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RESUMEN

Facultad de Medicina de 1a UANL

M.C. Rafael Gonzilez Alvarez

Titulo del Estudio: Evolucion Molecular de la Familia GH/CSH en Primates

Numero de pdginas: 74 Candidato al grado de Doctor en Ciencias
con especialidad en Biologia Molecular e
Ingenieria Genética

Mientras que la mayoria de los mamiferos incluyendo los prosimios, tienen una sola
copia del gen de la hormona del crecimiento (GH), los monos antropoides un locus de
genes relacionados a GH. A lo largo de la evolucion de los antropoides [monos del
nuevo mundo (MNM), monos del viejo mundo (MVM) y grandes monos], dos
caracteristicas se observan en sus loci GH: primera, la aparicién de los genes chorionic
somatommamotropin hormona (CSH) dentro del linaje de los MVM, segundo, la
extension de las regiones intergénicas de los loci GH en dichos monos. En relacién con
esta extension de los loci GH, las regiones intergénicas de los MNM poseen longitudes
homogéneas (3.5 kpb), en contraste con las longitudes heterogéneas (6 y 13 kpb) que se
observan en los MVM y grandes monos. A la fecha, no se ha descrito la organizacion de
ningin locus GH en antropoides no humanos. Aqui, describimos la organizacion
gendmica del locus GH del mono del mono rhesus. Dicho locus, consiste de seis genes
relacionados a GH, separados por cinco regiones intergénicas. El gen del extremo 5’
(GH-1) codifica para la GH que se expresa en la pituitaria. Es seguido por los genes
CSH-1, GH-2, CSH-2, CSH-3 y CSH-4. Las cinco regiones intergénicas tienen
longitudes heterogéneas y también presentan més o menos la misma distribucion de Alu
observada para el locus GH del humano. Para analizar los acontecimientos que
contribuyeron a la extension de las regiones intergénicas de los loci GH y de la aparicion
de los elementos reguladores, cinco regiones intergénicas del mono de la arafia fueron
secuenciadas. Nuestros resultados sugieren que las regiones intergénicas largas (13 kpb)
del locus GH del mono rhesus tienen un antepasado comun con las regiones intergénicas
de 3.5 kpb del mono arafia. Este incremento en la longitud de las regiones intergénicas
del mono rhesus, es debido a una insercién (~ 8,7 kpb) en su extremo 3’.
Interesantemente, en este inserto, descubrimos un elemento de DNA que se asemeja al
potenciador de los genes CSH del humano. Por otra parte, observamos que las regiones
intergénicas cortas (6 kpb) aumentaron su tamafio mediante un evento independiente de
recombinacién.

N~ e

Dr. Hugo A. arrera Saldaitd Dra. Agn Agnés Revol de Mendoza
Dll’ ctor Co-Director
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CAPITULO1

INTRODUCCION

1.1 Las familias multigénicas

Se denomina familia multigénica a un conjunto de genes que provienen de la
duplicacion y variacion de un gen ancestral y que ain comparten una similitud en sus
secuencias nucleotidicas de al menos el 50%. Sus miembros pueden estar juntos
integrando un locus multigénico o dispersos en cromosomas diferentes, o una
combinacion de ambos. Los miembros de una familia de genes suelen tener funciones
relacionadas, traslapadas e incluso idénticas, aunque puedan expresarse en momentos 0
en tipos celulares diferentes (Singer, 1982).

La evolucién de las familias multigénicas ha sido tema de gran interés por muchos afios.
Su estudio antes de 1970 abrumadoramente se centraba en las cadenas o, B, yy 8 de la
hemoglobina y en la mioglobina (Ingram, 1961). Los genes que codifican estos
polipéptidos o proteinas estdn filogenéticamente relacionados, han divergido
gradualmente y las copias que hah emergido a lo largo de la evolucién han adquirido
nuevas funciones, tal como es el caso de la hemoglobina y mioglobina. A este modo de
evolucion se le conoce como “evolucién divergente” (Figura 1A).

Fue alrededor de 1970 cuando varios investigadores observaron que los RNAs
ribosomales (rRNAs) en Xenopus eran codificados por una gran cantidad de genes en

tandem y que las secuencias de las regiones intergénicas eran mads similares dentro de la
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misma especie que entre dos especies (Brown et al., 1972). Estas observaciones eran
dificiles de explicar por el modelo de la evolucién divergente. Por ello, un nuevo modelo
llamado “evolucidén concertada™ fue propuesto (Figura 1B). Este asume que todos los
miembros de una familia multigénica evolucionan de una manera paralela, més que de
manera independiente. Es decir, si ocurre una mutacion, ésta se transmite y mantiene en

todos los miembros de la familia.

Tiempo
B
Geones 0o aipecie 1 Genes oa espocie 2 Genes en espeche 1 Goucs on eapecie 2 Genmes en cspecie ] Geues ca cspeche 2
Evolucién Divergente Evolucién Concertada Evolucién Muerte y Nacimiento

Figura 1.- Modos de evolucién de las familias multigénicas. Los circulos en blanco representan genes
funcionales, mientras que los negros corresponden a pseudogenes. Tomado de Nei et al., 2005.

Mais adelante, conforme las secuencias de DNA y de aminoicidos llegaron a estar
disponibles, la aplicabilidad de la evolucién concertada a algunas familias multigénicas
fue cuestionada y otro modelo llamado la “evolucién por nacimiento y muerte” fue
propuesto (Nei et al,, 1997). En este iltimo, algunos de los genes nuevos son resultado
de las duplicaciones y se mantienen en el genoma durante mucho tiempo, mientras que
otros se suprimen ¢ acumulan mutaciones deletéreas que los convierten en pseudogenes,
es decir, genes cuyas mutaciones les impiden sintetizar una proteina activa (Figura 1C).

El modelo de “evolucidn por nacimiento y muerte” se aplica a la mayoria de las familias

multigénicas involucradas en el sistema inmune, tales como las inmunoglobulinas y los
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antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) (Hughes et al., 1990; Ota
et al., 1994), asi como a los genes relacionados con la resistencia a enfermedades (Zhang
et al., 2000). En resumen, todas las familias multigénicas pueden seguir cualesquiera de
las rutas descritas en la figura 1.

La familia multigénica sobre cuya evolucidn versa este trabajo es la de la hormona del
crecimiento, comunmente referida como GH por sus siglas del inglés (growth hormone),
misma que se describe a continuacion.

1.2 Bases moleculares de la evolucién

La principal causa de evolucion es la mutacion. Una mutacién en un gen o cualquier
secuencia de DNA es causada por una substitucidn, insercién o delecion de uno o varios
nucleotidos, asi como por eventos de recombinaciéon y conversién génica. Las
mutaciones se fijan en la poblacion mediante la seleccion natural. El nuevo gen mutante
produce un nuevo carcter morfolégico o fisiolégico, el nuevo cardcter es heredado a la
descendencia. Si se es capaz de construir un 4rbol filogenético para un grupo de
especies, se puede definir cuando apareci6 la mutacion que origino dicho carécter. Esta
informacidn es Gtil para el entendimiento de los mecanismos de evolucion de cualquier
caracter. Mediante la comparacién de las condiciones ambientales de donde vive la
especie con el cardcter de interés con aquellas especies que carecen del caracter, se logra
el entendimiento de los mecanismos de evoluciéon que actian sobre dicho caracter.
Dichos mecanismos son la seleccién positiva, purificacién de la seleccién o evolucién
neutral. Mediante la identificacién de los genes mvolucrados en la adquisicion de nuevos

caracteres, los mecanismos de evolucién que actiian sobre ellos es la manera de inferir el
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tipo de mutacién que origino €l nuevo cambio morfol6gico o fisioldgico (Nei et al.,
1987; Clark et al., 1999).

Sin embargo, el estudio de los cambios en el DNA es mas complicado de lo que
aparenta. Debido a que existen varios “tipos” de DNA, como: regiones codificantes,
regiones no codificantes, regiones intergénicas, secuencias repetitivas y secuencias
reguladoras. De ahi la importancia de identificar previamente el tipo de DNA que se
desea analizar. Si se desea analizar el DNA codificante, se debe considerar los patrones
de substitucién nucleotidica en el primero, segundo y tercer codon. Ademas de precisar
si dichos cambios repercuten en el cambio de aminoacido (substituciones no sindénimas)
0 se sé trata simplemente de un cambio sin sentido (substitucién sindénima). Para el caso
de las regiones no codificantes, generalmente se aplica la “hipétesis del reloj molecular”.
Est4 hipdtesis establece que el indice de substituciones es aproximadamente constante a
lo largo del tiempo. Aunque estrictamente hablando ninguna secuencia de DNA
evoluciona a un indice constante, debido a que se ganan nuevas funciones,
particularmente cuando el nimero de genes por genoma aumenta. También cabe
destacar que el mecanismo de reparacion del DNA repercute considerablemente en la
aplicacidn estricta de estd hipétesis (Nei, 2000).

1.3 La familia GH/PRL/CSH

La familia multigénica de la hormona del crecimiento (GH), se incluye a su vez en una
superfamilia que también abarca a la prolactina (PRL). Dependiendo del orden de
vertebrados que se trate, también incluye en los primates a los genes de la
somatomamotropina coriénica hormona (CSH), anteriormente referida como Lactégeno

Placentario (PL, como sigue llamidndose en mamiferos no primates), las proteinas
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relacionadas a prolactina (PRP) y la somatolactina (SL). Esta super familia representa
uno de los grupos proteicos fisiolégicamente mas diversos que han evolucionado por
duplicacién génica (Rubin et al., 1994). Una breve descripcion de estas hormonas sigue
a continuacion:

1. GH. Est4 hormona se produce en la hipofisis de todos los mamiferos. En el caso de
los primates, existen dos genes, el de la GH-1 con expresién en la hipéfisis y el gen GH-
2 cuya expresidn se restringe a la placenta. En general, las GH presentan gran similitud
en sus secuencias, son de tipo globular, constan de 191 amino4cidos en su forma
madura, con un peso molecular de 22 kDa, poseen cuatro hélices alfa y dos puentes
disulfuro y por lo general carecen de residuos de aziicares. Recién sintetizadas presentan
un péptido seiial de 26 aminoacidos para dirigir el transporte de la pre-hormona a través
de la membrana del reticulo endopldsmico rugos hacia el aparato de Golgi, en donde son
secretadas al torrente sanguineo en forma madura (Handwerger et al., 2000).

2. PRL. Es la hormona hipofisiaria que mas funciones tiene por si sola. Originalmente,
fue caracterizada por su habilidad de estimular el crecimiento y desarrollo de la glandula
mamaria, asi como la produccién de leche (Goffin et al., 1999). Estudios subsecuentes le
atribuyeron a lo largo de los vertebrados aproximadamente 85 funciones diferentes
agrupadas en seis categorias: i) equilibrio hidrico y electrolitico, ii) crecimiento e
desarrollo, iii) endocrinologia y metabolismo, iv) cerebro y conducta, v) reproduccion e
vi) inmunoregulacion y proteccion.

En roedores, el gen de la PRL ademas de expresarse en hipofisis, se expresa en varios
sitios como: cerebro, decidua, miometrium, glandula lacrimal, timo, baso, linfocitos,

células linfoides de medula ésea, células epiteliales de glandula mamaria, tumores de
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glandula mamaria, fibroblastos de la piel y glindulas sudoriparas. Adicionalmente, la
PRL puede encontrarse en diferentes fluidos corporales como: liquido amnidtico,
lagrimas, leche y sudor (Ben-Jonathan et al., 1996).

3. CSH. En varios monos del Viejo Mundo (MVM), el chimpancé y el humano ademas
de genes relacionados a GH en sus loci aparecen genes del tipo CSH (Chen et al., 1989;
Golos et al., 1993; Revol et al., 2004, Ye et al., 2005). Aunque varios genes
relacionados a GH se han descrito y analizado en primates (Revol et el al., 2004; Ye et
al., 2005; Li et al., 2005) la familia GH séle ha sido estudiada en detalle en el humano
(ver el cuadro 5 en material y métodos).

4, PLP. En roedores se han identificado 15 genes, los cuales se expresan en pituitaria,
utero y placenta. La mayoria de ellas aumenta su produccién en forma gradual desde el
implante del embrién hasta el parto (Swenne et al., 1987). Al igual que en roedores,
existen reportes de PLP en rumiantes. Estas proteinas muestran una similitud
aminoacidica entre 43 a 51% con respecto a la propia PRL. Las células responsables de
la expresion de estos genes son las células coridnicas binucleadas, pero su funcion
continua siendo desconocida (Anthony et al., 1995).

5. SL. Ha sido reportada en diferentes grupos de peces y en un anfibio, pero no en otra
clase de vertebrados (Ameniya et al., 1998), aunque no se descarta la posibilidad de que
esté presente en otras especies. El tamafio de esta hormona puede variar de 24.5 a 28
kDa. A diferencia de la GH que se encuentra en forma no glicosilada, la SL, al igual que
la PRL, se puede encontrar en las formas glicosilada y no glicosilada, dependiendo de la
especie. Las caracteristicas moleculares y bioquimicas de esta hormona se han estado

esclareciendo, pero su funcion fisiolégica atn no esta bien elucidada. Se han sugerido
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diversas funciones para la SL, incluyendo su participacién en la maduracién sexual,
regulacién de calcio, respuesta al estrés, regulacién 4cido-base, metabolismo de las
grasas y adaptacion a los cambios de salinidad (Kancko et al., 1996).

1.4 Organizacion del locus GH en el humano

En el humano, el locus GH esta constituido por cinco genes y localizado en un érea de ~

50,000 pb en la banda q22.4 del cromosoma 17 (Figura 2), (Harper et al., 1982).

*od” 0 0% Q%ud? oo 3% % %™ 0%c%a” 0800 80 0
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Genes 5= GH-1 b (6 hpt)eg CSH,-] smmm (U3 kph)owmd CSH-| e 13 k) e GH-2 5 bt (S1-2 e ¥
12 kDa ? 22 kDa 22 kDa 22 kDa
Productos 20 kDa 20 kDa
Tejido Hipdéfisis  Placenta Placenta Placenta Placenta
% RNAm 3 0.01 3 <0.001 0.5

Figura 2, Organizacién del locus hGH/hCSH. Se muestran los productos de los genes, el tejido donde
se expresan y el porcentaje del RNAm en dicho tejido. Las secuencias Alu estan distribuidas en las
regiones que flanquean a los genes, representadas aqui por circulos rellencs para el caso de los miembros
con la misma orientacién que la de los genes, mientras que con los circulos abiertos sefialan secuencias
Alu en la direccion opuesta y los semicirculos identifican a los miembros Alu truncados. Se encuentra una
sola copia de las secuencias repetitivas de la familia Kpn en la region promotora distal del hCSH-2,
representada por un triangulo en blanco, mientras que el potenciador o enhancer se indica debajo de los
genes con un triangulo escuro. Los genes estén separados por regiones intergénicas (de 6 a 13 kpb).

Los genes del locus hGH/hCSH comparten una similitud nucleotidica de entre 91-95%
(Chen et al., 1989). Dos de ellos codifican para GHs: el gen hGH-1 (normal) con
expresion especifica en los somatotrofos de la glandula pituitaria y el gen hGH-2, el cual
codifica para una variante placentaria (Frankenne et al., 1987). De los tres genes
restantes, también de expresién placentaria, hCSH-1 y hCSH-2 codifican para una

misma hormona madura (Barrera-Saldafia et al., 1983). Por ultimo, el gen hCSHL-1 se



Introduccién
Evolucién Molecular de la Familia GH/CSH en Primates

considera un pseudogen, pues contiene una mutacién en el segundo intrén que evita el
procesamiento correcto de sus transcritos (Reséndez-Pérez et al., 1990).

Los cinco genes estn separados por cuatro regiones intergénicas: dos de 13 kpb, una de
6.5 kpb y una de 6 kpb (Chen et al., 1989). Se conoce la secuencia nucleotidica de cada
una de ellas y se han identificado tanto secuencias repetitivas, como elementos que
participan en la regulacidén de la expresion de los genes. Dentro del locus se encuentran
48 copias de secuencias repetitivas de la familia Alu y una de la familia Kpn (Figura 2).
Las inserciones Alu ocurren en ambas orientaciones y tres de ellas estan truncadas, El
unico miembro de la familia Kpn se encuenira frente al ultimo gen del locus (hCSH-2).
Cabe sefialar, que mas del 20% de las secuencias nucleotidica del locus hGH
corresponden a elementos Alu, cuyo patrén de distribucién semejante para los cinco
genes, sugiere su posible implicacién en la ruta evolutiva que dio forma al locus (Chen
et al., 1989).

1.5 Funcién de Ias hormonas GH y CSH en primates

Las GHs de los mamiferos son en su forma madura polipéptidos tipicamente de 191
aminoacidos y 22 kDa de peso molecular, Son producidas y secretadas por los
somatotrofos de la hipéfisis anterior y desempefian un papel esencial en el crecimiento
lineal postnatal y en numerosos sistemas y érganos, participando en procesos tan
diversos como la cicatrizacién de heridas, la homeostasis de la glucosa, el desarrollo del
cerebro, 1a neurogénesis, la neuroprotection, el aprendizaje y la memoria (Sonntag et al.,
2005). Por su parte, los niveles de GH-2 en la placenta se asocian con los indices de
crecimiento intrauterino, peso al nacer y con los niveles fetales del factor de crecimiento

parecido a la insulina I (IGF-I) (Verhaeghe et al., 2002; Chellakooty et al., 2004). Un
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papel similar se le adjudica a los hCSH, cuyos niveles se le han asociado con el buen
funcionamiento placentario y a los niveles fetales de IGF-1 (Handwerger et al., 2000;
Karabulut et al., 2001). Niveles bajos de hCSH se asocian al estado hipoglicémico,
crecimiento intrauterine retardado (Bagga et al., 1990) y en algunos casos con
deficiencias neurologicas (Paci et al., 1989). Es de interés sefialar que diversos genotipos
del polimorfismo SNP D175254, localizado a ~ 1.4 kb del promotor de hCSH-1, se han
asociado a los pesos corporales bajos en el nacimiento e infancia, asi como a diversos
sindromes metabolicos como la diabetes, la hipertension y las enfermedades cardiacas
del feto (Day et al., 2004).

1.6 Regulacién de la expresién de los genes GH/CSH en el humano

Las 500 pb de la region promotora de todos los miembros de esta familia mutigénica
tienen una similitud nucleotidica de mas del 90% y son suficientes para dirigir la
expresion del gen hGH-1 en los somatotrofos de la pituitaria anterior. Esta es controlada
por el factor transcripcional Pit-1/GHF1 (Karin et al., 1990), el cual presenta dos
dominios conservados entre los factores de transcripcidn especificos de tejido: un
dominio homeobox (HB) y un dominio POU, ambos ubicados en ¢l extremo carboxilo
terminal de la proteina y que intervienen en la unién de Pit-1 al DNA. Este factor se une
a los promotores de los genes GH/CSH en dos sitios (a -92 y -130 nucledtidos del sitio
de inicio de la transcripcion) que se encuentran altamente conservados entre los
promotores de todos los genes de esta familia, a excepcion del hGH-2. Existe una region
(entre 1,500 y 2,000 pb rio arriba del sitio de inicto de la transcripcion), a la cual se unen
proteinas que interfieren con la unién de Pit-1 a los genes placentarios, impidiendo asi su

expresion en la hipéfisis (Nachtigal et al., 1993). Por ser Pit-1 un factor especifico de
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tejido hipofisiario (Ingraham et al., 1988), aparentemente no estd involucrado en la
induccién de la expresién de los genes placentarios.

Otros factores han sido involucrados en la regulacién de la expresion del gen hGH-1 en
la hipdfisis, potenciando la accién de Pit-1. Algunos de ellos son: AP-2 (Lefevre et al.,
1987), NF1 (Stephanou et al., 1995) y USF (Lemaigre et al., 1990; Courtois et al., 1990).
Estos factores se unen al promotor en una regién de 290 a 255 pb rio arriba del sitio de
inicio de la transcripcién. Otro factor relacionado con Pit-1 es Zn-15 (descrito en rata),
el cual funciona como potenciador de Pit-1 (Lipkin et al,, 1993).

La expresidn especifica de los genes hCSHs en la placenta se atribuye a un elemento
potenciador localizado rio abajo de los genes hCSHs (Jacquemin et al., 1994), asi como
a la interaccién de un elemento iniciador especifico de tejido (InrE), que se localiza entre
la caja TATA y el sitio de inicio de la transcripeion de dichos genes (Jiang et al., 1995).
El factor Spl juega un papel muy importante en la regulacion de los genes hCSHs y
hGH-2, ya que la delecién de su sitio de unién en los promotores de estos genes,
disminuye de manera significativa su expresién en células BeWo y hasta en un 50% en
células JEG-3 (Karin et al., 1990; Fitzpatrick et al., 1990; Barboza-Cerda., 1998).

Los genes GHs y CSHs estdn también bajo el control de reguladores metabélicos como
hormonas (T3, glucocorticoides), dcido retinoico y AMPc, entre otros, ubicandose las
secuencias de respuesta a estos mediadores en la parte distal del promotor (Stephanou et
al., 1994; Stephanou et al., 1995).

Todos los elementos hasta aqui mencionados, corresponden a factores transcripcionales
que reconocen a Jos promotores distal y proximal; sin embargo estos resultados son

insuficientes para explicar la regulacion fina que sucede in vivo. Esta observacion hizo
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suponer la existencia de un elemento regulador localizado fuera del locus. Mediante
ensayos de hipersensibilidad a la DNasal fue posible identificar a 14.5 kpb rio arriba del
promotor de hGH-1 una Regién Controladora del Locus (LCR “Locus Control Region™
por sus siglas en inglés), como la responsable de afinar el patrén de expresion de hGH-1
en la hipéfisis y del resto de los genes en la placenta (Su et al., 2000).

1.7 Hipdtesis sobre el origen del locus h\GH/hCSH

El andlisis de las secuencias del locus hGH/hCSH evidencid que la expansién del mismo
se generd por una serie de duplicaciones mediadas por las secuencias repetitivas del tipo
Alu. Los genes y las secuencias flanqueantes se produjeron mediante tres eventos
independientes de duplicacién (Figura 3). A partir de un gen ancestral (similar al actual
gen hGH-1). Una primera duplicacién y el acumulo de variaciones resulto en el
surgimiento de los precursores de los genes hGHs y hCSHs (primera duplicacion). Una
segunda duplicacién dio origen a los precursores de los genes hGH-2, hCSH-1 y hCSH-
2. El tercer y dltimo evento se produjo mediante una duplicacion del fragmento que
contenia al gen hCSH-1 para generar a los actuales genes hCSHL-1 y hCSH-1 (Hirt et

al., 1987; Chen et al., 1989).

11
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1 Duplicacién

2 Duplicacidn

\ 3 Duplicacion

Figura 3. Hipétesis sobre la formacitén del locus hGH/hCSH. Se esquematizan eventos de duplicacion
que dieron origen & la familia multigénica en primates. Los CSH se generaron a partir del gen de la GH.

1.8 Taxonomia y evolucién paleontoldgica de los primates

La linea de los primates parece haber empezado en la musarafia arboricola, animal
semejante a la ardilla, de caracteres intermedios entre insectivoros y primates (Figura 4).
La evolucién de los primates se caracteriza en general por su adaptacién a la vida
arbérea y solo al llegar a los grandes monos y al hombre, la misma ha sido invertida, Los
primates son mamiferos no especializados. Entre sus rasgos de adaptacion a la vida
arbdrea cabe citar las manos y pies prensiles con pulgares y dedos gordos oponibles,
dedos terminados en ufias planas, extremidades superiores e inferiores méviles, flexibles
y largas; cerebro bien desarrollado y visidn binocular. Los dos subérdenes de primates
son: los prosimios y los antropoides. Los lémures y los tarsios, que viven actualmente en
Africa y Asia sudoriental son prosimios que han experimentado cambios muy discretos
en relacion a los de las formas originales. A partir de los prosimios, evolucionaron en el
oligoceno tres grupos principales, Ceboidea, o monos del nueve mundo (MNM),

Cercopithicoidea, o monos del viejo mundo (MVM) y Hominoidea, que incluye al

12



Introduccion
Evolucién Molecular de la Familia GH/CSH en Primates

hombre y a los grandes monos. Los cébidos representan un grupo de primates que
quedaron aislados en América del Sur durante el terciario y desde entonces siguieron

una evolucidn independiente a la de los otros primates (Ville, 1996).
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Figura 4. Evolucitn de los primates. Se muestra en forma esquematizada la evolucion de los primates
(prosimios y antropoides), segun datos paleontolégicos. Divergieron los monos del nuevo mundo, los
mones del viejo mundo y finalmente los grandes monos y el humano.

1.9 Situacién de la gendémica comparativa del locus GH al iniciar el presente
trabajo

Antes de comenzar el presente trabajo, practicamente sélo se conocia la organizacion del
locus GH/CSH en el humano, mientras que para el resto de los primates linicamente se
contaba con datos aislados. Para los prosimios ya era conocido que solo poseen un gen
de GH en sus genomas (Adkins et al., 2001), en los MNV se tenia la secuencia completa
de ocho genes (Wallis et al., 2002), del mono arafia {otra especie de los MNM) se
contaba con la secuencia de cuatro genes y clonas de regiones intergénicas (Esquivel-

Escobedo, 1999). Para el mono rhesus, especie representativa de los MVM se contaba
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con la secuencia de los cDNAs de la GH-1, tres CSH y la secuencia completa de la GH-
2 (Golos et al, 1993). Finalmente, del chimpancé, especie representativa de los grandes
monos, se disponia de la secuencia completa de dos GHs y cuatro CSHs (Revol et al.,
2004). Adicionalmente ya se sabia que las GH de primates poseen actividad tanto
somatogénica como lactogénica, mientras que las GH de los prosimios, al igual que las
de otros mamiferos no primates solo poseen la actividad somatogénica (Goffin et al.,
1996). Con lo poca evidencia de aquel entonces resultaba imposible entender los
mecanismos y las fuerzas evolutivas que moldearon el locus GH en los primates.

1.10 Justificacién del trabajo

Andlisis filogenéticos muestran que los miembros de estd familia evolucionaron bajo
diferentes indices y bajo diferentes fuerzas de seleccion. Adicionalmente se ha
observado que el locus GH/CSH en primates, a diferencia de otros mamiferos, se
caracteriza por i) la actividad lactogénica de la GH expresada en hipéfisis, ii) el aumento
en el nimero de genes, de 1 a 8; iii) la especificidad tisular de la expresién de dichos
genes y iv) la aparicion de los CSHs. Sin la disponibilidad de la secuencia de otros loci y
el andlisis de los elementes reguladores de la transcripcion, es dificil determinar el
significado biologico de esta inusual variacién en el contenido de genes, {ndices de
evolucion, fuerzas de seleccién y expresion diferencial en espacio y tiempo de los genes.
Por tal razon, se propuso caracterizar los loci GH de especies representativas de
diferentes subérdenes de primates, para tratar de reconstruir la historia evolutiva de estos
genes. La especie seleccionada dentro de los monos del Nuevo Mundo es el mono arafia
(Ateles geoffroyi) y de entre los monos del Viejo Mundo es el mono rhesus (Macaca

mulatta).
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CAPITULO I

OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Inferir la historia evolutiva del locus GH en primates.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Establecer la composicién y organizacion de los loci GH.

a) Aislar las regiones intergénicas y genes del mono rhesus (Macaca mulatta).

b) Aislar los genes faltantes del mono arafia (Afeles geoffroyi).

¢) Clonar y secuenciar los genes y regiones intergénicas aisladas.

2.- Realizar el analisis detallado de las secuencias codificantes y no codificantes.

el

a) Para las codificantes, determinar el nimero de sustituciones/sitio/afio (K),

numero de sustituciones sindnimas (Ks), no sinénimas (K,) y la relacién K /K.
b) Para las no codificantes, estimar el indice de sustituciones nucleotidicas (r).

c) Construir los arboles filogenéticos correspondientes.
3.- Realizar el anélisis comparativo de las regiones intergénicas para:

a) Analizar las regiones intergénicas de los loci GH, en cuanto a su patrdn de secuencias

Alu y los elementos de regulacion de la transcripcion.

4.- Con todo lo anterior, inferir la historia evolutiva de la familia GH en ambos primates

y relacionarla ésta con la del humano y chimpancé.
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CAPITULO 1II
ESTRATEGIA GENERAL

La estrategia general (Figura 5) comprendio varias etapas. Primero se extrajo ¢l DNA
gendmico de los mono rhesus y arafia a partir de sus sangres periféricas. Adicionalmente
se¢ obtuvo una libreria genémica en BACs de mono rhesus. Mediante iniciadores
consenso se amplificaron los genes y las regiones intergénicas. Luego estos productos
amplificados se clonaron y secuenciaron. Finalemente, Con las secuencias de los genes
se determinaron varios parametros evolutivos, mientras que el analisis de las regiones
intergénicas consistié en determinar el patrén de las secuencias Alu e identificar los

elementos involucrados en la regulacién transcripcional.
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Figura 5.- Estrategia general. Comprendié las etapas de extraccion del DNA gendmico, purificacion de
los BACs, amplificacion de los genes y regiones intergénicas, clonacién, secuenciacién y analisis
bioinformético de las secuencias.
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CAPITULO IV

MATERIAL Y METODOS

4.1 Material

4.1.1 Origen de los reactivos

Los reactivos utilizados para la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) fueron
obtenidos de las siguientes casas comerciales: la enzima DNA polimerasa Taq y el
MgCl,; de Promega Corporation (Madison, Wi, EUA), la enzima DNA polimerasa rTth y
el Mg(OAc), de Applied Biosystems (Foster City, CA, EUA) y los dNTPs de GIBCO-
BRL (Gaithersburg, MD, EUA). Las enzimas de restriccion y los diversos iniciadores
que se utilizaron fueron de GIBCO-BRL y New England Biolabs (Beverly, MA, EUA).
La enzima RNAsa y la kanamicina provinieron de SIGMA (St. Louis, MO, EUA). El
vector de clonacion pTOPO-XL-3.5 fue de Invitrogen (La Jolla CA, EUA). La
secuenciacion se llevo a cabo con los estuches comerciales de LiCor (LiCor, Lincoln
NE) y ABI Prisma (Perkin Elmmer, Cetus, Norwalk, CT). Los reactivos para elaborar
las soluciones amortiguadoras, medios de cultivo, geles, etc., se obtuvieron de las
compaiiias Sigma Chemical (St, Louis, Missouri, EUA), Merck (Monterrey, México),
Aldrich Chemical Company (Milwaukee, WI, EUA), DIFCO Laboratories (Detroit, MI,
EUA).

4.1.2 Material Bioldgico

La muestra de sangre de mono rhesus fue obtenida del Zooldgico Guadalajara y del
Departamento de Farmacologia y Toxicologia de la Facultad de Medicina de la UANL.

Los cinco plasmidos cuyos insertos contienen las regiones intergénicas del mono araiia
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habian sido previamente obtenidos en este laboratorio (Esquivel Escobedo, 1999).
Nueve Cromosomas Artificiales Bacterianos (BACs) cuyos insertos incluyen al locus
GH/CSH completo o parte de este, del mono rhesus fueron obtenidos por Iram
Rodriguez con el apoyo del Dr. Pieter de Jong del Children Oakland Hospital Research
Institute, en Oakland California, EUA.

4.2 Equipo

Se utilizaron los siguientes equipos: un horno de microondas LG modelo MS-70IC,
microcentrifugas Eppendorf modelos 5402 y 5415 (Brinkmann Instruments, Inc. NY
EUA), fuentes de poder ISCO 494 (ISCO, Nebraska, EUA), EC 600 (E-C Aparatus
Corporation, St Petersburg, Florida) v BRL 250 (GIBCO-BRL), centrifuga Beckamn
allegra TM 21R modelo 367570, centrifuga Beckman modelo J2-M1, un agitador de tubos
Barnstead Termolyne modelo Maxi Mix (Bubuque, [OWA, EUA), una placa agitadora
con control de temperatura marca Corning modelo PC320 (N.Y. EUA), un secuenciador
automatico dNA sequencer Long Reader 4200 (LI-COR, CA, EUA), un secuenciador
automnatico ABI Prisma (Perkin Elmmer, Cetus, Norwalk, CT), un congelador So Low
Enviromental (Cincinnati, Ohio, EUA), un termomixer Eppendorf (Westbury, NY, EUA),
un bafio de agua 188 (Precision, Chicago, EUA), una placa de agitacién modelo 3520, una
incubadora Shell Lab modelo 1525 y un bafio de agua giratorio (New Brunswick
Scientific Co. inc. Edison, N.J. EUA). El seguimiento del crecimiento bacteriano y la
cuantificacién del DNA se realizd con un espectrofotometro de la marca Eppendorf
modelo BioPhotometer (Westbury, NY, EUA). El pulso eléctrico para la transformacion
de las bacterias se hizo en un electroporador y celdas de 0.2 mm de la marca BIO-RAD
(Hercules, CA, EUA) modelo Gene Pulser II. Los reactivos se almacenaron en un

congelador marca TorRey (Mty, Mex). Los termocicladores utilizados fueron Perkin
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Elmer 2400 (Foster City, CA, EUA) y RoboCycler 96 (Stratagene, La Jolla, CA, EUA).
La balanza analitica fue de la marca OHAUS modelo AP110S y granataria de la marca
Sartoriuos modelo 1206MP (Géttingen, Alemania).

El procesamiento de los datos se realizd en computadoras IBM modelo NetVista,
Macintosh modelo iBook G3 y SUN modelo Ultra 30. Los programas computacionales
utilizados fueron el procesador de textos de Microsoft Word para Mac versién 2004
(©1983-2004 Microsoft Corporation) y el procesador de graficos Microsoft Power Point
para Mac version 2004 (©1983-2004 Microsoft Corporation).

Los programas de andlisis de Biologia Molecular utilizados fueron: Amplify versién
1.2b (Bill Engels 1992 University of Wisconsin Genetics M. Madison, WI, EUA), DNA
Strider TM 1.3 (Ch Merk and C.E.A. 1999, Service de Biochimie-Département de
Biologie, Institut de Recherche Fondamentale, CEA, France), OLIGO version 4.0 (©
1992 Wojciech Rychlik, National Bioscience Inc., Plymouth, MN, EUA), CLUSTAL X
version 1.83 (Higgins et al., 1988), CONSED version 14.0 (University of Washington,
Seattle, EUA) (Gordon et al., 1998), DNAMAN versién 5.2.2 Demo (©1994-2001
Lynnon Corporation) y MEGA 3.0 (Kumar et al., 2004). Para la cuantificacion del DNA
y la determinacion de los tamafios se utiliz6 el software LabWorks version 4.5.00.0
(©1996-2003, Media Cybermnetics, Inc.) y el equipo UVP Mini Darkroom de Biolmaging
Systems (Upland, CA, EUA). Los programas utilizados via Internet fueron VISTA

(http://gsd.Ibl.gov/vista/index.shtml), RepeatMasker (http://www.repcatmasker.org/cgi-

bin/WEBRepeatMasker), MEME (http:/meme.sdsc.edu/meme/website/meme. himl) y

BLAST (http.//www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).
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4.3 Métodos

4.3.1 Extraccién de DNA genémico

La extraccidon del DNA gendmico se realizd a partir de sangre periférica anticoagulada
con EDTA por la técnica del fenol-cloroformo (Sambrook et al., 2001).

A 1 ml de sangre se le agregaron 400 pl de buffer de lisis TSNT (2% tritén 100X, 1%
SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCL pH 8 y 1 mM EDTA disédico) directamente
mezclando ligeramente hasta lograr la lisis total. Los acidos nucleicos se extrajeron con
3 ml de fenol y 1 ml de SEVAG (cloroformo:alcohol isoamilico 29:1) y 2 ml de TE
(Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8), mezclando por inversién despucs de agregar
cada uno de los reactivos y finaimente 5 min en el vortex. Posteriormente, €l tubo se
centrifugd por 15 min a 5,000 rpm. La fase acuosa se transfirié a un tubo conico nuevo
de 15 ml y el DNA se precipitd con 0.1 volimen de acetato de sodio 3 M pH 53y 2
volumenes de etanol al 100%, mezclando por inversién e incubando durante 1 hora a -
70°C. Después de centrifugar por 20 min a 5,000 rpm, la pastilla obtenida se lavé dos
veces con un volumen de etanol al 70% y el tubo se centrifugd nuevamente. El
sobrenadante se eliminé con una micropipeta para en seguida dejar secar al aire la
pastilla, la cual se resuspendid finalmente en 200 pl de TE 1 X y se cuantifico en el
espectrofotometro y conservd a -20°C hasta su uso.

4.3.2 Amplificacion de los genes y regiones intergénicas

Para la amplificacion de los miembros de los loci GH/CSH de los monos rhesus y arafia
se utiliz6 una serie de iniciadores consenso (cuadro 1), ubicados en regiones
sobrepuestas entre los genes y regiones intergénicas (Figura 6) disponibles en nuestro
laboratorio, a excepcién de los iniciadores SGH-2 y T-cam-1 que se diseiiaron

especificamente para este trabajo.
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Cuadro 1. Oligonucleotidos utilizados en este trabajo

Nombre Secuencia de 5’ a 3’
D11 ggg tge teg agg act gge tat ¢
51P2 ctt ctc tgc gtt cag gtt gac ca

PitOZ gag gag geg cta aat tat cca tta gea ca
MVS cac cig ggc agt tag aag ccac

139 ggce act aga gtg gea ctt tce agg
403 ccg aat tcc agg aga gge act ggg ga
AGN tct gee tet gea ctt aat age ©

D10 gaa gca gga gag cag ccc gta gtt

IGP IV aac gta gac ccg cac cge atc tec ctg ¢
5GH-2  pgge ttc gag gpg tga gog aga gaa act g
SEd1 aac aga agt gga gag gtg aga gga gac act
Prim gac tag ttc ggg gag ttg ggc ctt ggg at
Tcam-1  gca aac aga get gge tgg aag goa tg

C 3
o pe o -
G » an GenB =
3 ACK i)
g Sl = = /\/ noe e &
M S e e
- M5l -+ =+ - 3,300 bp - M5 bp -+ =+
prim] G [Gid m’r' Trotm L sone ma: ae

Region Intergéniea

Figura 6. Iniciadores usados en los ensayos de PCR. Las cajas indican la estructura exdn-intron tipica
de los genes relacionados a GH. Con los iniciadores Prim, IGP IV y 5GH-2 se amplificaron las regiones
intergéncias del mono rhesus, mientras que los genes con las diferentes combinaciones del resto de los
oligos. La posicién del oligo T-cam-1 se muestra en la figura 7 C.

4,3.2.1 Condiciones de amplificacién de los genes del mono rhesus

Se realizaron multiples ensayos a fin de optimizar las condiciones de PCR a las cuales
amplificaron los genes GH/CSH de esta especie, quedando como se indican en el cuadro
2. Después de un paso inicial de desnaturalizacién a 94 °C por 5 minutos, las
amplificaciones se llevaron a cabo por 30 ciclos, los cuales incluyeron un paso inicial de
desnaturalizacién a 94 °C por 1 minuto, un segundo paso de apareamiento de 55 °C por 1
minuto y un tercer paso de extensién a 72 °C por un minuto. Terminados los 30 ciclos,

s¢ dio un paso de extensién a 72 °C durante 5 minutos. El producto amplificado en
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cuestion se visualizé en un gel de agarosa al 1% y fue cortado con diferentes enzimas de
restriccion para corroborar su identidad.

Cuadro 2. Condiciones de amplificacién de los genes GH/CSH del mono rhesus

Componente de la PCR Concentracion final
Buffer 10 X 1X

MgCl; 25 mM 1.5 mM
dNTPs 10 mM 200 uM
Oligo sentido 5 uM 0.3 uM
Oligo anti-sentido 5 uM 0.3 uM

Taq polimerasa 5 U/pl 1 U/50 ul
DNAg 6 BAC 300 ng 6 10 ng
Agua Mili Q cbp 50 pl

4.3.2.2 Condiciones de amplificacién de los genes del mono araiia
Al inicio de este trabajo se conocia la secuencia completa de cuatro genes GH y la
parcial (los extremos) de cinco regiones intergénicas, material suficiente para proponer

una organizacion hipotética, aunque incompleta del locus GH de esta especie de MNM

(Figura 7 A).
B =
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Figura 7. Estrategia de amplificacién de los genes del mono arafia. A) Posibles organizaciones del

locus GH del mono araiia. B) Representacién del gen TCAM-1 en las diferentes especies. C) Posicion de
los oligos utilizados en la PCR.

22



Material v Métodos

Evolucién Molecular de la Familia GH/CSH en Primates
Ademas se encontré que en el humano (AB026156), rata (NM_021673) y ratén
(NM_029467), al extremo 3’ del los genes GH se encontraba el gen de la Molécula de
Adhesién Testicular I (TCAM-1}, (ver figura 7 B), (Sakatani et al., 2000). Debido a que
con los iniciadores previamente descritos no era posible amplificar el o los genes
faltantes, se procedié a identificar las secuencias conservadas en este gen para las tres
especies y diseflar un oligo anti sentido TCAM-1 (Cuadro 1). Los ensayos de PCR se
practicaron de manera similar como se describié en la seccién 4.3.2.3, usando las
combinaciones con los oligos sentido: D11, SIP2 y Pit OZ (Figura 7 C).
4.3.2.3 Condiciones de amplificacion de las regiones intergénicas del mono rhesus
La estandarizacién del PCR largo se realizd variando las concentraciones de DNAg o
BAC, Mg"™, temperatura de alineamiento de los iniciadores y los tiempos de extension,
logrando asi establecer las condiciones de reaccion aqui descritas. El cuadro 3 se
describe la composicién de las dos mezclas de reaccién. Airiba de la mezcla inferior se
depositd una perla de cera a cada tubo, para dar el “Hot Start” (5 minutos a 94 °%C) y se
agrego la mezcla superior. El programa de amplificacion se detalla en el cuadro 5. Los
productos amplificados junto con un marcador de peso molecular se corrieron en un gel
de agarosa al 0.8% para estimar su tamafio, posteriormente se caracterizaron con
diferentes enzimas de restriccion para identificar los productos coamplificados.

Cuadro 3. Composicién de las mezclas de reaccién del PCR largo

Componente de la PCR Concentracion final  Componente de la PCR Concentracion final

Buffer Il XL 3.3 X 1X Buffer II XL 3.3 1X
dNTPs 10 mM 200 pM rTth polimerasa 2 U/ pl 1U
Oligo sentido 5 uM 0.4 uM DNAg 6 BAC 100 ng 6 10 ng
Oligo anti-sentido 5 uM 04 uM Agua Mili Q ¢pb 30 ul
Mg(OAc), 25 mM 1.5mM
Agua Mili Q cbp 20 ul

Mezcla inferior Mezcla superior
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Cuadro 4. Programa de amplificacion del PCR largo

1. Desnaturalizacién previa 80" C por 5 minutos “Hot Start”

2. Desnaturalizacién inicial 94 ° C por 5 minutos

3. 12 ciclos 94 ° C por 30 segundos

68 ° C por 10 minutos
4. 16 ciclos 94 ° C por 30 segundos

68 ° C por 10 minutos con incrementos de 15 segundos cada ciclo
5. Extensién prolongada 72°C por 15 minutos

4.3.3 Clonaci6n de los genes y regiones intergénicas

Los productos amplificados de los dos monos se clonaron el vector comercial pTOPO-
XL-3.5., de acuerdo a las condiciones del fabricante, Previo a la ligacién, a los productos
amplificados con la enzima DNA polimerasa »Tth se les adiciond un residuo de dATP a
sus extremos. La purificacidn y ligacién de los amplicones se realizé siguiendo las
instrucciones del kit. Las condiciones de electroporacion fueron: 200 Q, 25 pF y 2.5 kV.
Después del pulso, las bacterias se pasaron a medio SOC (incluido en e] kit), se llevaron
al termomixer a 37 °C con agitacién (800 rpm) durante una hora. 50 pl de la suspension
bacteriana se¢ sembraron en placa en LB suplementado con kanamicina (50 mg/ml), la
cual se incubé a 37 °C durante 16 horas. Pasado este tiempo, se pasaron las colonias a
tubos con LB igualmente suplementado con kanamicina y se pusieron a crecer a 37 °C
en agitacién constante durante 18 horas. Finalmente, se procedié a la extraccién del
DNA plasmidico.

4.3.3.1 Extraccién del DNA plasmidico

Se centrifugaron 3 ml del medio durante 5 min a 5,000 rpm y se removié el medio por
aspiracion, manteniendo €l tubo en hiclo. El DNA plasmidico se extrajo por el método
de la lisis alcalina (Sambrook et al., 2001). Las células se resuspendieron en 200 ul de

solucién I (glucosa a 50 mM, Tris-HCl a 25 mM pH 8, EDTA a 10 mM pH 8 y RNAasa
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al mg/ml) con el vortex. Se agregaron 200 pl de solucién II (0.2 ml de NaOH al0O N, 1.0
ml de SDS a 10% y 8.8 ml de agua) recién preparada. La solucion se mezcld por
inversidén y se incubé en hielo por 5 min, Pasado este tiempo se agregaron 200 pl de
solucién III (acetato de amonio a 7.5 M), se mezcld por inversién y se incubé por 5 min
en hielo. El tubo se centrifugd a 14,000 rpm por 10 minutos, se recupero el sobrenadante
en un tubo nuevo donde se le hizo una extraccién fenol/Sevag (V4 volumen de fenol y 4
volumen de Sevag). Se centrifugd a 14,000 rpm por 2 min, ¢l sobrenadante se transfirio
un tubo donde el DNA plasmidico se precipit6 con 2 volimenes de etanol al 100% frid.
Después de centrifugar a 14,000 rmp por 10 min, la pastilla se lavd dos veces con 1 ml
de etanol al 70% frio y se dejé secar a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Finalmente, se resuspendié en 50 ul de TE.
4.3.3.2 Seleccidn de las clonas recombinantes
Los plasmidos se corrieron en geles de agarosa al 0.8%. En el case de los genes, las
clonas se digirieron con Eco RI que libera el inserto. La digestion se corrio junte con el
amplicdn que habia originado la clona y los insertos que migraron junte con el preducto
amplificado se secuenciaron. Las regiones intergénicas se caracterizaron con las enzimas
Eco RI + Pst 1 y aquellas que mostraron patrén diferente de corte se secuenciaron,
4.3.4 Secuenciacién de los genes y regiones intergénicas
La secuenciacion de los genes se realizo mediante la secuenciacion clasica en geles de
poliacrilamida, mientras que las regiones intergénicas se secuenciaron en un

secuenciador automatizado de capilares, como a continuacién se describe.
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4.3.4.1 Secuenciacién de los genes de los monos rhesus y araiia

La secuencia se determiné por el método de la secuenciacidn ciclica adaptado a partir
del enzimatico de Sanger (Sanger et al., 1977). Los iniciadores que se utilizaron fueron
el M13 reverso y forward que se aparean en el pldsmido pTOPO XL 3.5 y los
iniciadores internos Pit Oz y D10 (Cuadro 1). La secuenciacidn enzimética se realizd
con ¢l Kit de LiCor. Los fragmentos sintetizados se marcaron al incorporar el analogo de
nucledtido trifosfatado portador de un cromdgeno, y se resolvieron en un gel de
poliacrilamida al 3.7 % con urea al 50 %, utilizando el secuenciador LiCor DNA 2000.
4.3.4.2 Secuenciacién de las regiones intergénicas del mono araiia

El tamafio de los insertos se encontré en ~ 3.5 kpb, resultando demasiado grande para
ser secuenciados de manera cldsica, pero muy pequefios para secuenciarse por €l meétodo
automatizado de escopetazo (shot-gun), por lo que se decidid bacer deleciones a los
insertos en los plasmidos. Se digirieron 100 ng de cada plasmidos con las diferentes
enzimas del sitio de policlonacion del vector pBS-SK+ en un volumen de 20 pl de
acuerdo a las instrucciones del proveedor. 17 ul de las digestiones se corrieron en un gel
de agarosa al 1%; el resto de la digestion se lig a 16 °C durante 12 horas de acuerdo a
las condiciones del fabricante. Los productos de las ligaciones se introdujeron en
bacterias E. coli como se describi6 en la seccidn 4.3.3, solo que el marcador de seleccion
fue ampicilina a 40 mg/ml. La secuencia se determiné con los iniciadores M13 reverso y
forward. La secuenciacién enzimatica se realizé con el kit Perkin Elmmer (Cetus,
Norwalk, CT, EUA) utilizando el secuenciador ABI Prisma Automatic Sequencer,
siguiendo el mismo protocolo de secuenciacion que se utilizd para los bancos de las

regiones intergénicas del mono rhesus, que a continuacion se describe,
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4.3.4.3 Secuenciacién de las regiones intergénicas del mono rhesus

Para este tipo de insertos se siguié la técnica de secuenciacién directa a gran escala,
mejor conccida por su nombre en inglés como “shot gun”. 5 mg de cada plasmido
contenido en 1 ml de solucién (25% glicerol en TE) se fragmentaron por nebulizacion a
fin de tener fragmentos al azar de todos los tamafios posibles del plasmido en cuestion.
Para esto se aplico un flujo de N; a una presion de 14 psi durante 30 segundos para el
plasmido cuyo inserto era de 6 kpb y de 45 segundos para los dos plasmidos con inserto
de 13 kpb. El DNA fragmentado se precipitd agregando 1.5 volimenes de etanol al
100% y 0.3 volimenes de acetato de sodio al 2.5 M. La precipitacién se favorecié
incubando a -70 °C durante 1 hora y centrifugando a 14,000 rpm durante 30 minutos. La
pastilla se lavd dos veces con 500 pl de etanol al 70%, se secd y resuspendid en 25 pl de
agua grado HPLC. Los extremos asumidos heterogéneos, se repararon con una mezcla
del fragmento Klenow de la DNA polimerasa I y la DNA polimerasa del bacteriafago
T4, a fin de asumir que fueran romos. El DNA reparado se corrié en un gel de agarosa
de bajo punto de fusion al 1% utilizando buffer TAE 1 X.

Para cada plasmido se purificaron dos regiones del gel correspondiente a los tamafios de
1 -2 kpb y la otra de 2 - 4 kpb. Esto a fin de asegurarse de tener una mayor cobertura de
los insertos al momento de hacer los ensambles. De esta manera se generaron seis
bancos, tres de cada tamaiio. La purificacién del DNA a partir de las fragmentaciones se
realizé mediante columnas QIAGEN (Valencia, CA, EUA), siguiendo las instrucciones
del kit. El DNA purificado junto con el vector pZero de Invitrogen, previamente
linearizado con la enzima de restricciéon Eco RV, se cuantificaron al espectrofotometro
(A 260), para calcular una relacién vector:inserto de 10:120 ng y someter éstos a ligacion

a 16 ® C por 16 horas de acuerdo a las instrucciones del proveedor de la enzima. La
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ligacién se precipitd con 400 pl de butanol, lavando la pastilla dos veces con etanol al
100% y resuspendiéndola en 5 ul de agua grado HPLC.
La electroporacion de las bacterias E. coli TOP 10 “One Shot” de Invitrogen se hizo con
1 pl de la ligacién. Después del pulso se transfirieron las bacterias a 950 ul de medio
SOC y se incubaron a 37 ° C por 5 minutos. La siembra se hizo en cajas de Petri con
medio LB + kanamicina con 100 pl de bacterias, mismas que se incubaron a 37 ° C por
12 horas. Se recuperaron 96 colonias para cada uno de los dos tipos de bancos (1 - 2 kpb
y 2 - 4 kpb) y se pusieron a crecer en 1 ml de medio SOB + kanamicina 40 pg/mla 37 °
C por 22 horas, en agitacion constante (300 rpm). La extraccién del DNA plasmidico se
practicO mediante la técnica de lisis alcalina (Sambrook, 2001), seguido de una
purificacién mediante filtracién en columna de Millipore (Billerica, MA, EUA). La
precipitacion de los plasmidos se hize con 150 pl de isopropanol, lavando la pastilla dos
veces con 300 pl de etanol al 70% y resuspendiéndola en 38 pl de agua grado HPLC.
Se corrieron 3 pl de cada uno de los 576 plasmidos en geles de agarosa al 1% para
evaluar la cantidad y calidad del DNA plasmidico. Una vez que se termind la
construccién de los seis bancos (dos por cada plasmido,), se procedid a la secuenciacion
de acuerdo al siguiente protocolo (mismo que se usd para las intergénicas del mono
arafia):

a) Se transfiri6 | pl de DNA a cada uno de los 96 pozos de la placa de

microtitulacién
b) Se adicionaron 5 ul a cada pozo de agua grado HPLC.,

¢) Se prepar6 la mezcla de reaccién para 1 placa de 96 pozos, que a continuacion se

describe;
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Kit ET Terminador 384 nl
Oligo T7 10 pmol 24 ul
Agua miliQ 76 ul
Se depositaron 4.25 pl de mezcla de reaccién en cada pozo.
d) Enseguida se procedid con el protocolo de PCR cuyos 30 ciclos consistieron
cada uno de 95 °C por 20 segundos, 50 °C por 15 segundos y 60 °C por 1 minuto.
e) Terminada la PCR se procedid con la precipitacién, para la cual se preparo la
siguiente mezcla por placa de 96 pozos: 2.86 ml de etanol al 100% y 220 ul de
acetato de amonio al 7.5 M.
De la mezcla anterior se depositaron 27 !l en cada pozo, para proceder como sigue:
f) Se incubd por 45 minutos a temperatura ambiente, cubriendo de la luz.
g) Se centrifugd por 30 minutos a 5,000 rpm.
h) Se deseché el sobrenadante.
1) Selavo con 100 pl de etanol al 70%
i) Sevolvié a centrifugar durante 15 minutos a 5,000 rpm
k) Se deseché el sobrenadante y se puso a secar durante 3 minutos en el Savant
l) Finalmente se resuspendié en 5 pl de “loading solution” y se procedid a
secuenciar.
Una vez que se obtuvieron las secuencias de los 6 bancos 3de 1-2kpby3de2-4
kpb), se procedié a ensamblar las secuencias individuales para reconstruir la secuencia

de los insertos, con el programa CONSED disefiado para este fin (Gordon et al., 1998).
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4.3.5 Anilisis de las secuencias
Conforme se iban obteniendo las secuencias, éstas se mandaban comparar en el BLAST
con las reportadas en ¢l GenBank, para verificar la identidad de las mismas, asi como
para identificar las clonas nuevas de las repetidas.
4.3.5.1 Ensamble de los loci GH/CSH
Las secuencias de los genes y las regiones intergéncias fueron comparadas por ambos
extremos en el programa CLUSTAL X version 1.83 (Higgins et al, 1988), para
determinar la organizacion de los mismos.
4.3.5.2 Analisis de las proteinas
Las secuencias aminoacidicas se dedujeron de las nucleotidicas y con las primeras se
hizo el alineamiento en ¢l programa DNAMAN para identificar los aminoéacidos clave
en la unidn al receptor (Liu et al., 2001). Finalmente se construyd el arbol filogenético
de las proteinas reportadas en este trabajo junto con las previamente descritas (Cuadro
5), por el método de Neighbor-Joining (Saitou et al., 1987) con un valor de Bootstrap de

1000 réplicas, en la seleccion correspondiente del DNAMAN.
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Cuadro 5. Secuencias utilizadas en este estudio

Especie No. de Acceso Especie No. de Acceso
Grandes monos: Monos del Nuevo Mundo (MNM)
Humano (Homo sapiens) Mono arana (Ateles geoffroyi)
GH/CSH locus Jo3071 GH-1 AALT2286
Chimpancé (Pan troglodyies) GH-2 AAL72287
Proyecto del genoma NW_113509 GH-3 AY435434
GH-1 AALT2285 Interpénica 1 DQ002808
GH-2 AF374233 Intergénica 2 DQ#02809
CSH-A AANB4505 Intergénica 3 DQa02810
CSH-B AANB4506 Intergénica 4 DQO02811
CSH-C AANB4507 Intergénica S DQO02812
CSH-D AANE4508 Marmoset (Callithrix jachus)
Monos del Viejo Mundo (MVM) GH-1 AJ297563
Mono rhesus (Macaca mulasta) GH-5 AJ489810
GH-1 DQO002799 GH-6 AJ489811
GH-2 DQ002800 Mono ardilla (Saimiri boliviensis)
CSH-1 DQO02801 GH AF339060
CSH-2 DQ002802 Prosimios
CSH-3 DQ002803 Gilago de Senegal (Galago senegalensis)
CSH4 DQUO2804 GH AF292938
Intergénica corta 1 DQ002805 Loris pigmeo (Nycticebus pygmaeus)
Intergénica larga 1 DQ002806 GH AJ297562
Intergénica larga 3 DQ002807 Grupo fuera
GH-1* AAA18B42 Cerdo (Sus scrofa)
GH-2* AAAD339] GH NP_%99034
CSH-1* AAAL8839
CSH-2* AAALBRA0
CSH-3* AAALS34]

* Aquellos reportados previamente (Golos et al., 1993). En negritas se muestran las secuencias generadas
en este trabajo.

4.3.5.3 Anilisis del promotor proximal

El anilisis se centrd en identificar los sitios de union a factores transcripcionales
descritos como responsables de la transcripcidn basal del gen hGH-1 y se enfocé en la
regién que va del nucledtido -147 al exdn 1. Dentro de estos destacan Pit-1 proximal y
distal, la caja TATA y los elementos SP1 e IntE. Las secuencias de cada uno de los
promotores proximales se alined en el programa DNAMAN.

4.3.5.4 Analisis del promotor distal

El analisis consisti6 en identificar a los dos elementos claves de la especificidad tisular:
el inhibidor o elemento P que reprime la expresion de los genes placentarios en la
hipéfisis (ubicado 2.5 kpb rio arriba de dichos genes) y el potenciador o “enhancer” que

incrementa la expresién de los genes CSHs en la placenta (también ubicado a 2.5 kpb
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pero rio debajo de los genes CSHs). Las secuencias de cada uno de los promotores
proximales se alined en el programa DNAMAN.
4.3.5.5 Identificacién de los elementos repetitivos
Esta buisqueda se hizo cargando las secuencias de las regiones intergéncias de los monos
rhesus y arafia en el servidor Web RepeatMasker.
4.3.5.6 Estimacion de los indices evolutivos (K) en las regiones codificantes
Los indices evolutivos (aminoacido/sitio/afio) de las proteinas relacionadas a GH del
mono rhesus fueron determinados por el método Z de una cola implementado el
software MEGA 3.0 (Kumar et al., 2004), usando 23 millones de afios como el tiempo
de divergencia (MYA) entre las familias Cercopithecoidea y Hominoidea asi como 6
MYA entre el humano y el chimpancé (Stauffer et al., 2001).
4,3.5.7 Prueba de hipétesis al reloj molecular
Los pruebas de hipétesis al reloj molecular de los intrones y regiones intergénicas fueron
determinados por los métodos de Tajima implementado el software MEGA 3.0 (Kumar
et al., 2004) y el “Two Cluster Test” bajo los modelos de Kimura dos pardmetros y
Jukes Cantor implementados en el software LINTREE (Takezaki et al., 1995).
4.3.5.8 Pruebas de seleccion
Las substituciones sinénimas (dn) ¥ no sindnimas {dg) fueron calculadas por ¢l método
N-G (Zhang et al., 1998). Se probaron las hipétesis de evolucidn neutral (dy = ds),
evolucién positiva (dy > ds) y purificacién de la seleccién (dn < ds) por los métodos Z

de una cola y “Fisher’s Exact Test”, implementadcs en el software MEGA 3.0 (Kumar

et al., 2004).
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4.3.5.9 Identificacion de los eventos de conversion génica

El anlisis estadistico para detectar los eventos de conversion de genes fue realizado en
el software GENECONV 1.81 (Sawyer, 1989).

4.3.5.10 Estimacién de Ios tiempos de duplicacién

Los loci GH/CSH disponibles (tabla 5) y los deducidos en este trabajo, se alinearon en el
programa CLUSTAL X versi6n 1.83 (Higgins et al., 1988). Los posibles bloques de
duplicacidn se dedujeron por similitud de secuencia. De manera visual se contabilizo
Unicamente el nimero de diferencias (no inserciones y/o deleciones) entre el par de
secuencias a comparar. Con el nimero de diferencias, se estimé el indice de evolucion
(férmula 1) y con éste se estimd el tiempo de duplicacién (férmula 2).

1) Indice sec 11sec 2 = # de diferencias
2 (bp) tiempo

2) Aflos = # de diferencias
2 (indice) (bp)
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CAPITULO YV

RESULTADOS

5.1 Extraccién del DNAg de los monos rhesus y araiia
El DNAg extraido de sangre periférica fresca de los monos resulté de buena calidad,
como se deduce del perfil electroforético en la figura 8. Se obtuvieron aproximadamente

10 mg de DNA a partir de 1 ml de sangre de cada mono.

A+ Pst1 A

11, 496 pb

Figura 8. DNAg de los monos rhesus y arafia. Se¢ depositaron 100 ng de DNAg extraido de sangre
periférica de cada mono, en los carriles R {thesus) y A (araiia), en un gel de agarosa al 1%.

5.2 Clonacion y secuenciacién de los genes de los loci GH de los monos rhesus y
arafia

A medida que se iban amplificando los miembros de los loci, estos se clonaban y
secuenciaban como parte de su identificacién.

5.2.1 Clonacién y secuenciacion de los genes GH del mono rhesus

Siguiendo las instrucciones descritas en la seccion 4.3.2.1; se obtuvieron diferentes

productos de PCR con los iniciadores para genes (Figura 6). Su caracterizacién
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enzimatica y secuenciacién reveld que consistia en realidad de cinco genes. Las
diferentes combinaciones de oligos no amplificaban preferentemente uno u otro gen. Por
comodidad, se decidié mantener la identidad de los genes, como sigue: D11 — AGN fue
el CSH-1, D11 - MV5 la GH-2, D11 - 403 el CSH-3, 5IP2 - D10 la GH-1, Pit OZ — 139

el CSH-3 y SEdl — MV5 el CSH-4, como se muestra en la figura 9.

A+PsrT 1

b
-

Figura 9. Amplificacién de los genes del mono rhesus a partir de DNAg. Se muestra un gel tipico de
las PCRs exitosas con los diferentes juegos de iniciadores consenso. En el carril 1 se observa el producto
amplificado con los oligos D11-AGN, en el 2 D11-MV5, en €1 3 D11-403, en el 4 5IP2-D10 y en el 5 Pit
0Oz - 139,

Dado que al inicio del presente trabajo se tenia la sospecha de que seis genes y no cinco
como encontramos empleando el DNAg podrian integrar el locus GH/CSH del mono
rhesus (Golos et al., 1993), se intenté amplificar el sexto gen a partir de un BAC,
utilizando los iniciadores SEd1-MV5. Se estandarizaron las condiciones de PCR y un
nuevo producto fue amplificado, como se muestra en la figura 10. El producto
amplificado se clon6 y su identidad se comprob6 por secuenciacién, demostrando que no
correspondia a ninguna de las cinco secuencias obtenidas anteriormente y por tanto seis

genes fueron clonados y secuenciados.
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Figura 10, Amplificacién del sexto gen del mono rhesus a partir de un BAC. El producto amplificado
se resolvib en un gel de agarosa al 1%. En ambos carriles (1 y 2) se observa el producto ampilificado con
los oligos SEd1-MVS,

5.2.2 Amplificacion de los genes GH del mone arafia

A partir de DNAg y utilizando los diferentes juegos de iniciadores descritos en la figura
7C, se estandarizaron las condiciones de¢ PCR para amplificar los dos genes faltantes,
descritos en la figura 7A. Las condiciones descritas en la seccion de material y métodos
permitieron obtener diferentes amplicones. Idealmente se esperaba una sola banda de ~ 3
kpb, pero ésta no se logro amplificar, aiin y cuando se ensayaron diferentes condiciones

de la PCR, como se muestra en la figura 11.

A B C
M 123 123 123

A)Tm=6 9¢C
B Tm=62 VcC
C)rm=64 OC

Figura 11. Amplificacién de los genes del mono arafia. A partir dec DNAg v con los iniciadores
descritos en la figura 7 C se realizaron los ensayos de amplificacién. En los carriles 1 s¢ muestran los
productos amplificados con los oligos D11 — T-cam-1, en los 2 5IP2 — T-cam-1, en los 3 Pit Oz — T-cam-
1. Los incisos A, B y C indican las Tm a las cuales las PCRs fucron hechas, respectivamente, El marcador

(M) fue A + Pz L.
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De los multiples amplicones obtenidos con los diferentes iniciadores sentido, mas el
TCAM-1 antisentido, se clonaron aquellos obtenidos con el juego 51P2 — TCAM-1 a 60
%C. Las clonas se digirieron con Eco RI (Figura 12) y las que mostraron patrones

diferentes de corte se secuenciaron (Figura 13).

MTA 1 2 3 4 5 & 7 8 9 14 11 12 13 14 15 16 17 18

Figura 12, Caracterizacién de las clonas de los genes del mono araiia. Se muestran 18 clonas al azar
digeridas con Eco RI. La banda comin a la altura de ~ 3.5 kpb corresponde al vector, el resto de las
bandas a los insertos cuyos taraiios corresponden a alguna de las bandas del PCR que origind las clonas.
Sélo la clona 16 tiene sitios Eco RI intemnos a juzgar por sus bandas. Una clona de cada patron de corte se
secuenci¢ para verificar su identidad. El marcador de peso molecular (M) fue k. + Pst I

Score E
Sequences producing significant alignments {bits) value

gi]11415202|9b|AC023105.7| Homo sapiens BAC clone G51-13M19... 202 fe-51
¢i|46488806 |gb|AY429544.1] Homo sapiens HMGCRv 4 mRNA seque... 201 2e-48
gi]{40556308|gb|AC009127.10| Homo sapiens chromoscme 16 clon... 201 2e-48
¢i|22655813|gb|ACD26634.11] Homo sapiens chromosome , clone... 197 3e-47
gil21747438|gbjAC0L11461.5| Homo sapiens chromosome 19 clone,.,. 197  3e-47
gi|21263349 |gb|{AC105383.3| Homo sapiens BAC clone RP11-9Gl ... 137 3e-~47
gi|21211761 |emb|AL590080.25] Human DNA sequence from clone ... 137 3e-4?
gi[19225048|gb{AC010853.11[ Homo sapiens chromosome 18, clo... 197  3e-47
gi|7768676|dbj|APO01T711.1] Homo sapiens genomic DWA, chromeo... 197  3e-47
gi|37537368 |dbj|BS000101.1| Pan trogledytes chromosome 22 ¢,.. 197  3e-47
¢i|4760435|gb{AC006441.13|ACC0644] Homo sapiens chromosome ... 197  3e-47

Figura 13. Resultados de la secuenciacién de los genes del mono araiia, Cada una de las secuencias
obtenidas por ambos extremos de las clonas seleccionadas para su secuenciacifn se enviaron a comparar
al GenBank mediante el programa BLAST. Se muestra el resultado de dicha comparacién de una de las
secuencias. El resultado fue similar para el resto. De todas las clonas secuenciadas ninguna resultd tener
inserto relacionado con alglin miembro de la familia GH. A la fecha se desconoce la causa del porque no
fue posible amplificar algin miembro relacionado a la familia GH.
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5.3 Amplificacion, clonacién y secuenciacién de las regiones intergénicas de los loci
GH de los monos rhesus y araiia

A medida que se iban amplificando los miembros de los loci, estos se clonaban y
secuenciaban como parte de su identificacion.

5.3.1 Amplificacidn, clonacién y secuenciacion de las regiones intergénicas del locus
GH del monos rhesus

Dado que se clonaron seis genes, forzosamente cinco regiones intergénicas debian ser
amplificadas. Por medio del PCR largo, con los oligos Prim — IGP IV y utilizando
DNAg como templado, se obtuvieron dos largas y una corta (Figura 14 A), mientras que
a partir de los BAC, se amplifico la segunda intergénica corta. (Figura 14 B).
Adicionalmente, con los BAC, pero con ¢l juego de oligos SGH-2 — Prim se amplifico la

tercera intergénica larga (Figura 14 C).

A

+ PsrT PA A+ Purl 1 2 A+ Psrl 1 2

11.496 pb

A B C

Figura 14. Awmplificacién de las regiomes fintergénicas del mono rhesus. Los productos de
amplificacién se resolvieron en geles de agarosa al 0.8%. A) Se observan los productos amplificados (PA)
a partir de DNAg y con los oligos Prim — IGP TV. B} Se muestra ¢l producto de amplificacién de la
segunda intergénica corta, con los oligos Prim — [GP IV. En el carril dos, s¢ muestra ¢l testigo negativo de
PCR. C) Producto amplificado correspondiente a la tercera intergénica larga con los oligos SGH-2 — Prim,
en los dos carriles.

Debido al tamafio de los insertos de este tipo de clonas, s recurrié a la técnica de

secuenciacion a gran escala, como se describié en la subseccion 4.3.4.3 de la seccion
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Material y Métodos. De las cinco regiones intergéncias de este mono, sélo se
secuenciaron en su totalidad tres, dos largas (~ 14 kpb) y una corta (~ 6 kpb). Solo se
secuenciaron los extremos de las otras dos regiones intergénicas. En la figura 15 se
ejemplifica la construccién de uno de los seis bancos que se hicieron para secuenciar
estos tres plasmidos.

M
Clonas 1 ala 31

o e s e . -

-

WA IIANS RN 0 -ﬁ\;‘.:ﬂff‘-tiﬁﬂﬂﬁ&ﬂ"&“ﬁltwmh Cilonas 32 a Ia 62

o - .
T o o ™ o o e Y e LI ...n-._“,-_-..-‘_...-

Figura 15. Banco de 2 — 4 kpb de una intergéncia del mono rhesus. Gel de agarosa al 1% de 62
subclonas utilizadas para la secuenciacién a gran escala. El marcador de peso molecular (M) fue una
escalera de 1 kpb. Se corrid ¢l gel para estimar la calidad y cantidad de DNA.

Se levantaron tantas clonas como cuantas fueron necesarias para reconstruir la secuencia
original del plasmido que las generd. Las secuencias individuales (al menos tres de cada
una) se alimentaron al programa CONSED y éste dio la secuencia completa de cada
plasmido.

5.3.2 Subclonacién y secuenciacion de las regiones intergénicas del mono araiia

En este caso ya se contaba en el laboratorio con cinco plasmidos cuyos insertos
correspondian a las intergénicas de este mono (Esquivel-Escobedo, 1999) llamados
arbitrariamente como El, E5, E6, E10 y E11. Por lo que se procedié a hacerles hicieron
deleciones con las enzimas del sitio de policlonacién del vector pBS-SK+, para dividir

en fragmentos que facilitaran su secuenciacién, como se muestra en la figura 16.
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Eé El ES El0 Ell
M Ff1 2 }» 45 &7 R %10 111 2 Y 48 9 MFS 111 2 3 91 112 3 4 8 % 1 0L 2 34 9

b gl —

Figura 16. Caracterizacién de las intergéncias del mono araiia. El namero en los carriles indica la
enzima con la cual fueron cortados los diferentes plasmidos. 1 =Pst 1,2 =Sac 1,3 =Bam Hl, 4= Xba l, 5
=S8Smal,6=Acc1,7=Kpnl, 8 = Hind 11,9 = Hinc II, 10 = Xho 1 y 11 = Eco Rl El marcador de peso
molecular (M) utilizado fue A + Pst 1.

Previo a correr el gel se guard6 una alicuota de cada digestion. Esta se ligé nuevamente
y se introdujo en bacterias por electroporacién. Se hizo la seleccion de las clonas
deletadas y éstas se secuenciaron. La reconstruccién de la secuencia original de los
insertos se hizo de manera manual, utilizando los sitios de restriccién como marcadores.
Se obtuvo la secuencia integra de los cinco plasmidos, mismas que se¢ ingresaron al
GenBank, siendo los nimeros de acceso los que se indican en el cuadro 5 de Material y
Métodos.

5.4 AnAlisis de las secnencias

Al final de la etapa de clonacién y secuenciacion de los miembros de los loci GH/CSH

de ambos monos se obtuvieron las secuencias que se describen en el cuadro 6.

Cuadro 6. Secuencias generadas en este trabajo.

Inserto Rhesus Arafia
Genes Seis Cuatro
Intergénicas  Cinco Cinco
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