiméricas hGH-hPL (2150pb). Los sitios de corte para
las enzimas de restricciéon estan indicados como
B=BamHI, P=Pvull, S=SaclI y E=EcoRI. El origen de los
fragmentos se muestra en negro para hPL-3, punteado
para hPL-1, rayado para hPL-4 y blanco para hGH.
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ACTIVIDAD
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Figura 18B. Comparacion de la eficiencia de expresion
de los plasmidos recombinantes hibridos hGH-hPL en
células C0s-7. Introdujimos los plasmidos
recombinantes GH(PL-3:I,II) y GH(PL-4:I,II) en las
células COS-7 mediante la técnica de co-precipitacién
con fosfato de calcio-DNA. 48h después determinamos en
los extractos celulares la cantidad de proteinas por el
método de Bradford vy analizamos la actividad de CAT.
El autorradiograma muestra ligeras diferencias en la
actividad CAT con los diferentes plasmidos
recombinantes. Como estos resultados son cualitativos,
cortamos en la placa de silica-gel 1la regidén que
contenia las formas acetiladas de cloranfenicol marcado
con ['®C] (bandas superiores) vy cuantificamos 1la
radiactividad presente mediante espectofometria de
centelleo liquido (Actividad de CAT).
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que el plasmido recombinante hibrido GH(PL-3:1,11)
secreta cinco veces mds proteina que GH{PL-4:7,II)
(datos incluidos en la tabla III). Encontramos gque
el medio de las células tranafectadas con el
plésmido gque contiene 1los dos primeros exones de
hPL-3 [GH{PL-3:1I,II)] <ontenia una cantidad de hGH
equlvalente al §2.3% de la detectada en el testigo
positivo {ver tabla III).

Tabla Ill . Expresion de proteinas quimeéricas
hGH-hPL en células COS-7 transfectadas.

Plasmido Produccidn de hGH *
transfectado X £ D=
pNUT(=) o3 = 0.73
hGH=-N 65603 + 126.32
GH(PL-3:1ID 408.68 % 6979
GH(PL~4:LID> 8294 3 3031
GHC(PL-3m:LID - 02Z8 1 0.68

» Lo valorwes son #n ng de hGH pon frasoo de ocultive de
7% cnZ ochtenidos mediante RIA en alicuotas de los nadios
y corresponden al provedio (k) y deaviaolén sstandard

{D.¥.) de¢ trof oxperimentos independientes,

De estecs resultados podemos deducir una vez més
que en los dos primeros exones de hPL-3 y hPL-4 se
encuentran codificadas 1las caracteristicas que

conducen a las diferencias en expresidn de los genes
hPL-3 y hPL-4.

B Cuantificacldén del efecto de la mutacidn del
gen hPL-1.

En otros experimentos construimos genes
hibridos hGH cCuyos dos primeros exones y parte del
segundo intron corresponden ya sea a hPL-3 o hPL-3m.
Esto8 nuevos genes hibridos GH(PL-3:I,I1 y GH(PL-
m:1,1I), consisten de secuencias de hPL-3 o hPL-3m
desde el inicio del gen hasta el segundo intrdn (en
el sitio dnico Sacl) a las gue les unimos secuenclas
del gen hGH-N, deede su sitio Sacl en el segundo

intron, hasta el sitio EcoRI al final del gen (ver
figura 17),

Cuando introdujimos éstos genes hibridos y sus
plasmidos testigos a celulas CO0S-7 en cultivo
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detectamos las proteinas quiméricas derivadas de la
expresion de estos genes y mediante RIA para hGH.
Los niveles de hGH en el medio de las células
transfectadas con el plasmido que contiene el gen
hibrido hPL-3m/hGH-N [plésmido:GH(PL:-3mI,II)] no .
fueron detectados por RIA (ver tabla 1III). Estos
resultados con las proteinas quimeéricas corroboran
que la mutacidn en el sitio donador del
procesamiento de introm al inicio del segundo intrén
del gen hPL-1, podria ser una de las causas de la
falta de expresién de este gen, ya que inactivd
totalmente la expresidn de la proteina quimérica
GH(PL~3,I,II).

Utilizamos 10s resultados dgue obtuvimos en los
experimentos descritos en esta Sub-seccidn para
publicar el articulo: Expression studies of
transfected multigene families by homologous DNA
mutagenesis (anexo C).



87
DISCUSION Y CONCLUSIONES

La reintroduccldn a ¢élulas en cultivo, de genes
daislados por técnicas de Ingenieria Genétlca (94, 96),
ha resultado ser un métoda .de gran valor en .la
identificacién y diseccidn de secuencias nucleotidicas
requeridas para el control del funcionamiento del gen.
También ha brindado valiosa informacién socbre los
efectos de mutaclones en estas secuencias. Escogimos
esta metodologia para determinar el potencial de
codificacion de todos los genes hPL.,

Los estudios de c¢lonacion de DNA y de determi-
nacién de secuencias nucleotidicas han conducido al
alslamiento de clonas de DNAc para todos los genes de
la familia hGH-hPL, excepte hPL-1l. Una gran cantidad
de informacidn referente a la expresion de genes hGH y
hPL resultd de estos estudios de DNAc. - - A pesar de
estos, pocos han sido los experimentos encaminados a
demostrar que algun RNAm particular de 1los genes hGH
efectivaments se traduce en proteinas. Para el caso de
los genes hPL esta clase de experimentos simplemente
son inexistentes.

Cuando Introdujimos los genes hPL activos a la
linea celular COS-7 de riindén de mono, bajo el control
de sus promotores naturales, no pudimos detectar senal
en un andlisis de RNA tipo "Northern" de los
transcritos, Egsta falta de expresiédn puede deberse a
la ausencla en estas células de factores de transcrip-
cion especificos para 1los genes hPL. También puede
explicarse por un requerimiento del amplificador de la
transcripcidn del gen hPL (40), 0 por ambas razones.
Se ha demostrado gque se requiere la presencia de un
factor transcripcional particular, llamado GHF-1, para
alcanzar una expresidn eficiente del gen hGH-N (110).
Los resultados gque obtuvimos usando los promotores
naturales de los genes estan en concordancla con esta
observacidn. Como tamblén lo esta el hecho de haber
conseguido expresar las secuenclas estructurales de
estos genes al fusionarlas a sefiales transcripcionales
potentes y de especificidad celular amplia.

Para la ejecucién del presente trabajo,
primeramente desarrollamos un sistema eficiente para
detectar la expresidn de genes en cultivo celular.
Para realizar esto, diseflamos y construimos vectores
eucarioticos de expresion y comparamos estos vectores
con otros comunmente usados para seleccionar los mas
potentes para dirigir 1la expresidén de hGH en cultivo
caelular. Ademas, llevamos a cabo un andlisis funcional
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de las hGHs de 20 y 22KDa producidas in wvitro en el
modelo de diferencilacidén de fibroblastos 3T3 hacia
adipocitos. Posteriormente analizamos el potenclal de
codiflcacidn in vitru de los genes hPL. Ademds,
disefiamos una estrateqia.qgue denominameos "Mutagenesis.....
por DNA homdloge” que nos pernitid cuantificar la
eXpresion diferencial de los genes hPL-3 y hPL-4 ¥y
analizar el efecto de la mutacidn presente al inicio
del segundo intrdn del gen hPL-1.

El modelo experimental que desarrollamos en este
trabajo consiste en la detecclén de la expresion de
genes y DNAcs en cultivo celular. Primeramente
insertamos la secuencia estructural del gen hGH baja la
influencia de la unidad promotor-potenciador del hCMV.
Cuando introdujimos este pldsmido a c€lulas <COS-7 en
cultivo, demostramos que la hGH producida in vitro por
las celulas COS-7 es secretada al medlo extracelular,
lo c¢ual esperdbamos vya que hGH es una proteina
normalmente secretada por las celulas de la hipofisis.
Estos resultados nos permitieron concluir que el vector
PAVE1hGH es capaz de expresar y secretar hGH
eficientemente en cultivo de células eucaridticas.

Posterlormente comparamos la expresidn de este
vectar con otros vectores de expresion comunmente
utilizados., Para ello, analizamos la expresion de hGH
en las células CO0S-7 transfectadas tanto a nivel de
RNAm (datos ne mostradas) como a nivel de proteinas
secretadas al medio extracelular. En ambos casos
detectamos los mayores niveles de expresién en las
células transfectadas con los plasmidos pAVELhGH vy
pPNUT. Estos valores de hGH son muy slmilares a los
detectados por Selden y <ol. en celulas L transfectadas
transitoriamente (52) y son cuarenta veces mayores que
los obtenidos en células Vero transfectadas con
vectores basados en SV40 (47). Por otro .. lado,
determinamos la capacidad de estas hGHs producidas in
vitro para inducir especificamente 1la conversién de
fibroblastos 3IT3 hacla adipocitos., La <conversidn
adipocitica dependld de la cantidad de -hGH adicionada,
por lo gque obtuvimos la mayor actividad funcional de
las hGHs secretadas por las <¢élulas transfectadas con
los plasmidos pNUT Y PAVE1hGH {resultados no
mostrados), en comparacidn con los otros vectores
arriba mencionados.

Después que detectamos repraoduciblemente la
expresidn del gen estructural RGH en cultivo celular,
analizamaos la expresidin de los DHNAca de hGH obtenidos
en trabajos previos en nuestro lahoratorio. Detectamos
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niveles bajos de expresion del DNAc de hGH 20KDa en
relacién al DRAc de hGH 22KDa. En estudios prevics
realizedos en nuestro laboratorio mediante andlisis de
hibridacién tipo "Northern” de los RNAs de las células
transfectadas con estos mismos plasmidos mostraron.gque
las sefiales de hibridacidn dadas por los RNAs
expresados, tanto por pAVEhGH2ZK como pPAVEhGHZ20K,
fuercn similares en intensidad. Estos resultados
indicaron que ambos DNAcs son eficlentes en la
produccion de RNAms madurcos (109). Ademds se ha
demostrado que el gen hGH expresado transitoriamente,
produce niveles Jde RNAm equlivalentes a los encontrados
Por nosotros y que los niveles de expresidn de RNAm
reflejan directamente los niveles de proteina (52).
Par lo tanto, dado que no teniamos evidencias para
dudar de 1la integridad e identidad de nuestros genes,
establecimos <como posible explicacidn para tan
sorprendentemente bajos niveles de: RIA de hGH 20KDa, el
que loas anticuerpos del estuche comercial para RIA de
hGH que usamos, al ser altamente especificos para
hGH22KDa, reconocen pobremente la variante de 20KDa de
la hormona. Nuestra suposicidén fué apoyada por las
hallazgos de que la variante 20KDa presenta inilcamente
un 20 a un 50% de capacidad para .desplazar .['?*®I]-hGH
unida a anticuerpo, asi como un 30 a 50% de capacidad
para desplazar [**®I]-hGH unida al receptor de membrana
de higado de rata o conejo (11l1).

En vista de 1o anterior fué necesarioc demostrar
que era posible visualizar 1la expresidn de 1las
diferentes formas conocidas de hGH. Cuando analizamos
la cantidad de proteinas presentes en el medio
extracelular de las células CQS-7 transfectadas,
encontramos que aungque Jlos niveles de expresidn
transitoria de hGH en nuestros cultives resultaron
altos (hasta 300 ng/ml), eran superados por los niveles
de proteinas totales presentes como componentes del

medio de cultivo (2mg/ml). Esto impedia 1a
visuallizacién de la banda proteica correspondiente a
hGH al tefiir 1las proteinas separadas en el gel. Una

complicacidén adicional resultd ser la presencia de bGH,
porque presenta un tamafio muy similar a hGH y hPL y es
un componente del SFT que utilizamos para complementar
el medio de cultive., Tampoco cansideramos conveniente
utilizar tecnicas de deteccidn como la
inmunoelectrotransferencia para detectar las proteinas
de interes, debldo a que contdbamos solamente con los
anticuerpos contra las formas mejor c¢onocidas de hGH vy
hPL {(22KDa)., Por lo que con esta limitante tendriamos
que confiar en una buena reaccidn cruzada para detectar
varianteg proteicas que pudieran derivarse de todaos laos
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genes hGH vy hPL, Decidimos entonces realizar un
marcaje de las proteinas gintetizadas de novo por las
células transfectadas con [®*?S5]-metionina, En estos

experimentos detectames bandas correspondientes a las
hGHs de 22KDa y 20KDa con. las dos concentraciones de
metionina utilizadas. Obviamente fué -necesario
asegurarnos que las bandas de proteinas correspondieran
con los tamafnos esperados Yy dgue su presencia
<coincidiera con 1a transfeccidén del plasmido qua
contiene el gen que la codifica. La abundancia de la
hGH de 20KDa, estimada por apreciacidén wvisual,
coincidid con la abundancia de 1la variante en la
glandula pituitaria, donde el 90% de la produccldn de
hGH es de 22KDa y el 10% corresponde a la forma de
20KDa ({57, 111).

Ya que seleccionamos la concentracién menor de

metionina marcada para realizar el marcaje, logramos. .

vigualizar las proteinas secretadas por los DNAcs de
hGH. En estos experimentos detectamos la expresion de
las hGHs de 20 y 22KDa. Aungue la expresidon de ambas
formas de hGH presenta diferencias en la intensidad de
las bandas pudimos demostrar la ineficiente deteccidn
inmune del anticuerpo especifico de la hGH 22KDa por la
variante de 20KDa. Por otro lado, logramos veriflicar
la actividad bilologica de ambas formas de hGH en la
conversidn adipocitica de fibroblastos 3T3.
Conslderamos con lo anterlor que nuestro modelo estaba
adaptado para €l andlisis de la expresidn de genes y
DNAcs en cultivo celular.

Una vez que implementamos el modelo experimental,
analizamos la expresidén de todos 1los genes hPL en
cultivo celular. Estos resultados nos permitierxron
determinar, por primera vez, la expresion in vitro y el
potencial de codificacion de todos los genes hPL. Los
resultados que daportamos demuestran que los genes hPL-3
y hPL-4, mas no hPL-1, c¢ontribuyen a la produccién de
hPL madura. También demostramos gque a pesar de ser
altamente gsimilares, las secuencias estructurales, de
egtos genes responden diferencialments al mismo
promotor heterdlogo. Aungue las proteinas expresadas
por estos genes son idénticas en su estructura
primaria, difieren en el nivel de expresiodn. Como
consecuencia de este hallazgo, disefiamos una estrategia
que denominamos "mutagénesis por DNA homélogo". Esta
consistid en la insercidn de regiones mutadas de genes
homdlogos en el cantexto del gen que <c¢odifica para un
producto facilmente cuantificable,

Demostramos la factibilidad de esta eastrategia
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mediante la sustitucidén de segmentos del gen hGH-N, por
secuenclas homdlogas del gen hPL, gque nos permitieron
el analisis de mutaclones sin afectar la conformacidn
nativa de la proteina modificada. Analizamos el efecto
de dos tipos diferentes de mutaciones presentes en 1los

genes hGH vy hPL. Para la primera escaogimos la
varlacion de secuencias existentes entre los primeros
dos exones de los genes hPL-3 y hPL-4. La segunda

correspondid a la mutacidon puntual del pseudogen hPL-1,
antes referida y presente al inicioc de su segundo
intrén.

Para analizar 1la primera mutacidn intercambiamos
los dos primeros exones de los genes hPL-3 y hPL-4 con
los del gen hGH-N. Encontramos una disminucidn del 80%
en los niveles de expresidon de hPL-4 comparados con los
de HhPL-3, Pudiera argumentarse que los resultados
anteriores so0la indican una disminucion en el
reconocimiento de ambas proteinas quiméricas hPL/hGH
por las anticuerpos especificos del RIA para hGH. Sin
embarge consideramos que nuestro enfoque es adecuado y
los resultados son validos para detectar efectos de las
diferencias nucleotidicas sobre la expresion geénica ya
que las secuencias aminoacidicas de estas proteinas
quiméricas secretadas al medio de cultivo son
idénticas. Los cambios se encuentran en las formas
precursoras o inmaduras de estas proteinas quiméricas
que presentan una diferencia amincacidica en la tercera
posicidn del péptido seflalador. Esta diferencla podria
influenciar la eficiencia de eliminacidn del péptido
sefial de estas proteinas, Sin embargo, cuando
analizamos la expresidn diferencial de los genes hPL-3
Y hPL-4 a nivel de RNA detectamos una disminucidn de
ocho veces 1la expresién, por 1lo que la acumulacién
diferencial extracelular de las proteinas hPL-3 y hPL-4
maduras se debe principalmente a diferenclas en la
eficiencia de transcripcidén de estos genes en.nuestro
modelo in vitro. Como ya hemos descrito los estudios
in wvivo en placenta humana de 1los niveles de RNA
provenisntes de hPL-3 y hPL-4 presentan mucha
varliablilidad y muestran una relacldn inversa a la que
detectamos en nuestro modelo in vitro de cultivo
celular donde la expresidn esta dirigida por un mismo
promotor heterdélogo en relacidén a 8sus diferentes
promotores y potenciadores naturales (6, 8, 23).

ademds, encontramos que al introducir el area
mutada de hPL-1 al gen hPL-3, la produccidn de la
proteina hPL-3 secretada fué nula. A pesar de que
reemplazamos la mutacidn al iniclo del segundo introdn
en hPL-1 por secuencias no-mutadas, no pudimos observar
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proteina hPL-1 alguna, en el medio de cultivo de las
células transfectadas con este gen reparado (hPL-1r}).
Por lo tanto, pensamos gque deben existir mutaciones
adiclionales que contribuyen a asta carencia de
expresidén génica, Obtuvimos los mismos resultados
cuando construimos genes hibridos entre los primeros
exones de hPL-3 y hPL-3m con los ultimos exones del gen
HGH ¥ cuantificamos los resultados mediante
radiaoinmunoensayo. Evidencia adicional del efecto
negativo de este tipe de mutaciones, al inicio de
intrones, proviene también de estudios practicados in
vitro. En tales esgstudios se introdujeron mutaciones al
inicio de uno de los intrones del gen de B-globina por
mutagénesis dirigida por oligonucledtidos (112). En
todos los casos estudlados a la fecha ya sea in vivo o
in vitro, un cambio de guanosina wmonofusfatcs pox
adenosina monofosfato (G por A) al inicio del intron,
produce RNA wensajeros precursores incapaces de
eliminar correctamente sus intrones.

Estos resultadeos también nos indicaron que 1la
diferencia en tamanos entre las proteinas hGH y hPL,
estd codificada por los Gltimos tres exones de los
genes que codifican para los aminodacidos 23 al 191 de
la proteina. No tenemos explicaciébn para las
diferencias en tamafo observadas en el analisis
electroforético de proteinas hPL y hGH. La diferencia
la observamos tanto con Jlas proteinas naturales,
extraidas de sus te]idos humanos de origen, come con
las proteinas expresadas por genes hGH vy hPL
transfectados. Puede ser posible que las diferencias
aparentes de los tamarios observados correspondan
simplemente a nuestras condiciones electroforéticas que
permiten diferencias en el grado de interaccidon de las
proteina y el SDS, y por lo tanto de desnaturalizacidn
de las proteinas.

Los resultados que obtuvimos nos permitieron
llegar a las conclusiones abajo incluidas:

- Los genes hPL-J y hPL-4 contribuyen a la produccion
de la hormona hPL madura en una relacion de 4 a 1 en
nuestroe modelo in vitro.

- La expresidn diferencial in vitro de los genes hPL-3
y hPL-4 depende en parte de las diferencias
nucleotidicas presentes en 1os dos primeros exones
de estos genes.

- La mutacidén al 1imnicio del segundo intrén del gen
hPL-1 es una de las causas gque afectan su falta de



63

expresion, pero no la dnica, ya gue no detectamos su
reactivacidn cuando ésta fue reparada.

Ademds consideramos que uno de los Jlogros mas
importantes de este trabajo saon las sgiguientea
contribuciones: -

- Desarrvollamos un modelo experimental eficientes ¥y
confiable para detectar 1la expresidon de genes vy
DNAcs en cultivo celular.

~ Demostramcs y cuantificamos la actividad adipogénica
de los productos de expresién del gen hGH-N y sus
DNAcs, en cultivo celular.

- Disenamos un nueavo enfoque que denominamos
"Mutagénesis por DNA homdlogo™ para la
cuantificacién de la expresidn genética en familias

- multigénicas donde el productoe de expresidn de al
menos uno de los miembros es cuantificable

Este nuevo enfogue permite determinar facllmente
el efecto en la expresion génica de cambios en
secuencias nucleotidicas ¢ ‘mutaciones presentes en los.
miembros de la familia o de sus alelas. Can 1la
utilizacidon del gen que codifica para hGH, nuestro
enfoque permite la cuantificacién del efacto de
practicamente cualquier mutacidn o cambic en secuencia
nucleotidica gque ocurra en los otros genes hPL o hGH,
miembros del complejo, Nuestro procedimiento podria
ser usado con cualquier miembro de una familia
multigénica gque codifique para un producte gque sea
ficilmente cuantificable,

Los resultados obtenldos en este trabajo abren la
posiblilidad para reallzar estudlios encaminados a
determinar 81 una, varjias o la +totalidad de las
diferencias nuclectidicas presentes en los primeros
exones de 1los genes hPL-3 y hPL-4 conducen a su
diferente expresidn y cuales son las otras mutaciones
en el gen hPL-1 involucradas en su falta de expresion.
Por otro lado, el andlisis de proteinas quiméricas hGH-
hPI, permitir&é llevar a cabe un anilisis de las
relaciones estructura-funcidn en el modelao de
diferenciacldn de fibroblastos 3T3 hacla adipocitos e
ldentificar el o los residuos aminoacidicos
Involucrados especificamente en esta actividad.

Las relaclones estructura-actividad se pueden
estudiar basdndose en la postulacion de que los exonas
dentro de clertos genes pueden codificar para dominios
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funcicnales importantes en la proteina codificada. Por
lo tanto, la alteracidn por delecidén o intercambio de
exones integros medlante mutagénesis por DNA homdloge
puede facllitar el mapeo de 1la o las regiones
funcionales de la proteina en estudio.

Finalmente 1la produccién estable de proteinas
quiméricas hGH-hPL puede permitir el andlisis
estructural y/o funcional de otras actividades
biocldgicas tales como la ganancla de peso en ratas
hipofisectomizadas.
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