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DISECCION BIOINFORMATICA Y EXPERIMENTAL DE LA FASE DE
EXPANSION DEL LOCUS GH EN PRIMATES.

INTRODUCCION. La historia evolutiva de la hormona del crecimiento (GH) en los
primates es unica por su evolucion acelerada. El Jocus GH comenz6 en este orden
taxondmico con una estructura unigénica, que continud sin grandes cambios hasta la
aparicion de los platirrinos. En un inicio se privilegiaron eventos de expansion génica a
causa de entrecruzamientos desiguales, propiciados en principio por la presencia de
elementos repetitivos alrededor y dentro del /locus ancestral. Ya en los antropoides, los loci
GH estan integrados por multiples genes no alélicos relacionados y especificamente en los
catarrinos terminaron codificando para nuevas hormonas. La multiplicacion génica del
locus GH y la divergencia de sus miembros fueron acompafiadas por diferencias en cuanto
a su expresion en los tejidos, con al menos dos especificidades: hipofisis y placenta.
OBJETIVOS. Determinar la composicion y organizacion génica del locus GH en especies
representativas de primates y descubrir su historia evolutiva. METODOLOGIA. Se
secuenciaron y anotaron Cromosomas Artificiales Bacterianos portadores de los loci GH de
chimpancé y gorila. Se compararon las secuencias nucleotidicas de ellos y del humano, asi
como las de proteinas codificadas por sus genes. RESULTADOS Y DISCUSION. El
locus del chimpancé incluye cinco genes organizados en una distribucion similar a la del

humano, con dos de estos codificando proteinas GH muy similares y tres codificando

vil



somatomamotropinas corionicas (CSHs). Por otro lado, el locus GH del gorila esta formado
por seis genes, dos GHs y cuatro CSHs. Existen notorias diferencias entre estos loci y el
locus GH humano con respecto a las proteinas expresadas y su regulacion. El gorila parece
producir cuatro CSHs con propiedades biologicas potencialmente diferentes y el chimpancé
dos, mientras que en el humano se produce una sola CSH. El analisis comparativo entre las
proteinas GHs y CSHs ortologas reveld que el humano y el chimpancé comparten la misma
GH variante (GH-V) y que la GH normal (GH-N) de ambas especies difieren en tan s6lo un
aminodacido; por otra parte, el humano y el gorila comparten la misma GH-N y sus GH-V
difieren en 3 aminoacidos, evidenciando que hay una presion selectiva para conservar las
GHs. Las CSHs muestran un mayor numero de cambios, algunos de los cuales son
compartidos entre gorila y chimpancé. CONCLUSIONES. Los /oci GH de humano y
chimpancé son similares, con cinco genes cada uno mostrando una completa ortologia. En
contraste, el locus GH de gorila presenta seis genes y solo para los genes GHN, GHV y
CSHI se observa una clara ortologia con respecto al humano y al chimpancé, para el resto
de los genes se puede observar que se originaron de un ancestro comun, pero en este punto
es dificil establecer su ortologia. Por otro lado, se observan algunas diferencias
significativas. En particular, el gen hCSH-L ha cambiado sustancialmente desde la
divergencia chimpancé / humano / gorila hasta convertirse potencialmente en un
pseudogen, el correspondiente gen en el gorila (gCSH1), se ha conservado funcional y ha
sufrido menos cambios que el del humano. Una situacion similar ha experimentado en el
chimpancé el gen CSH-A1 que da un producto idéntico al de CSH-A2. En los hominidos,
las diferencias mas importantes entre los loci GH se observan en los productos codificados
por los genes CSHs, més que en el numero de estos, notdndose una intrigante reduccion en
las hormonas CSHs funcionales producidas (cuatro diferentes en el gorila, dos en

chimpancé y inicamente una en el humano).

Dr. Hugo A. Barrera Saldaia

Director de Tesis
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INTRODUCCION

CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1. Anatomia y fisiologia del /ocus HGH.
1.1.1. Estructura (composicion y organizacion).

El locus GH en el humano se localiza en la banda q24.2 del brazo largo del
cromosoma 17 (George et al., 1981; Harper et al., 1982), abarca una extension aproximada
de 50 000 pares de bases (pb) y contiene cinco genes similares con la misma orientacion
transcripcional (figura 1) (Chen et al., 1989). En su extremo 5’ est4 flanqueado por el gen
CD79b, activo en los linfocitos B (Cajiao et al., 2004; Yoo et al., 2006) y en su extremo 3’
por el gen TCAM, activo en testiculos (Sakatani ef al., 2000; Kimura et al., 2004).

En su extremo 5°, el locus inicia con el gen de la hormona del crecimiento
hipofisiaria o hGH-N (referido como normal), cuya expresion es especifica de los
somatotrofos de la glandula pituitaria anterior. Le siguen los restantes cuatro genes, de
expresion especifica del sincitiotrofoblasto de la placenta. De estos, dos codifican para una
CSH madura idéntica (hCSH-A y hCSH-B) (Barrera-Saldana et al., 1983) y uno (también
del tipo CSH y referido como hCSH-L) es considerado originalmente un pseudogen por
poseer una mutacidon en su segundo intron que evitaria el procesamiento correcto de sus
transcritos (Resendez-Perez et al., 1990), aunque ello esta en duda pues ha sido reportada
evidencia de su expresion en placenta (Misra-Perez et al., 1994; MacLeod ef al., 1992; Hu
et al., 1999; Minnik et al., 2010). El gen restante es el hGH-V, el cual codifica para una
variante de la GH que se postula sustituye a la GH hipofisiaria durante el embarazo (Chen

etal., 1989; Alsat et al., 1997).

De la region que abarca el locus GH humano (~ 50 kpb) las unidades
transcripcionales de sus cinco genes no ocupan mas de 2 kpb cada una, estando separadas
por cuatro regiones intergénicas: dos de 13 kpb, una de 6.5 kpb y una de 6 kpb (Chen et al.,
1989). En estas regiones se han identificado tanto secuencias repetitivas, como elementos
que participan en la regulacion de la expresion de los genes. De hecho, dentro del locus se
encuentran 48 copias de secuencias repetitivas de la familia A/u y una de la familia Kpn

(figura 1). Las inserciones Alu ocurren en ambas orientaciones y tres de ellas estan
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truncadas. Cabe sefialar que mas del 20% de las secuencias nucleotidicas del locus hGH
corresponde a estos elementos repetitivos, cuyo patron de distribucion, semejante para los
cinco genes, sugiere su posible implicacion en la génesis del locus (Chen ef al., 1989). La
composicion y organizacion de éste se ilustra en la figura 1.
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e Ve
A T
®»= A
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kbp
Figura 1. Anatomia del locus hGH. Se muestra la composicién y organizacion génica dentro del
locus, la anatomia candnica de los genes GH/CSH, los loci que lo flanquean, la orientacion (flechas)

y el tejido donde se expresan. En la parte inferior se representa la distribucion de elementos Alu.

1.1.2. Los genes.

A pesar de sus diferencias en cuanto a especificidad tisular, niveles de expresion y
funciones de sus proteinas, los genes GH / CSH presentan una elevada similitud en sus
secuencias nucleotidicas (superior al 90%) y exhiben la misma anatomia consistente en

cinco exones separados por cuatro intrones.

El gen hGH-N genera como su producto principal una proteina de 191 aminoacidos
(HGH 22 kDa) de cadena tnica y con dos puentes disulfuro. Durante la maduracion del

transcrito, se generan otros dos ARNm que se traducen en sendas isoformas. Una de 20
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kDa (176 aa) que constituye aproximadamente el 10% de la GH liberada por la glandula
pituitaria, con la particularidad de carecer de los residuos del 32 al 46 (Baudet et al., 2007,
DeNoto et al., 1981; Baumann, 2009) a consecuencia del uso en la génesis de su RNAm de
un sitio alternativo de empalme en el exén 3 (Baumann, 2009; Barrera-Saldana et al., 1983,
Lecomte ef al., 1987). Y una tercera de 17.5 kDa, caracterizada por carecer de los residuos
32 al 71 por haberse omitido el exén 3 en la génesis de su ARNm. Al parecer, esta isoforma
estd presente s6lo en condiciones patologicas, cuando el gen GH1 ha mutado (deficiencia
genética de GH tipo II) y no se ha visto expresada de manera significativa en condiciones

normales (Lecomte ef al., 1987).

El producto més abundante del gen GH-V es también una proteina de cadena tnica
de estructura muy similar a la GH-N. Esta formada por 191 residuos (22 kDa) y posee dos
puentes disulfuro, pero difiere de aquella en 13 posiciones aminoacidicas y en ser de un
punto isoeléctrico mayor. Otras cuatro isoformas también se derivan del gen hGH-V
(Frankenne et al., 1987-A; Frankenne et al., 1987-B). Una se origina de la retencion en el
ARNm del intrén D, resultando en un polipéptido de 26 kDa (230 aa) que presenta una
divergencia notable en su carboxilo terminal con respecto a la isoforma principal (Lecomte
et al., 1987; Untergasser et al., 1998). Dicha isoforma se cree que es una proteina de
membrana. Otra difiere de la isoforma principal por el hecho de que se encuentra
glicosilada en la asparagina 140, lo cual incrementa su peso a 25 kDa (Ray et al., 1989).
Una mas, de 24 kDa (210 aa), resulta de un transcrito inmaduro que al carecer de cuatro
nucledtidos (GTGG) hacia el inicio del intron D, utiliza un segundo sitio donador de
empalme y da lugar a un ARNm alternativo cuya traducciéon le origina. Esta isoforma
también se ha encontrado en los testiculos (Untergasser et al., 1998; Boguszewski et al.,
1998). Una quinta isoforma resulta de otro transcrito inmaduro, que como en el caso de su
contraparte proveniente del gen hGH-N, experimenta una delecioén de 45 pb en el exon 3, lo
que genera una proteina de 20 kDa (Boguszewski et al., 1998). El andlisis estructural de las
principales isoformas derivadas de estos genes, revela que las proteinas globulares que
codifican poseen cuatro hélices alfa y contienen dos puentes disulfuro (Barrera-Saldana et

al., 1982, DeNoto et al., 1981).
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1.1.3. Funcion de las hormonas codificadas.

La principal funciéon de la HGH-N consiste en promover el crecimiento lineal
postnatal y regular diversas actividades metabdlicas, dentro de las que destacan la
homeostasis de la glucosa, la sintesis proteica en el tejido muscular, la lipolisis en el tejido
adiposo, la reparacion tisular y la regeneracion oOsea (Farreras-Rozma, 2000). Mas
recientemente se le ha involucrado en la neurogénesis y la neuroproteccion, el aprendizaje y

la memoria (Sonntag et al., 2005).

Por su parte los niveles de la GH-V (principal isoforma) se asocian con indices de
crecimiento intrauterino, peso al nacer y con niveles fetales del factor de crecimiento
parecido a la insulina I (IGF-I) (Verhaeghe et al., 2002; Chellakooty et al., 2004; Rygaard
et al., 1998). Esta isoforma presenta actividad somatogénica (MacLeod et al., 1991),
lactogénica (Nickel et al., 1990) y como se senalo arriba, sustituye a la GH-N durante la
segunda mitad de la gestacion (Frankenne et al, 1987-A; Frankenne et al., 1987-B);
ademas se le ha implicado en el aumento de los niveles de IGF-I en el suero materno

(Caufriez et al., 1990).

Un papel similar se le adjudica a la CSH, cuyos niveles se han asociado con el buen
funcionamiento placentario y también con los niveles fetales de IGF-1 (Hardwerger et al.,
2000; Karabulut et al., 1972). Esta hormona, también de 22 kDa, se piensa que juega un
importante papel como antagonista de la insulina en la regulacién del metabolismo materno

durante el embarazo (Josimovich et al., 1964).

Los efectos contrarios a la insulina que tiene la CSH humana comprenden la
inhibicion de la sintesis de glucdgeno, de la glucolisis, de la lipogénesis y del ingreso de
glucosa a las células; ademés de la activacion de la glucogendlisis, de la protedlisis en el
musculo y de la gluconeogénesis a partir de los aminoacidos. Estas acciones tienen como
proposito aumentar la concentracion plasmatica de nutrientes y energia para el feto (Ruiz-
Parra et al., 1999; Felber et al., 1972; Williams y Coltart, 1978; Walker et al., 1991; Kim y
Felig, 1971). Ademas ejerce una actividad somatotrdpica directa sobre los tejidos fetales

(Felber et al., 1972; Williams y Coltart, 1978). Durante el tercer trimestre del embarazo se
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produce un incremento en la sintesis de esta hormona, llegando a representar el 10% de la

produccion total de las proteinas placentarias (Jacquemim et al., 1994).

1.1.4. Regulacion neuroendocrina de la secrecion de GH en humanos.

La secrecion de la GH-N est4 regulada bajo el control dual hipotalamico ejercido
por un factor que la estimula: GHRH (del inglés growth hormone releasing hormone) y otro
que la inhibe: SS (somatostatina). Cada episodio de secrecion de GH esta dada por una
liberacion del neuropéptido GHRH al sistema portal hipotalamico-hipofisiario (sistema de
doble capilarizacion, donde a nivel de las células neurosecretoras hipotalamicas se
encuentra la primera capilarizacion a la cual se vierten las hormonas del hipotdlamo, que
viajan hacia la adenohipdfisis o 16bulo anterior, donde se produce la segunda
capilarizacion, que permite a dichas hormonas alcanzar las células glandulares estimulando
o inhibiendo su secrecidon) y precedido por una disminucion de SS. Este mecanismo trabaja
en conjunto con una seria de factores como: neurotransmisores, otras hormonas y

metabolitos intermediarios (aminoacidos, glucosa y acidos grasos libres) (Frohman, 2009).

GHRH es un péptido de aproximadamente 44 aminoacidos (aa) que pertenece a la
familia glucagon-secretina. Las neuronas que lo producen se encuentran localizadas en el
nucleo arqueado del hipotalamo, cuyas proyecciones axonales alcanzan la eminencia media
y liberan el péptido al sistema portal hipotalamico-hipofisiario. En la pituitaria, la GHRH se
une a su receptor en los somatotrofos, el GHRHR (del inglés growth hormone releasing
hormone receptor), para promover la liberacion y la sintesis de GH, asi como el
crecimiento, proliferacion y diferenciacion de estas células (Frohman, 2009; Bhagavan y

Ha, 2011).

La liberacion de GHRH y SS estd regulada a su vez principalmente por
neurotransmisores: los op-adrenérgicos y las dopaminas (adrenalina, noradrenalina, etc.)
inhiben la liberacion de SS y por lo tanto promueven la expresion y liberacion de GH. La
falta de hormonas tiroideas afecta la sintesis hipotaldmica de GHRH. Los glucocorticoides
estimulan la transcripcion del gen GH-N y aumentan el nimero de receptores GHRH.

Debido a todo esto, se puede apreciar que la regulacion en la expresion y liberacion de GH
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no es un mecanismo simple, sino que resulta de un conjunto de vias que regulan de manera

coordinada este proceso (Devesa et al., 1992; Mayo et al., 1995).

1.1.5. Mecanismos de accion moleculares de la GH.

La GH, una vez liberada al torrente sanguineo, llega a su receptor GHR (del inglés
growth hormone receptor), que es una proteina de aproximadamente 70 kDa integrante de
la superfamilia de los receptores tipo citoquinas/hematopoietina compuesta por dos
subunidades. La union de la GH al receptor dimérico induce un cambio conformacional que
produce la activacion de la tirosin-quinasa JAK?2 (del inglés Janus activated kinase 2) (Gent
et al., 2002), lo que promueve la fosforilacion del dominio citoplamatico del receptor y de

la propia JAK2 en los residuos de tirosina (figura 2).

b
(P} h Q Metabolismo

Crecimiento

PIIK - Proliferacion

- Diferenciacion

i

Glucosa

Figure 2. Vias de sefializacion del receptor GH iniciadas por la activacion de JAK2. JAK2
fosforila: 1) a varios miembros de la familia de factores de transcripcion STAT (flechas purpuras) y
2) a las proteinas SHC, activando asi la via MAPK (flechas azules). De estas dos maneras la GH es
capaz de regular la transcripcion de genes. JAK2 también fosforila a proteinas IRS, activando de
este modo a la PI3 quinasa (PI3’K: flechas rojas), que posee un papel fundamental en la
estimulacion del transporte de glucosa. Abreviaturas: GH, hormona del crecimiento; GHR, receptor
de la hormona de crecimiento; IRS, sustratos del receptor de insulina; JAK2, Janus quinasa 2;
MAPK, proteina quinasa activada por mitogenos; P, fosfato; PI3’K, fosfatidilinositol 3 quinasa;
STAT, transductores de sefial y activadores de la transcripcion. Redisefiado de: Diamanti-

Kandarakis et al., 2004.
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A continuacién un sin nimero de otras proteinas son fosforiladas en los residuos de
tirosina formando sitios de union para proteinas de sefalizacion que incluyen: 1) proteinas
SHC, las cuales inician la ruta Ras-MAP quinasa que posee un rol critico en la regulacion
del crecimiento y la diferenciacion (Herrington y Carter-Su, 2001; Diamanti-Kandaris et
al., 2004). También se induce la via Akt, la cual promueve la supervivencia celular

(Bhagavan y Ha, 2011).

La GH activa también a los activadores de la transcripcion y transductores de
sefiales (STATs), los cudles regulan la transcripcion (Diamanti-Kandarakis et al., 2004;
Herrington et al., 2000). Estos factores citoplasmaticos viajan al ntcleo, en donde se unen
a sitios especificos en el DNA y activan la expresion de varios genes denominados de
“expresion temprana” como c-fos y c-jun. Los productos proteicos de dichos genes son
factores de transcripciéon implicados en los procesos de diferenciacion y crecimiento
celular. La GH también induce la expresion del gen c-myc que codifica para otro factor de
transcripcion involucrado en la proliferacion celular y la de genes que participan en la
diferenciacion adipogénica, como los que codifican para: la glicerol fosfato deshidrogenasa
(GDPH), la enzima lipogénica aP2, la proteina de unién a lipidos y la lipoproteina lipasa

(LPL) (Bhagavan y Ha, 2011).

La GH responde de manera rapida a los efectos de la insulina sobre el transporte de
glucosa a consecuencia del reclutamiento de los transportadores Glutl y Glut4, que
promueven el paso de la glucosa del plasma a la célula. La GH estimula la fosforilacion en
residuos de tirosina del receptor de insulina IRS-1, los cuéles se piensa que regulan eventos
metabolicos en la célula (Diamanti-Kandaris et al., 2004) lo que crea multiples sitios de
union para proteinas con dominios SH2, incluyendo la subunidad de 85 kDa de la protein-
quinasa PI3K. Esta tltima ha sido implicada en el transporte de glucosa, sintesis de DNA y
la actividad de la enzima p70™*, asi como en la regulacion del ciclo celular. La GH activa la
via del IP3. La hormona induce pequefias cantidades de diacilglicerol (DAG), que es un
activador de la protein quinasa C, lo cual estimula la lipogénesis, induce la expresion de c-
fos, estimula la unidon de una proteina nuclear al DNA en el sitio C/EBP e incrementa el

calcio intracelular (Carter-Su ef al., 1996).
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En particular, los mecanismos a través de los cuéles la GH disminuye la lipogénesis
e incrementa la lipdlisis, pueden involucrar tanto a una accidon dependiente de STAT, como
a una activacion de una fosfodiesterasa especifica dependiente de IP3 quinasa, mientras la
estimulacion de la sintesis de proteinas por parte de la GH se piensa que es mediada via
tirosinas especificas en el dominio citoplasmatico del GHR (Herrington y Carter-Su, 2001;

Diamanti-Kandaris et al., 2004).

En el higado la GH regula la expresion del gen IGF-1, que es un mediador sérico de
las acciones de esta hormona. IGF-1 regula funciones como: neurogénesis, crecimiento,
supervivencia celular, formacion de mielina, sinaptogénesis, neuroproteccion y sintesis de

proteinas, entre otras (Carter-Su et al., 1996).

1.2. Regulacion de la expresion de los genes del locus GH en el humano.

En 1975, Marie-Claire King y Alan Wilson plantearon la paradoja de que a pesar de
que los seres humanos y los chimpancés son tan similares a nivel de proteinas, su anatomia
es muy diferente. King y Wilson hipotetizaron que se trataba de cambios en los "sistemas
que controlan la expresion génica" que cuentan para las diferencias morfologicas (King y
Wilson, 1975). Esta explicacion estaba en desacuerdo con la postura bien establecida que
enfatizaba una evolucion a nivel de proteinas a través de duplicaciones génicas y de
mutaciones en la secuencia aminoacidica (Ohno, 1970). Sin embargo, la idea de que los
cambios en la regulacion génica, en oposicion a los cambios en los genes mismos,
constituyen la principal fuerza subyacente para la diversidad morfoldgica, es una hipotesis

que ha ido ganando apoyo experimental en la ultima década (Carroll, 2005).

1.2.1. Regulacion por elementos cercanos.

La GH se encuentra bajo una estricta regulacion principalmente a nivel de la sintesis
de su ARNm, por procesos de retroalimentacion desde el hipotalamo, el higado, las
glandulas suprarrenales y las glandulas tiroides (Giustina y Veldhuis, 1998). Entender la
regulacion de la GH, ayudard en la comprension global del crecimiento y el metabolismo

de los vertebrados.
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Los principales reguladores del gen de la GH son el factor especifico de hipofisis,
Pit-1, glucocorticoides, hormonas tiroideas, la proteina especifica 1 (SP1) y la proteina de
union al elemento de respuesta a AMPc (CREB). La expresion de los genes esta
estrechamente controlada por los mecanismos que operan a niveles de organizacion

nuclear, estructura de los cromosomas y modificaciones del ADN (Kimura et al., 2004).

Uno de los puntos claves de la regulacion de la expresion de los genes, es el control
transcripcional. En esta categoria estd incluida la accion de los promotores (figura 3), la
presencia de secuencias regulatorias accesorias (potenciadores y represores) y la interaccion
entre las multiples proteinas activadoras o inhibidoras que se unen a dichas secuencias
(figura 4). El control transcripcional no sélo se ocupa de "encender" o "apagar" genes, sino

también de regular la intensidad de la transcripcion de los genes encendidos.

1.2.1.1. Promotor.

El gen GH requiere una tinica combinacion de factores de transcripcion para su
activacion. Un grupo de factores trans activadores comunes - Spl, USF/MLTF y NF-I -
estan involucrados en el establecimiento del nivel basal de la transcripcién del gen hGH-N
en la hipofisis (Jacquemin et al., 1994). La expresion del gen hGH-N en los somatotrofos
de la pituitaria anterior es dirigida por el factor transcripcional Pit-1 (figura 4), también
conocido como GHF1 (Karin ef al., 1990). El factor Pit-1 se une al promotor del gen GH-N
en dos sitios (figura 3): uno proximal (-92 a -65) y otro distal (-130 a -105) (Kimura et al.,
2004). Por ser Pit-1 un factor especifico de tejido hipofisiario (Ingraham et al., 1988),
aparentemente no estd involucrado en la induccion de la expresion de los genes
placentarios. Este factor presenta dos dominios conservados: un dominio POU importante
para la activacion transcripcional y un dominio homeobox (HB) que interviene en su union
al ADN, ambos ubicados en el extremo carboxilo terminal de la proteina (Schanke et al.,

1997).
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Figura 3. Distribucion de elementos regulatorios del promotor proximal de los genes del locus

hGH. Con una flecha se representa el sitio de inicio de la transcripcion.

Aunque ain quedan muchas interrogantes sobre la regulacion transcripcional en la
placenta de los genes GH/CSH placentarios, ya se han realizado avances en este sentido.
Para los genes hCSHs se ha identificado otro elemento regulador referido como elemento
Iniciador o InrE, el cual se localiza entre la caja TATA y el sitio de iniciacién de la
transcripcion (ver figura 3). Mutaciones en esta secuencia reducen en un 60% la expresion

del promotor correspondiente (Jiang ef al., 1995).

1.2.1.2. Represor.

A pesar de que los promotores de los genes placentarios también presentan sitios de
union a Pit-1, estos estan sujetos a una represion transcripcional mediada por una region
conservada de 263 nucledtidos denominada elemento P o inhibidor hipofisiario, situada
aproximadamente a 2 kpb enfrente del sitio de inicio de la transcripcion (Norquay et al.,
2001), a la cual se unen en la hipofisis proteinas que luego interfieren con la union de Pit-1
a los promotores de dichos genes, impidiendo su expresion en esta glandula (Nachtigal et
al., 1993; Barrera-Saldafa, 1998). El elemento P contiene tres dominios: PSE-A, PSE-B y
PSE-C (figura 4). El primero interacciona con miembros de la familia del Factor Regulador
X (RFX), el segundo lo hace con el Factor Nuclear-1 (NF-1, mientras que el tercero
interactia con HNF-3 y C/EBP) (Norquay et al., 2001; Nachtigal et al., 1993, Norquay et
al., 2003).
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1.2.1.3. Potenciador.

Aproximadamente a 2.3 kpb después de cada gen hCSH se localiza un potenciador,
que incrementa la expresion de estos en la placenta (Jacquemin et al., 1994; Barrera-
Saldafa, 1998; Rogers et al., 1986). Ensayos de proteccion contra digestion con DNAsa 1,
han revelado en este potenciador la presencia de cuatro sitios de unidén, denominados DF-1,
DF-2, DF-3 y DF-4, para proteinas nucleares de placenta (figura 4) (Jacquemin et al.,
1994), habiéndose demostrado que la actividad potenciadora del enhancer en placenta esta

mediada por un sinergismo entre los sitios DF-3 y DF-4 (Jacquemin et al., 1996).

————————————————————————
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Figura 4. Detalles de sitios de regulacion de la expresion de los genes del locus GH. Los dos
sitios Pit-1 presentes en el promotor de hGH-N se esquematizan antes de dicho gen. El sitio del
inhibidor hipofisiario o elemento P se representa antes de cada gen placentario y que ampliado
destaca sus dominios PSE-A, PSE-B y PSE-C. El potenciador placentario se representa después de
los genes CSHs y ampliado resalta los cuatro sitios de union a proteinas nucleares de placenta que

¢éste presenta: DF-1, DF-2, DF-3 y DF-4.
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Se ha descrito que la funcidn de este potenciador es independiente de su orientacion
y posicion (Rogers et al., 1986), asi como que su actividad requiere de la union cooperativa
a varios sitios localizados dentro de este elemento, del factor potenciador de Ila
transcripcion—1 (TEF-1) y de un factor potenciador especifico de la placenta denominado
CSEF-1. Los potenciadores de los tres genes hCSHs presentan una alta similitud en su
secuencia, sin embargo, las copias en genes CSHL y CSHA muestran una débil actividad
de estimulacion transcripcional en comparacion a la de CSHB, debido a diferencias en sus

respectivos sitios de union a proteinas DF-3 (Jacquemin ef al., 1996).

1.2.2. Regulacion por elementos distantes.

El locus GH estd bajo el control de un elemento regulatorio llamado region de
control del /ocus (LCR) que contribuye al patrén de expresion tejido especifico de los
genes[8]. Este tipo de elemento tiene la capacidad de activar la expresion de genes blanco y
de establecer, en la cromatina, dominios autdbnomos de regulacion transcripcional. Estos se
caracterizan por la presencia de sitios hipersensibles a la enzima DNAsa I (Hipersensitive
Sites, HS), identificados como HSI a HSV y localizados entre 15 y 32 kb antes del locus
(Figure 5). Esta hipersensibilidad estd asociada con cambios en la estructura de la
cromatina, que a su vez indican eventos de actividad transcripcional de genes blanco

(Elefant et al., 2000; Shewchuk et al., 2002).

En general, una estructura compacta de la cromatina se asocia con una ausencia de
actividad transcripcional y las histonas favorecen esta estructura particular. El proceso de
activacion transcripcional se asocia con el cambio a una estructura abierta de la cromatina

que se logra mediante la acetilacion de las histonas.

12
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Figura 5. La Region de Control del Locus hGH. Se representa con un cuadrado negro el gen
hGH-N y con cuadrados grises los cuatro genes de expresion placentaria que componen el locus
hGH. Los rectangulos blancos representan los genes (SCN4A y CD79b) no relacionados que se
encuentran rio arriba del locus GH y el gen TCAM que se encuentra rio abajo del mismo. Las
flechas horizontales muestran la orientacion transcripcional de los genes del locus hGH. La posicion
de cada sitio HS en la LCR del locus hGH estd marcada con flechas verticales. Modificado de
(Schewchuk et al., 2006).

Hay evidencias de que la transcripcion no codificante del gen cercano CD79b es
esencial para la regulacion por la LCR (Reséndez-Pérez et al., 1990). La transcripcion
continua no codificante de CD79b, permite una conformacion abierta de la cromatina y la
presencia constante de la ARN polimerasa II (ARN pol II). La transcripcion regulada del
locus GH comienza con la union de Pit-1 a HS-I y al promotor del gen GH-N, lo cual
dispara la interaccion entre estas dos regiones a través de un bucle que permite la
yuxtaposicion del promotor de GH-N en una region de alta actividad transcripcional, el

dominio transcripcional LCR/CD79b (Schewchuk, 1999).

Pit-1 es esencial para el control coordinado de la transcripcion del gen GH-N
humano. La union de Pit-1 a los sitios HS-1 y HS-II es necesaria y suficiente para regular la
expresion tejido especifica, mas que su unién al promotor del gen GH-N. El control
especifico de genes a través de la LCR es coordinado por la formacion de dominios de
histonas modificadas (hiperacetilacion o metilacién) y de bucles de cromatina (Schewchuk,

1999).
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La expresion diferencial de los miembros del locus hGH en placenta e hipofisis
depende en gran medida de un control ejercido por distintos subgrupos de la LCR. (Jones et
al., 1995; Elefant et al., 2000, Kimura et al., 2004). Regiones internas del /ocus multigénico
son selectivamente acetiladas en la cromatina placentaria y una de estas regiones
comprende precisamente a los elementos P situados frente a los genes placentarios e

implicados en la represion de su expresion en hipdfisis (Kimura et al., 2004).

Los sitios HSI y HSII, son especificos para la expresion en la pituitaria y la
acetilacion de las histonas en una region centrada en estos sitios se asocia con la expresion
del gen hGH-N en esta glandula. El sitio HSIV es especifico de placenta y la acetilacion de
histonas asociada a la expresion de los genes placentarios estd limitada a la regién que
abarca HSIII-HSV. Los sitios HSIII y HSV, localizados a 28 kpb y 32 kpb rio arriba del

gen hGH-N, se encuentra en ambos tejidos.

Los sitios HSI y HSII flanquean el extremo 5’ del gen CD79b y los tres sitios
restantes (HSIII-HSV) estan localizados en la segunda mitad del gen SCN4A, mismo que
codifica para un canal de sodio especifico de musculo esquelético. La region HS I/II
contiene tres sitios de unidn a Pit-1 que actiian como un potenciador del promotor de la GH
hipofisiaria. Tanto el promotor como la region HSI/II son requeridos para la expresion

eficiente del gen GH-N (Reséndez-Pérez ef al., 1990).

1.3. Los primates. Clasificacion.

El proyecto del genoma humano ha revolucionado diversos campos como la
investigacion biomédica, la genética clinica y la biotecnologia médica. Sin embargo, en los
avances que se han logrado, se haya ausente la interpretacion de los resultados en un
contexto evolutivo, como es el caso de la jerarquia filogenética de las especies de primates.
El nimero exacto de los géneros de primates es controvertido y el conteo de especies va
desde 261 hasta 377 (Steiper y Young, 2009), de los cuales hasta ahora (Septiembre de
2012) se ha completado la secuenciacion del genoma de doce de ellas. Para entender la

evolucion y estructura del genoma humano, lo que de paso redundaria en avances de la
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biomedicina, es necesaria una representacion mas amplia del genoma de los primates mas

cercanos al hombre.

La taxonomia de los primates ha sido objeto de una considerable revision, pero las
opiniones actuales estan de acuerdo (Steiper y Young, 2009) que entre 67 y 69 géneros de
primates se originaron a partir de un ancestro comun en el limite Cretacico/Paleoceno, hace
aproximadamente 80 a 90 millones de afios. Una expansion en el Eoceno origind los
principales linajes existentes: 1) Strepsirrinos, que se compone de Lorisiformes (gélagos,
potos y loris), Chiromyiformes (aye-aye de Madagascar) y Lemuriformes (Iémures de
Madagascar), 2) Tarsiiformes (tarseros) y 3) Simiiformes compuesto por Platirrinos (monos
del Nuevo Mundo) y catarrinos, que incluye Cercopithecoidea (monos del Viejo Mundo) y
Hominoidea (gibones, grandes simios y humanos) (ver figura 6). La taxonomia de los
primates es compleja e inicialmente fue realizada a partir de rasgos morfoldgicos,
adaptativos, bio-geograficos, reproductivos y de comportamiento, con inferencias a partir
de registros fosiles (Steiper y Young, 2009). La aplicacion reciente de los datos genéticos
moleculares para resolver la sistemdtica de los primates ha sido informativa, pero de
alcance limitado y restringido a subconjuntos especificos de taxones. Los esfuerzos para
superar esta deficiencia utilizando un enfoque de supermatriz (Freeman et al., 2006, Birney
et al., 2007), con las secuencias publicadas en estudios previos, han sido infructuosos por la
proporcion excesivamente grande de datos faltantes para cada taxon (Birney et al., 2007).
Sin embargo, estudios recientes emplean secuenciacion a gran escala y amplio muestreo de
taxones para proporcionar una filogenia mas resuelta que confirma, mejora y extiende las
representaciones anteriores de la especiacion en primates. A su vez, una filogenia mas clara
proporciona un marco solido para nuevas representaciones de los patrones de evolucion del
genoma entre los linajes de primates. Esta vision es esencial en la gendmica comparativa
actual y en los futuros estudios de seleccion y adaptacion en los primates, incluido el

humano (Steiper y Young, 2009)
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Figura 6. Evolucion de los primates. La construccion de este arbol filogenético se apoyo en

registros paleontologicos.

El Orden Primates se organiza en dos subdrdenes: estrepsirrinos (lemures, loris) y
haplorrinos (tarseros, monos, simios y humanos). El “arbol del tiempo™ (una representacion
filogenética calibrada a los tiempos de divergencia entre las especies, que usa una
estructura jeradrquica en correspondencia con el arbol de la vida), indica que estos dos
subdrdenes divergieron antes del limite Mesozoico-Cenozoico hace unos 78 millones de
afios (Ma), con la diversificacion de familias individuales principalmente durante el

Paleogeno tardio (~ 45 Ma) y Nedgeno temprano (20 Ma).

La posicion filogenética de los Tarseros es quizas la mas enigmatica dentro de los
primates. Los tarseros se han relacionado con los estrepsirrinos basado en sus similitudes
adaptativas (Lowe et al., 2007). Sin embargo, rasgos morfoldgicos como un labio continuo,

une a este linaje con los antropoides (monos y simios) en el Suborden Haplorrino (Birney et
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al., 2007). Aunque hay alguna discordancia entre los estudios moleculares, los trabajos
recientes sobre los elementos nucleares pequefios interespaciados (SINEs), apoyan la
inclusion de los tarseros en el taxon Haplorrino (Marques-Bonet et al., 2009; Jones et al.,

1995).

Los Catarrinos, compuesto por los monos del Viejo Mundo (Cercopithecidae) y
grandes simios (Hominoidea, que incluye a Hylobatidae y Hominidae), tienen fosas nasales

estrechas, una reduccion en los premolares y un tubo timpénico largo y continuo.

La divergencia entre platirrinos y catarrinos estimada en aproximadamente 44 Ma,
asi como la diversificacion de las familias de platirrinos actualmente existentes en
aproximadamente 21 Ma, indica que el antepasado de los monos del Nuevo Mundo emigrd

a América del Sur en alglin momento durante este periodo (Steiper y Young, 2009).

1.3.1. Secuenciacion y genémica comparativa en primates.

Los proyectos gendomicos de los primates que actualmente son secuenciados, no se
llevan a cabo con el mismo estandar de calidad que el del genoma humano. Esta situacion
aumenta la frustracion para diferenciar los artificios de las verdaderas diferencias en
secuencia en el borrador de baja cobertura ensamblado y ha hecho que se reconozca la
necesidad de ensamblar borradores gendémicos de mayor calidad (Marques-Bonet et al.,

2005).

Hasta el momento han sido secuenciados los genomas de mas de diez primates y
alrededor de veintidos nuevos proyectos de secuenciacion se encuentran en curso (Genbank

Database, Noviembre, 2012).

(Qué hemos aprendido de los genomas de los primates? Los genomas de los
primates son entidades altamente dindmicas que han evolucionado rapidamente, pero no
uniformemente a través del tiempo. Debido a la amplia informacion genémica disponible y

a las nuevas herramientas bioinformaticas desarrolladas, la variacion estructural y las
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diferencias en el numero de copias, han emergido como otro aspecto importante de la

variacion genética de los primates (Marques-Bonet et al., 2005).

Con excepciones limitadas como el gibon, existen relativamente pocas diferencias
entre los cariotipos de los primates. Una gran parte de las diferencias entre humanos y
simios ha sido correctamente caracterizada y mayormente resuelta a nivel molecular. Sin
embargo, la mayoria de los cambios nucleotidicos estructurales mas pequefios no pueden
ser detectados mediante las técnicas citogenéticas estandares, sino con la secuenciacion de

los genomas de los primates no humanos (Marques-Bonet et al., 2005).

Al obtener la secuencia de un genoma se logra el acceso a la informacion que éste
contiene, pero en este punto ain seria necesario hallar la manera de interpretar dicha
informacion. El andlisis de los genomas se refiere a la tarea de entender qué dice la
secuencia de un genoma; basicamente qué genes contiene, donde se encuentran y qué
funciones realizan las proteinas que codifican (Rouze et al., 1999; Stein, 2001; Rust et al.,
2002). A lo largo de la evolucién, los cambios que sufren los genomas y sus genes, reflejan
la accion de la seleccion natural. De las ventajas o desventajas que estos cambios acarreen,
dependera que se consoliden en las siguientes generaciones. La comparacion de genomas,
genes y proteinas de distintas especies, es la aproximacion mads intuitiva y directa para
interpretar “el manual de instrucciones” que hay en los genomas (Koonin, 2001; Salzberg,

2003).

Cuando se comparan las secuencias de aminoacidos de proteinas que realizan una
misma funcién en organismos distintos, se observa que son parecidas y que se puede
establecer una correspondencia entre los residuos aminoacidicos en ciertas posiciones de
unas y otras, existiendo algunas que son idénticas y otras donde hay diferencias. En el
contexto de la evoluciéon molecular, estas proteinas se parecen porque tienen un origen
comun y las diferencias se deben a que a lo largo del tiempo los genes han divergido por la

acumulacion de cambios o mutaciones en sus secuencias (Alberts, 2006).
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La comparacion de proteinas ortdlogas (aquéllas que tienen un origen comun)
proporciona mucha informacion acerca de coémo se ha producido la evolucion de los
organismos Yy las proteinas mismas, ya que el hecho de que unas posiciones aminoacidicas
se conserven, esta relacionado con cémo son clave para la estructura o la funcion de la
proteina (Miller et al., 2004), asi como también con la importancia que tenga esta Gltima
para la sobrevivencia del organismo. En este sentido, los residuos mas directamente
implicados en el desempefio de la funcidn, suelen presentar menor variacion, ya que
cambios en estos pueden provocar una pérdida de funcion (Alberts 2006, Khaitovich et al.,

2006).

La importancia de estos estudios comparativos de proteinas homologas fue
destacada por primera vez hace medio siglo (Zuckerkandl y Pauling, 1965) y desde
entonces ha sido puesta de manifiesto una y otra vez en numerosos trabajos. Pero no
siempre es facil obtener informacién comparando las secuencias, ya que muchas veces lo
que observamos no estd ahi por ser 6ptimo, sino como consecuencia de un largo proceso
evolutivo; como dijo en alguna ocasion el doctor Sydney Brenner, ganador del premio
Nobel de medicina: "Si las matematicas son el arte de lo perfecto y la fisica es el arte de lo
optimo, la biologia no es mas que el arte de lo satisfactorio: cualquier cosa sirve, siempre
que funcione". Esto se puede expresar de forma mads precisa utilizando los términos de
seleccion positiva, negativa y neutra, que se refieren a como resulta un cambio para un

organismo (Abascal, 2003).

Los eventos de duplicacion génica han sido clave para moldear los genomas y
familias génicas. En éstas, la generacion de nuevas copias del gen ancestral permite que las
copias queden libres para mutar y especializarse con el fin de llevar a cabo funciones
diferentes, representando un cambio ventajoso para el individuo portador (Khaitovich et al.,
2006). La especializacion se produce de forma gradual, permitiendo que series repetidas de
duplicacion y divergencia durante millones de afios, conduzcan a que un gen de origen a

una familia de genes dentro del mismo genoma.
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Las diferencias nucleotidicas de relevancia entre los miembros de una misma
familia, son aquellas que se concentran en sus regiones codificantes y regulatorias. Existen
ejemplos de familias en las cuales la diferenciacion aparece en ambas regiones, siendo mas
acentuada en genes con funciones diferenciadas, como lo son genes con especificidad
tisular de expresion variada (Barsh et al., 1983). Tal es el caso de la familia GH, sobre todo
en primates, donde también se incluye a los genes CSHs. Esta familia multigénica
constituye un modelo ideal para estudiar los mecanismos moleculares mediante los cuales
los genes se relacionan de manera muy cercana unos a otros, expresan proteinas muy
similares, pero son activos en diferentes tejidos a muy diferentes niveles — arriba de miles

de veces -, sin mencionar la ambigiiedad funcional de algunos de ellos.

La duplicacion génica esta considerada como uno de los fendmenos mas relevantes
en la evolucion de las proteinas y de sus nuevas funciones (Ohno et al., 1968; Watts y
Watts, 1968; Ohta, 1989; Lang et al., 2000). Se ha postulado que al existir dos copias de un
gen, la presion selectiva frente a cambios en residuos importantes es menor, ya que si uno
de los genes pierde la funcidn, ain queda la del otro. Esto facilita la exploracion de nuevos
nichos funcionales para las proteinas miembros de la familia, que empiezan a cambiar.
Existen familias de proteinas en las que este fendmeno es especialmente notorio, por lo que
en estas se puede observar gran variedad de funciones entre sus miembros (Alberts, 2006).
Las proteinas con secuencias suficientemente parecidas suelen tener un origen comun
(Zuckerkandl y Pauling, 1965) y presentar una arquitectura tridimensional similar (Chothia
y Lesk, 1986), pero frecuentemente realizan funciones distintas (Henikoff et al., 1997);
aunque también pueden traslaparse en otras. En muchas situaciones las familias de
proteinas que tienen un origen comun y una estructura tridimensional parecida, exhiben
actividades enzimaticas similares. Por ello se podria considerar que estas proteinas realizan
una misma funcion. Pero el caso es que esta actividad puede contribuir a distintos procesos

celulares (Abascal, 2003).
Los investigadores han aprendido mucho sobre la evolucion y funcion de los genes

humanos examinando a sus contrapartes en modelos animales. Ello al comparar sus

genomas para determinar la similitud de las secuencias, localizacion de los genes, la
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longitud y nimero de exones en estos, las regiones gendmicas altamente conservadas y la
cantidad de ADN no codificante (Birney ef al., 2007). La secuenciacion de los genoma de
primates proporciona un medio para estudiar aspectos estructurales y funcionales de la
evolucion del genoma humano, desde su divergencia a partir de un antepasado comun

(Leakey et al., 1998; Glazko y Nei, 2003; Kumar et al., 2005).

Una manera obvia por la cual las variantes en el nimero de copias (VNCs) resulta
en diversidad fenotipica en el humano, es mediante la alteracion de los niveles de
transcripcion (y presumiblemente los subsecuentes niveles traduccionales) de los genes que
estan en un nimero variable de copias. Esta correlacion ha sido ya demostrada para VNC
de ciertos genes a niveles transcripcional (Hollox et al., 2003; Aldred et al., 2005;
McCarroll et al., 2006) y traduccional (Gonzalez et al., 2005; Linzmeier y Ganz, 2005). Los
estudios que correlacionan los niveles de ARNm y de proteina con el nimero de copias
genomicas de las VNC de los genes, necesitan tener en cuenta siempre que algunas VNCs
pueden resultar en efectos fenotipicos que aparentemente se manifiestan sélo en

determinados tejidos y/o etapas del desarrollo.

Otro aspecto de las VNC que debe abordarse es si los niveles y sus patrones de
variacion entre los seres humanos son similares a los de los primates no humanos y otros
organismos. La duplicacion de genes es conocida por ser una importante fuerza evolutiva a

largo plazo (Freeman et al., 2006)

1.3.2. Comparaciones genomicas en hominidos.

(Cual es la utilidad de secuenciar y comparar los genomas de los grandes simios,
nuestros parientes mas cercanos en la escala evolutiva? Las comparaciones de sus genomas
con el nuestro pueden ayudar a revelar las bases moleculares, asi como las fuerzas
evolutivas que han moldeado al genoma de nuestra especie, incluidos los procesos
subyacentes de mutacion y restricciones selectivas, entre otras cuestiones. Secuenciar un
genoma de una especie cercana a la nuestra, nos proporciona una atalaya desde donde

contemplar el del ser humano.
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Por su proximidad evolutiva con los humanos, se secuencidé en el afio 2005 el
genoma del chimpancé. El analisis de la secuencia gendmica obtenida mostrd que este
primate comparte con los humanos el 98.8% del material genético. Los estudios
comparativos de ambos genomas muestran patrones de evolucién altamente
correlacionados en los genes que codifican proteinas. Al alinearse los genomas del humano
y del chimpancé, se estimd que éstos difieren en 1.23% de sus posiciones nucleotidicas
(aproximadamente 35 millones) que incluyen alrededor de cinco millones de inserciones,

deleciones, duplicaciones e inversiones (Mikkelsen et al., 2005; Khaitovich et al., 2006).

Teniendo en cuenta la pequefia diferencia entre las secuencias del humano y
chimpancé, se puede presumir que en ellas estan contenidos los cambios moleculares
cruciales que dirigieron el rumbo evolutivo que marco el surgimiento de nuestra especie
(Khaitovich et al., 2006; Kehrer-Sawatzki y Cooper, 2007). La mayor parte de las
divergencias fenotipicas es resultado de cambios genomicos especificos que han dado lugar
a diferencias en la expresion génica, asi como a ganancias, pérdidas y cambios en la
funcion (Mikkelsen et al., 2005; King y Wilson, 1975; Carroll, 2003; Olson y Varki, 2003;
Enard y Pédibo, 2004; Carroll, 2005; Goodman et al., 2005; Varki y Altheide, 2005;
Khaitovich et al., 2006).

El reciente progreso en las comparaciones de los genomas de humano y chimpancé
ha revelado que las inserciones y deleciones han alterado considerablemente el paisaje
genomico de estas especies, después de la separacion de ambos linajes (Khaitovich et al.,
2006; Kehrer-Sawatzki y Cooper, 2007). La secuenciacion y comparacion de ambos
genomas han comenzado a revelar cambios genéticos de posible peso en la divergencia
entre ambas especies. Sin embargo, la ain baja resolucion del ensamblaje del genoma del
chimpancé desafia la habilidad de los métodos actuales para identificar muchos de estos
cambios estructurales (Mikkelsen et al., 2005; Kehrer-Sawatzki y Cooper, 2007). Por ende,
se requiere de investigaciones de gendmica comparativa de regiones génicas especificas, de

las que mientras tanto se puedan derivar lecciones.
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Seis afos después del chimpancé, le toco al orangutan la secuenciacion de su
genoma, siendo el mas diferente de la familia de los primates. El orangutan se sittia a una
distancia evolutiva mayor, por lo que se pudo conocer mejor las cuestiones que nos

diferencian de otros grandes simios (Locke et al., 2011).

El genoma del orangutan aporta nuevos detalles a la evolucion y proporciona
nuevos conocimientos a los cientificos sobre los aspectos tnicos del ADN humano que
separan al hombre de los grandes simios. La investigacion demuestra que el genoma
humano y el del orangutan son similares en un 97%. Desde el punto de vista evolutivo, el
genoma del orangutdn es bastante especial entre los grandes simios, porque ha permanecido
extraordinariamente estable durante los tltimos 15 millones de afos. Esto le diferencia de
los del chimpancé y humano, los cuales han experimentado grandes reordenamientos
estructurales a gran escala, mismos que podrian haber acelerado su evolucion (Locke et al.,

2011).

Cuando se observan los genomas de humanos y chimpancés, hay una aceleracion de
los cambios estructurales durante el transcurso de la historia evolutiva. Sin embargo, por
alguna enigmatica razon, los orangutanes no han participado en esa aceleracion. Una
posible clave para explicar la falta de dinamismo del genoma del orangutan, es su escaso
contenido de elementos repetitivos Alu. Estos representan alrededor del 10% del genoma
humano y pueden aparecer en sitios “inesperados” para crear nuevas mutaciones o
reordenamientos genéticos. El genoma humano posee unas 5,000 secuencias Alu
especificas de los humanos, mientras que el chimpancé tiene unas 2,000 secuencias Alu
especificas de su genoma. Pero en el genoma del orangutan, so6lo se han encontrado 250
copias de elementos Alu nuevas a lo largo de 15 millones de afios de evolucion. Esto es lo
mas parecido a una prueba irrefutable para poder explicar la estabilidad estructural del

genoma del orangutan (Locke et al., 2011).
En marzo del presente afio se descifro el genoma del gorila, que comparte un

98.25% del ADN con el humano, con quien tuvo un antepasado comin hace unos ocho

millones de afios. Este gran simio comparte mas material genético con los humanos de lo
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que se creia. Se examinaron mas de 11,000 genes en los humanos, chimpancés y gorilas, en
busca de pistas evolutivas. Los resultados iniciales revelaron que aunque globalmente el
genoma humano es mas parecido al del chimpancé, casi en un tercio de éste se encuentra
mas cercano evolutivamente al gorila. El 15% del genoma del gorila es més parecido
evolutivamente al del humano o al del chimpancé, que estos dos ultimos entre ellos (Gibbs

y Rogers, 2012; Scally et al., 2012).

Los genes relacionados con la percepcion sensorial, el oido y el desarrollo del
cerebro, mostraron “una evolucion acelerada” en los tres grupos (humanos, chimpancés y
gorilas), pero particularmente en los humanos y en los gorilas. En varios casos, una variante
de la proteina que causa enfermedad hereditaria en el ser humano es la tnica version que se
encuentra en gorilas. [Ej: la variante Arg432Cys del factor de crecimiento PGRN que esta
asociada a la demencia senil, enfermedad que los gorilas no sufren]. El estudio del genoma
del gorila puede contribuir al desarrollo de nuevos tratamientos para enfermedades
humanas causadas por variantes proteicas asociadas a un fenotipo normal en gorila (Scally

etal.,2012).

La secuenciacion del genoma del bonobo en Junio de este mismo afio pone la pieza
que faltaba para trazar la relacion evolutiva de los hominidos. La secuenciacion del genoma
del bonobo (Pan paniscus) completa la enciclopedia génica de los hominidos, que también
incluye a chimpancés, gorilas, orangutanes y humanos. El bonobo es el "pariente" vivo mas
cercano al hombre junto al chimpancé, aunque mas pacifico, juguetébn y promiscuo
sexualmente. La comparacion de su genoma con el mapa genético de chimpancés y
humanos, refleja que ambas especies de simios difieren con el hombre aproximadamente en
el 1.3 % de su genoma, mientras que bonobos y chimpancés coinciden genéticamente en un
99.6%. La coincidencia genética es “bastante grande” porque los humanos se diferenciaron
de los bonobos y de los chimpancés hace entre cinco y siete millones de afios. En cambio,
las dos especies del género Pan que se diferenciaron hace dos millones de afos, solamente
se distinguen en un 0.4% y aln asi, sus comportamientos sociales y sexuales difieren

mucho entre ellos (Prufer et al., 2012).
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Los neandertales son unos de los parientes evolutivos mas cercanos de los seres
humanos modernos. Surgieron hace cerca de 400,000 afios, se extendieron a lo largo de
Europa y Asia Occidental, y se extinguieron hace aproximadamente 30,000 afios. El primer
borrador del genoma neandertal, publicado en el 2010, demuestra que durante esas
migraciones, los antepasados de los seres humanos modernos se entrecruzaron a su salida
de Africa con los neandertales hace menos de 100,000 afios. Este flujo génico entre los
neandertales y el tronco comlin de todas las poblaciones no africanas, dio como resultado
que el humano moderno no africano comparta con los extintos neandertales del 1 al 4% de
los genes. Practicamente todo nuestro ADN es muy similar a los neandertales, ya que
estamos evolutivamente muy proximos. Lo que los humanos no africanos compartimos
especialmente con ellos son variantes en rasgos no fundamentales de nuestra biologia. El
porcentaje "relativamente bajo" del ADN de neandertal en el genoma del humano moderno
podria sugerir que el entrecruzamiento fue “bastante limitado” (Green et al., 2010; Burbano

etal.,2010).

Los investigadores compararon el genoma del neandertal con los genomas de cinco
humanos de la época moderna procedentes de diferentes lugares del mundo: un sudafricano
del grupo San, un africano del grupo Yoruba, un chino Han, un francés, y un nativo de
Paptia-Nueva Guinea. Los resultados revelan una variedad de genes que son tUnicos en los
humanos actuales; incluso, un “pufiado” de genes que se propagaron rapidamente entre el
Homo sapiens después de que humanos y neandertales se separaran de un ancestro comun
(Green et al., 2010). Los hallazgos también ofrecen una lista preliminar de regiones
gendmicas y genes claves para la identidad humana. Por primera vez se pudieron identificar
caracteristicas genéticas que diferencian a los humanos del resto de los organismos,
incluyendo nuestros parientes evolutivos mas cercanos. La investigacion ha permitido
identificar 83 genes especificos de Homo sapiens. Estos estan relacionados con funciones
cognitivas, con la anatomia y fisiologia de la piel, y con el desarrollo esquelético del
craneo. Por ahora, los genes identificados corresponden a aspectos fisioldgicos,
metabodlicos, morfoldgicos y cognitivos -estos ultimos implicados en el sindrome de Down,

la esquizofrenia y el autismo- que presentan diferencias entre los sapiens y los neandertales.
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No obstante, aun se desconocen las funciones concretas que se relacionarian con los

cambios genéticos (Green et al., 2010; Burbano ef al., 2010).

Uno de estos genes, cuya evolucion acelerada ha atraido un interés especial es
FOXP2. Este gen estd implicado en el lenguaje y en funciones cerebrales importantes. Lo
poseen todos los vertebrados, pero particularmente en el humano existen dos variantes
unicas, los investigadores sugieren que la capacidad del lenguaje estaria presente en al
menos tres especies humanas (sapiens, neandertales y denisovanos) y obviamente en sus
antepasados comunes hace entre 600,000 y 800,000 afios. Sin embargo, no basta con poseer
este gen. Para que haya comunicacion entre individuos se requiere una estructuracion
neuroldgica y cognitiva, un aparato fonador para la emision de un rango de sonidos, un
aparato auditivo que permita entenderlo y por ultimo, un entorno social en el que se
desarrolle el lenguaje (Konopa et al., 2009; Meyer et al., 2012). Al extinguirse, los Homo
neanderthalensis dejaron un legado genético, cultural y social que no siempre es
reconocido, pero que posiblemente contribuy6 en parte a lo que hoy es nuestra especie

(Green et al., 2010; Burbano et al., 2010).

La reconstruccion en alta definicion del genoma completo del hominido denisovano,
descubierto en Asia en el 2010, arroja luz sobre las relaciones entre denisovanos y humanos
modernos, y presenta una lista de cambios genéticos asociados al desarrollo de la funcion
cerebral y el sistema nervioso, que permitieron diferenciarnos de los hominidos arcaicos
(Meyer et al., 2012). La secuenciacion del ADN demuestra también que el antepasado de
humanos modernos y denisovanos pudo haber vivido hace unos 800,000 afios (Meyer et al.,

2012; Reich et al., 2010; Reich et al., 2011).

Con la comparacion del genoma denisovano con el de los neandertales y el de 11
humanos modernos de todo el mundo, se confirmd que las poblaciones de grupos humanos
aborigenes de las islas del sureste asidtico, comparten mas variantes genéticas con los
denisovanos que otras poblaciones humanas (Meyer ef al., 2012; Reich et al., 2010; Reich
et al., 2011). Los denisovanos y los neandertales descendian de la misma poblacion

ancestral que se habia separado previamente de los ancestros de los humanos modernos. A
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diferencia de los neandertales, los denisovanos no contribuyeron a todos los genes
euroasiaticos de la actualidad. En cambio, evidencias de secuencias genéticas de los
denisovanos en las poblaciones modernas de Melanesia —region de Oceania que incluye la
isla de Nueva Guinea—, sugieren que hubo mestizaje con los antepasados de los
melanesios. Al igual que los neandertales, se mezclaron con los ancestros de los humanos
no africanos actuales. Los melanesios actuales tienen entre un 4 y un 6% del material
genético de los denisovanos extinguidos (Meyer et al., 2012; Reich et al., 2010; Reich et
al., 2011). Los genomas de las poblaciones del este de Asia y América del Sur incluyen
ligeramente mas genes procedentes de neandertales que los europeos. Se estima que la
proporcion de la ascendencia neandertal en Europa es mas baja que en el este de Asia

(Meyer et al., 2012; Reich et al., 2010; Reich et al., 2011).
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Figura 7. Un nuevo miembro de la familia humana. El ADN obtenido de un diente mostrd que
los Denisovanos estuvieron estrechamente relacionados a los Neandertales y consecuentemente

relacionados a los humanos.

La secuencia del genoma ha permitido generar una lista con unos 100.000 cambios
recientes en el genoma humano tras la separacion de los denisovanos. Segun el equipo de

cientificos, algunos de estos cambios afectan a genes asociados al desarrollo de la funcion
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cerebral y el sistema nervioso y permite entender qué es lo que nos hace tan tnicos. Otros
afectan a la piel, los ojos y la morfologia dental(Meyer et al., 2012; Reich et al., 2010;
Reich et al., 2011). Las regiones estructurales variantes del genoma son tipicamente
dificiles de caracterizar y estan relacionadas con ciertas enfermedades humanas que
indican, al mismo tiempo, que el genoma de los denisovanos, al menos por algunas
regiones, es mas arcaico que el de otros hominidos, ya que comparte algunas caracteristicas
con el genoma del chimpancé (Meyer et al., 2012; Reich et al., 2010; Reich et al., 2011;
Zhang et al., 2011). Combinado con la secuencia del genoma neandertal, el genoma
denisovano sugiere un cuadro complejo de interacciones genéticas entre nuestros ancestros
y otros diferentes grupos de hominidos antiguos con los que convivian en ese momento

(Meyer et al., 2012; Reich et al., 2010; Reich et al., 2011).

1.3.3. El proyecto ENCODE comienza a desvelar enigmas del genoma humano.

La secuencia del genoma humano proporciona el codigo subyacente de la biologia
humana. A pesar de un estudio intensivo, especialmente en la identificacion de los genes
que codifican proteinas, nuestro conocimiento del genoma esta lejos de ser completo; en
particular con respecto a los ARNs no codificantes, los transcritos empalmados
alternativamente y las secuencias reguladoras. Los analisis sistematicos de los transcritos y
la informacion regulatoria son esenciales para la identificacion de genes y regiones
reguladoras, y son un recurso importante para el estudio de la biologia humana y de las
enfermedades. Estos analisis también pueden proporcionar un panorama sindptico de la
organizacion y la variabilidad de los genes y la informacién regulatoria a través de

contextos celulares, individuales y de especies.

El genoma humano todavia alberga muchas incognitas. Su secuenciacion, concluida
oficialmente en el 2003, fue un gran logro, pero tan sé6lo el primer gran paso. El mapa esta
listo, pero todavia falta mucho por tener del manual de instrucciones completo. El proyecto
ENCODE (del inglés Encyclopedia of DNA Elements), que se inicidé entonces, supone el
relevo del Proyecto Genoma Humano. El proyecto ENCODE tiene como objetivo delinear
todos los elementos funcionales codificados en el genoma humano. Operacionalmente, se

define un elemento funcional como un segmento discreto del genoma que codifica un
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producto definido (por ejemplo, proteina o ARN no codificador) o muestra una firma
bioquimica reproducible (por ejemplo, proteina de unién, o una estructura de la cromatina
especifica). Los estudios gendmicos comparativos sugieren que 3-8% de las bases estan
bajo seleccion purificadora (negativa) y por lo tanto pueden ser funcionales, aunque otros
analisis han sugerido estimados mucho mayores. Cubriendo el 1% del genoma, el proyecto
ENCODE, en su fase piloto anot6 el 60% de bases restringidas durante la evolucion de los
mamiferos, pero también identifico6 muchos elementos funcionales putativos adicionales sin
evidencia de restriccion (Birney et al., 2007). El advenimiento de tecnologias de
secuenciacion de ADN mas poderosas ahora permiten analisis de todo el genoma mas

precisos con un amplio repertorio de ensayos funcionales.

En el 2007 se publicaron los resultados preliminares del estudio piloto, el cual ya
depar6 algunas sorpresas (Birney et al., 2007). Ahora se completan los datos con la
totalidad del genoma, accesible a bajo costo gracias a las modernas técnicas de
secuenciacion masiva. Entre las principales aportaciones de ENCODE esté la de echar por
tierra la idea de que los genes se encuentran dispersos en un mar de ADN sin ninguna
utilidad, lo que se conocia como “ADN basura”. Ahora se ha puesto de manifiesto que las
tres cuartas partes del genoma contienen instrucciones importantes para la vida; tanto que
constituyen un gran panel de control con millones de “interruptores” que regulan la
actividad de nuestros genes. Alrededor del 80 % del genoma humano contiene elementos
relacionados con algin tipo de funcién bioquimica, hasta un total de 120 funciones
diferentes, lo que significa que casi todo nuestro genoma esta activo en algin momento

(Bernstein et al., 2012).

La nueva informacién es tan exhaustiva y compleja que ha dado lugar a un nuevo
modelo de publicacion donde los documentos electronicos y los conjuntos de datos estan
interconectados. Los resultados aparecieron en 30 articulos de acceso abierto conectados
entre si en las revistas Nature, Genome Biology y Genome Research, ademés de la revista
Science. El proyecto estéa liderado por el National Genome Research Institute (NHGRI) en
EEUU y el EMBL-European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) en Reino Unido.

ENCODE presenta un mapa detallado de la funcion del genoma que identifica cuatro
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millones de interruptores de genes. Esta referencia esencial ayudara a los investigadores a

localizar areas muy especificas de enfermedades humanas (Bernstein et al., 2012).

El Proyecto ENCODE describe la produccion y el andlisis inicial de 1,640 conjuntos
de datos disefiados para anotar elementos funcionales en el genoma humano. Ademas
integra los resultados de diversos experimentos en tipos celulares, experimentos
relacionados que involucran 147 tipos de células diferentes, y todos los datos ENCODE con
otras fuentes, tales como las regiones candidatas a partir de estudios de asociacion de todo
el genoma (GWAS) y las regiones evolutivamente restringidas. Juntos, estos esfuerzos
revelan caracteristicas importantes acerca de la organizacion y funcion del genoma humano

(Bernstein et al., 2012)

El numero sin precedentes de elementos funcionales identificados en el proyecto
ENCODE, proporciona un recurso valioso para la comunidad cientifica y mejora
significativamente nuestra comprension del genoma humano. Los andlisis han revelado
muchos aspectos novedosos de la expresion génica y la regulacion, asi como la
organizacion de la informacion. Sin embargo, hay todavia muchos detalles especificos que
requieren experimentos adicionales para dilucidar en particular sobre los procesos que

generan estos elementos y como y donde funcionan (Bernstein et al., 2012).

La gran dispersion de la cobertura presenta un espectro de elementos con diferentes
propiedades funcionales descubiertos por ENCODE. Un total de 99% de las bases
conocidas en el genoma estan dentro de 1.7 kb de cualquier elemento ENCODE. Mientras
que el 95% de las bases estan dentro de 8 kb de un motivo de union de un factor de
transcripcion o una “huella” de DNasa I. Curiosamente, incluso utilizando las estimaciones
mas conservadoras, la fraccion de bases que pueden intervenir en la regulacion directa de
genes, aunque incompleta, es significativamente mayor que la atribuida a los exones que
codifican proteinas (1.2%), aumentando la posibilidad de que mas informacion en el
genoma humano puede ser mas importante para la regulacion de genes que para la funcion

bioquimica. Muchos de los elementos de regulacion no estan restringidos a través de la
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evolucidon de los mamiferos, lo cual hasta ahora habia sido una de las indicaciones mas

confiables de un evento bioquimico importante para el organismo (Bernstein et al., 2012).

Es importante destacar que por primera vez tenemos suficiente poder estadistico
para evaluar el impacto de la seleccion negativa en elementos especificos de los primates,
de la cual el proyecto ENCODE muestra evidencia. Ademads, incluso con nuestra
estimacion mas conservadora de elementos funcionales (8.5% de regiones putativas para
proteinas especificas de uniéon a ADN) y suponiendo que ya se ha muestreado la mitad de
los elementos de los factores de transcripcion y de la diversidad de tipo celular, se podria
estimar que, como minimo, el 20% del genoma participa en estas funciones especificas, con
una probabilidad significativamente mayor (17% de proteinas de uniéon a ADN y 2.9% de

exones de genes que codifican proteina GENCODE) (Bernstein et al., 2012).

La amplia cobertura de las anotaciones ENCODE mejora nuestra comprension de
las enfermedades comunes que tienen un componente genético, enfermedades genéticas
raras y cancer. El proyecto ENCODE vy estudios similares proporcionan un primer paso
para interpretar el resto del genoma mas alla de los genes que codifican las proteinas. Tal
informacion justifica la secuenciacion del genoma completo en lugar de solo el exoma
(1.2% del genoma) para la investigacion de enfermedades raras y variantes somaticas en
elementos funcionales no codificantes. Ademas, asi como los analisis GWAS de
enfermedades tipicamente se asocian a los SNPs en grandes regiones, la comparacion con
elementos funcionales no codificantes del proyecto ENCODE pueden ayudar a detectar
supuestas variantes causales, ademas del refinamiento de la ubicacion por técnicas de
mapeo fino. La combinacion de datos del proyecto ENCODE con informacion de alelos
especificos derivada de las secuencias de genomas individuales, proporciona informacién
especifica sobre el impacto de una variante genética. En efecto, un objetivo importante
seria el uso de datos funcionales, tales como los derivados de este proyecto, para asignar
cada variante gendmica a su posible impacto en los fenotipos humanos (Bernstein et al.,

2012).
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Los datos aportados por el proyecto ENCODE indican que los genes son mas
complejos de lo que se pensaba hasta ahora: en vez de la vision tradicional, segun la cual un
gen da lugar a uno o varios transcritos alternativos que codifican una proteina en sus varias
isoformas, parece claro que una regién genodmica puede codificar distintos productos
proteicos y ademds dar lugar a otros transcritos (no necesariamente codificantes de
proteinas) en ambas cadenas. Todo esto ha llevado a replantear el concepto de gen, que en
la era post-ENCODE se definiria como “la uniéon de las secuencias gendmicas que
codifican un conjunto coherente de productos funcionales, potencialmente traslapados”.
Esta definicion hace hincapié en el producto funcional que se codifica (de ahi el uso de
“coherente” para indicar que se trata de codificar una proteina o un ARN). Lo mas
novedoso de esta definicion es que las regiones no traducidas (UTR) no formarian parte del
gen, quedando incluidas —junto con los elementos reguladores- en la categoria de “regiones
asociadas con genes”. La definicion alternativa, més acorde con el pensamiento actual, de
que un gen es “la region gendmica que codifica un conjunto de transcritos alternativos
traslapados”, aunque codifiquen distintos productos proteicos, es problematica a la luz de
los datos aportados por el proyecto ENCODE. Si existe mucho solapamiento de transcritos,
la aplicacion de esta definicion daria lugar a un numero pequefio de genes muy extensos,
los cuales ademads tendrian escaso significado bioldgico al codificar productos funcionales
diversos (un mismo gen podria dar lugar a proteinas distintas y/o ARN no codificantes). La
nueva definicion probablemente aumentard el numero total de genes del genoma, pero al
estar centrada en el producto final, es mas informativa de la funcion de cada gen concreto

(Bernstein et al., 2012).

Otra sorpresa del proyecto ENCODE ha sido comprobar que un alto porcentaje de
los transcritos detectados no codifican proteinas, por lo que la categoria de "ARNs no
codificantes" seguird aumentando en el futuro. En concreto, los ultimos afios han sido
testigos de la explosion de un nuevo tipo de ARNs no codificantes largos (en inglés
IncRNAs), con funciones reguladoras importantes que se estan empezando a conocer poco
a poco. Se trata de ARNs con un tamafio superior a 200 nucledtidos que maduran mediante

ajuste, pero que no codifican proteinas. Su nimero va en aumento, llegando a estimarse que
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cubren unas 10 a 20 veces mas de secuencia gendémica que los ARNs codificantes de

proteinas (Bernstein et al., 2012).

En conjunto, los resultados del proyecto ENCODE son apasionantes y enriquecen
enormemente nuestra vision del genoma humano, su regulacion y funcionamiento, lo cual
abrird horizontes insospechados en la investigacion gendémica y tendra fuertes

implicaciones biomédicas en un futuro cercano (Bernstein et al., 2012).

1.4. Elementos moviles.

Los elementos moviles, denominados a menudo como transposones o repeticiones,
son secciones de ADN que pueden generar multiples copias de ellos mismos en el genoma
(Cordaux y Batzer, 2009; Kazazian, 2004). Cuando esto ocurre en la linea germinal, la
copia adicional resultante puede ser transmitida a la progenie y esta mutacion
eventualmente puede fijarse en la poblacion. La mayoria de los elementos moviles en el
genoma humano son elementos dispersos largos (LINEs, Long Interspersed Elements),
elementos dispersos cortos (SINEs, Long Interspersed Elements), o repeticiones terminales
largas (LTR, Long Terminal Repeats). Todos estos elementos utilizan un proceso conocido
como retrotransposicion para propagarse. Un retrotransposén funcional debe tener un
promotor interno que recluta a una polimerasa para transcribir una copia de ARN de si
mismo. Esta copia de ARN entonces debe reclutar una proteina que tiene actividad de
endonucleasa que corta el ADN y de transcriptasa inversa que transcribe la copia de ARN
de vuelta a otro lugar del genoma, lo que resulta en una copia gendémica adicional del
elemento mévil. Los LTRs y LINEs son autéonomos, lo que significa que sus copias de
ARN codifican la proteina con las actividades endonucleasa / transcriptasa inversa
necesarias para la reinsercion. Los SINEs no son auténomos porque no codifican una
proteina con actividades endonucleasa/transcriptasa inversa y por lo tanto para su
reinsercion en el genoma dependen del reclutamiento de una proteina con dichas

actividades que haya sido traducida de una copia de ARN de un LINE.

El ADN repetido disperso esta formado por secuencias que se repiten miles de veces

en el genoma humano, pero no en tandem sino de manera dispersa. Este tipo de
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repeticiones constituyen un 45% de todo el genoma humano, y se clasifican en funcion del
tamano de la unidad repetida. Los SINE (Short Interspersed Nuclear Elements, elementos
nucleares dispersos cortos) suponen un 13% del genoma humano. El principal SINE es la
familia de elementos Alu, que es especifica de primates y constituye un 10% de nuestro
genoma. Un elemento Alu estd formado por una secuencia de 250 - 280 nucleotidos, con
unas 1.500.000 copias por genoma y una repeticion cada 4 kb como promedio. Es un
elemento relativamente rico en guaninas+citosinas (56% de contenido en CG, mientras que

el contenido promedio del genoma humano es del 41%).

Los LINE (Long Interspersed Nuclear Elements, o elementos nucleares dispersos
largos) constituyen un 20% del genoma humano. Son secuencias con un tamafio de varias
kilobases, agrupados en distintas familias. El principal LINE es el llamado LINE-1 6 L1,
formado por una secuencia de unas 6 kb repetida unas 800,000 veces en el genoma (aunque
muchos de estos elementos estan truncados y carecen de su region 5°), llegando a constituir
alrededor de un 15% del genoma. Estos elementos, a diferencia de los SINE, no son ricos
en guaninastcitosinas (tienen un 42% de citosinas+guaninas, que es cercano al contenido
promedio del genoma humano). Un elemento L1 codifica dos proteinas: una proteina de
uniéon a RNA en el marco de lectura ORF1 y una proteina con actividad endonucleasa y
retrotranscriptasa en el marco de lectura ORF2. Estd flanqueado por unas pequefias
repeticiones directas (en la misma orientacion) y termina en una cola poli-A. Los elementos
LINE son retrotransposones que pueden copiarse a si mismos a través de un intermediario
de ARN vy transponerse a otras localizaciones gendmicas. Segin el modelo mas aceptado, el
elemento se transcribe por la ARN polimerasa II, a partir de un promotor interno, sus
productos proteicos se unen a la cola poli-A de su propio ARN mensajero y el complejo se
inserta en el ADN gendmico por la accion combinada de la endonucleasa (que corta dentro
de regiones ricas en AT que llevan la secuencia TTTTNA) y de la retrotranscriptasa. Las
proteinas codificadas por los LINE son utilizadas también para la retrotransposicion de
elementos SINE y de pseudogenes procesados, por lo que pueden jugar un importante papel
como elemento modificador del genoma. De hecho, se ha visto que la secuencia propia de
los L1 tiene la propiedad de inhibir la transcripcion, de ahi que los niveles de ARNm y

proteinas codificadas por los L1 en las células sean muy bajos. Lo mads interesante es que
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también pueden modificar la transcripcion de los genes en cuyos intrones hay abundancia
de estos elementos: un 80% de los genes humanos tienen L1 en sus intrones, y la densidad
en L1 correlaciona negativamente con los niveles de expresion de estos genes. Por tanto, su
papel tanto en la evolucion de genomas, como en la regulacion génica, le confieren una

gran importancia.

Los HERV (retrovirus endoégenos humanos), representan copias de los retrovirus
humanos que se han ido integrando en el genoma humano en el curso de la evoluciéon y con
frecuencia son el origen de proto-oncogenes celulares. Habitualmente representan copias
truncadas del genoma de estos virus, y constituyen alrededor de un 8% del genoma (hay
unas 450,000 copias). Por el hecho de que habitualmente conservan algunas de las
repeticiones terminales largas de dichos genomas, son también denominadas LTRs (Long
Terminal Repeats). Nuestro genoma también contiene unas 300,000 copias de elementos
repetidos originados por transposones de ADN, lo que supone un 3% del total del genoma.
Estos elementos contienen el gen de la transposasa (habitualmente truncado), flanqueado
por repeticiones invertidas. De entre las distintas familias que existen cabe destacar el tipo
MER1 6 MER?2 y los elementos mariner (Hsmar2), responsables de algunas reordenaciones

cromosomicas importantes en patologia humana.

Cuando Barbara McClintock descubrié hace medio siglo los elementos mdviles en
el maiz, en realidad los denominé "elementos de control", debido a la forma en que influian
en la expresion de los genes vecinos (McClintock, 1950; McClintock, 1956). Los
investigadores contemporaneos de McClintock nunca aceptaron su idea acerca de que los
transposones juegan un importante papel en la regulacion génica (McClintock, 1973) y la
desestimaron erroneamente en su totalidad cuando se publico el operdn lac y vieron que su

regulacion no estaba relacionada a eventos de transposicion (Jacob y Monod, 1961).

En la década de 1990 algunos individuos revisaron y comenzaron a defender la idea
de que las inserciones de elementos moviles estaban alterando los patrones de expresion de
genes cercanos, de una manera que a veces era beneficioso para el huésped y resultaba en

inserciones que ocurrian bajo seleccion purificadora (Britten, 1996-A, 1997; Brosius,
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1999). Como se trataba todavia de la era pre-gendmica, aumentaron los estudios de casos
donde inserciones individuales fueron funcionales para la especie huésped. A este proceso
donde un rasgo evolutivo es objeto de seleccion natural para proveer adaptacion a
determinadas condiciones y una vez que ya estd consolidado, comienza a ser utilizado y
perfeccionado en pos de una nueva finalidad (en ocasiones no relacionada con su

"proposito" original), se le denomina exaptacion (Gould y Vrba, 1982; Lowe et al., 2007).

1.4.1 Papel de los elementos repetitivos en la evolucion del locus GH y en la expresion
de sus genes.

La gendmica comparativa ha puesto de manifiesto que los principales linajes de
vertebrados contienen cuantitativa y cualitativamente diferentes poblaciones de elementos
retrotransponibles y transposones de ADN, con diferencias importantes también
frecuentemente observadas entre especies del mismo linaje. Esto se debe fundamentalmente
a: (1) la evolucion diferencial de familias ancestrales de elementos transponibles, con
escenarios de evolucion que van desde la extinciéon completa a la invasion masiva; (ii) la
introduccion linaje-especifica de elementos transponibles por infeccion y transferencia
horizontal, por ejemplo por retrovirus endoégenos; y (iii) la aparicion linaje-especifica de
nuevos elementos de transposicion, como se ha observado particularmente para
retroelementos no codificantes SINEs. Durante la evolucién de vertebrados, los elementos
transponibles han contribuido repetidamente aportando secuencias reguladoras y
codificantes para el huésped, guiando a la aparicion de nuevos reguladores génicos y
funciones linaje-especificas. En todos los linajes de vertebrados, hay evidencia de
reordenamientos genomicos mediados por elementos transponibles, tales como inserciones,
deleciones, inversiones y duplicaciones potencialmente asociadas con o después de eventos
de especiacion. En conjunto, estas observaciones indican que los elementos transponibles
son los principales causantes de la diversidad genomica y biologica de los vertebrados, con
posibles papeles importantes en la especiacion y las principales transiciones evolutivas

(Bohne et al., 2008).

Los reordenamientos cromosémicos se producen en todo el genoma, sin embargo, la

frecuencia observada de reordenamiento es mayor en ciertos intervalos. Estos intervalos
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son tipicamente regiones ricas en repeticiones de bajo numero de copias (LCR) o de
elementos repetitivos, tales como LTR, LINE, Alu, MIR y elementos de DNA MER2.
Varios puntos de rupturas recurrentes en deleciones y duplicaciones cromosdmica se han
localizado para LCR y por lo general estos puntos son regiones grandes y altamente
homologas. Los mecanismos responsables de estos reordenamientos, a saber,
recombinacion homologa no alélica entre las copias LCR, han sido bien establecidos. Sin
embargo, pocos estudios han examinado los mecanismos responsables de los rearreglos no
recurrentes de puntos de ruptura en regiones no homoélogas. Andlisis previos han revelado
deleciones originadas a partir de eventos de recombinacion Alu/Alu y otras que resultan de
un mecanismo de unién de extremos no homologos. Los puntos de corte se han encontrado
en LCRs y dentro de elementos repetitivos, incluyendo Alu y MERS5B. Estos hallazgos
sugieren que la arquitectura genémica de orden superior, tal como LCR, y las secuencias
repetitivas pequefias, como los elementos Alu, puede mediar deleciones cromosomicas a

través de mecanismos homologos y no homologos (Shaw y Lupski, 2005).

En las proximidades de la region 3° flanqueante de los genes hGH-N y hGH-V se
encuentra una repeticion Alu Sx. La delecion de dicha repeticion en construcciones
reporteras que contienen secuencias 3’ flanqueantes del gen hGH-N, aument6 la actividad
reportera en las células hipofisarias GC transfectadas, lo que sugiere que esta region
contiene un elemento represor. Esta region del gen hGH-N contiene la repeticion Alu Sx
entre los nucledtidos 2228 y 2501 (donde el codon de inicio se ubica en la posicion +559
pb). Un mapeo refinado de este elemento silenciador reveld que el mismo comprende
cuatro entidades discretas que incluyen un nucleo de dominio represor (CRD), un dominio
antisilenciador (ASE) que contiene elementos que median la actividad silenciadora
independiente de orientacion y dos dominios que flanquean la CRD/ASE que modula la
actividad silenciadora de una manera dependiente de CRD. El dominio modulador rio
arriba también es necesario para la funcion del silenciador independiente de la orientacion

(Burbano et al., 2010)

Un elemento represor importante se encuentra entre los nucleétidos 2,306 y 2,465.

Sin embargo, debido a que una serie de deleciones entre los nucledtidos 2,306 y 2,572
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exhiben un aumento gradual de la actividad, se ha sugerido que multiples elementos
represores pueden estar distribuidos a través de esta secuencia de 266 pb. Esta region
incluye la mayor parte del elemento Alu, indicando que un represor esta localizado en

dicho elemento.

Las repeticiones Alu del locus GH puede haber desempeiiado un papel no solo en la
generacion del /ocus, mediante la participacion en la duplicacion de genes, sino también,
justo rio abajo del gen hGH-N se han desarrollado elementos que actuan en cis que
controlan la regulacion transcripcional de los genes duplicados. Esto plantea la cuestion de
si otras repeticiones Alu en el /ocus pueden afectar la transcripcion de los genes vecinos. En
este punto, s6lo podemos especular basandose en las similitudes de las secuencias Alu que
flanquean los genes GHs y CSHs. La repeticion Alu ubicada en la region 3’ de los genes
hGH-N y hGH-V pertenece a la subfamilia Sx, mientras que las secuencias Alu que
flanquean los genes CSHs son de la clase Sz en las regiones 5’ y de la subfamilia Sq en las
regiones 3. De hecho, la region 3’ flanqueante de los genes hGH-N y hGH-V son idénticas
en alrededor del 92%. Por ello, es muy probable que el elemento Alu dentro de la region 3’

flanqueante del gen hGH-V también posea un elemento silenciador (Trujillo et al., 2006)

Los transposones MER20 tienen las firmas epigenética de potenciadores, aisladores
y represores. Estos elementos se unen directamente a factores de transcripcion esenciales
para el embarazo y coordinadamente regulan la expresion génica en respuesta a la
progesterona y cAMP. El elemento transponible MER20 ha contribuido al origen de una
nueva red de regulacion génica involucrada en el embarazo de los mamiferos placentarios;
en particular mediante el reclutamiento de la via de sefializacion del cAMP en células del
estroma endometrial. Las novedades que definen a los mamiferos Euterianos (placentarios)
incluyen el desarrollo interno prolongado, el reconocimiento materno de la gestacion, una
placenta invasiva y un endometrio uterino ricamente vascularizado que puede acomodar
implantacion del cigoto. Un paso esencial en el establecimiento de la gestacion en muchos
mamiferos placentarios, es la diferenciacién (decidualization) de células del estroma
endometrial (CEE) en respuesta a la hormona progesterona, el segundo mensajero cAMP vy,

en algunas especies, las senales fetales. La diferenciacion de las CEE implica
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reprogramacion extensa de muchas funciones celulares, incluyendo el silenciamiento
simultdneo de las vias de proliferacion celular y la activacion de vias de sefializacion de
AMPc y progesterona. Asi, la evolucion de la gestacion fue probablemente dependiente en
la evolucion de las CEE y la sefializacion celular mediada por hormonas y cAMP (Konopka

et al., 2009)

Aunque numerosos genes de respuesta a progesterona/cAMP se expresan en CEE
humanas, uno de los més dramdticamente inducido es el de la prolactina (PRL). En
particular, en este gen el potenciador sensible a progesterona/cAMP en las CEE se deriva
de un transposon de ADN de la familia hAT-Charlie (MER20) encontrado sélo en la
placenta de mamiferos, lo que sugiere que los MER20s han jugado un papel en la

reconexion del paisaje de regulacion génica de las CEE.

Explorando si otros genes de respuesta a la progesterona/cAMP se asociaban con
MER20s, se realizaron busquedas para MER20s rio arriba, rio abajo y dentro de las
regiones codificantes e intrones de genes regulados diferencialmente en humanos. El 42%
de MER20s se encontrd dentro de 200 kb de los sitios de iniciacidon y terminacion de la
transcripcion de los 6,504 genes regulados diferencialmente; mientras que solo el 8% de
MER20s se encontraron en la misma ventana alrededor de genes que no son regulados
diferencialmente en decidualizacion. Estudios anteriores han demostrado que los elementos
transponibles contienen sitios de union a factores de transcripcion que pueden ser donados
para regular la expresion de genes cercanos, lo que sugiere que MER20s pueden haber sido

reclutados por genes para actuar como elementos reguladores en la expresion endometrial

(Lynch et al., 2011)

Dos transposones de ADN insertados en el gen de la prolactina humana actuan en
conjunto como un promotor alternativo adicional para dirigir la expresion de la PRL
pituitaria. Se ha hipotetizado que este evento ha resultado en la expresion divergente
(hipofisiaria versus extra hipofisaria) de la prolactina en los primates, y en las acciones
diferenciales de la prolactina hipofisiaria versus extra hipofisiaria en la lactancia versus la

gestacion, respectivamente. Sin embargo, la expresion extra hipofisiaria de PRL en
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linfocitos y células deciduales humanas reveld que en los tejidos extra hipofisiarios, el
ARNm de la PRL era mas largo que su homologo hipofisiario. La razéon de esta
discrepancia es que en células deciduales y linfocitos humanos, la transcripcion de la PRL
es dirigida por un promotor alternativo, que esta situado 5.8 kb rio arriba del sitio de inicio
de transcripcion hipofisiaria, resultando en la transcripcion de un exén adicional (Gerlo et

al., 2006)

1.5. Estado del locus GH de los primates al comenzar este trabajo.

La familia de GH en los primates se origind a partir de una rama evolutiva
inicialmente unigénica que continud sin grandes cambios hasta la aparicion de los
platirrinos (Ceboidea). La evolucién de la GH en los primates es Unica por su dramatica
evolucion acelerada. En un principio se privilegiaron eventos de expansion del locus a
causa de duplicaciones que se propiciaron por la presencia de secuencias repetitivas tipo

Alu que rodeaban al locus ancestral (Chen et al., 1989).

Después de la separacion de los tarseros y antropoides, pero antes de la divergencia
de los platirrinos y los catarrinos, multiples eventos de duplicaciones génicas condujeron a
un aumento del namero de genes GH que evidencian la notable expansion que ha sufrido
este locus en primates (Revol de Mendoza et al., 2004; Gonzalez Alvarez et al., 2006;
Wallis et al., 2006). Ademas del gen del tipo GH, cuya expresion sigui6 restringida a la
hipofisis, aparecieron genes tanto para CSHs como para GH-V (Revol de Mendoza ef al.,

2004; Chen et al., 1989; Golos et al., 1993; Ye et al., 2005).

La multiplicaciéon génica del /ocus GH y la divergencia de sus miembros fueron
acompanadas por cambios que resultaron en diferencias en cuanto a la expresion en los
tejidos de los genes miembros del /ocus, con al menos dos especificidades: hipofisis y

placenta.
Hasta el momento no esté claro coémo algunos genes GH son expresados en placenta

en platirrinos. Sin embargo, desde Cercopithicoidea, los miembros de esta familia de genes

acumularon sustituciones aminoacidicas que predicen la adquisicion de nuevas
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caracteristicas distintivas de las hormonas placentarias del /ocus humano. El origen de las
diferencias en la especificidad tisular de la expresion génica mostrada por los diferentes
miembros del /ocus, continda siendo un enigma. Algunas otras interrogantes salen a la luz
en los escenarios en los que ha tenido lugar la evolucién del locus GH en los primates:
(Como se llevo a cabo la fase de expansion en el locus GH?, ;Fue igual o diferente la ruta
seguida por los distintos subordenes de primates?, ;Qué cambios en su codificacion han

experimentado sus genes?

Antes de comenzar el presente trabajo, se conocia en detalle la secuencia y la
organizacion del locus GH en el humano (Chen et al., 1989). Se habia reportado ademas, la
anatomia de los /oci GH de marmoset (Callithrix jacchus) y del mono capuchino (Cebus
albifrons) (Wallis y Wallis; 2006), asi como del mono rhesus (Macaca mulata) y el mono
verde (Cercopithecus aethiops) (Revol De Mendoza et al., 2004; Gonzalez-Alvarez et al.,
2006). Para el chimpancé se habia sugerido un /ocus GH pentagénico con una composicioén
y organizacion similar a la del humano (Pérez-Maya, 2008) que discrepaba con el hallazgo
de seis genes (las secuencias completas de dos genes GHs, tres CSHs y la secuencia parcial
de otro CSH) (Revol et al., 2004) y con el ensamblaje liberado por el consorcio de
secuenciacion del Genoma del Chimpancé, el cual muestra un ensamblaje de dicha regiéon
que sugiere un locus con siete secuencias relacionadas a genes GH/CSHs. Para el caso
particular del gorila, previamente se sugirié que éste tenia una composicidon y organizacion
similar a la del humano (Aguilera de Lira, 2009), sin embargo no se logr6 tener una buena
cobertura, ni evidencias suficientes que apoyaran dicho arreglo de genes, por ello se decidid

re-evaluar este locus.

1.6. Justificacion del trabajo.

La GH desempeiia funciones claves en los diferentes estadios de la vida, siendo la
mas reconocida el regular el crecimiento lineal postnatal. Sin embargo, se le reconocen
papeles en procesos tales como la sintesis proteica en el tejido muscular, la lip6lisis en el
adiposo, la reparacion tisular y la regeneracion dsea. Mas recientemente, se le ha asociado a
neurogénesis, neuroproteccion, aprendizaje y memoria. La GH aumenta la eficiencia del

sistema inmunitario y se considera que la reduccién en los niveles circulantes de esta
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hormona durante la vejez es responsable, en parte, del deterioro corporal. Por otra parte, los
niveles de las hormonas relacionadas a la GH, como la GH-V y las CSHs, se han asociado
con el buen funcionamiento placentario. Si bien se tienen evidencias de que estas hormonas
actian en la regulacion del metabolismo materno durante el embarazo y sobre los tejidos
fetales, asegurando el suministro de energia al feto y la sobrevivencia del mismo, todavia

hay mucho que descubrirles de sus mecanismos de accion y potencial terapéutico.

Con el fin de comprender la diversidad de los primates, asi como nuestro propio
pasado, es menester investigar los mecanismos que crean y alteran las redes de regulacion
génica. Mientras que investigadores previos han planteado la hipotesis de que los elementos
moviles han sido, y siguen siendo, una fuerza importante en la creacion de nuevas regiones
reguladoras en el linaje humano, esta hipotesis no ha sido explorada sistematicamente a
nivel genomico. Desde la divergencia del humano y un ancestro comun de éste con el
orangutan, gorila y chimpancé, algunos genes han alterado sus patrones de expresion. Los
genes miembros del locus GH parecen ser parte de estos genes, cuyo patron de expresion ha
sufrido importantes cambios. En el presente trabajo de tesis, se utilizaron secuencias
genomicas que comprenden el locus GH y regiones flanqueantes que recientemente han
sido obtenidas en nuestro laboratorio, para varias especies de primates, con la finalidad de
comprender el aporte de los elementos moviles que se han “exaptado” como secuencias de

regulacion génica putativas en el linaje humano durante la evolucion de los primates.

La motivacién detras de nuestros esfuerzos en la secuenciacion y en la genomica
comparativa del locus GH en primates, se enfoca en avanzar en la comprension de dicho
locus en el humano y dilucidar la via que dictd su evolucion en primates desde una
composicion unigénica hasta un arreglo multigénico de expresion tejido especifica. El
profundizar en la investigacion de gendmica comparativa, aunado al aprovechamiento de
tecnologia de expresion génica y biotecnologia que se han desarrollado en nuestro
laboratorio, nos permitird disecar y con ello aspirar a develar los elementos regulatorios
claves y las fuerzas que actuando sobre ellos moldearon la evolucion de los genes en

particular y del locus en general, tanto en la regulacion, como en la relacion de la
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estructura-funcion de las hormonas. Esto como un prerrequisito para explotar este

conocimiento y materiales en beneficio de la salud.

1.7. HIPOTESIS.

Proponemos que los elementos repetitivos han jugado un papel sumamente
importante en los eventos que han tenido lugar durante la evolucion de los primates,
dirigiendo el movimiento de bloques de secuencias, que han permitido la adquisicion de
elementos reguladores y ganancia de su funcionalidad. Proponemos que el locus GH del
estrepsirrino incluido en este estudio, contiene secuencias que pueden identificarse como
elementos reguladores incipientes relacionados al inhibidor hipofisiario y al potenciador
placentario descritos en los MVM y GM. Ademads proponemos que fue a partir de la
divergencia de los tarsios y los MNM que se adquirieron los cambios necesarios para su

funcion y con ello el origen de la especificidad tisular observada en los primates superiores.
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CAPITULO II: OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL.

Comparar los loci GH y sus regiones flanqueantes en especies representativas de primates
de los subordenes estrepsirrinos y haplorrinos, tomando como referencia al humano (Homo
sapiens), para identificar y describir los eventos evolutivos que acompanaron la fase de
expansion del locus GH en primates y establecieron las bases para su regulacion diferencial

espacial y temporal.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

2.2.1. Ensamblar los loci GH de las especies de primates de interés, a partir de las
secuencias disponibles en los proyectos gendmicos y las generadas en nuestro
laboratorio.

2.2.2. Determinar: A) la composicion y organizacion genomica de los loci GH
ensamblados y B) los elementos reguladores claves (anotacion estructural).

2.2.3. Establecer las similitudes y diferencias en la composiciéon y organizacion
genomicas de los /oci ensamblados (gendmica comparativa).

2.2.4. Investigar los posibles mecanismos evolutivos que moldearon la evolucion del

locus GH en primates (gendémica evolutiva).
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CAPITULO III: ESTRATEGIA GENERAL

La estrategia general (figura 8) seguida para desarrollar el presente trabajo se abordd
a través de dos enfoques: 1) el analisis de cromosomas artificiales bacterianos (BACs) que
contienen los loci GH completos de varias especies de primates mediante amplificacion de
regiones especificas y por secuenciacion directa y 2) el examen bioinformatico detallado de
los datos disponibles de los proyectos de secuenciacion de sus genomas en los casos donde

fue posible.

El trabajo comprendié varias etapas. Primero se recabd y ordend la informacion
sobre los loci GH de especies representativas de primates disponible en las bases de datos
de secuencias. Luego se extrajo ADN a partir de cepas portadoras de BACs que contenian
la region del locus GH de varias especies de primates, a partir del cual se llevo a cabo una
secuenciacion directa con el apoyo de Genome Quebec y empleando iniciadores consensos
disenados especificamente para este trabajo, se amplificaron los genes y las regiones

intergénicas en nuestro laboratorio.

En seguida los productos amplificados se caracterizaron con enzimas de restriccion,
clonaron y secuenciaron. Con las secuencias obtenidas y las recabadas de las bases de
datos, se procedio al ensamblaje y anotacion estructural de la region génica en estudio. Los
conflictos de los ensamblajes cuando mas de un arreglo génico pudiera ser posible fueron
resueltos mediante el disefio e implementacion de estrategias basadas en amplificacion y/o

caracterizacion enzimatica con endonucleasas de restriccion.

Se concluyo con la gendmica comparativa y evolutiva de estos loci tomando como
referencia su contraparte en el humano, teniendo en cuenta sus genes, las proteinas que
¢éstos codifican, los elementos involucrados en la regulacion transcripcional y el patron de
elementos repetitivos presente en las regiones intergénicas. Finalmente se plantearon

hipotesis para tratar de explicar los principales hallazgos.
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Figura 8. Estrategia general. Comprendi6 las etapas de extraccion y purificacion del ADN de
los BACs, amplificacién de los genes y regiones intergénicas, caracterizacién enzimatica,
clonacién, secuenciaciéon y analisis bioinformatico 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 en este trabajo para la preparacion de las soluciones, medios
de cultivo y geles, provinieron de las compafiias Sigma Chemical Company (St, Louis,
MO, EUA), Merck (Monterrey, México), Aldrich Chemical Company (Milwaukee, WI,
EUA), United States Biochemical (Cleveland, Ohio, EUA) y DIFCO Laboratories (Detroit,
MI, EUA).

El cloranfenicol presente en el medio de cultivo utilizado para crecer la cepa
portadora de un Cromosoma Artificial Bacteriano (BAC, de sus siglas en inglés) que
contenia el locus GH de chimpancé, provino de SPECTRUM (Gardena, CA, EUA) y la
extraccion de ADN BAC se realizo con el Kit BACMAX™ DNA Purification procedente
de EPICENTRE (Madison, WI, EUA).

Los reactivos utilizados para la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, de sus
siglas en inglés) se adquirieron de las siguientes casas comerciales: la enzima DNA
polimerasa Tag y el MgCl, de Promega Corporation (Madison, WI, EUA), los dNTPs de
New England Biolabs, Inc. (Beverly, MA, EUA) y los iniciadores de Invitrogen (La Jolla
CA, EUA) y Sigma Chemical Co. Las amplificaciones por PCR largo se realizaron con el
Kit MasterAmp'™ Extra-Long PCR de EPICENTRE. La purificacion de los productos
amplificados de interés, separados por electroforesis en geles de agarosa, fue realizada con

el Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System de Promega.

El vector de clonaciéon pTOPO-XL-3.5 fue de Invitrogen y la kanamicina utilizada
en los medios selectivos provino de SIGMA. Las enzimas de restriccion que se utilizaron
en las caracterizaciones enzimadticas proceden de New England Biolabs (Beverly, MA,
EUA) y la enzima RNase One™, empleada en el tratamiento de las preparaciones de ADN
plasmidico, se obtuvo de Promega corporation. La secuenciacion se llevo a cabo con los
estuches comerciales de LiCor (LiCor, Lincoln, NE) y ABI Prisma (Perkin Elmmer, Cetus,
Norwalk, CT).
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4.1.2. Material Biolégico.

En este trabajo se utiliz6 ADN procedente de cepas bacterianas portadoras de
BACs, cuyos insertos incluyen al locus GH de varias especies de primates, obtenida por
tamizaje con una sonda radioactiva del gen hGH de bancos gendmicos en BACs del
laboratorio del Dr. Pieter de Jong del Children Oakland Hospital Research Institute, en
Oakland California, EUA. En la adquisicion de este material bioldgico se contd con la

asistencia técnica de Irdm Rodriguez.

4.2. Equipo.

Se utilizaron los siguientes equipos: un horno de microondas GoldStar modelo MA-
875M, microcentrifuga Eppendorf modelo 5415 (Brinkmann Instruments, Inc. NY, EUA),
centrifuga Labnet modelo Spectrafuge 24D (Edison, NJ, EUA) y ultracentrifuga Beckman
modelo J2-M1(Beckman Instruments, Inc. CA, EUA), asi como un agitador de tubos
Barnstead Termolyne modelo Maxi Mix (Bubuque, IOWA, EUA), una placa de agitacion
magnética con control de temperatura marca Corning modelo PC320 (N.Y. EUA), una
incubadora Shell Lab modelo 1535 (Sheldon Manufacturing, EUA), un termomixer
Eppendorf (Westbury, NY, EUA) y un bafio de agua giratorio modelo G76 (New Brunswick
Scientific Co. inc. Edison, N.J. EUA).

Dependiendo de sus requerimientos los reactivos se almacenaron en un congelador
marca TorRey de -20°C (Mty, Mex) o en un ultracongelador de -70°C de So Low
Enviromental (Cincinnati, Ohio, EUA). La balanza analitica fue de la marca OHAUS modelo
AP110S y la granataria de la marca Sartoriuos modelo 1206MP (Géttingen, Alemania). La
electroforesis en geles de agarosa se realizo en camaras Thermo EasyCastrm B1A y B2 con
una fuente de poder BRL 500 (GIBCO-BRL). Para la documentacion de la imagen de los
geles se utilizd un fotodocumentador UVP Mini Darkroom de Bioimaging Systems (Upland,
CA, EUA). El seguimiento del crecimiento bacteriano y la cuantificacion del ADN se
realizaron con un espectrofotdmetro de la marca Eppendorf modelo BioPhotometer. Las
amplificaciones por PCR se realizaron en un termociclador Eppendorf Mastercycler gradient
(Amburgo, Alemania). El pulso eléctrico para la transformacion de las bacterias se hizo en un

electroporador modelo Gene Pulser 11 y celdas de 0.2 mm de la marca BIO-RAD (Hercules,
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CA, EUA). La secuenciacion se realizd en un secuenciador automatico ABI Prisma Perkin
Elmmer. El procesamiento de los datos y los andlisis bioinformaticos se realizaron en

computadoras Macintosh eMac modelo A1002 y laptop Toshiba Satellite T2050.

4.2.1. Programas computacionales.

Los programas de analisis de Biologia Molecular utilizados fueron: Amplify version
3.0 (University of Wisconsin, WI, EUA), OLIGO version 6.40 (© 1989-2000 Wojciech
Rychlik, Molecular Biology Insights, Inc., Cascade, CO, EUA), Mauve 2.1.0 (Darling et
al., 2004), GATAligner (Nix y Eisen, 2005), SinicView (Chun-Chieh et al., 2006),
CONSED version 14.0 (University of Washington, Seattle, EUA) (Gordon et al., 1998),
DNAMAN version 5.2.2 Demo (©1994-2001 Lynnon Biosoft Copyright) y MEGA 4.0
(Kumar et al, 2004). El paquete de programas DNAStar Lasergene version 7.0.0
(Copyright ©1989-2006 DNASTAR Inc., Madison, WI, EUA).

Para la construccion de los vectores y el andlisis de patrones de restriccion, fue
empleado el programa Vector NTI Suite 9 (© 1994-2000 Informax, The University of
North Carolina Shared Biolnformatics Resource). Para el andlisis densitométrico de los
productos de PCR se emple6 el programa computacional GEL PRO 3.2 (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). Para la cuantificacion del ADN y la determinacién
de los tamanos se utilizo el software LabWorks version 4.5.00.0 (©1996-2003, Media

Cybernetics, Inc.).

Los programas bioinformaticos utilizados via Internet fueron el BLAST disponible

en http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/, NEBcutter 2.0 de New England Biolabs a disposicion

en http:/www.neb.com, ClustalW accesible en http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/, €l programa de

prediccion de genes GENSCAN disponible en http://genes.mit.edu/GENSCAN.html

(Standford University, USA), el conjunto de bases de datos y programas para analisis
comparativo de secuencias gendmicas VISTA disponibles en

http://genome.lbl.gov/vista/index.shtml y ECR Browser Genome Alignment a disposicion en

http://ecrbrowser.dcode.org/genomeAlignment.php. El programa Repeatmasker Open-3.0 (Smit,

AFA., Hubley, R. y Green, P., 1996-2004) para identificacion de elementos repetitivos fue
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utilizado en http://www.repeatmasker.org/, mientras que los programas PipMaker 'y

MultiPipMaker que permiten graficar el alineamiento entre dos o mas secuencias

gendmicas similares fueron empleados en hitp:/pipmaker.bx.psu.edu/pipmaker/.

4.3. Métodos.
4.3.1. Caracterizacion de los loci GH de las especies de primates de interés.

El refinamiento de la caracterizacion del locus GH del chimpancé, la re-
examinacion del locus GH del gorila y el andlisis por vez primera de los loci GH de otras
especies de primates de interés, se abordaron a través de dos enfoques: 1) el andlisis de
cromosomas artificiales bacterianos (BACs) que contienen los loci GH completos de estas
especies de primates mediante amplificacion de regiones especificas y por secuenciacion
directa, y 2) el examen bioinformatico detallado de los datos disponibles de los proyectos

de secuenciacion de sus genomas en los casos donde sea posible.

4.3.2. Amplificacion de los loci GH.

Los BACs (CHORI-251-61D11, CHORI-255-4K22, CHORI253-28b13, LBNL-2-
223J6, CHORI259-34A9 y CHORI250-110K24 + CHORI250-195F15) que contienen los
loci GH del chimpancé (cGH), gorila (gGH), orangutdn (oGH), 1émur (IGH), titi comun
(tcGH) y mono rhesus (rGH), respectivamente; fueron obtenidos por el tamizaje de una
biblioteca de BACs procedente del Centro de Recursos BACPAC del Hospital Infantil del
Oakland Research Institute, (Oakland, California), utilizdndose para identificarles una
sonda derivada del gen GH-N humano (hGH-N) marcada radiactivamente. El ADN
extracromosOmico se extrajo a partir de una poblacion bacteriana portadora de estos BACs
con el kit BACMAX DNA Purification, siguiendo las instrucciones del fabricante
(EPICENTRE, Madison, WI, USA).

Los genes y las regiones intergénicas (RIG) de los /loci de primates fueron
amplificadas a partir de sus respectivos BACs utilizando la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y primers que figuran en el cuadro 1. En la figura 9 se representan los

amplicones y las combinaciones de oligonucledtidos para amplificar los loci GH de
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chimpancé y humano, pero en general estos oligonucleotidos también se usaron para el

resto de los primates.

Cuadro 1. Iniciadores utilizados en este estudio.

CLAVE | NOMBRE SECUENCIA ORIENTACION BLANCO
00F GHPRIMK ATTAAGGGTACCGTGGACAGCTCACCTAG Sentido Genes
00R GHPRIMEX CCTCGAGATATCCTAGAAGCCACAGCT Antisentido Genes

01 GH/CS-Con CATCTCCCTGCTGCTCAT Sentido RIGs
02 IGC-Con GGGGAATTGAACACAAGGA Antisentido RIGs
03 PlacenCon GGAGCTCAGGGTTGTTTTC Sentido RIGs
04 IGC-Con TCTCCCTGGAGAATAATCCC Sentido RIGs
05 CHElemPCon GTAGAGACGGGGTTTCACTATG Antisentido RIGs
06 CHElemPCon AGCAGGGGAAAGTGGTGA Sentido RIGs
07 PlacenCon GATGAGCAGCAGGGAGATG Antisentido RIGs
08 IGL-Conl CTTTTTCTTGCTCCTTCCC Antisentido RIGs
09 IGL-Conl GAGAGCAGAACTGACCCCTTC Sentido RIGs
10 IGL-Con2 GGTAACCTTTGCTGCCCTG Antisentido RIGs
11 IGL-Con2 GCTTTCCTCCTCTTTGTCCT Sentido RIGs
12 TCAM-Con CCATAGCCACTTTTGATGC Antisentido RIGs
13 FDLCHIM GCTCATGCCAGTAATCTCAGTMC Sentido RIGs
14 RDLCHIM GGTTCTGAGCACCATTGAGTC Antisentido RIGs
15 FL1PA3 TGCTGCACCCATTAACTTGTC Sentido RIGs
16 IGLEcoF TTTGCAGATACAGGATATCTACAGCCCTGATG Sentido RIGs
17 IGLKpnR CCCCACAGTTTGGTACCCTAAGATTTAGGACTAC Antisentido RIGs
18 ENHF CTGAGATTCTGATATAATTAGCCTGGAATGTGG Sentido RIGs
19 ENHR CACACCAAGTTGATGAGCTGAAATGTAGACTAAC Antisentido RIGs
20 ELEMPF GTTGCCAACACCACAGCCAACCAC Sentido RIGs
21 ELEMPR CTGTGGCCTAGGATGTGAATGCTGG Antisentido RIGs

Para la amplificacion de los genes GH se mezclo en una reaccion de PCR 10 pmol
de cebadores (00F-00R) (cuadro 1), 10 ng de ADN BAC, 5 ul de tampén 10X (proveido
con la enzima), 0.2 mM de cada dNTP, 1.5 mM MgCl2, una unidad de Taq Gold ADN
polimerasa (EPICENTRE, Madison, WI, USA) y agua Milli-Q hasta ajustar a un volumen
final de 50 pl por reaccion. Después de un paso inicial de desnaturalizacion a 95 °C durante
5 min, la PCR se llevo a cabo durante 30 ciclos utilizando una temperatura de
desnaturalizacion de 94 °C durante 30 segundos, una temperatura de 64 °C durante 90
segundos y una temperatura de extension de 72 °C durante 2 min. La reaccion se detuvo

después de un tiempo de extension final de 10 min a 72 °C.
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Figura 9. Iniciadores utilizados para amplificar los loci GH de chimpancé y gorila. Los productos
amplificados se representan con lineas horizontales abarcando regiones especificas de los loci GH que son
esenciales para resolver los conflictos y facilitar el ensamblado de las lecturas originadas de la secuenciacion
total de los BACs. Con flechas horizontales ubicadas sobre los extremos de los productos amplificados
representados se indican los iniciadores utilizados.

Las RIG de los loci GH fueron amplificados utilizando el MasterAmp Extra-long
PCR kit (Epicenter), siguiendo las instrucciones del fabricante. La mezcla de reaccion de
10 pmol de cada cebador (cuadro 1, figura 9), 40 ng de ADN BAC, 25 ul de Pre-mezcla 4
(2X) proveida con la enzima y 2.5 U de ADN polimerasa Extra MasterAmp, se ajustd con
agua Milli-Q hasta un volumen final de 50 pl. Después de un primer paso de
desnaturalizacion a 94 ° C durante 5 minutos, se llevaron a cabo amplificaciones durante 12
ciclos, que comprenden incubacion a 94 °C durante 30 segundos (desnaturalizacion), 55-57
°C durante 40 segundos (hibridacion) y 72 °C durante 7-14 minutos (elongacion), seguido
por 23 ciclos similares, pero con incrementos de 15 segundos por ciclo en el tiempo de
extension. El programa concluy6 con un paso de extension final a 72 °C durante 20 min. La
amplificacion se llevo a cabo en un termociclador ABI Veriti (Applied Biosystems, Foster

City, CA). Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al

52



MATERIAL Y METODOS

1% seguido por tincidbn con bromuro de etidio y exposicion a luz ultravioleta en un

transiluminador.

4.3.3. Tamizaje de las clonas recombinantes portadoras de los genes GH/CSH.

Las células transformadas fueron tamizadas por PCR en colonia con los iniciadores
apropiados para confirmar la presencia de los genes GH/CSH. Los productos amplificados
fueron analizados mediante electroforesis en geles de agarosa al 1 %, utilizando como
marcador de peso molecular al bacteriofago A digerido con la enzima de restriccion Pstl.
Posteriormente, los amplicones fueron caracterizados con enzimas de restriccion (Pstl,
BstEIl y Avrll) y los patrones de digestion fueron comparados con los esperados por
prediccion en base a sus secuencias. Las clonas que resultaron positivas fueron crecidas a
37 °C en tubos con LB suplementado con kanamicina como medio selectivo y en agitacion
constante durante 18 horas. Finalmente, se procedi6 a la extraccion del ADN plasmidico de

las clonas recombinantes identificadas.

4.3.4. Extraccion del ADN plasmidico.

Se centrifugaron 3 ml del cultivo bacteriano durante 5 min a 5,000 rpm y se removio
el medio por aspiracion, manteniendo el tubo en hielo. E1 ADN plasmidico se extrajo por el
método de la lisis alcalina (Sambrook et al., 2001). En breve, este constd de los siguientes
pasos: las células se resuspendieron en 100 pl de solucion I (glucosa a 50 mM, Tris-HCl a
25 mM y EDTA a 10 mM y pH 8) con el vortex. Se agregaron 200 ul de solucion II
(preparada en fresco mezclando 0.2 ml de NaOH a 10 N y 1 ml de SDS al 10% en 8.8 ml
de agua), mezclando inmediatamente por inversion e incubando en hielo por 5 min. Pasado
este tiempo, se agregaron 150 pl de solucion III (acetato de amonio a 7.5 M), se mezcld de

inmediato por inversion y se incubd por 5 min. en hielo.

El tubo se centrifugd a 14,000 rpm por 5 minutos y el sobrenadante se recupero en
un tubo nuevo donde se le hizo una extraccion fenol/Sevag (2 volumen de fenol y 2 de
Sevag). Se centrifugd a 14,000 rpm por 2 min. y el sobrenadante se transfirid a un tubo
nuevo donde el ADN plasmidico se precipitd agregando dos volimenes de etanol al 100%
frio y mezclando por inversion completamente. Después de centrifugar a 14,000 rpm por 5

min, la pastilla se lavo dos veces con 1 ml de etanol al 70% previamente enfriado y se dejo
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secar a temperatura ambiente durante 30 minutos. Finalmente, se resuspendio en 50 ul de

TE (pH 8.0) conteniendo RNAsa a 20ug/ml.

4.3.5. Seleccion de las clonas recombinantes portadoras de fragmentos de RIGs.

Los plasmidos fueron analizados mediante electroforesis en geles de agarosa al 0.8
%, utilizando como marcador de peso molecular al bacteridfago A digerido con la enzima
de restriccion Pstl. Los plasmidos recombinantes que mostraron un retraso en su patréon de
corrimiento en correspondencia con el tamafio del inserto, fueron seleccionados como
candidatos y posteriormente se sometieron a caracterizaciones con enzimas de restriccion
(Pstl, BstEIl y Avrll). Los amplicones que originaron las clonas fueron digeridos en
idénticas condiciones y corridos en el mismo gel. Los patrones de corrimientos fueron
comparados con los esperados por los analisis in silico por prediccion en base a sus

secuencias.

4.3.6. Clonacion molecular.

Los productos amplificados de los loci GH (amplicones) fueron clonados en el
vector comercial pTOPO-XL-3.5, incluido en el TOPO ® XL PCR Clonacion Kit
(Invitrogen, La Jolla, CA, USA), de acuerdo con las instrucciones del fabricante y

transformados en células electrocompetentes de Escherichia coli suministradas con el kit.

4.3.7. Secuenciacion.

Los amplicones clonados fueron secuenciados utilizando BigDye ® Terminator
(Applied Biosystems, Foster City, CA), cebadores especificos o los M13 universales, un
analizador de ADN ABI PRISM ® 3100 Genetic Analyzer y el software (Applied
Biosystems). Ademas, los ADN BAC de las especies de primates estudiadas en este trabajo,
fueron secuenciados con ayuda del Servicio de Secuenciacion de la Universidad McGill y
Genome Quebec Innovation Centre, de Montreal, Canadd, empleando un secuenciador FLX
454 Roche, con una cobertura de alrededor de 25X. Los cromatogramas fueron importados
al CodonCode Aligner Version 3.7.1 (CodonCode Corporation). La secuencia del locus GH

del chimpancé ensamblada se ha depositado ya en las bases de datos
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GenBank/EMBL/DDBJ, con el nimero de acceso JN622009 y la del resto de los primates

seran depositadas también después de otra revision rigurosa.

4.3.8. Re-evaluacion del ensamblaje gendmico.

Las secuencias de los loci GH disponibles en el Proyecto del genoma del chimpancé
(Mikkelsen et al., 2005), del gorila (Scally et al., 2012) y del orangutan (Locke et al., 2011)
(fueron re-evaluadas usando un método utilizado anteriormente (Wallis, 2008). Los

ensamblajes  genomicos  disponibles en  http://www.ensembl.org/Pan_troglodytes

(ensamblaje de marzo de 2006, Pan_troglodytes 2.1),

http://www.ensembl.org/Gorilla_gorilla (ensamblaje de 2008),

http://www.ensembl.org/Pongo_abelii  (ensamblaje de 2007) y las secuencias trazas

identificadas en la base de datos WGS Traces de Pan troglodytes, Gorilla gorilla y Pongo
abelii (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces), utilizando los métodos de busqueda BLAST

y BLAT (Altschul et al., 1990;. Kent 2002), se integraron con los datos de secuencias de
genes e intergénicas derivados en este estudio y la secuenciacion 454 del BAC, para dar un
ensamblaje final. Las WGS Traces se originaron en el Centro de Secuenciacion de
Genomas de la Universidad de Washington y en el Instituto Broad. Las secuencias fueron
ensambladas a partir de las trazas utilizando el paquete Staden

(https://sourceforge.net/projects/staden/).

4.3.9. Identificacion de las secuencias generadas.

Las secuencias de genes y regiones intergénicas generadas en este estudio se
compararon en el BLAST (Altschul, et al., 1990) con las secuencias disponibles en las
bases de datos del GenBank, con el fin de determinar su identidad. Adicionalmente fueron
analizadas con el programa vecscreen para verificar que no hubiese contaminacion con
secuencias del vector. Finalmente se compararon con los ensambles gendémicos disponibles,

con el propdsito de determinar su probable ubicacion y facilitar el ensamblaje final.

4.3.10. Analisis de las proteinas.

Las secuencias aminoacidicas se dedujeron de las secuencias codificantes mediante
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el programa Genscan (Burge y Karlin, 1997), (Burge, 1998) y (Burge y Karlin, 1998) y con
las primeras se hizo el alineamiento en el programa MEGALIGN del paquete de programas
DNAStar Lasergene version 7.0.0 por el método ClustalW (Higgins y Sharp, 1988) para
determinar la similitud entre ellas e identificar los aminoéacidos clave en la union al receptor
(Liu et al., 2001). El significado de las diferencias de aminoacidos se evaludé mediante
modelaje molecular utilizando el programa RasMol y la estructura 3D de modelo GH

humana: receptor (de Vos et al., 1992).

4.3.11. Analisis del promotor proximal.

El andlisis se centré en identificar los sitios de union a factores transcripcionales
descritos como responsables de la transcripcion basal del gen hGH-N y se enfoco en la
region que va del nucledtido -134 al -1. Dentro de estos destacan los sitios Pit-1 proximal y
distal, la caja TATA y los elementos SP1 e InrE. Las secuencias de cada uno de los
promotores proximales de los genes GH/CSH se alinearon con su contraparte en el humano
utilizando el programa MEGALIGN del paquete de programas DNAStar Lasergene version
7.0.0 por el método ClustalW (Higgins y Sharp, 1988).

4.3.12. Analisis de los elementos reguladores del control transcripcional.

El andlisis consistio en identificar con el programa Bl2Seq (Tatusova y Madden,
1999) los dos elementos claves de la especificidad tisular: el inhibidor o elemento P que
reprime la expresion de los genes placentarios en la hipofisis (ubicado 2 kpb rio arriba de
dichos genes) y el potenciador o “enhancer” que incrementa la expresion de los genes
CSHs en la placenta (ubicado a 2.3 kpb pero rio debajo de los genes CSHs). Las secuencias
de cada uno de los elementos reguladores del control transcripcional se alinearon con su
contraparte en el humano utilizando el programa MEGALIGN del paquete de programas
DNAStar Lasergene version 7.0.0 por el método ClustalW (Higgins y Sharp, 1988).

4.3.13. Identificacion de los elementos repetitivos.

La identificacion de los elementos repetitivos se realizd con el programa

RepeatMasker (Smit et al., 1996-2010), utilizando al /ocus GH humano como referencia.
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CAPITULO V: RESULTADOS

5.1. Diseccion experimental y resolucion de conflictos de ensamblajes.
5.1.1. Iniciando el analisis de los datos.

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio sobre el locus GH del chimpancé
sugirieron que éste contenia seis genes (Revol et al., 2004), mientras que el proyecto
gendmico muestra siete secuencias relacionadas a GH/CSHs; en contraste con los cinco
genes bien caracterizados del locus humano (Chen et al. 1989). En una aproximacion
previa (Pérez Maya, 2008), tras ensamblar el borrador del locus GH del chimpancé, se
sugiri6 y mostrd evidencias de que dicho /ocus estaba formado por cinco genes, pero sélo
se obtuvieron las secuencias definitivas de cuatro de ellos. La secuencia del quinto gen y

parte de las regiones intergénicas, habian quedado pendientes de obtenerse.

Con los datos de secuencias generados, las evidencias previas y teniendo en cuenta
la posibilidad de que el locus pudiese estar formado por cinco genes, en vez de seis o siete,
se propusieron varios abordajes para comprobar el modelo de ensamblaje de cinco genes. A
nivel de las regiones intergénicas, dicho arreglo tendria dos intergénicas largas. Basado en
el ensamblaje propuesto, se predijeron in silico mapas de restricciéon con el objetivo de
verificar de forma definitiva a cual arreglo corresponderian los resultados experimentales.
Los patrones de cortes obtenidos, tanto para los productos amplificados como para las
clonas derivadas, siempre fueron consistentes con las predicciones realizadas para el
arreglo de cinco genes. En este proyecto se continu6 con la estrategia iniciada en la Tesis
de Maestria del autor del presente trabajo, pero abordando aquellas regiones atn no
resueltas y utilizando nuevos juegos de oligonucleotidos para obtener y caracterizar en

detalle regiones gendmicas clave para el objetivo de este trabajo.

Con el fin de re-evaluar el locus, fueron amplificados los genes y regiones
intergénicas a partir de un BAC que contiene el locus cGH entero, usando cebadores
basados en las secuencias humanas correspondientes y las secuencias previamente
obtenidas en la referida Tesis de Maestria del autor. El BAC también estuvo sujeto a una
secuenciacion completa utilizando un secuenciador FLX 454 de Roche (Servicio de

Genome Quebec). El ensamblaje automatico de novo de las secuencias obtenidas no dio un
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ensamblaje fiable, pero el analisis detallado de estas lecturas ayudaron a resolver una serie

de regiones con problemas y a confirmar muchas partes del ensamblaje del /ocus.

Para el caso particular del gorila, estudios previos también de nuestro laboratorio
sugerian que el locus de este primate tenia cinco genes, en una estructura similar a la del
humano (Chen et al., 1989) y a la del chimpancé (Pérez-Maya, 2008). Sin embargo, el
proyecto gendmico sugeria una estructura de seis genes. Ante esta situacion, también se re-
evalu6 el locus GH del gorila, siguiendo la misma estrategia disefiada para el chimpancé
(Pérez-Maya, 2008). De esta forma, se logré obtener una mayor cobertura en la secuencia y
apoyandonos en las trazas del proyecto gendomico, fue posible ensamblar la secuencia del
locus GH del gorila y se reporta completamente curada en la presente tesis, junto con la

secuencia correspondiente del chimpancé.

Para el orangutan, el ensamblaje del locus GH a partir de las secuencias obtenidas
arrojé dos posibles alternativas, un arreglo de cinco genes y otro de cuatro. Sin embargo,
un abordaje experimental basado en la amplificacion de las regiones intergénicas largas con
flancos en genes CSHs resulto ser clave para resolver dicho conflicto. El enfoque utilizado
permiti6 confirmar el arreglo génico presente en el locus GH del orangutan y reportar su

secuencia.

5.1.2. Aclarando dudas sobre los genes.

El ADN extraido a partir de cepas de E. coli que contienen BACs portadores del
locus GH de varios primates, result6 de muy buena calidad y utilidad. A partir de estos se
amplificaron los genes GH/CSH de los primates, observandose una banda tnica de 1533
pb, misma que coincide con el peso molecular esperado para dichos productos y en algunos
casos, como el titi comun, se obtuvieron bandas de pesos moleculares diferentes

correspondientes a pseudogenes.
Los productos amplificados se clonaron y las clonas positivas fueron tamizadas

mediante PCR en colonia, con los iniciadores empleados para amplificar las unidades

transcripcionales de los genes GH/CSH (tabla 1) y posteriormente verificados en un gel de
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agarosa (figura 10). Se observé una banda de un solo tamafio de 1533 pb, la que delaté a

aquellas clonas que contenian vectores portando genes GH/CSH.
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Figura 10. Tamizaje mediante PCR en colonia de vectores recombinantes portadores de GHs.
Electroforesis en gel de agarosa al 1%, en el cual fueron identificadas las clonas que contenian los vectores
portadores de las unidades transcripcionales de GH/CSHs. En el carril 1 se utilizd6 como marcador el
bacteriofago A digerido con la endonucleasa de restriccion Pst I, en el 2 como control positivo el producto de
1533 pb amplificado con el par de iniciadores consenso 5’GHPRIMK y 3’°GHPRIMEX para genes GH/CSH,
en el 3 el control negativo para la PCR y en el resto de los carriles las PCRs de clonas.

Posteriormente, los productos amplificados obtenidos fueron caracterizados
mediante cortes con enzimas de restriccion y los patrones de corte generados permitieron

distinguir las clonas candidatas a ser secuenciadas.

5.1.3. Las regiones intergénicas como claves en el arreglo de los genes.

Buscando resolver la contradiccion de los modelos de cinco, seis y siete genes, se
recurri6 a la amplificacion de las regiones intergénicas a partir de secuencias conservadas
en dichas regiones y en los genes. Por medio de la PCR larga, con multiples combinaciones
de iniciadores y utilizando como templado el ADN de los BACs portadores de los loci GH
del chimpancé y del gorila, se obtuvieron productos amplificados que permitieran
amplificar regiones especificas de los loci. Algunos ejemplos representativos son mostrados

a continuacion (figuras 11, 12, 13 y 14).
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Figura 11. Amplificacion de las regiones intergénicas de los loci GH de chimpancé y gorila. Productos de
amplificacion que abarcan los primeros dos tercios de las intergénicas largas y de la region posterior al tltimo
gen de los /oci (obtenidos con los oligonucleotidos 01-10). Para los carriles 2 y 3 el amplicon lo conformo una
mezcla de cuatro fragmentos cuyos pesos moleculares fueron: 9826, 9531, 9481 y 8830 pb; mientras que para
los carriles 3 y 4, la mezcla esperada fue de tres fragmentos cuyos pesos son: 10199, 9428 y 4924 pb. Los
productos de amplificacion se resolvieron en geles de agarosa al 1%. Se utiliz6é el mismo marcador de peso
molecular que el empleado en la figura anterior (como también lo sera en lo sucesivo identificandose
simplemente como L), en los carriles 2 y 3 los productos amplificados a partir del BAC de gorila con las
premezclas 7 y 4, en los carriles 4 y 5 los productos amplificados a partir del BAC de chimpancé con las
premezclas 7 y 4.
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Figura 12. Amplificacion de las regiones intergénicas de los loci GH de chimpancé y gorila. Productos
amplificados que abarcan la region de la primera intergénica larga (10861 pb) para el chimpancé y la primera
y segunda intergénica larga ( 10915 y 10579 pb) de gorila con los oligonucleotidos 09 — 07. Los productos de
amplificacion se resolvieron en geles de agarosa al 1%. En el carril 1 marcador de peso molecular A, en los
carriles 2 y 3 los productos amplificados a partir de dos diluciones del BAC del chimpancé con la premezcla 4
y en los carriles 4 y 5 los productos amplificados a partir del BAC del gorila con las premezclas 7 y 4.
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Figura 13. Amplificacion de las regiones intergénicas de los loci GH de chimpancé y gorila. Producto
amplificado comprendido entre la segunda mitad del Gltimo gen del locus y secuencias mas alla de éste
(TCAM), obtenidos con los oligonucleétidos 01-12. En el carril 1 marcador de peso molecular A, en los
carriles 2 y 3 los productos amplificados (tamafio esperado de 12364 pb) a partir del BAC de gorila con las
premezclas 7 y 4, en los carriles 4 y 5 los productos amplificados (tamafio esperado de 13645 pb) a partir del
BAC de chimpancé con las premezclas 7 y 4.
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Figura 14. Amplificacion de las regiones intergénicas de los loci GH de chimpancé y gorila. Productos
amplificados identificados como FGTO10K, que abarcan regiones de dos intergénicas largas consecutivas y el
gen incluido entre ellas, obtenidos con los oligonucledtidos 11-08. Los productos de amplificacion se
resolvieron en geles de agarosa al 1%. En el carril 1 como marcador de peso molecular una escalera de 500 a
10,000 pb, en el carril 2 el control negativo para la PCR, en los carriles 3 y 4 los productos amplificados
(correspondiente a un unico fragmento de 10272 pb) a partir de dos diluciones del BAC del chimpancé con la
premezcla 4, en los carriles 5 y 6 los productos amplificados (conformados por la combinacion de fragmentos
de 10296 y 10277 pb) a partir del BAC del gorila con las premezclas 7 y 4.

Todos los productos amplificados obtenidos fueron clonados, las clonas portadoras

de los mismos fueron caracterizadas y finalmente estas fueron secuenciadas.
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5.1.4. Un nuevo enfoque para verificar el ensamblaje del locus.
Un segundo enfoque abordado para verificar el modelo de cinco genes en el
chimpancé y descartar el de seis (Revol de Mendoza et al., 2004) y de siete genes (proyecto

genomico del chimpancé), fue la amplificacion de las regiones intergénicas largas.

CD79b GHN CSH CSH GHY CSH TCAM
1 o ] |
R1-1 R1-2 R1-3
R2-1 R2-2 R2-3
R3-1 R3-2
\ /
\\x_ _//

Figura 15. Representacion de las regiones amplificadas con tres pares de iniciadores en el arreglo de
genes propuestos para el locus GH del chimpancé. Se representan con lineas horizontales los probables
productos amplificados a obtener. Los tres fragmentos R1 fueron amplificados con el par de iniciadores 03-
08, tres fragmentos R2 con los iniciadores 09-10 y dos fragmentos R3 con los iniciadores 11-07.

Como se muestra en la figura 15, para un arreglo de cinco genes se esperaria la
amplificacion de dos regiones correspondientes a las intergénicas largas y la region
posterior al Gltimo miembro del locus. Aproximadamente el primer tercio de estas regiones
fueron amplificadas con los oligonucleotidos 03-08, generandose en la amplificacion una
mezcla de los productos R1-1, R1-2 y R1-3. La parte central de estas regiones fueron
amplificadas con los oligonucledtidos 09-10, dando como resultado una mezcla de los
fragmentos R2-1, R2-2 y R2-3. Mientras que con la pareja de oligonucle6tidos 11-07 se
amplificaron las partes finales de las dos regiones intergénicas largas, produciendo una
mezcla de los amplicones R3-1 y R3-2. Todos los productos amplificados obtenidos se
sometieron a caracterizaciones de forma independiente con las enzimas Avrll, BstEIl y Pstl
y sus resultados experimentales fueron comparados con sus respectivas predicciones in

silico derivadas del arreglo de cinco genes.

En las figuras 16, 17 y 18 se muestran las caracterizaciones con las enzimas de

restriccion Avrll, BstEIl y Pstl, que se obtuvieron al ser digeridas las mezclas de productos
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amplificados generados (R1, R2 y R3). Los anélisis con las enzimas de restriccion para

todas las clonas recombinantes concuerdan nuevamente con el arreglo de cinco genes.

N N N
n A i B SR 7o NN % &
R SR A L A A A A
A+ Pstl Avr 11 BstE 11 Pst 1
~ 10K
5K —
e— —— =
K = — —
— T —
K = p— e
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300 — —
200 —
I
N
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Pt PA-R1 | PA-R1-2  |a+mn

Figura 16. Caracterizacion del producto amplificado de las intergénicas largas con flancos en genes. En
la parte superior se muestra como se realizo la prediccion de los patrones de cortes para la mezcla de
fragmentos. En la parte inferior izquierda se muestran los patrones de digestion predichos para la mezcla de
fragmentos que se amplificarian (PA-R1) y para el producto amplificado de unas de las clonas generadas (PA-
R1-2), seglin un arreglo de cinco genes y a la derecha se muestra un gel de agarosa al 1% en el cual se
verificaron los productos de digestion. En los carriles 1 y 9 marcador de peso molecular; el carril 2
corresponde al producto amplificado PA-R1 sin digerir; los carriles 3, 4 y 5 corresponden al producto
amplificado PA-R1 digerido con las enzimas de restriccion Avrll, BstEll y Pstl, respectivamente y en los
carriles 6, 7 y 8, el amplicon PA-R1-2 digerido en el mismo orden con las mismas enzimas.
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En la parte superior de la figura 16 se muestra como se realizo la prediccion de los
patrones de cortes primero para cada fragmento en lo individual y luego para la suma de
estos. Esta figura constituye el ejemplo representativo del procedimiento seguido en
aquellos casos en los que se amplific6 més de un fragmento en una misma reaccion de

PCR.
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Figura 17. Caracterizacion del producto amplificado obtenido para R2. A la izquierda se muestran los
patrones de digestion predichos para R2 segun el arreglo de cinco genes. A la derecha se muestra el gel de
agarosa al 1% en el cual se verificaron los productos de digestion. En los carriles 1 y 6 marcador de peso
molecular A, carril 2 corresponde al producto amplificado sin digerir, los carriles 3, 4 y 5 corresponden al
producto amplificado digerido con las enzimas de restriccion Avrll, BstEIl y Pstl, respectivamente.

Como se puede observar en la foto del gel, el patrén de fragmento esperado
coincidié con el observado con cada enzima de restriccion. En el caso de que el locus se
ajustara a un arreglo diferente de genes, este patrén se veria afectado con la presencia de

varias bandas adicionales.
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Figura 18. Caracterizacion del producto amplificado obtenido para R3. A la izquierda se muestran los
patrones de digestion predichos para R3 segun el arreglo de cinco genes. A la derecha se muestra el gel de
agarosa al 1% en el cual se verificaron los productos de digestion. En los carriles 1 y 12 marcador de peso
molecular A, carril 2 corresponde al producto amplificado PA-R3 sin digerir, los carriles 3, 4 y 5 corresponden
al producto amplificado PA-R3 digerido con las enzimas de restriccion Avrll, BstEIl y Psfl, respectivamente,
en los carriles 6, 7 y 8, el amplicon PA-R3-1 digerido en el mismo orden con las mismas enzimas y en los

carriles 9, 10 y 11 el producto amplificado PA-R3-2 digerido de la misma forma.

5.1.5. Confirmacion de los arreglos génicos para los loci GH del chimpancé y del
orangutan.

Otro enfoque importante para revelar los arreglos de genes presente en los /loci de
chimpancé y orangutan, fue la amplificacion de las intergénicas largas con flancos en genes
CSHs y la posterior secuenciacion de los productos amplificados. En la figura 19 (paneles
A y B) se representan los productos amplificados esperados para el chimpancé y el
orangutan, prediciendo un arreglo pentagénico para el primero y uno tetragénico para el
segundo. En el panel C se muestra el resultado experimental que confirma los arreglos

predichos.
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Figura 19. Representacion de las regiones amplificadas en los arreglos de genes propuestos para los loci
GH del chimpancé (Panel A) y del orangutan (Panel B). Se representan con lineas horizontales los
probables productos amplificados a obtener utilizando el par de iniciadores CSH378F-CSH348R y se indica
el tamafio de los mismos en cada caso. Panel C. Amplificacion de regiones intergénicas de los loci GH del
chimpancé y del orangutan. Producto amplificado distintivo de 14,889 pb que abarca la segunda mitad de
un gen CSH, la IG larga posterior a éste y la primera mitad del siguiente gen CSH, obtenido con los
oligonucle6tidos CSH378F-CSH348R. Los productos de amplificacion se resolvieron en geles de agarosa al
1%. En el carril 1 como marcador de peso molecular una escalera de 500 a 10,000 pb, en los carriles 2 y 3 los
productos amplificados a partir del BAC del chimpancé con las premezclas 1 y 4, en los carriles 4 y 5 los
productos amplificados a partir del BAC del orangutan con las premezclas 1 y 4, en el carril 6 el control
negativo para la PCR.

Adicionalmente, se caracterizaron otras regiones de los /oci que corroboran dichos
ensamblajes. En todos los casos, los resultados esperados (prediccion in silico en base a
secuencia) para los ensamblajes del locus del chimpancé basado en un arreglo pentagénico
y del locus del orangutédn en uno tetragénico, coinciden con los resultados experimentales

obtenidos.

5.2. Diseccion bioinformatica.
5.2.1. Ensamblaje y anotacion estructural de los /oci GH de primates no hominidos.
Fueron ensambladas las secuencias de los BACs conteniendo los /oci GH del lemur

de cola anillada, el titi comun y el mono rhesus, pero ain debe continuarse en mayor o
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menor medida, con el proceso de curado de dichas secuencias. Ademds se inicid su
anotacion estructural (figura 20), identificandose genes y elementos regulatorios.

Adicionalmete se describieron las particularidades encontradas en sus /oci.

/" ESTREPSIRRINOS kK
CD7B ; GH i TCAM Lemur
E ¥ I # D (Lemur carta)
2,
/" PLATIRRINOS N
ChvB GH ¥ k 3 Y GH GH ¥ y TCAM Titi -
iti comin
| il | (Callithrix jacchus)
\_ L
/' CERCOPITECOIDEOS 3
CD79B GHN CSHI GHY CS5H2 CSH3 CSH4 TCAM M
=372 . i | ono Rhesus
l_I:I:ﬂ:':tl]:ﬂ:i:| 1} i:l i} I:. ‘\_I (Macaca mulatta)
3 o

Figura 20. Anotacion estructural de los loci GH de los primates no hominidos ensamblados. Se
representan con rectangulos azules y rosados los genes GH/CSHs y pseudogenes que componen los
loci GH. Los rectangulos verdes representan el gen CD79b no relacionado que se encuentra rio
arriba de los loci GH y los amarillos, el gen TCAM que se encuentra rio abajo de los mismos. Con
ovalos azules se representan las secuencias similares a los sitios del inhibidor hipofisiario descritos
para el locus GH en el humano y con rectangulos rojos, las secuencias similares a los potenciadores

placentarios descritos en el humano.

El ensamblaje del locus GH del lemur reveld que este es un locus unigénico. Se
obtuvo para éste la secuencia continua que abarca desde el gen CD79b hasta el TCAM.
Interesantemente su inspeccion nos permitio identificar secuencias similares al elemento P
en un 83% y otras similares al potenciador placentario en un 78%. Para el titi comun, la
organizacion y composicion génica del locus GH ya habia sido reportada, sin embargo se
extendid el ensamblaje hacia las regiones flanqueantes incluyendo a los genes CD79b y

TCAM vy se identifico una secuencia similar al potencidor placentario en un 88%.

En el caso del mono rhesus, se habia reportado previamente la secuencia parcial del

locus GH, sin embargo en el presente trabajo se reporta completamente dicho locus, que
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incluye la segunda IG mediana y la tercera IG larga. Interesantemente, encontramos una
inversion en dicha intergénica larga que involucra al elemento P del tltimo gen. Ademas, se

extendid el ensamblaje hasta incluir a los genes CD79b y TCAM.

5.2.1. Ensamblaje y anotacion estructural de los loci GH de los hominidos. Genémica
comparativa y evolutiva.

Los BACs conteniendo los loci GH de varias especies de hominidos fueron
ensamblados, anotados y comparados en sus regiones codificantes, intronicas, regulatorias
y regiones flanqueantes. Se llevd a cabo un analisis detallado de los loci GH de los
hominidos, el cual se describe a continuacion. En el caso del chimpancé y el gorila, la
secuencia se ha dejado totalmente curada, mientras que para el orangutan dicha secuencia
se encuentra muy proxima al curado definivo, por ello no ha sido incluida en todos los

analisis.

Con las secuencias obtenidas en este trabajo, las recuperadas del GenBank y las
caracterizaciones enzimaticas, fue posible determinar la organizacion genémica de los loci
GH de los hominidos analizados, tal y como se muestra en la figura 21. Adicionalmente, se
establecid una nueva nomenclatura (cuadro 2) para los genes que lo conforman con el
objetivo de uniformar ésta con respecto a la del humano y asi facilitar su seguimiento y la

mejor comprension del manuscrito.

Cuadro 2. Nomenclatura usada para los genes de los /oci GH.

Posicion Abreviaturas ..
Tejido de
en el locus Gen Human Chimpancé Gorila Orangutan expresion
H-C/G/O u 0 impancé ori gu p
11 | Hormonade . | hGH-N | ¢cGH-N gGH-N | oGH-N hipéfisis
crecimiento “Normal
2y | Somatomamotropina | cery | CSHAL gCSH-1 | oCSH-1 placenta
corionica
33 Somatomamotropina |, ey 4| CSH-42 gCSH-2 placenta
corionica
4 Sor.n,atgmamotropma gCSH-3 placenta
corionica
4/553 | Hormonadel hGH-V | cGH-V gGH-V | oGH-V placenta
crecimiento Variante
S/6/4 | Somatomamotropina |, rer g | Lospp 9CSH-4 | oCSH-2 placenta
corionica
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La organizacion general del locus GH del chimpancé es similar a la de humano, con
5 genes, que codifican la GH hipofisiaria (¢cGH-N), la GH variante (cGH-V) y tres CSHs
(cCSH-A1, c¢CSH-A2 y cCSH-B, equivalentes a hCSH-L, hCSH-A y hCSH-B,
respectivamente; figura 21). La similitud general entre estos cinco genes es

aproximadamente del 93%, reflejando su reciente generacion.

El locus gGH, contiene seis genes GH/CSH, en contraste con los cinco genes del
chimpancé y del bien caracterizado locus GH humano (Chen ef al. 1989). Dada la similitud
general entre los genomas del chimpancé y del gorila con el humano, las diferencias
podrian ser potencialmente importantes y dignas de mayor investigacion. Sin embargo, es
evidente que la naturaleza repetitiva de la region del locus GH, que surge como
consecuencia de varias rondas de duplicacion génica (ver mds abajo), conduce a problemas

en la obtencidon de un ensamblaje exacto.

Los datos disponibles para los Jloci GH en los ensamblajes gendmicos
(http://www.ensembl.org/gorilla/), también fueron examinados en detalle, utilizando los
datos disponibles en la base de datos WGS Trace (http://www.ncbi.nlm. nih.gov / Traces).
Siete genes completos fueron bien soportados en el ensamblaje del locus GH del gorila. Su
secuencia se completd sobre la base de los datos derivados de la secuenciacion del BAC, en
el cual se detecta un s6lo gen para la sexta posicion, debido a que el polimorfismo se ha
perdido en la clonacién del BAC. Una evaluacion detallada permiti6 el ensamblaje de los
datos de la secuenciacion gendmica para dar una secuencia completa para el /ocus GH del
gorila. Los resultados de estos dos enfoques identificaron seis genes GH/CSHs en el gorila
y cinco en el chimpancé, que se corresponden cercanamente con los cinco genes del locus
GH humano.

En base a los hallazgos anteriores, se concluye que la organizacion general del locus
GH del gorila (Fig. 21) es diferente a la del humano y chimpancé, con seis genes que
codifican la GH pituitaria (gGH-N), GH variante (gGH-V) y cuatro CSHs (gCSH-1, gCSH-
2, gCSH-3 y gCSH-4). La similitud global entre estos seis genes es de aproximadamente

94%, lo que refleja su reciente generacion (similar a lo observado en el chimpancé).
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A. Locus GH del humano

CD79B GH-N CSH-L CSH-A GH-V  CSH-B TCAM

- f—f—f—f——f—_ -

B. Locus GH del chimpancé

CD79B GH-N C3H-A1 C3H-A2 GH-V  CSH-B TCAM

- ——ff—f———— -

C. Locus GH del gorila

CD79B GH-N CSH-1 C3H-2 CSH-3 GH-V CSH-4 TCAM

I e e e B e T T

D. Locus GH del orangutan

CcD79B GH-N CSH-1 GH-V CSH-2 TCAM
— ——— —{—
p— > > -> -> —
| | | | | | | | | | |
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

kbp
Figura 21. Organizacion genémica de los loci GH del humano, chimpancé, gorila y orangutan. A. El

locus GH humano (basada en Chen et al. 1989). B. El locus GH del chimpancé basado en el presente trabajo.
C. El locus GH del gorila basado en el presente trabajo. D. El locus GH del orangutan basado en el presente
trabajo. Los cuadros en gris indican las secuencias de los genes de GH/CSHs. Los cuadros blancos indican las
secuencias de los genes CD79B y TCAM que flanquean el locus GH en los ensamblajes representados. El
locus GH en el humano, el chimpancé, el gorila y el orangutan se encuentra en el cromosoma 17 (17q24.2 en
el humano) y se muestra aqui en la orientacion inversa. Las flechas indican la direccion transcripcional.
Adicionalmente fueron identificados en el BAC, pero no son mostrados, los genes SCN4A e ICAM2 rio

arriba de CD79b y SMARCD2, rio abajo del pseudogen TCAM1.

En el caso del orangutan se identificaron cuatro genes (figura 21) que codifican la
GH hipofisiaria (0GH-N), GH variante (0GH-V) y dos CSHs (oCSH1 y oCSH2). La
similitud global entre estos cuatro genes es del 91% aproximadamente (datos no
mostrados). Uno de los genes CSHs tiene una alteracion en un sitio 5° donor de splicing en
el intrén 2 que genera una proteina incapaz de ser secretada quedando por tanto atrapada en

el interior de la célula). El locus GH del orangutan genera en total solo tres productos
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proteicos funcionales. Los loci GH del gorila, chimpancé y humanos difieren en detalle en

un numero de aspectos, mismos que se discuten a continuacion.

5.2.1.1. Analisis de las proteinas.

De las secuencias gendmicas correspondientes a los genes que integran los loci GH
de los primates analizados en este trabajo, con la ayuda del programa Genescan se
predijeron las secuencias proteicas codificantes. En la figura 22 se muestra el alineamiento
de las proteinas GH/CSH del gorila, del chimpancé y del humano, usando como referencia

a la secuencia del gen de la GH hipofisaria del humano (hGH-N).
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Figura 22. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las proteinas maduras . La hGH-N se utiliza
como referencia; coincidencias con esta en las otras secuencias se muestran como “.”’ y deleciones como
La secuencia dada para hCSH-L es una traducciéon conceptual, asumiendo un empalme equivalente al

observado en los otros genes.

(332

Resultd de interés investigar si las diferencias aminoacidicas encontradas ocurrian

en los sitios clave de union al receptor. Adicionalmente se le prest6 una especial atencion a
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aquellos residuos que basado en datos experimentales se han reportado que juegan un papel
determinante en la funcidon, siendo estos en GHs: Ile4, Glu56, Arg64 e Ile179; mientras
que en CSHs Val4, Asp56, Met64 y Metl79 (Goffin et al., 1996). También se tuvo en
cuenta el residuo de fenilalanina de la posicion 44 (Phe44), ya que se ha sugerido que
puede tener una importancia estructural particular en el sitio I de unién de la hormona con
su receptor y estar relacionado con la actividad lactogénica de la misma (Peterson y

Brooks, 1997; Duda y Brooks, 2003).

El gen GH-N de chimpancé codifica una proteina que difiere de la correspondiente
del gen humano en dos posiciones: una en el péptido sefial (residuo 23 Pro en chimpancg,
Thr en humano) y una en la proteina madura (residuo 132, Glu en chimpancé, Gly en
humano) (figura 22). El gen GH-N del gorila codifica una proteina idéntica a la GH-N

humana, excepto por una sustitucion de Thr por Ala en el residuo -24 del péptido sefial.

La proteina GH-V madura del chimpancé result6 ser idéntica a la del humano, sin
embargo sus secuencias del péptido sefial se diferencian por una sustitucion de Pro por Ser
en el residuo 8 (figura 23). El gen GH-V gorila codifica una proteina que difiere de los
correspondientes genes humanos y de chimpancés en tres posiciones (Fig. 22), Ile-3, Asp-

21 y Ser-146 en gorila, Thr, Tyr y Phe en chimpancés y humanos).

hGHN-PS MATGSRTSLLLAFGLLCLPWLQEGSA
aZAN-P3 MAPGSRTS T TTAFGT, CTPWT.ORGSA
goHN=-PS MARACGSRTS_LLAFGLLCLEWLOEGSA
hZHV-T3 MAAGSRTSLLLAFGLLCLSWLDEGSA
2GHV-P3 MAAGERTS _LLAFGL_CLCWLOEGSA
qGHV-FS MAAGSRTS _LLAFGL_CLEWLREGEA
hisHL-PS MARGSRTS _LLANAL_CLPWLOLEAGA
hisla-PS MAPGERTS _LLAFAL_CLPWLOLAGA
hCSHB-P3 MAAGSRTI T TAFAT  CT.PWT.OFAGA
cCSIIAL-PS MAAGSRTSLLAFALLCLEPWLOLAGS
cCSIIAZ-PS MAPGSRTSLLAFALLCLEPWLOLAGA
cl5HE-F3 MAPGSRTS_LLAFALLCLPWLDEAGA
gClSHI-PS FARPCSRTS_LLLAFALLCLEWLOEAGA
gCSH2-PS MAPGSRTS_LLAFAL_CLEWLOEAGH
gUBH3-Ls MAPGSRTS _LLAFAL_CLPWLOEAGA
glusH4-18 MAPGSRUS _LLAFAL_CLPWLOEAGA

sk whkwwhkhkmwohw  kkww ok owk o *

Figura 23. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas correspondientes al péptido sefial. El péptido
sefial de hGH-N se utiliza como referencia. La secuencia dada para hCSH-L es una traduccion conceptual,
asumiendo un empalme equivalente al observado en los otros genes.
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El gen CSH1 de gorila codifica una proteina que es sustancialmente diferente de las
otras CSHs. Las proteinas gCSH1 y gCSH2 difieren en doce posiciones (Figs. 22 y 23), una
en el péptido sefal (residuos -26, Phe en gCSH1, Met en gCSH2) y once en la proteina
madura: Asp-11, His-12, Met-14, Glu-39, Asn-47, Glu-74, Arg-77, Val-90, Met-96, Ala-98
y Ser-184 en CSH1 son reemplazados por Lys, Glu, Val, Asp, Asp, Gly, His, Met, Ile, Thr

y Phe, respectivamente.

El pseudogen putativo CSH-L humano codifica potencialmente una proteina que es
sustancialmente diferente del resto de las CSHs humanas, debido a una sustitucion en el
sitio donador de “splicing” en el intron 2. En los genes correspondientes de gorila y
chimpancé (CSH1 y CSH-A1) el sitio donador del empalme en el intrén 2 esta intacto. Se
llevd a cabo la reconstruccion del potencial producto proteico (aCSH) del ancestro comun
de los genes que codifican para hCSH-L, cCSHA1 y gCSHI1 con el proposito de entender
mejor lo qué le sucedid a este potencial pseudogen durante la evolucion de los hominidos

(fig. 24).
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Figura 24. Reconstruccion de la secuencia aminoacidica del ancestro comin de los genes gCSHI,
c¢CSHA1 y hCSH-L. La secuencia reconstruida del ancestro comin (aCSH) de hCSH-L, cCSHA1 y gCSH1
se utiliza como referencia; coincidencias con esta en las otras secuencias se muestran como “.” y deleciones
como “-”. La secuencia dada para hCSH-L es una traduccion conceptual, asumiendo un corte y empalme de

exones equivalente al observado en los otros genes.
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Las proteinas maduras gCSH2 y gCSH3 difieren en un residuo (el residuo 154 es
Asp en CSH2 y Glu en CSH3). El gen CSH4 en gorila codifica una proteina madura que
también difiere de gCSH2 en un so6lo residuo (Arg-91 en CSH2 se sustituye por Gln).

Las proteinas maduras hCSH-A/B y gCSH2 difieren en los residuos, 34, 39, 47 y
164 (Thr, Asp, Asp y Tyr en humano, Ala, Glu, Asn y His en gorilla, respectivamente).
Mientras que las proteinas cCSHA1/A2 y gCSH2 difieren en los residuos 39, 47 y 123
(Asp, Asp y Met en chimpancé, Glu, Asn y Thr en gorilla, respectivamente). En tanto que
cCSHB y gCSH2 difieren en los residuos 39, 47, 69 y 126 (Asp, Asp, His y Arg en

chimpancé, Glu, Asn, Gln y Gly, respectivamente.

En la figura 25 se representan las proteinas deducidas de los genes de los loci GH
del humano, chimpancé y gorila. Como se puede observar en el humano, hay un potencial
pseudogen representado con un circulo rojo sin nimero que corresponderia a una proteina
incapaz de secretarse y los dos genes CSH codifican la misma proteina madura (Barrera-
Saldafia et al., 1983). En contraste, en el chimpancé todos los genes se predicen funcionales
y de las proteinas codificadas por los genes CSH dos codifican la misma proteina madura y
comparten con la tercera una similitud superior del 98%. En el gorila, igualmente todos los
genes se predicen funcionales y codifican proteinas diferentes. Tres de sus genes CSHs
(gCSH2, gCSH3 y gCSH4) codifican proteinas maduras que tienen una similitud entre ellas
superior al 98% y de alrededor del 93 y 94% con respecto a la codificada por gCSHI1. Sin
embargo en el orangutdn solo hay dos CSHs, de las cuales una es incapaz de secretarse,
similar a lo que sucede con la CSH-L de humano, por lo que sélo tres de los cuatro genes

que presentan dicho /ocus se predicen funcionales (datos no mostrados).
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Figura 25. Representacion de los productos proteicos deducidos de los loci GH del gorila (A), del
chimpancé (B) y del humano (C). Las cajas coloreadas indican los genes que conforman los /oci GH,
mientras que las blancas al gen CD79b que flanquea la regioén 5° de cada locus y las lineas sélidas representan
a las RIGs. Los circulos representan las proteinas maduras deducidas. A. Locus GH del gorila formado por
seis genes que producen seis productos proteicos diferentes. B. Locus GH pentagénico del chimpancé que
genera cuatro proteinas diferentes, debido a que dos de los genes codifican la misma proteina madura. C.
Locus GH pentagénico del humano que produce cuatro proteinas maduras, dos genes codifican para la misma
proteina madura y otro es incapaz de rendir una proteina secretada pues queda atrapada en el interior de la
célula debido a una alteracion en el gen a nivel del sitio 5* donor de “splicing” en el intron 2, generandose en
total solo tres productos proteicos funcionales en el /ocus.

Un andlisis comparativo entre las proteinas ortdlogas de humano y chimpancé
muestra que todas las secuencias aminoacidicas del chimpancé exhiben una similitud arriba
del 98% respecto a su ortdlogo en el humano, excepto por CSH-A1, cuyo valor resulté del
94%. Interesantemente, esta proteina mostr6 mayor similitud con hCSH-A y hCSH-B
(98%). La secuencia aminoacidica de la GH-V de humano y chimpancé son idénticas. La
GH-N de humano y chimpancé comparten un 99.5% de similitud en sus secuencias
proteicas (un solo cambio aminoacidico). En el humano los genes CSH-A y CSH-B
codifican la misma proteina madura y en el chimpancé son los genes CSH-A1 y CSH-A2

los que codifican la misma proteina madura. Por otra parte, el gorila comparte con el
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humano idéntica proteina madura (GH-N) y difiere en su GH-V, de éste y del chimpancé,
en tres posiciones aminoacidicas. El orangutan comparte la misma GH-N (proteina madura)
con el humano y con el gorila y su GH-V madura difiere con la del chimpancé y el humano

en un 6% y con la del gorila en un 7%.

5.2.1.2. Analisis filogenético de los genes GH/CSH de humano y chimpancé.

En la figura 26 se muestra el arbol filogenético de los genes GH/CSH de humano,
chimpancé, gorila y orangutdn, en cuya construccion se incluyd como grupo fuera la
secuencia del 1émur. So6lo se observa clara ortologia entre los genes GH-N y GH-V de los
cuatro hominidos, mientras que para las CSHs se observa un agrupamiento especie-
especifico y no se aprecia una clara ortologia entre ellas. Adicionalmente se utilizaron otros
métodos como maxima parsimonia y “maximum likelithood” para construir el arbol, pero

siempre se obtuvo la misma topologia (Gonzélez et al., 2006).

ECSHI
16 SHL

|GHN

19.0

18 16 14 12 10 ] b q 2 0
My deatide Substtuions (x100)

Figura 26. Arbol filogenético de los genes GH/CSH de humano, chimpancé, gorila y orangutan. El arbol
fue construido con el programa MEGA 3.0 por el método de NJ, utilizando las secuencias codificantes de los
genes del chimpancé, gorila, orangutan y lemur generadas en este estudio y como referencia las del humano.

5.2.1.3. Un vistazo a los reguladores de la transcripcion.

Muchos elementos reguladores se han identificado en el /ocus hGH, incluyendo los
asociados con las regiones promotoras inmediatamente rio arriba de cada gen, un elemento
de respuesta a glucocorticoides en el intron 1 del gen GH-N, un potenciador de la expresion

placentaria rio abajo de los genes CSHs, " elementos P " rio arriba de cada gen, (excepto de
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la GH-N) y una region de control del locus lejos rio arriba de la GH-N (Ho et al. 2004). El
ultimo de éstos cae fuera del locus GH considerado aqui, por lo que el resto de los

elementos se analizan en detalle a continuacion.

5.2.1.4. El promotor proximal.
En la figura 27 se muestra el alineamiento de las secuencias correspondientes al
promotor proximal de los genes GH/CSH de humano, chimpancé y gorila, indicandose los

sitios de unidn a factores transcripcionales descritos para el primero.

Estos sitios incluyen la caja TATA, los elementos Pit-1 proximal y distal (Theill y
Karin, 1993; Krawczak et al., 1999), un elemento de respuesta a AMPc (CRE) (Eberhard et
al., 1996), un elemento de respuesta a hormona tiroidea (TRE) (Glass et al., 1987), un sitio

de union del factor SP-1 (Lemaigre ef al., 1989) y un sitio de union del iniciador (IntE).

Sp-1 Pit-1 distal CRE Zit-1 preximal TRE TATA Inz3
hCHR TTCPAARTIATOCAT e S T O AT AT AA A T T ACAC A DA AACANC S T CCE™CAR - CACTC S ACAGAACT [ AARD ACACACCAZSCTCA
aCHH e T I - R TRy VIR PRRPRENPMIEN S T
gRHN O A A . L ramasmratertonn et e [ AU - S A P [ 1]
hEAV ] e R T G..C. . .CR.G. . Gufanrid]innn A. .AG..G C.A ] ] T T T P
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Figura 27. Alineamiento de los promotores proximales. El gen de hGH-N se utiliza como referencia;
coincidencias a éste en otras secuencias se muestran como “.” y deleciones como . Los elementos
reguladores que han sido identificados en el gen hGH-N se muestran en los rectangulos.

[T3R L)

Los promotores proximales exhiben entre 97 y 99% de similitud entre si y todos
poseen los elementos minimos indispensables para la transcripcion basal. Sin embargo, se
requieren ensayos de transfeccion frente algun gen reportero para evaluar el significado
bioldgico de los cambios puntuales observados. En el caso de los elementos Pit-1, se puede
observar que tanto el distal, como el proximal se encuentran altamente conservados
respecto a la secuencia consenso, excepto para las GH-V de humano y chimpancé, cuyos

promotores exhiben algunas variaciones, coincidiendo en ambos casos.
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En el caso particular del lemur, su promotor proximal exhibe una similitud entre el

70y 77% con respecto al de los hominidos analizados (datos no mostrados)

5.2.1.5. El inhibidor hipofisiario o elemento P.

Este elemento que inhibe la expresion de los genes placentarios en la hipofisis se
encontrd en todas las regiones intergénicas del chimpancé. El elemento P se encontrd en
cada una de las regiones intergénicas del chimpancé. En el genoma humano el elemento P
esta situado en las posiciones -2,439; -2,386; -2,287 y -2,690 de los genes CSH-L, CSH-A,
GH-V y CSH-B, respectivamente. En el chimpancé esta en las posiciones -2,258; -2,249; -
2,222 y -2,515 de los genes CSH-A1, CSH-A2, GH-V y CSH-B, respectivamente. En la
figura 28 se muestra el alineamiento de las 90 pb que comprenden a esta secuencia
reguladora para humano y chimpancé. Todas las secuencias entre si tienen una similitud

arriba del 95.6%.
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Figura 28. Alineamiento de los inhibidores hipofisiarios. Las secuencias de los cuatro inhibidores
hipofisiarios predichos para el locus del chimpancé y los cinco para el locus del gorila, se alinearon con sus
homologos en el humano. El gen de hCSH-A se utiliza como referencia; coincidencias con esta en otras

[73E2]

secuencias se muestran como “.”’ y deleciones como “-”. Los rectangulos muestran los tres dominios de union
a proteinas (PSE-A, PSE-B y PSE-C) del elemento P (Norquay et al., 2006). El sitio de unién predicho para
HNF-3, C/EBP, la familia de RFX y la mitad del sitio para la familia NF-1 estan encerrados en un rectangulo.

Interesantemente, en el lemur parece haber una secuencia similar a un elemento P
con una similitud entre el 76 y el 80% (Datos no mostrados) con respecto a los elementos P
de los hominidos alineados en la figura 28. Dicha secuencia no esta presente en la rata, pero

si en el perro en el cual se presenta con una similitud entre el 39 y el 51% con respecto al
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de los hominidos alineados. Quizas a este nivel el mecanismo de regulacion es diferente al

descrito en humanos.

5.2.1.6. El potenciador placentario o enhancer.

Este elemento que potencia la expresion de los genes CSH en la placenta, se
encontrd aproximadamente a 2.3 kpb después de estos genes en el chimpancé. En la figura
29 se muestra el alineamiento de las 280 pb que comprenden a esta secuencia reguladora en
el chimpancé y en el humano, indicdndose cuatro regiones identificadas en el humano por
“footprinting” (Jacquemin et al., 1994), de las cuales DF3 y DF4 parecen ser las mas

importantes.

Todas las secuencias entre si exhibieron una similitud arriba del 97.9%. En el
humano los potenciadores de los genes hCSH-L y hCSH-A presentan una insercion de
cuatro pares de bases rio arriba del dominio DF2, que se ha demostrado que reducen la
funcionalidad de éstos (Jacquemin ef al., 1994). Esta misma insercion se encontrd en los
potenciadores de los genes cCSH-A1 y cCSH-A2 del chimpancé. En el dominio DF3 se
indican dos nucledtidos presentes en el gen hCSH-B, que son reemplazados por Gy T en
los genes hCSH-L y hCSH-A en el humano. Estos cambios en el dominio DF3 de dichos
potenciadores son responsables de su actividad reducida (Jacquemin et al., 1996). Los
potenciadores de los genes cCSH-A1 y cCSH-A2 del chimpancé también son portadores de

estas dos mutaciones, sin embargo, el gen cCSH-B solo presenta una de estas.

Unas secuencias similares a este elemento fueron halladas en lemur y en el titi
comun, exhibiendo similitudes de 76-80 y 77-88%, respectivamente. Enfatizar las
diferencias en los dominios DF3 y DF4 y sugerir que son necesarios ensayos de
funcionalidad. Describir también si es posible la situacion del orangutan en este punto

(datos no mostrados).
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Figura 29. Alineamiento de los potenciadores placentarios. Las secuencias de los tres potenciadores
placentarios predichos para el Jlocus del chimpancé y los cuatro para el del gorila se alinearon con sus
homologos en el humano. El gen de hCSH-B se utiliza como referencia; coincidencias con esta en las otras

732

secuencias se muestran como “.” y deleciones como “-”. Los rectdngulos muestran cuatro dominios DF del
potenciador placentario. Los nucledtidos que cuando estan mutados causan una reduccion en la actividad del
potenciador se muestran como * (Lytras et al., 1996) y $ (Jacquemin et al., 1996).

5.2.1.7.Elementos de respuesta a glucocorticoides.

Se ha reportado la presencia de un elemento de respuesta a glucocorticoides (GRE)
en el primer intrén del gen de la GH-N humana (Slater er al., 1985). En la figura 30 se
muestra parte de un alineamiento de las secuencias nucleotidicas de los genes GH/CSH de
humano, chimpancé y gorila que abarca el exén 1 y parte del primer intron. EI GRE fue
identificado en el alineamiento tomando como referencia el reporte previamente
mencionado de su secuencia para el gen de la hGH-N. En este trabajo se determind que
dicho elemento se encuentra conservado en los genes GH-N y GH-V de chimpancg,

notandose que también lo estd en el gen GH-V humano y en el de la GH-V de gorila y
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orangutan. Sin embargo, sustituciones nucleotidicas presentes en el gen GH-N de gorila y
orangutan sugiere que probablemente dicho elemento en estas especies no es funcional.

EXON 1 GRE

hGHN ATGGCTACAGE TAAGCGCCCCTAARAATCCC T T |GGG CACAATGTGTCCIGAGGGGAGAGGCAGCGACCTGTAGAT

Figura 30. Alineamiento del exon 1 y el comienzo del intrén 1 en los genes GH/CSH. Las secuencias del
exon 1 y el comienzo del primer intron de los genes GH/CSH del chimpancé, el gorila y el orangutan, se

alinearon con sus homoélogos en el humano. El gen de hGH-N se utiliza como referencia; coincidencias con

[73E2)

¢ésta en otras secuencias se muestran como “.” y deleciones como “-”. En la parte superior de la figura se
presentan los diez y seis nucledtidos de la secuencia reportada previamente para el elemento de respuesta a
glucocorticoides (GRE) (Slater ef al., 1985) y se indica su identificacion dentro del alineamiento. El primer

rectangulo muestra el exon 1 y el segundo rectangulo identifica los GRE.

5.2.1.8. Comparaciones de las regiones intergénicas.
5.2.1.8.1. Elementos repetitivos y eventos indels.

Todas las regiones intergénicas del chimpancé exhiben una similitud superior al
96.9% respecto a su ortélogo en el humano. En la figura 31 se muestra un andlisis
comparativo de la distribucion de elementos repetitivos entre los loci GH del humano, del
chimpancé y del gorila; no se han incluido en esta representacion a los elementos hAT
Charlies porque a estos se les dard una atencioén particular més adelante. Utilizando la
herramienta bioinformatica RepeatMasker se confirmé la presencia en el locus GH del
chimpancé de 48 secuencias Alu equivalentes a las reportadas en el humano por Chen y
colaboradores en 1989, junto con un niimero adicional de elementos relacionados a SINE y

LINE.
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Figura 31. Andlisis comparativo de la distribucion de elementos repetitivos. Las cajas en negro indican
los genes que forman los loci GH, mientras que las lineas solidas representan a las RIGs. En la parte inferior
se muestra una leyenda para la identificacion de los elementos repetitivos.

Para una mejor comprension, estos elementos han sido divididos para su analisis.
Inicialmente se comenzo por analizar de forma comparativa los elementos Alu (figura 32)
que es una familia que ha jugado un importante papel en la evolucion de los primates. Para
el caso del chimpancé, el nimero de estos elementos (48) coincide con el humano. Para el
gorila y teniendo en cuenta que contiene una region intergénica adicional, posee un nimero
mayor de repeticiones Alu (57). En la region 5° del locus tanto el chimpancé como el
humano comparten dos elementos Alu con orientacion sentido, que no estan presentes en el
gorila, dos lementos Alu deletados en la primera IGL, un elemento Alu deletado en la

segunda IGM vy dos inserciones en la region posterior.
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Figura 32. Identificacion de las diferencias encontradas en la distribucion de elementos Alus. Las cajas

en negro indican los genes que forman los /oci GH, mientras que las lineas solidas representan a las RIGs.

Adicionalmente fueron analizadas las repeticiones MIRs (fig.33). El locus GH del
chimpancé cuenta con 12 repeticiones MIRs, a diferencia del humano en el cual hay 14 de
estas repeticiones. En el gorila, a pesar de que tiene una intergénica adicional, cuenta con
15 repeticiones de este tipo. Con respecto al locus GH del gorila, en la regiéon 5’
flanqueante, el locus humano tiene una insercion de un elemento MIR y el /ocus del
chimpancé tiene deletada una secuencia MIR. Adicionalmente en la primera IGL del locus
humano hay un insercion de un elemento MIR y otra en la region 3’ flanqueante con

respecto al locus GH del gorila.
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Figura 33. Identificacion de las diferencias encontradas en la distribucion de los elementos MIRs. Las
cajas en negro indican los genes que forman los /oci GH, mientras que las lineas sélidas representan a las
RIGs.

Otra familia importante de elementos repetitivos que fue analizada fue la de los
elementos LINEs (fig. 34). El niimero de estos elementos en el humano es 22 (cinco
LINEI1, nueve LINE2, cinco LINE3 y tres CR1), en el chimpancé es 24 (seis LINEI, siete
LINE2, siete LINE3 y cuatro CR1) y en el gorila es 28 (ocho LINEI, once LINE2, seis
LINE3 y tres CR1).

Con respecto a la distribucion de elementos LINE, se hallo una delecion de un
elemento LINE3 en la region 5’flanqueante en el humano, una insercion de un elemento
LINE3 en la primera IGM del humano y una insercion (LINE3) y una delecion (LINE2) en
la primera IGM del chimpancé. Dos deleciones (LINE1 y LINE3) en la primera IGL del
humano. Una inserciéon de un L-CR1 en el locus GH del chimpancé y una delecion de tres
elementos repetitivos (LINE, LINE2 y LINE3) en humano y chimpancé con respecto al

gorila. En la region 3° flanqueante de humano y chimpancé hay una delecion de un
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elemento LINE2 y la insercion de un segundo elemento LINE2 con respecto al gorila.

Adicionalmente en el chimpancé se halla una insercion de en elemento LINE3.

El andlisis con RepeatMasker, junto con una inspeccion visual, mostré que la
principal diferencia en el contenido de elementos repetitivos entre los loci de humano y
chimpancé radica en un elemento relacionado a LINE 1 rio arriba de CSH-A2/CSH-A,

presente en chimpancé pero no en humano.
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Figura 34. Identificacién de las diferencias encontradas en la distribucion de los elementos LINEs. Las
cajas en negro indican los genes que forman los loci GH, mientras que las lineas solidas representan a las
RIGs.

También analizamos los eventos Indels que han tenido lugar en los /oci GH de estas
tres especies. Para dicho andlisis, se incluyo las regiones anterior y posterior que flanquean

a estos /oci.

En el caso del gorila, su locus GH contiene un gen y una IGL adicional con respecto
a los loci de humano y chimpancé. Tomando como referencia la primera IGL del gorila se

identificaron los eventos Indels en las restantes IGL de gorila y en las de humano y
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chimpancé. En todas las IGL se identificd un delecion de aproximadamente 324 pb. En la
tercera IGL de gorila, en la segunda de chimpancé y en las dos IGLs de humano se
identifico un delecion de 227 pb. La primera IGL de humano y chimpancé coinciden en una
insercion de 61 pb. Por otra parte la segunda IGL de chimpancé se distingue del resto por

un insercion de 11 pb y una delecion de 134 pb.

Otra diferencia importante entre humano y chimpancé lo constituyen cuatro eventos
indels adicionales de mas de 15 nt, incluyendo tres extensiones/reducciones de secuencias
ricas en AG simples y una secuencia de 112 nt en el intrén 3. Esta ultima est4 presente en
humano, pero no en chimpancé y no es identificado como un elemento repetitivo por

RepeatMasker, a pesar de la presencia de un largo intervalo de poli-T.

En la regién 3’ flanqueante de los /loci GH de humano y chimpancé hay una
insercion de 1325pb y 1338 pb, respectivamente, con respecto a la secuencia del locus GH
del gorila. En la figura 13 se puede apreciar una de estas diferencias de pesos al comparar la
migracion de los fragmentos que contienen dicha region amplificados sobre los BACs de

chimpancé y de gorila.

En tultimo lugar hemos dejado el andlisis de los elementos hAT Charlies (fig. 35),
porque hemos hecho un hallazgo interesante en estos elementos. Se encuentran cinco
elementos hAT-Charlie en el locus GH humano y de chimpancé aunque con diferente
distribucion, a diferencia de siete de estos elementos hallados en gorila. Solo dos tipos de
elementos hAT-Charlie fueron identificados en los /oci GH de los primates (MER102b y
MERS5B), de los cuales el MERSb parece estar relacionado con la adquisicion de la

funcionalidad del potenciador.
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Figura 35. Analisis comparativo de la distribucién de elementos hAT-Charlie. Las cajas en negro indican
los genes que forman los loci GH, las lineas so6lidas representan a las RIGs. En la parte inferior se muestra una
leyenda para la identificacion de los elementos repetitivos.

Hemos descubierto (fig. 36) que los enhancers de los genes CSHs se encuentran
interrumpidos en su extremos 3’ por elementos MERS5b (hAT Charlie). Precisamente este
elemento aporta los dominios mas importantes descritos como responsables de la actividad

potenciadora de estos elementos reguladores [l
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b— hAT-Charlie (MER5B)

@ Potenciador placentario

Figura 36. Contribucion de los elementos hAT-Charlie al origen del potenciador placentario.

Se llevo a cabo la comparacion de la GH hipofisiaria de especies representativas de
los diferentes grupos de primates como se muestra en la figura 37. El nimero de cambios
aminoacidicos se corresponde con la distancia filogenética que los separa. Se analizaron los

sitios de importacia en la unién hormona-receptor.
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IR SR SR AR S A R I R R
GHN-Hs FPTIPLSRLFDNAMLRAHRLHQLAFDTYQEFEEAYIPKEQKYSFLQNPQTSLCFSESIPT 60
GHN-Pt FPTIPLSRLFDNAMLRAHRLEHQLAFDTYQEFEEAYIPKEQKYSFLONPQTSLCFSESIPT 60
GHN-Mm FPTIPLSRLFDNAMLRAHRLHQLAFDTYQEFEEAYIPKEQKYSFLONPQTSLCFSESIPT 60
GHN-Cj FPTIPLSRLLDNAMLRAHRLHQLAFDTYQEFEEAYIPKEQKYSFLONPQTSLCFSESIPT 60
GHN-Lc FPAMPLSSLFANAVLRAQHLEQLAADTYKEFERTYIPEGQRYS~IQNAQAAFCFSETIPA 59

kkzakkk ky hkghkkgakhkhhk Rhkahkk shkkky kakk skk kyzakkkkadohg

GHN-Hs PSNREETQQKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLRSVFANSLVYGASDSNVYDLLKDLEEG 120
GHN-Pt PSNREETQQKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLRSVFANSLVYGASDSNVYDLLKDLEEG 120
GHN-Mm PSNREETQQKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLRSVFANSLVYGTSYSDVYDLLEKDLEEG 120
GHN-Cj PASKKETQQKSNLELLRMSLLLIQSWFEPVQFLRSVFANSLLYGVSDSDVYEYLKDLEEG 120
GHN-Ld PTGKDEAQQRSDMELLRFSLLLIQSWLGPVQFLSRVFITNSLVFGTSDR-VYEKLRDLEEG 118
ke 2 kekkshsohkhhkhkeokhkhbhhkhh: whddkd kkeskhkhks sk * kkr kedhhkkhd
Wb
GHN-Hs IQTLMGRLEDGSPRTGQIFKQTYSKFDTNSHNDDALLKNYGLLYCFRKDMDKVETFLRIV 180
GHN-Pt IQTLMERLEDGSPRTGQIFKQTYSKFDTNSHNDDALLKNYGLLYCFRKDMDKVETFLRIV 180
GHN-Mm IQTLMGRLEDGSSRTGQIFKQTYSKFDTNSHNNDALLKNYGLLYCFRKDMDKIETFLRIV 180
GHN-Cj IQTLMGRLEDGSPRTGEIFMQTYRKFDVNSQNNDALLKNYGLLYCFRKDMDKVETFLRIV 180
GHN-Lc TQALMRELEDGSPRVGQILKQTYDKFDTNLRSDDALLKNYGLLSCFKKDLEKAETYLRVM 178
kkakk  hkkkk ok Faks khkk hhkdk ok 2 kR AAAAAAE Fhokk g ok Kk ghdg e
GHN-Hs QCR-SVEGSCGF 191 “ﬁaﬂs
GHN-Pt QCR-SVEGSCGF 191 Pi-1
GHN-Mm QCR-SVEGSCGF 191 Mm - 5
GHN-CJ QCR-SVEGSCGF 191 Gj-17
GHN-Lc KCRRFVESSCAF 190 Le-64
skk kk _kk Kk

Figura 37. Comparacion de las GHs hipofisiarias de especies representativas de los diferentes
subordenes de primates. Con flechas azules se indican los sitios claves de union al receptor y con letras rojas
se representan los aminoacidos que difieren con respecto a la GHN humana (GHN-Hs). En la esquina inferior
derecha se muestra el nimero de cambios aminoacidicos de las hormonas hipofisiarias del chimpancé (Pt),
mono rhesus (Mm), titi comtn (Cj) y lemur catta (Lc) con respecto a la del humano (Hs).
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CAPITULO VI: DISCUSION

El andlisis de las secuencias de un genoma ofrece una amplia vision de su
estructura, pero muy limitada de su funcién y evolucién. El principal obstaculo en la
interpretacion de dichas secuencias habia sido la nocidon de que su mayor parte no parecia
ser importante (se estima que solo el 2% del genoma humano codifica para proteinas), pero

el Proyecto ENCODE esta echando esto por tierra.

La gendmica comparativa es el siguiente paso tras determinar la secuencia de un
genoma o una region génica especifica y constituye uno de los principales métodos para la
anotacion funcional de los genomas. Las secuencias funcionales son blancos sobre los
cuales actta la evolucion, por ello mediante el alineamiento de secuencias es posible hallar
huellas dejadas por presiones selectivas durante millones de afios (Miller ef al., 2004). A
través de la comparacion y el analisis de las secuencias de genomas de especies cercanas a
la nuestra, es posible comenzar a descifrar las claves de la reciente historia evolutiva de

nuestro genoma (Alberts, 2006).

La gran mayoria de las sustituciones que se producen en las secuencias de ADN en
una poblacidn o entre especies son selectivamente neutrales (Kimura, 1968; Khaitovich et
al., 2006). Las mutaciones en regiones funcionalmente importantes por lo general dan lugar
a alelos deletéreos, haciendo que aquellos individuos que los hereden mueran sin dejar
progenie (Hardison 2003; Miller et al., 2004). De esta forma la seleccion negativa o
purificadora hace que las secuencias funcionales cambien mas lentamente que las
secuencias que no lo son (o que no realizan funciones significativas), asegurando la
retencion de dichas funciones. Otras secuencias en cambio quedan a merced de la seleccion
positiva o Darwiniana, muy comun después de los eventos de duplicacion génica. Estos
eventos son de suma importancia para la generacion de nuevos genes, donde una de las dos
copias del gen queda libre para mutar y especializarse con el fin de llevar a cabo una
funcion diferente, representando un cambio ventajoso para el portador (Alberts 2006;
Khaitovich et al., 2006). La especializacion se produce de forma gradual, permitiendo que

series repetidas de duplicacion y divergencia durante millones de afios, conduzcan a que un
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gen de origen a una familia de genes dentro de un tinico genoma (Alberts, 2006). Tal es el
caso de la familia multigénica GH, la cual constituye un excelente modelo para estudiar

estos y otros aspectos de la evolucion de los genomas.

En la evolucion humana solamente una pequena fraccion de todos los cambios en la
secuencia del ADN entre los seres humanos y los chimpancés es relevante en las
diferencias funcionales entre estas especies, haciendo la identificaciéon de cambios no-

neutrales una tarea desalentadora (Khaitovich et al., 2006).

6.1. Obtencion de los genes GH/CSH y sus regiones intergénicas: chimpancé.

En el presente trabajo, se obtuvo para el chimpancé la secuencia completa de cinco
genes relacionados a GH y se encontrd que todos ellos estdn formados por cinco exones
separados por cuatro intrones, en posiciones y tamafios similares a los de los genes del
locus humano. Por mas que se intentd, no fue posible amplificar el gen CSH-A reportado
previamente (Revol et al., 2004). Coincidentemente, en la informacion contribuida por el

CSGCh tampoco se encontrd secuencia alguna que pudiésemos relacionar con dicho gen.

Los seis genes previamente reportados para el chimpancé se obtuvieron a partir de
ADN genomico (Revol et al., 2004), lo cual puede que haya hecho mas complicado el
proceso de identificacion del numero de genes en el locus. Debido a la elevada similitud
que muestran entre ellos los genes CSH de chimpancé, discriminar entre un alelo y un
miembro no-alélico del /ocus puede convertirse en una tarea sumamente dificil. Los
resultados obtenidos previamente contrastan en cuanto al nimero de genes con los
previamente fueron reportadas cuatro intergénicas (Revol et al., 2004), lo que apoya los

resultados obtenidos en el presente estudio.

6.2. Organizacion de los loci GH: chimpancé y del gorila.

La similitud global entre los cinco genes del /ocus GH del chimpancé es
aproximadamente del 93 % y entre los seis genes del /ocus GH del gorila es de
aproximadamente 94%, lo que refleja la reciente generacion de estos a partir de multiples

rondas de duplicacion génica (Chen et al, 1989), y algunas secciones muestran una
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similitud mucho mayor que esto, en parte debido a procesos de conversion génica. Los

genes que flanquean el locus son similares en los hominidos estudiados.

Nuestros hallazgos nos llevaron a concluir que el locus GH del chimpancé (figura
19), con una organizacion casi idéntica a la del humano (Chen et al., 1989) esta formado
por cinco genes, dos de ellos codifican GHs y los tres restantes CSHs. Utilizando la
nomenclatura adoptada en la seccion de resultados una vez completado el ensamblado
(cuadro 3), en el locus el primer miembro corresponde a la GH-N, seguido por CSH-A1,

CSH-A2, GH-V y CSH-B.

No encontramos evidencias que apoyen el reporte del gen CSH-A, por ninguno de
los dos enfoques llevados a cabo y adicionalmente son propuestas correciones para las
demas secuencias de genes previamente reportadas. No puede descartarse la posibilidad de
que el sexto gen sea una caracteristica particular de la muestra de DN A genomico usada por

Revol de Mendoza y colaboradores.

La organizacion y composicion génica del gorila (figura 18) difiere de la de sus
primos, el chimpancé y el humano, por presentar seis genes, el primero de ellos
corresponde a la GH-N vy los siguientes a gCSH-1, gCSH-2, gCSH-3, GH-V y gCSH-4. El
orangutan en cambio, estd formado por cuatro genes, el primero también corresponde a la

GH-N, seguido por CSH1, GH-V y CSH2 (fig. 34).

6.3. Analisis de las proteinas.

Como se ilustra en la figura 19, en el humano hay un potencial pseudogen (CSH-L)
y los dos genes CSH, codifican la misma proteina (Barrera-Saldafia et al., 1983), sin
embargo, en el chimpancé todos los genes se predicen funcionales y de las proteinas
codificadas por los genes CSH dos codifican la misma proteina madura y comparten con la
tercera una similitud superior al 97.9%. Por otro lado se observa una marcada disminucion
en los valores de similitud para el pseudogen porque éste ha acumulado cambios que lo
alejan de los demds (Gerstein y Zheng, 2006). El gen CSH-L humano codifica

potencialmente una proteina que es sustancialmente diferente a las CSHs, debido a una
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sustitucion en el sitio donador de splicing en el intrén 2. E1 ARNm de este gen se expresa a
un nivel bajo, pero no estd claro si esto da lugar a niveles significativos de proteina
funcional. En los genes correspondientes de gorila y chimpancé (CSH1 y CSH-A1) el sitio
donador del empalme en el intron 2 estd intacto. El gen CSHI1 de gorila codifica una

proteina que es sustancialmente diferente de los otras CSHs.

Al compararse la secuencia de los productos proteicos potenciales de los genes
hCSH-L, cCSHA1 y gCSHI1, con la correspondiente a la de su ancestro comun aCSH, para
entender mejor lo que le sucedi6 a este gen durante la evolucion de los hominidos (fig.20),
observamos que tanto el gorila como el chimpancé difieren del ancestro comun en cinco
residuos aminoacidicos no compartidos entre ellos. Por otro lado, el producto proteico del
humano difiere del ancestro en nueve residuos, no compartidos con chimpancé, ni con
gorila. Algunos de los cambios identificados se encuentran en los sitios de union del

modelo humano GH:receptor (de Vos et al., 1992).

Las proteinas maduras gCSH1 y gCSH2 difieren en once posiciones (Fig. 19), de
las cuales las correspondientes a los residuos, His-12, Met-14 y Ser-184 en CSHI son
reemplazados por Lys, Glu, Val y Phe encontrandose dentro del sitio de union 1 del modelo

humano GH:receptor (de Vos et al., 1992).

En el humano, los genes CSH-A y CSH-B codifican la misma proteina madura. En
chimpancé los genes CSH-A1 y CSH-A2 codifican la misma proteina madura (nuevamente
con el péptido sefial difiriendo en el residuo 24 que en CSH-A1 es Ala y en CSH-A2 es
Pro) y la proteina codificada por CSH-B difiere de CSH-A1/A2 en tres residuos, todos en la
proteina madura: GIn-69, Met-123 y Gly-126 en CSH-A1/A2 son sustituidos en CSH-B por
His, Thr y Arg, respectivamente. En el gorila los cuatro genes CSH codifican proteinas
diferentes. Asi, el gorila tiene cuatro CSHs diferentes, en contraste con las dos de
chimpancé y solo una en el humano, y estas pueden ser diferentes en la actividad bioldgica.
El locus GH de orangutan tiene dos genes CSHs, uno de ellos contiene una mutacién en el
segundo intron que no permite el correcto procesamiento de sus transcritos, sugiriendo que

la mayoria de éstos serian incapaces de expresar una proteina secretable.
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En primates la rapida evolucion de la GH se produjo de forma simultanea a la de su
receptor (GHR), lo cual es sustentado por evidencias que establecen una correspondencia
entre los residuos aminoacidicos conservados o sustituidos en la hormona con respecto a su
receptor. Un claro ejemplo es que en MNM con respecto a no-primates y prosimios, se ha
observado una sustitucion del residuo His por el residuo Asp en la posicion 171 de la GH,
la cual parece haber dictado en MVM un cambio de Leu por Arg en la posicion 43 del
GHR. Estos cambios que tuvieron lugar en aminoacidos que intervienen en la union
hormona-receptor han sido conservados por la evolucién en o6rdenes superiores (Souza et
al., 1995; Liu et al., 2001) y se traducen en la afinacion de esta interaccion molecular. A
nivel fisioldgico, la evolucion de esta interaccion se evidencia por la capacidad de la hGH
de unirse al GHR de especies filogenéticamente inferiores y no a la inversa (Liu et al.,

2001).

El significado potencial de los cambios aminoacidicos de todas las proteinas
respecto a la GH-N del humano, puede ser mas revelador si se circunscribe a las posiciones
o residuos aminoacidicos involucrados en la unioén al receptor. El andlisis comparativo
entre las proteinas ortdlogas de humano y chimpancé, reveldé que entre ellos comparten la
misma proteina para la GH-V y que las GH-N de ambas especies exhiben muy alta
similitud en sus secuencias aminoacidicas (99.5%), diferenciadas s6lo por una sustitucion
aminoacidica. Esta ultima sustitucion esta a distancia (> 5 A) de los dos sitios de unién al
receptor y por lo tanto es poco probable que afecte directamente a la interaccion hormona-
receptor. Estos resultados sugieren que hay una presion selectiva para conservar las GHs
(Miller et al., 2004). De las tres posiciones aminoacidicas en que difiere la proteina GH-V
madura de gorila de las de chimpancé y humano (Fig. 19), la sustitucion de Asp-21 en
gorila, por Tyr en chimpancés y humanos se encuentra dentro del sitio 1 de unién del

modelo humano GH: receptor (de Vos et al., 1992).

Como se puede deducir de las comparaciones entre estas, mientras que las GH-N y
GH-V del chimpancé muestran uno o ningin cambio respecto a sus contrapartes en el
humano (figura 19), los genes CSH de este primate muestran un mayor nimero de cambios,

incluido uno en la posicion 164 de las referidas regiones de importancia para la afinidad por
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el receptor (Liu et al., 2001). Este cambio presente en los tres genes CSH de chimpancé es
una sustitucion de un residuo tirosina por histidina que también esta presente en todos los
genes CSH del mono Rhesus (datos no mostrados) (Gonzélez et al., 2006). Es posible que
este residuo aminoacidico no impida la uniéon al receptor, aunque quizéds si afecte la
afinidad con la que se da (por su contribucién a la conformacion espacial del sitio de union
al receptor) y en consecuencia las potencias relativas de las actividades somatogénicas y

lactogénicas (Duda y Brooks, 2003).

El residuo Thr en la posicion 123 es también visto en la GH humana y se localiza
dentro del segundo sitio de union en el modelo GH:receptor en humanos (de Vos et al.
1992). Entonces esto podria afectar la interaccién con el receptor. De esta manera, el
chimpancé potencialmente tiene dos diferentes CSHs en contraste con el humano y estas

pueden diferir en su actividad biologica.

Las diferencias entre las proteinas CSH de gorila, chimpancé y CSH humano se
indican en la figura 19. Las proteinas maduras hCSH-A/B y cCSH-A1/A2 difieren en los
residuos 34, 123, y 164 (para las respectivas posiciones en el humano se localizan Thr, Thr
y Tyr, mientras en el chimpancé estas posiciones son ocupadas por Ala, Met e His,
respectivamente). El residuo 164 esta dentro del primer sitio de union del modelo humano
GH: receptor (de Vos et al., 1992) y el residuo 123 esta dentro del segundo sitio de union,

es por ello que estas sustituciones pueden afectar la interaccion con el receptor.

Las proteinas maduras hCSH-A / B y gCSH2, difieren en cuatro residuos, de los
cuales el residuo 164 (Tyr en humano, His en gorilla, respectivamente) esta dentro del sitio
de union 1 del modelo humano GH:receptor (de Vos et al 1992) (véase mas arriba), por 1o

que esta sustitucion puede afectar a la interaccion con el receptor.

Las proteinas cCSHA1/A2 y gCSH2 difieren en tres residuos, de los cuales el
residuo 123 (Met en chimpancé, Thr en gorilla, respectivamente) se encuentra dentro del
segundo sitio de unién del modelo humano GH:receptor (de Vos et al., 1992) (véase mas

arriba), por lo que estas sustitucion puede afectar a la interaccion con el receptor.
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cCSHB y gCSH2 difieren en cuatro residuos, de los cuales el residuo 69 (His en
chimpancé, Gln en gorila, respectivamente) estd dentro del primer sitio de union y el
residuo 126 (Arg en chimpancé, Gly en gorila, respectivamente) estd dentro del segundo

sitio de union del modelo humano GH:receptor (de Vos ef al., 1992).

6.4. Analisis de los elementos reguladores.

Entender la regulacién de los genes ha sido y sigue siendo uno de los desafios
principales para la comunidad biomédica. La regulacién génica es mediada por una
variedad de sitios de unidn a factores de la transcripcion. Un primer paso en el avance
hacia la comprension de la regulacion de los miembros del /ocus GH es la identificacion de
los elementos reguladores presentes en éste. El segundo paso es la identificacion de huellas
en el ADN que revelen acontecimientos evolutivos a los que éste fue sometido. La llamada
huella digital filogenética se basa en la observacion de los elementos reguladores que estan
bajo presion selectiva, que hace que ellos evolucionen a una tasa mas lenta que la secuencia
no funcional circundante. Asi, comparando regiones reguladoras ortdlogas de especies
relacionadas, la huella digital filogenética predice las subsecuencias altamente conservadas

que podrian funcionar como elementos reguladores potenciales (Prakash y Tompa, 2005).

Muchos elementos reguladores han sido identificados en el locus hGH (figuras 4 y
5), incluyendo aquellos asociados con las regiones promotoras inmediatamente rio arriba de
cada gen. Destacan un elemento de respuesta a glucocorticoides en el intron 1 del gen GH-
N, un potenciador de la expresion placentaria rio abajo de hCSH-B, "elementos P" rio
arriba de cada gen (excepto en GH-N) y una region de control del locus mas lejos rio arriba
de la GH-N (Ho et al., 2004). El ultimo de ellos queda fuera del locus GH considerado

aqui, los otros elementos son considerados en detalle mas adelante.

6.5. Analisis del promotor proximal.
Un nimero de elementos de respuesta han sido identificados en la regién promotora
de hGH-N, y se han comparado con las regiones correspondientes de otros genes en los /oci

hGH, ¢cGH y gGH en el alineamiento de la figura 24. La caja TATA se conserva en todos
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los genes. El elemento SP-1 (Lemaigre et al., 1989) estd completamente conservado,

posiblemente reflejando su papel tanto en la expresion hipofisiaria, como en la placentaria.

Los elementos Pit-1 proximal y distal (Krawczack et al., 1999; Theill and Karin
1993) estan generalmente bien conservados, a pesar de las observaciones de que Pit-1 juega
un importante papel en controlar la expresion de GH-N en la hipoéfisis, pero no de los genes
GH/CSH en placenta (Jiang et al., 1995). Ademas del efecto sobre la uniéon a Spl
(interferencia de la union de GHF-I/Pit-1 en la secuencia del sitio distal adyacente), la
actividad del promotor parece ser independiente de la union Pit-I/GHF-1 en sitio Pit-1 distal.
Esto sugiere que la expresion especifica de la hipofisis esta dirigida por la union de GHF -
1/Pit-1 al sitio Pit-1 proximal (Tansey y Catanzaro, 1991). Para los genes gCSH2, gCSH3 y
gCSH4 del gorila, y el gen CSH-A1 del chimpancé, a diferencia de cualquiera de los genes
CSH humanos, las secuencias de sus elementos Pit-1 proximal y distal son idénticas a las

del gen GH-N de estas tres especies.

Una notable excepcion de esta conservacion de los elementos Pit-1 se ve en el
elemento proximal de los genes GH-V, que muestran cinco sustituciones nucleotidicas,
compartidas en gran parte entre gorilas, chimpancés y humanos. Este elemento ha sido
objeto de una evolucion adaptativa desde el evento de duplicacién que dio lugar a la GH-N
y GH-V, reflejando su expresion diferencial en la hipdfisis y la placenta. Las cinco
sustituciones nucleotidicas antes mencionadas afectan la fuerza de los promotores, siendo
responsable de que el gen hGHV tenga niveles de expresion mas bajos "in vitro" que los
genes hCSHs. Esto eleva la posibilidad de que un mecanismo similar puede existir en la

placenta (Nickel, BE. et al., 1990).

El elemento de respuesta a hormona tiroidea (TRE; Glass et al. 1987) se ha
reportado que funciona en la placenta, pero no en la hipofisis (Leidig ef al., 1992.) y en
consecuencia este elemento muestra una considerable variacion de secuencia (fig. 24). Este
elemento tiene idéntica variacion en el humano y en el gorila, lo cual sugiere que los genes
expresados en placenta en gorila muestran el mismo patrén de respuesta a las hormonas

tiroideas que el observado en el humano. Para el humano, en comparacion con el
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chimpancé, esta variacion difiere de lo esperado en términos de estricta ortologia. De esta
manera, el elemento que precede a la CSH-A2 de chimpancé se asemeja mas al que precede
a la GH-N de chimpancé (o humano), que al que precede a las otras secuencias CSHs.
Interesantemente, en esta region la secuencia de los genes CSH-Al y CSH-B del
chimpancé son mas similares a CSH-A y CSH-B del humano que al resto de los genes. Las
posiciones -49 y -47 identificadas como cruciales para la funcion de estos elementos
(Leidig et al., 1992) se hayan ocupadas por los nucledtidos G y A, respectivamente, como
ocurre en los genes CSH humanos y no en la GH-N. Para el caso del gen CSH-B del
chimpancé, en esta region su secuencia es similar a la del gen GH-N humano, por lo cual se

predice una falta de funcionalidad para dicho elemento.

Por otro lado, este elemento en el caso de los genes GH-V del humano y del
chimpancé, no es funcional. Sin embargo, los cambios que presenta se encuentran retenidos
en ambas especies y también en el orangutan (datos no mostrados), sugiriendo que esta
secuencia puede jugar un papel funcional en la regulacion de la expresion de dicho gen en
placenta (Prakash y Tompa, 2005). Los eventos de conversion génica probablemente han
influenciado la variacion en esta region, pero una consecuencia puede ser que los genes
placentarios expresados en chimpancé muestren un patron de respuesta a la hormona

tiroidea diferente a la observada en el humano.

El sitio de union del iniciador (InrE), que se requiere para la actividad eficiente del
promotor y la maxima actividad del potenciador (Jiang et al., 1995), esta en general bien
conservada. El elemento de respuesta a AMP ciclico (CRE, Eberhardt er al. 1996) esta
altamente conservado, en contraste con la situaciéon en mamiferos no primates (Wallis et

al., 2001).

6.6. El potenciador placentario.

Se ha reportado que el potenciador placentario se encuentra ~ 2,2 kb rio abajo de
CSH-B en humano, y aumenta notablemente la expresion de dicho gen en células de
placenta, pero no en otros tejidos (Rogers et al., 1986; Walker et al., 1990.). Secuencias

muy similares se encuentran rio abajo de hCSH-L y hCSH-A, sin embargo estos tienen
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muy poca actividad potenciadora. Un alineamiento de la region que incluye el potenciador
aparece en la figura 26, mostrando las cuatro regiones identificadas por Jacquemin et al.

(1994) por footprinting, de las cuales DF3 y DF4 parece ser las mas importantes.

La insercion de la secuencia AGAA rio arriba del dominio DF-2 (encontrado en
hCSH-A y hCSH-L) se ha demostrado que disminuye la funcionalidad del potenciador
(Jacquemin et al., 1994), curiosamente esta secuencia no estd presente ni en hCSH-B,
cCSH-B, gCSH3, ni gCSH4. Esto sugiere que estos genes no han reducido la actividad de
sus potenciadores. Los potenciadores de los genes CSHs restantes muestran las mismas
inserciones 4-bp rio arriba del dominio DF-2 postuladas para actuar como un inhibidor

(Jacquemin ef al., 1994).

La baja actividad potenciadora de las secuencias hCSH-L y hCSH-A ha sido
explicada en dos estudios independientes por unas pocas sustituciones (Lytras et al., 1996;
Jacquemin et al 1996), que se indican en la figura 26. Una sustitucion detectada en ambos
estudios (posicion 208 en la figura 26, en el dominio DF-3: A en hCSH-B, G en hCSH-A y
hCSH L) se encuentra en todos los genes CSHs de gorila y chimpancé, lo que sugiere que

el potenciador de aqui es mucho menos activo que en el gen CSH-B del humano.

Otra sustitucion que le confiere la baja actividad potenciadora de los genes hCSHA
y hCSHL se indica en la figura 26 (posicion 228, en el dominio de DF-3: A en hCSHB, T
en hCSHL y hCSHA), encontrandose en todos los genes CSHs de chimpancé y gorila,
excepto en cCSHB y gCSH4, sugiriendo que esos potenciadores podrian ser ligeramente
mas activos que los potenciadores de los genes CSHL y CSHA del humano, CSHA1 y
CSHAZ2 del chimpancé y CSH1, CSH2 y CSH3 del gorila.

Aunque en este momento, la funcionalidad de los potenciadores del gorila y el
chimpancé no han sido probada, nuestros hallazgos sugieren que existen mecanismos de
control similares para la transcripcion diferencial de los miembros del locus GH y la

conservacion de la especificidad tisular.
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6.7. El elemento P.

Los elementos P se encuentran rio arriba de la GH-V y de los tres genes de CSH en
el humano y se cree que inhiben la expresion de estos genes en la hipéfisis (Norquay et al.
2006) y/o activan su expresion en la placenta (Elefant et al., 2000; Ho et al., 2004).
Secuencias equivalentes son encontradas en chimpancé y gorila, y bien pueden desempefiar
la misma funcion. En el genoma humano el elemento P esta situado en las posiciones -
2,439; -2,386; -2,287 y -2,690 de los genes CSH-L, CSH-A, GH-V y CSH-B,
respectivamente. En el chimpancé estd en las posiciones -2,258; -2,249; -2,222 y -2,515 de
los genes CSH-A1, CSH-A2, GH-V y CSH-B, respectivamente. El elemento P se identifico
en todos los RI de los gorilas (en la posicion -2282, -2533, -2516, -2186 y -2556 delante de
CSH-1, CSH-2, CSH-3, V-GH-CSH vy 4 genes, respectivamente).

En la figura. 25 se muestra un alineamiento de las secuencias correspondientes al
elemento P (Norquay et al. 2003, 2006). Los dominios PSE-A y PSE-B estan altamente
conservados. El dominio PSE-C muestra un nimero de sustituciones en gran parte
compartidas entre humanos, chimpancés y gorilas, pero los sitios putativos de uniéon para
HNF-3 y C/EBP ubicados en este dominio se encuentran altamente conservados. En el
alineamiento de las secuencias correspondientes al elemento P, el mayor numero de

diferencias se observaron en el dominio PSE-C.

Cabe senalar, sin embargo, que aunque no hay elemento-P rio arriba del gen GH-N
en humano, chimpancé y gorila, tales secuencias se encuentran en esta posicion en el titi y
en el perro, haciendo que esta simple interpretacion en términos de supresion pituitaria sea
menos sostenible (Wallis y Wallis 2006). En estas especies se observan un gran nimero de
cambios en las secuencias del elemento P en comparacion con los grandes simios, esto
sugiere que: a) no comparten la misma funcidn, b) tengan diferencias en las proteinas de
union a estos sitios o ¢) su localizacion tejido especifico dicta diferencias en la funcion

entre los grandes simios y los monos del Nuevo Mundo y los perros.
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6.8. Elemento de respuesta a glucocorticoides.

Se ha descrito ampliamente la capacidad reguladora transcripcional que tienen los
glucocorticoides a través de los elementos de respuesta a los mismos (GRE). El GRE ha
sido reportado en el primer intrén de la hGH-N y de la hGH-V (Slater ef al. 1985). En la
figura 27 se muestra un alineamiento de las secuencias nucleotidicas de los genes GH/CSH
de humano, chimpancé y humano. El GRE fue identificado en este alineamiento tomando
como referencia el reporte previo de su secuencia para la hGH-N. Estos elementos se
encuentran completamente conservados en los correspondientes genes (cGH-N y cGH-V)
del chimpancé, de igual forma se conserva en el gen GH-V de gorila, pero esta ausente en

la GH-N de esta tltima especie.

6.9. Elementos repetitivos y eventos indels.
Los elementos Alu han contribuido claramente a la evolucion del genoma humano y
en los primates han mostrado una importante actividad en los eventos evolutivos (Kehrer-

Sawatzki y Cooper, 2007).

Chen et al. 1989 identificaron 48 elementos repetitivos Alu (SINE) en el locus GH
humano, algunos de estos truncados. Como se muestra en la figura 28, el uso de la
herramienta bioinformatica RepatMasker reveld diferencias en el contenido de elementos
repetitivos entre los /oci GH de humano, chimpancé y gorila y confirm¢6 que 48 secuencias
Alu equivalentes estan también presentes en el genoma del chimpancé y 57 en el locus GH
del gorila, junto con un numero adicional de elementos SINE y LINE relacionados. Este
analisis, junto con una inspeccion visual, mostr6 que la Unica diferencia clara en el
contenido de elementos repetitivos entre los /oci de humano y chimpancé, es un elemento
relacionado a LINE 1 (224 nt correspondiente al extremo 3" de LINE 1) rio arriba de los
genes CSH-A2/CSH-A, presente en chimpancé pero no en humano. Una muy similar
secuencia es encontrada rio arriba de los genes CSH-B/CSH-B en ambos chimpancé y
humano, sugiriendo que la diferencia se origind por delecién de dicho elemento en el

humano.

101



DISCUSION

Este elemento LINE 1 rio arriba de los genes CSH-A2/CSH-A, representa el evento
de insercidon/delecion (indel) de mayor tamafio observado en una comparacion de los /oci
de humano y chimpancé. Cuatro eventos indels adicionales de mas de 15 nt fueron
identificados, incluyendo tres extensiones/reducciones de secuencias ricas en AG simples y
una secuencia de 112 nt en el intron 3. Esta tltima estd presente en humano, pero no en
chimpancé y no es identificado como un elemento repetitivo por RepeatMasker, a pesar de
la presencia de un a largo intervalo de poli-T. Los loci GH de humano y de chimpancé en

sus regiones 3' tiene un inserto de ~ 1277 nucledtidos con respecto a la secuencia del gorila.
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Figura. 38. Evolucion del locus GH. La expansion del locus GH tuvo lugar por un incremento en
el nimero de genes y un aumento en el tamafio de las regiones intergénicas.

Los elementos Alu no solo han jugado un importante papel en la generacion del
locus GH (Chen et al., 1989), sino también, al menos en el caso del elemento Alu Sx,
situado justamente detras de los genes hGH-N y hGH-V, en la regulacién transcripcional
de estos genes. En el humano ha sido demostrado (Trujillo ef al., 2006) que este elemento
Alu Sx contiene un silenciador compuesto por cuatro dominios de interaccion que incluyen

un dominio represor (CRD), un dominio antisilenciador (ASE) que contiene elementos que
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median la actividad silenciadora independiente de la orientacion y dos dominios
flanqueantes que modulan la actividad silenciadora de manera dependiente del CRD. El
silenciador es dependiente del promotor GH y su funcion es especifica para las células que
expresen hGH-N o hGH-V (Trujillo et al., 2006). Resulta interesante que el silenciador
contenido en la secuencia Alu Sx que ha sido reportado para el humano, también esté
presente detras de los genes GH-N y GH-V del chimpancé, sugiriendo una conservacion de
este mecanismo de regulacion transcripcional entre ambas especies; aunque es muy posible
que esa secuencia reguladora sea una adquisicion evolutiva relativamente reciente (Trujillo
et al., 2006). El gorila y el chimpancé, también presenta la secuencia reportada en el
humano, correspondiente a un silenciador que esta integrado en una secuencia Alu Sx

detras de los genes GHN y GHV.

CD79B GHN CSHL CSHA GHV CSHB TCAM

Locus Humano
(Homo sapiens)

E7 E7 " "E& & " iES E4 E3 E2 E1

Alusg? L2¢ AluJrAluSx1 AluSc AluSp  AluSq2

olyA signal Alusz AluScAusx1 §

TCAM homo sapiens

Figura. 39. Detalle de la evolucién del locus GH. Locus GH y gen TCAM en el humano.

El gen GHV de gorila en su primer intron tiene una repeticion simple de (GA)ss.
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6.10. Vision general (Reconstruyendo la historia evolutiva del locus GH humano).

Con este trabajo se ha completado en algunos casos las secuencias faltantes del
locus GH y genes flanqueantes y en otros se ha agregado completamente dichas regiones.
Se completaron el titi comun, el mono rhesus y el chimpancé y se reportan los ensamblajes
de dichas regiones para el lemur, el titi de vientre rojo, el mono vervet, el orangutan y el

gorila.

La historia comienza en los prosimios, en los cuales la GH es codificada por un sélo
gen, cuya secuencia es muy similar a la ancestral encontrada en los mamiferos. Ya en los
antropoides, los /oci GH estan integrados por multiples genes no alélicos relacionados [23-

25]. En general, las GHs en este grupo de primates estan bastante conservadas.

La inspeccién de los mismos revela que el gen situado en el extremo 5° de estos loci
corresponde al de la GH hipofisiaria, referido cominmente como GH-N o GH-1 (de
expresion en hipofisis), y que los loci GH variaron en los diferentes grupos de primates
experimentaron diferentes rutas evolutivas (no todos los genes de los loci resultan
ortdlogos). La aportacion de la secuencia de varios estrepsirrinos, proporcionara
profundidad a las comparaciones genémicas y permitira un entendimiento mas completo de

la evolucion de los genomas en primates (Horvath, et al., 2007).

La evolucion del locus GH en primates (Gltimos 60 millones de afios) se distingue
por eventos dramaticos de multiplicacion y divergencia génicas. A la vez, por el
surgimiento de una diferenciacion en la especificidad de la expresion de sus miembros en al
menos dos tejidos: hipofisis y placenta. En cuanto al surgimiento de la expresion diferencial
de los genes miembros del /ocus, la expresion en la placenta de los genes relacionados a
GH se ha documentado en antropoides (Chen et al., 1989; Golos et al., 1993; Papper et al.,
2009; Rodriguez-Sanchez et al., 2010). Sin embargo, hasta el momento no han aparecido
reportes de genes GH expresados en placenta en prosimios. A la fecha no estd del todo
clara la funcionalidad del elemento P en los MNM; por lo que resulta imperativo continuar

analizando a detalle el origen y funcion del elemento P y del potenciador en los primates,
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para consecuentemente determinar cuando surgi6 la regulacion de la especificidad tisular

de los genes relacionados a GH.

Finalmente, se sabe desde hace décadas que la GH en el humano afecta numerosos
organos y sistemas, actuando sobre diversos procesos metabdlicos y homeostasicos. Pero
mas recientemente se ha acumulado evidencia de su participacion en el desarrollo cerebral,
la neurogénesis, la neuroproteccion, el aprendizaje y la memoria. Por su lado, los niveles
maternos de CSH se han asociado con el crecimiento del feto y la produccion de IGF-I
durante el embarazo (Sonntag, 2005). Dado el impacto de la GH en la salud, aun desde la
embriogénesis y desarrollo fetal, no dudamos en que como fruto de este proyecto en el
mediano plazo se desprendan muy posiblemente aplicaciones en la clinica y la

biotecnologia.

Se ha observado en el caso MVM y GM que secuencias similares a la region final
del gen TCAM estan presentes en las intergénicas largas del locus GH. Dichas secuencias
probablemente fueron incorporadas durante los eventos de duplicacion que han tenido lugar
en este locus. El estudio de los loci GH en primates sugiere que los elementos repetitivos
han desempefiado un importante papel en dichos eventos. El origen del potenciador que
estd presente en el /ocus GH es otra de las interrogantes en esta historia evolutiva. Nuestro
analisis bioinformatico ha permitido identificar una region de similitud (después del ultimo
gen del /ocus GH del marmoset) al potenciador identificado en MVM y GM, cuya funcion
en estos se ha demostrado que es la de potenciar la expresion de los genes CSHs en
placenta. De igual forma identificamos una region similar en el lemur (un prosimio), cuyo
locus GH se caracteriza por presentar un unico gen, frente al cual identificamos ademés una
region similar al elemento P presente en MNM, MVM y GM vy al cual en el caso de MVM
y GM se le adjudica la capacidad de reprimir la expresion de los genes placentarios en

hipofisis.
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Figura 40. Representacion de las secuencias genémicas de los loci GHs.

En nuestros esfuerzos por entender la evolucion del locus GH, ahora colaboramos
con el Dr. Michael Wallis, experto evolucionista de la GH, para confirmar la composicion y
organizacion génica de este locus en especies representativas de los diferentes grupos de
primates, en un proceso minucioso de anotacion de los /oci, con el fin de descifrar la ruta
evolutiva en primates y los mecanismos a través de los cuales se adquirieron los nuevos
genes, estos divergieron para dar origen a genes tipo CSH y GH-V y se adquiri6 la

especificidad tisular de expresion en primates. Nuestro material de partida clave, lo
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constituyen las secuencias obtenidas de una colecciéon de BACs portadores de los loci GH
de once especies de primates (figura 40). Nuestros hallazgos iniciales confirman un sélo
gen en lémures y més de una media docena (incluidos algunos pseudogenes) en platirrinos.
A la vez revelan seis genes GH/CSHs en cercopitecoideos y entre cuatro y cinco genes
GH/CSHs en hominoideos. La inspeccion de los mismos, muestra que inician con el gen
GH-N y que su composicion varia en los diferentes grupos de primates al experimentar

diferentes rutas evolutivas (no todos los genes de los loci resultan ort6logos).
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Figura 41. Representacion de las secuencias gendmicas contenidas en nuestra coleccion de
BACs. Mapeo de los BACs de once especies de primates que forman parte de nuestra coleccion
donada amablemente por el Dr Picter de Jong del Children’s Hospital Oakland Research Institute,
de Oakland, EUA.

Las secuencias de multiples genes relacionados a GH han sido descritas y analizadas
en primates, pero hasta la fecha, la secuencia del locus GH sélo se ha resuelto por completo
en nuestros laboratorios para el caso del humano, el titi y el chimpancé, pero pronto lo sera
para otras especies claves en este enigmatico rompecabezas de la evolucion de esta

fascinante region del genoma humano.
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6.11. El valor de la gendmica comparativa.

Recientes analisis de gendmica comparativa indican que las marcadas diferencias
entre los humanos modernos y los chimpancés, se deben mas a cambios en la regulacién
génica que a las diferencias en el contenido génico. Casi semanalmente se publican noticias
de genes y elementos reguladores identificados que parecen experimentar una fuerte
seleccion positiva a lo largo del linaje humano. Los loci involucrados han sido de particular
interés (Bradley, 2008). Investigaciones tales como el proyecto del genoma del hombre de
Neanderthal prometen que los andlisis moleculares continuaran proporcionando nuevas

visiones acerca de nuestra evolucion (Green et al., 2006).

La secuencia del genoma de un individuo necesita solamente ser determinada una
vez, sin embargo los niveles de expresion cambian en las diferentes etapas de desarrollo, en
los diversos tejidos, y diversos ambientes (Khaitovich et al., 2006). El presente trabajo
sefiala cambios sutiles en los genes o incluso la ausencia de estos entre ambos /oci. Aunque
resultard importante evaluarlos, también serd menester complementarlo con estudios de
expresion de las mismas, ya sea en cultivo celular o de ser posible, y mejor aun, en tejidos

como la placenta.

6.12. Perspectivas.
Extender estudios similares a otras especies de primates de diferentes subdrdenes,
seguro arrojara luz sobre la evolucion de esta familia génica, asi como también del origen

de su especificidad tisular y temporal.

Las clonas generadas en este trabajo con los plasmidos portadores de los genes
GH/CSH de chimpancé con los sitios de restriccion (Kpnl en el extremo 5’ y EcoRV en el
3’) incorporados para permitir su posterior subclonacion unidireccional en el vector de
expresion pcDNA 3.1 hygro (+), pueden ser utilizadas en futuras investigaciones para la

determinacion del potencial codificante y funcional de dichos genes.
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CAPITULO VII: CONCLUSIONES
1.- Se ensamblaron los loci GH y regiones flanqueantes de especies representativas de
primates.
2.- Se realiz6 la anotacion estructural de los loci ensamblados y se analizaron sus
particularidades.
3.- Todos los genes de los loci GH de los grandes simios se predicen funcionales.
4.- Se identificaron en el lemur, secuencias similares al inhibidor hipofisiario y al
potenciador placentario.
5.- Se identifico en el titi comun, una secuencia similar al potenciador placentario.
6.- Se identifico un evento de inversion en la IGL3 del locus GH del mono rhesus.
7.- El gorila produce cuatro CSHs, con propiedades biologicas potencialmente diferentes,
mientras que en el chimpancé se producen dos y en el humano solo una.
8.- El promotor y otros elementos clave de la regulacion génica, estan conservados en los
loci GH de los grandes simios.
9.- El gen hCSH-L ha cambiado sustancialmente desde la divergencia gorila / chimpancé /
humano, hasta convertirse potencialmente en un pseudogen.
10.- La diferencia mas importante observada entre los tres hominidos analizados, no lo
constituye precisamente el nimero de genes que conforman al /ocus GH, sino la capacidad

de codificacion que estos tienen.
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Abstract In most mammals the growth hormone (GH)
locus comprises a single gene expressed primarily in the
anterior pituitary gland. However, in higher primates
multiple duplications of the GH gene gave rise to a com-
plex locus containing several genes. In man this locus
comprises five genes, including GH-N (expressed in pitu-
itary) and four genes expressed in the placenta, but in other
species the number and organization of these genes
vary. The situation in chimpanzee has been unclear,
with suggestions of up to seven GH-like genes. We have
re-examined the GH locus in chimpanzee and have
deduced the complete sequence. The locus includes five
genes apparently organized in a fashion similar to that in
human, with two of these genes encoding GH-like proteins,
and three encoding chorionic somatomammotropins/pla-
cental lactogens (CSHs/PLs). There are notable differences
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between the human and chimpanzee loci with regard to the
expressed proteins, gene regulation, and gene conversion
events. In particular, one human gene (hCSH-L) has
changed substantially since the chimpanzee/human split,
potentially becoming a pseudogene, while the corre-
sponding chimpanzee gene (CSH-AI) has been conserved,
giving a product almost identical to the adjacent CSH-A2.
Chimpanzee appears to produce two CSHs, with poten-
tially differing biological properties, whereas human pro-
duces a single CSH. The pattern of gene conversion in
human has been quite different from that in chimpanzee.
The region around the GH-N gene in chimpanzee is
remarkably polymorphic, unlike the corresponding region
in human. The results shed new light on the complex
evolution of the GH locus in higher primates.

Introduction

Pituitary growth hormone (GH, somatotropin) is a protein
hormone synthesized in and secreted from somatotroph
cells of the anterior pituitary gland in all vertebrates. It
regulates growth and has a variety of metabolic actions. In
most mammals, including prosimians, the GH locus com-
prises a single gene. However, in higher primates a series
of tandem gene duplications followed by divergent evolu-
tion has given rise to a complex gene locus in which the
gene encoding pituitary GH, at the 5’ end of the locus, is
associated with a number of similar genes expressed in the
placenta (Chen et al. 1989). The gene duplications that
initiated the expansion of GH-like genes in higher primates
appear to have occurred independently on lineages leading
to New World monkeys and to Old World monkeys and
apes (Li et al. 2005; Papper et al. 2009; Wallis and Wallis
2002, 2006), and followed an episode of rapid evolution of
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the GH gene (Forsyth and Wallis 2002; Liu et al. 2001;
Wallis 1996); subsequent diversification was rapid, result-
ing in variable numbers and organization of GH-like genes
(Gonzalez Alvarez et al. 2006; Revol de Mendoza et al.
2001, 2004; Rodriguez-Sanchez et al 2010; Ye et al. 2005).

The best-characterized GH gene cluster is that of man
(Chen et al. 1989). Here the locus comprises five genes in
the same transcriptional orientation, with that encoding
pituitary GH (GH-N) at the 5" end, followed by four genes
that are expressed in the placenta. Two of these (hCSH-A
and hCSH-B) encode chorionic somatomammotropin
(hCSH; also known as placental lactogen, PL) which is
expressed at very high levels during pregnancy. The mature
proteins encoded by these genes are identical, though their
signal peptides differ (Barrera-Saldafia et al. 1983; Chen
et al. 1989). A third gene (hCSH-L) was initially consid-
ered a pseudogene (Reséndez-Pérez et al. 1990), but it is
expressed in the placenta at low levels (Méannik et al. 2010;
Misra-Press et al. 1994). This gene is subject to an altered
splicing pattern that suggests that the majority of the
transcripts could encode a PL-like protein, but that this
would not be secreted owing to lack of a functional signal
peptide (Misra-Press et al. 1994). The fourth gene
expressed in the placenta (hGH-V) is a variant form of GH
that is expressed at moderate levels and appears to take
over from pituitary GH during pregnancy (Frankenne et al.
1988; Lacroix et al. 2002). The rapid evolution of the genes
in the GH cluster during primate evolution thus involved
not only gene duplication and divergence, but also changes
in regulatory mechanisms so that these genes are expressed
in either the pituitary or the syncytiotrophoblast (the outer
fetal part of the placenta), although it should be noted that
low-level expression in various other tissues also occurs.

The pattern of GH-like genes in other higher primates
varies. In rhesus macaque (Macaca mulatta; Golos et al.
1993; Gonzalez Alvarez et al. 2006) and baboon (Papio
hamadryas; Rodriguez-Sanchez et al. 2010) there are six
“genes,” including at least one pseudogene, while gibbon
(Hylobates leucogenys) has seven GH-like genes and
pseudogenes (Ye et al. 2005). The organization of such
genes in New World monkeys differs from that in Old
World monkeys and the gene clusters seem to have arisen
independently (Li et al. 2005; Papper et al. 2009; Wallis
and Wallis 2002), with eight genes and pseudogenes in
marmoset (Callithrix jacchus; Wallis and Wallis 2002,
2006) and at least 40, mostly pseudogenes, in white fronted
capuchin (Cebus albifrons; Wallis and Wallis 2006).

The organization of the GH gene cluster in chimpanzee
(Pan troglodytes) has been rather unclear. Revol de Men-
doza et al. (2004) identified six GH-like genes, while the
draft chimpanzee genome (http://www.ensembl.org/Pan_
troglodytes; Mikkelsen et al. 2005) shows seven, three of
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which are incomplete. Given the overall very close simi-
larity between human and chimpanzee genomes (Kehrer-
Sawatzki and Cooper 2007; Mikkelsen et al. 2005), the
possibility of a significant difference at the GH locus is
clearly of interest and we have therefore re-examined the
organization of the chimpanzee GH cluster in detail. The
results reported here show that the chimpanzee locus is
similar to that of human in possessing five GH-like genes
but that there are some notable differences with regard to
the expressed proteins, gene regulation, and gene conver-
sion events, which may have functional significance.

Materials and methods
Characterization of the chimpanzee GH locus

The re-examination of the chimpanzee GH locus involved
two approaches: (1) a bacterial artificial chromosome
(BAC) containing the whole locus was analyzed by
amplifying specific regions and by direct sequencing, and
(2) the data available from whole-genome sequencing of
the chimpanzee was examined in detail.

Amplification of the chimpanzee GH locus

A BAC (CHORI-251-61D11) containing the chimpanzee
GH (cGH) locus was obtained by screening a chimpanzee
BAC library (CHORI-251; constructed from male chim-
panzee “Clint”; average insert size of 164 kbp) from the
BACPAC Resource Center (Children’s Hospital Oakland
Research Institute, Oakland, CA) with a radiolabeled probe
derived from the human GH-N (hGH-N) gene. Extrachro-
mosomal DNA from a bacterial stock carrying this BAC
was extracted with the BACMAX DNA Purification Kit
(Epicentre®, Madison, WI, USA), following the manufac-
turer’s instructions. The insert size of this BAC was about
215 kbp.

Genes and intergenic regions (IGRs) of the ¢cGH locus
were amplified from CHORI-251-61D11 using polymerase
chain reaction (PCR) and the primers listed in Table 1. For
GH-like genes a PCR reaction used 10 pmol of primers,
10 ng of BAC DNA, 5 pl of x 10 buffer (provided with the
enzyme), 0.2 mM of each dNTP, 1.5 mM MgCl,, one unit
of Gold Taq DNA Polymerase (Epicentre), and Milli-Q
water to a final volume of 50 pl per reaction. After an
initial denaturation step at 95°C for 5 min, PCR was car-
ried out for 30 cycles using a denaturation temperature of
94°C for 30 s, an annealing temperature of 64°C for 90 s,
and an extension temperature of 72°C for 2 min. The
reaction was stopped after a final extension time of 10 min
at 72°C.
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Table 1 Primers used in this study

Name Sequence Orientation Target
GHPRIMB TTAAGGATCCCAAGGCCCAACTCC Sense Genes
GHPRIMK ATTAAGGGTACCGTGGACAGCTCACCTAG Sense Genes
GHPRIMEX CCTCGAGATATCCTAGAAGCCACAGCT Antisense Genes
GHPRIMF CATCTCCCTGCTGCTCATC Sense IGRs
GHPRIMR GAAAACAACCCTGAGCTCC Antisense IGRs
IGLEcoF TTTGCAGATACAGGATATCTACAGCCCTGATG Sense IGRs
IGLKpnR CCCCACAGTTTGGTACCCTAAGATTTAGGACTAC Antisense IGRs
CSH378F GGCTTTTTGACCACGCTATGCTCCA Sense IGRs
CSH348R CGGAACGGTTTGGACGGCACC Antisense IGRs
GH348R GGGAATGGTTGGGAAGGCACTG Antisense IGRs

The IGRs of the ¢GH locus were amplified using the
MasterAmp Extra-long PCR kit (Epicentre), following the
manufacturer’s instructions. The reaction mixture of
10 pmol of each primer, 40 ng of BAC DNA, 25 pl of x2
Pre-mix 4 (provided with the enzyme), and 2.5 U of
MasterAmp Extra DNA Polymerase was adjusted with
Milli-Q water to a final volume of 50 pl. After an initial
denaturation step at 94°C for 5 min, amplifications were
carried out for 12 cycles, comprising incubation at 94°C for
30 s (denaturation), 55-57°C for 40 s (annealing), and
72°C for 7-14 min (elongation), followed by 23 similar
cycles but with increments of 15 s per cycle in the exten-
sion time. Cycling concluded with a final extension step at
72°C for 20 min. Amplification was carried out on an ABI
Veriti thermocycler (Applied Biosystems, Foster City,
CA). PCR products were analyzed by electrophoresis in
1% agarose gel followed by ethidium bromide staining.

Molecular cloning and sequencing

The amplified products of the cGH locus (amplicons) were
cloned in the commercial vector pTOPO-XL-3.5, included
in the TOPO® XL PCR Cloning Kit (Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), according to the
manufacturer’s instructions, and transformed into electro-
competent Escherichia coli cells supplied with the kit.
Cloned amplicons were sequenced using BigDye® termi-
nator (Applied Biosystems, Life Technologies, Foster City,
CA) and universal M13 or specific primers and a DNA
analyzer, ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer and soft-
ware (Applied Biosystems). Additionally, the chimpanzee
BAC DNA was sequenced by the McGill University and
Génome Québec Innovation Centre, Montreal, Canada,
using a Roche Genome Sequencer FLX 454 (454 Life
Sciences, Roche, Branford, CT), with a depth of coverage
of about x25. Chromatograms were imported into
CodonCode Aligner ver. 3.7.1 (CodonCode Corporation,
Dedham, MA).

Re-evaluation of genomic assembly

The sequence of the GH locus available from the
chimpanzee genome project (Mikkelsen et al. 2005)
was re-evaluated using the approach used previously
(Rodriguez-Sanchez et al. 2010; Wallis 2008). The genome
assembly available at http://www.ensembl.org/Pan_troglodytes
(assembly of March 2006, Pan_troglodytes_2.1) and
sequence traces identified in the WGS Traces database for
Pan troglodytes  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces)
using the BLAST and BLAT search methods (Altschul
et al. 1990; Kent 2002) were integrated with data for gene
and intergene sequences derived in this study and the BAC
454 sequencing to give a finalized assembly. The WGS
Traces originated at the Washington University Genome
Sequencing center and the Broad Institute. Sequences from
Traces were assembled using the Staden Package (https:/
sourceforge.net/projects/staden/).

The assembled chimpanzee GH locus sequence has been
deposited in GenBank/EMBL/DDBJ database (accession
No. JN622009). A version of this sequence annotated to
show established and potential polymorphic sites is given
in the supplementary material, as are sequence alignments
used in the analysis.

Sequence analysis

The nucleotide sequences obtained in this work were aligned
using the ClustalW method (Higgins and Sharp 1988). Pro-
tein sequences were derived by conceptual translation of the
coding sequences. The significance of amino acid differ-
ences was assessed by molecular modeling using Rasmol and
the 3D structure of the human GH:receptor model of de Vos
et al. (1992). Identification of repetitive elements was made
with the RepeatMasker program (Smit et al. 1996-2010),
using those of the human GH locus as a reference. Gene
conversion was investigated using the GENECONV pro-
gram (Sawyer 1999). Phylogenetic analysis was carried out
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using parsimony, neighbor-joining, and maximum-likeli-
hood methods in PAUP* (Swofford 1998). Rates of evolu-
tion for nonsynonymous and synonymous sites in coding
sequences (dN and dS) were analyzed using the codeml
program in the paml package (Yang 2007).

Results and discussion
Organization of the chimpanzee GH locus

Previous studies on the ¢cGH locus suggested that it con-
tains six (Revol de Mendoza et al. 2004) or seven (chim-
panzee genome assembly 2.1; http://www.ensembl.org/
Pan_troglodytes/Info/Index) GH-like genes, in contrast
with the five genes in the well-characterized human locus
(Chen et al. 1989; Fig. 1). Given the overall similarity
between the human and chimpanzee genomes, such a dif-
ference seemed potentially important and worthy of further
investigation. However, it is clear that the very repetitive
nature of this region, arising as a consequence of several
rounds of gene duplication (see below), leads to problems
in achieving an accurate sequence assembly.

In order to re-evaluate the gene cluster, the genes and
intergenic regions were amplified from a BAC containing
the entire ¢GH gene cluster, using primers based on the
corresponding human sequences. The BAC was also

subjected to complete sequencing using a Roche Genome
Sequencer FLX 454. De novo automatic assembly of the
reads from this did not give a reliable assembly, but
detailed analysis of these reads did help resolve a number
of problem regions and confirm many parts of the assem-
bled locus. The results from these two approaches identi-
fied five GH-related genes, corresponding closely to the
five genes in the human locus and five of the six genes in
the assembly proposed by Revol de Mendoza et al. (2004).
No evidence was seen to support the PLA gene reported
there, from either of these approaches (or from re-evalua-
tion of the genome assembly, see below), and corrections
are proposed in several of the other gene sequences. The
possibility that the sixth gene was a feature of the particular
genomic DNA sample used by Revol de Mendoza et al.
(2004) cannot be ruled out.

The data available for the GH locus in the genomic
assembly (http://www.ensembl.org/Pan_troglodytes/) were
also examined in detail, using data available from the WGS
Trace database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces). The
four complete genes there (Fig. 1) were well supported.
The incomplete gene at the 3’ end of this assembly was
well supported and could be extended, but not with good
reliability. Its sequence was completed on the basis of data
derived from the BAC sequencing. The two other incom-
plete genes were not supported by this re-evaluation of the
data. The first of these (Fig. 1b) is very similar to

a human GH gene locus (Chen et al. 1989)

CD7eB GH-N CSH-L

CSH-A

GH-v CSH-B TCAM

— ——f—f—————

b chimpanzee GH gene locus (NCBl/lensembl assembly)

GHGH CSH CSH

CSH GH CsH

e el e e e

¢ chimpanzee GH gene locus (this work)

CcD79B GH-N  CSH-A1

CSH-A2

GH-¥  CSH-B TCAM

e e o e e e e e

Fig. 1 The genomic organization of the GH locus in man and
chimpanzee. a The human GH locus (based on Chen et al. 1989).
b The chimpanzee GH locus based on the assembly available at
http://www.ensembl.org/Pan_troglodytes (released in March 2006).
¢ The chimpanzee GH locus based on the present work. The boxes in
gray indicate the genes of GH-like sequences and white regions on
the horizontal bar represent gaps in the chimpanzee GH locus
sequences. CD79B and TCAM (TCAM 1 homolog pseudogene) are the
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genes immediately flanking the GH locus in human and chimpanzee
assemblies (http://www.ensembl.org). In man and chimpanzee the GH
locus is found on chromosome 17 (17q24.2 in man) and is shown here
in reverse orientation. Arrows indicate direction of transcription.
Additional genes identified in the BAC but not shown are SCN4A and
ICAM?2 (upstream of CD79B) and SMARCD2 (downstream of
TCAM1 pseudogene)
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the pituitary GH gene (GH-N); its sequence is supported by
the data, but these are consistent with the occurrence of a
single gene showing considerable polymorphic variation,
and this conclusion was supported by the number of
sequence reads obtained and intergenic distances based on
sequence “mate-pairs.” This also accords with the data
from the BAC, in which just a single gene was detected;
polymorphism would of course have been lost on cloning
of the BAC. The second incomplete gene (Fig. 1b) was
supported by just a single trace of very poor quality and
clearly should be discounted. The assembly can then be
reliably revised with the first and second CSH genes as
neighbors. Detailed evaluation allowed assembly of the
data from the genomic sequencing to give a complete
sequence for the chimpanzee GH locus (Supplementary
Fig. 1), with gaps filled using information from the BAC
sequencing.

On the basis of this, it is concluded that the overall
organization of the chimpanzee GH locus is similar to
that of human, with five genes that encode pituitary GH
(cGH-N), variant GH (cGH-V), and three placental lacto-
gens (cCSH-Al, cCSH-A2, and cCSH-B, equivalent to
hCSH-L, hCSH-A, and hCSH-B respectively; Fig. 1 and
Table 2). Overall similarity between these five genes is
about 92%, reflecting their recent generation by multiple
rounds of gene duplication (Chen et al 1989), and some
extended sections show much greater similarity than this,
partly due to gene conversion (see below). The genes
flanking the locus are similar in human and chimpanzee.
The chimpanzee and human GH gene clusters differ in
detail in a number of respects; these are discussed below.

Encoded proteins

The chimpanzee GH-N gene encodes a protein that differs
from the corresponding human gene at two positions
(Fig. 2), one in the signal peptide (residue —23, Pro in

chimpanzee, Thr in man) and one in the mature protein

Table 2 Nomenclature used for genes of the GH loci

(residue 132, Glu in chimpanzee, Gly in man). This last
substitution is distant (>5 10\) from both receptor-binding
sites and thus unlikely to directly affect hormone-receptor
interaction. The chimpanzee GH-V gene encodes a protein
identical to human GH-V except for substitution of Pro for
Ser at residue —8 in the signal peptide.

The human CSH-L gene potentially encodes a protein
that is substantially different from placental lactogen
because of a substitution in the splice donor site in intron
2. mRNA from this gene is expressed at low level, but it
is not clear that this gives rise to significant levels of
functional protein. In the corresponding chimpanzee gene
(CSH-A1), the donor splice site in intron 2 is intact, and
production of a protein equivalent to CSH-A/B in human
and CSH-A2 and CSH-B in chimpanzee is likely. In
human the CSH-A and CSH-B genes encode the same
mature protein (hCSH/hPL), although the signal peptides
differ at a single base. In chimpanzee the CSH-AI and
CSH-A2 genes encode the same mature protein (again
with signal peptides differing at one residue, residue —24
is Ala in CSH-A1, Pro in CSH-A2). The protein encoded
by CSH-B differs from CSH-A1/A2 at three residues, all
in the mature protein: GIn-69, Met-123, and Gly-126 in
CSH-A1/A2 are replaced by His, Thr, and Arg, respec-
tively in CSH-B. Thr at residue 123 is also seen in human
GH and is within the second binding site in the human
GH:receptor model (de Vos et al. 1992), so this could
affect interaction with the receptor. Thus, chimpanzee
potentially has two different CSHs in contrast to human
and these may differ in biological activity.

The differences between the chimpanzee CSH proteins
and human CSH are indicated in Fig. 2. hCSH-A/B and
cCSH-A1/A2 (mature proteins) differ at three residues: 34,
123, and 164 (respectively Thr, Thr, and Tyr in human,
Ala, Met, and His in chimpanzee). Residue 164 is within
the first binding site of the human GH:receptor model (de
Vos et al. 1992) and residue 123 is within the second
binding site (see above), so these substitutions may affect
interaction with the receptor.

Position in locus Gene Abbreviations Tissue of expression
Human Chimpanzee

1 “Normal” growth hormone hGH-N cGH-N Pituitary

2 Chorionic somatomammotropin hCSH-L cCSH-Al Placenta

3 Chorionic somatomammotropin hCSH-A c¢CSH-A2 Placenta

4 Variant growth hormone hGH-V cGH-V Placenta

5 Chorionic somatomammotropin hCSH-B cCSH-B Placenta

hCSH-L and cCSH-AI are at equivalent locations in the locus, but ACSH-L is spliced differently from other CSH genes and may effectively be a
pseudogene (see text), whereas cCSH-AI appears to undergo normal splicing, equivalent to that of cCSH-A2 and hCSH-A. Note that hPL
(placental lactogen) is frequently used instead of hCSH (chorionic somatomammotropin) to designate both the genes and their hormonal products

in human
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20 40 60 80 100
hGH-N FPTIPLSRLFDNAMLRAHRLHQLAFDTYQEFEEAYIPKEQKYSFLONPQTSLCFSESIPTPSNREETQQKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLRSVFANS
CGH=N sttt treoseoesscossssossssesssessasosssssssssssssosssessssssssssssssssssossssssssssssssossssnsssansans
hGH-V  iiiiiiietnennnns R..Y Yoeoooeonans Lititteenoeenrsasenssscnncnns VKeeieoseeoosoeoosasosssnnas Licesoans
CGH-V sttt ecrensannnes R..Y Yoeieoeanann Litieeeenoeeesasensscenncnns VKieieeoeeoosoeoosesoosaanas Liceeeanns
hCsH-L VQ.V.ieeann KE...Q...A I Teeeannnn HDS...F...D SeeMicieieennnnn Hevewoo E.R R T.T.N
hCsH-A VQVeeenanns H...Q...A P T Decennns HDS...F...Deveenunn Meoeeooooeeonnannans E..oon R M...N
hCsH-B VQ.Viienann H...Q...A P T Decennns HDS...F...Devevnunn Meoeeooooeennnannans E..ooon R M...N
CCSH=-A1l VQ.V...ecn. H...Q...A Tieeeeennannns Dicennn HDS...F Deceeans Meoeeeooeeeonneannans E.ooenn R....M...N
CCSH=A2 VQ.V...een. H...Q...A Tieeeeennannns Dicennn HDS...F Deceeans Meoeeeooeeenneannans E.ooenn R....M...N
CCSH-B VQuViieaans H...Q...A Tieeeeennannns Dicennn HDS...F Diceeans MeeoeHoooieoooannann E.ooenn R .M...N

120 140 160 180 191
hGH-N LVYGASDSNVYDLLKDLEEGIQTLMGRLEDGSPRTGQIFKQTYSKFDTNSHNDDALLKNYGLLYCFRKDMDKVETFLRIVQCRSVEGSCGF
CGH-N st iittieerscnnsscsnncnnns Bttt tieteeeeeseeeosoeseseseossesssscessssosssssssssessssssssoassssnssas
hGH-V  ...ceiveeenn RHevevooeennnn Weeoieooaoenns N.Seeeenn Kottt ioioeeooeeeosoensesessseossssessasonsas
CGH-V  siietiecnnns RHevevoeeannnn Weeoieooaoenns N.Seeeenn Kottt ioooeoooeeeosoessesossssossssessasonsas
hCSH-L DT DD.Hiveveeannn Miooeoanns HL L Hevivaoonnn 2 R
hCsH-A DT DD.Hivieieonesooneannnns Reconn Lecieeeeennnas 2 Meceooooaanns
hCsH-B DT ) R.conn Lecieeeeennean 2 Meceeeooaanns
CCSH-Al +eDT...DD.Heveoeonnsns Micoooonns Reoown Leceeeseonnnns Hevevooennn Heveeoooonnonnn Meseooosaonns
CCSH-A2 +eDT...DD.Heveoeonnnn Mivoooonnn Reoown Liceeeseonnnns Hevevooennn Hevvevooonoonnn Meseoeosaonns
cCSH-B «.DT...DD.H.uotinnaanann Revaann R..... Licieeeinannaan Hooioaaaan 2 Miceiaonaannn

Fig. 2 Alignment of amino acid sequences. hGH-N was used as a
reference; identities to this in other sequences are shown as “.” and
deletions as “-”. The sequence given for hCSH-L is a conceptual

Regulatory elements

Many regulatory elements have been identified in the hGH
gene cluster, including those associated with the promoter
regions immediately upstream of each gene: a glucocorti-
coid response element in intron 1 of the GH-N gene, an
enhancer of placental expression downstream of hCSH-B,
“P-elements” upstream of each gene except GH-N, and a
locus control region far upstream of GH-N (Ho et al. 2004).
The last of these falls outside the GH locus considered
here; the other elements are considered in detail below.

5 Promoter region

A number of response elements have been identified in the
promoter region of hGH-N and are compared with the
corresponding regions of other genes in the hGH and cGH
loci in the alignment of Fig. 3. The TATA box is retained
in all genes. The Sp-1 element (Lemaigre et al. 1989) is
completely conserved, possibly reflecting its role in both
placental and pituitary expression.

The distal and proximal Pit-1 elements (Krawczak et al.
1999; Theill and Karin 1993) are generally well conserved,
despite observations that Pit-1 plays an important role in
controlling expression of GH-N in the pituitary but not
GH/CSH genes in the placenta (Jiang et al. 1995). For the
chimpanzee CSH-AI gene, unlike any of the human CSH
genes, the sequences of both distal and proximal Pit-1
elements are identical to those for GH-N. A striking
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translation, assuming splicing equivalent to that seen in the other
genes. In practice, alternatively spliced forms predominate for h(CSH-
L and it is not certain whether these are translated

exception to this conservation of Pit-/ elements is seen in
the proximal element for the GH-V genes, which shows a
number of substitutions, largely shared in human and
chimpanzee. For this element the substitution rate on the
line leading to GH-V, since divergence of GH-N and GH-V
genes (6/18 for human, 5/18 for chimpanzee), is signifi-
cantly greater than that for the divergence of the introns in
the GH-N and GH-V gene sequences (for human: 6/18 vs.
50/811, p = 0.00072; for chimpanzee, 5/18 vs. 50/814,
p = 0.0046; Fisher’s exact test). This strongly suggests
that this element has been subject to adaptive evolution
since the duplication giving rise to GH-N and GH-V,
reflecting their differential expression in pituitary and
placenta.

The thyroid hormone response element (TRE; Glass
et al. 1987) is reported to function in placenta but not
pituitary (Leidig et al. 1992), and accordingly this element
shows considerable sequence variation. For the human to
chimpanzee comparison, this variation differs from
expectation in terms of strict orthology. Thus, the element
preceding chimpanzee CSH-A2 resembles that preceding
chimpanzee (or human) GH-N rather than that preceding
other CSH sequences. Gene conversion events have prob-
ably influenced variation in this region, but a consequence
may be that the placentally expressed genes in chimpanzee
show a pattern of responsiveness to thyroid hormones
different from that seen in human.

The initiator binding site (InrE), which is required for
efficient activity of the promoter and maximum activity of
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Sp-1 distal Pitl CRE proximal Pit-1
hGH-N GGGAGGAGCTTJTAAATTATCCATTAGCACAAGCCCGTCAGTGGCCCCATGCATAARATGTACACAGAA
hCSH-L |ceeesec|eeses Cooesesoscssooasosscsssscnnscse oo . cesee . eGeoedes
hCSH=A |teeeeeefecoedesnansnnans CoedJoosesssscacsnsne o o eesesscs ceecssecsles
hGH-V  |ceeceeeelecnasessasensasonsfasfescsesoscnancnsansssns .G..C CA.G..G
hCSH-B |¢eeecossc|eessd Cecococnvcnnvslasosncsosevsevncvonsoss|ocsoscacvecsceccccncccons
CGH-N |scesceafecsodessasossaacnoacossaasosccsscccssoce|oncscsnscsncsccnadosns
CCSH-=ALl [ceeesaafoasnaonsssssssssnsasossasossssssssasossssfossssssscsascnssssaess
CCSH-A2 [eevweoeafonnns O . cssesse . coves P
CGH-V  |eeescocfecscsocscecsoscscsoossssscsosossssoscsocsossfes G..C C.eeG..G
CCSH-=B [t eesssafeessy Cioesescsnscnoasocscssnsns Geossesosfecsfescococsosscscssadens
-136 -120 -100 -80 -69
TRE TATA InrE
hGH-N ACAGGTGGGGTCAA-CAGTGGGAGAGAAGGGGCCAGGETATAAAAAGGGCCCAQAAGAGACCAGCTCA
hCSH-L +eedeeeees Geoo—essCeBecssacocc|osssscsofsssscsfessss . . . sessseesC
hCSH-A ...dccceenenns GeeoGeBAeeooose CTleesssaso|fesnoocsoassesscscedenscecsscs G. T
hGH-V seoqdoesPAe i AGesGeesCehAceesossssfesossas eeososfscsosscscdosssocsssasossns
hCSH-B .cedccceccccans GeeeGeBAieeoosns CTlessossesofssssssfescssssssdacsssssccs G. T
CGH-N  teedeceses G s =ensus e e S
CCSH-ALl teedeeceannnns G GiBiesoosoe CTle cesvcso|loevocss|fesvensocodecsssonsensacs C
CCSH-A2 ceefeeecnn Gieso—cosossscsssoscsssfessssescfssscssfescsnssscosdocsossscsscscnss
cGH-V ceodoesBAe et AGetGeeeCehAieesecsnsfessssce—ocnsses Geeooescsdocescscscsnsns C
CCSH-B  teed{ecececcnncas GeeCGeAveeoann CTlessescsofssaccaesssscecsdocscccncs G. T
-68 -60 -40 =20 -1

Fig. 3 Alignment of proximal promoters. The hGH-N gene was used as a reference; identities to this in other sequences are shown as .

«

and

deletions as “-”. Regulatory elements that have been identified in the A”GH-N gene are shown in boxes

the enhancer (Jiang et al. 1995), is generally well con-
served. The cyclic AMP response element (CRE, Eberhardt
et al. 1996) is highly conserved, in contrast with the situ-
ation in nonprimate mammals (Wallis et al. 2001).

The placental enhancer

The placental enhancer is located ~2.2 kb downstream
from CSH-B in human and markedly increases expression
of CSH-B in placental cells but not other tissues (Rogers
et al. 1986; Walker et al. 1990). Very similar sequences are
found downstream of hCSH-L and hCSH-A (but not GH-N
or GH-V), but these have very little enhancer activity. An
alignment of the region including the enhancer is given in
Fig. 4; this shows four regions identified by Jacquemin
et al. (1994) by footprinting, of which DF3 and DF4 appear
to be most important. The low enhancer activity of the
sequences following ACSH-L and hCSH-A has been
explained by a few substitutions (Jacquemin et al. 1996;
Lytras et al. 1996), which are indicated in Fig. 4. Only one
of these was detected in both of these studies; interestingly
this substitution (position 208 in Fig. 4, in the DF-3
domain: A in hCSH-B and G in hCSH-A and hCSH-L) is
found in all three chimpanzee CSH genes, suggesting that
the enhancer here is much less active than in human.

P-elements and GRE

P-elements are found upstream of GH-V and the three CSH
genes in human and are thought to inhibit expression of

these genes in the pituitary (Norquay et al. 2006) and/or
activate their expression in the placenta (Elefant et al.
2000; Ho et al. 2004). Equivalent sequences are found in
the chimpanzee and may well serve the same function. It
should be noted, however, that although there is no
P-element upstream of the GH-N gene in human or chim-
panzee, such sequences are found in this position in the
marmoset and the dog, rendering a simple interpretation in
terms of pituitary suppression less tenable (Wallis and
Wallis 2006).

A GRE has been reported in the first intron of hGH-N
and hGH-V (Slater et al. 1985). This is conserved com-
pletely in the corresponding chimpanzee genes.

Polymorphism in the GH locus

Analysis of data available from the chimpanzee genome
project suggests that the GH locus shows considerable
polymorphism, particularly in the region of the GH-N gene
(Supplementary Fig. 1). Overall, the full sequence of the
locus shows at least 53 clear-cut polymorphisms, mostly
SNPs, with two or more instances of each nucleotide (nt)
represented in the traces. About 47 additional potential
polymorphisms were detected, in which there was only one
instance of one of the two nucleotides; some of these may
represent sequencing errors, but many may be real poly-
morphisms given the low coverage at many sites. Given the
~ 66,000 nt of sequence encompassing the locus, such
polymorphisms represent 0.086—0.152% of sites, according
with estimates for the overall heterozygosity of 0.080-

@ Springer
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DF-1
1 10 20 30 90 100
hCSH-B [CAGCTCCCCTCGGGTGTAGGAGAATCCACT AAAAAGACCTT
hCSH-L |eecececcccccnes 2 e L€ 7 e
hCSH-A [teeeeecescesens Acecen AiCeveocofoscccsscscccssccseseeseeAGAA e eeeeeCe—BAirecncsscccscscBAieTedecccccocnns
RCSH-B |eececececcccssscssscssscssnnss cssssesscae
CCSH-Al [teeecocscccnnns AceeecccsosssoccfocosssscsosssscscsessBAGAAeeeeeeeCononncccscscsscscscseTedececcnconne
CCSH-A2 |eeeessceccsssscBAeceeeACocennn cesescesene
CCSH-B [ceeecesscecsoscoscossacsocsssosscslososcscscsocscscscsossse————oslosssscsosssssscsossssscscssocssslodescssascccnanns
* *
110 120 130 140 150 160 170 180 190
hCSH-B AAAGACCATCTACTTTAAACTCT--GATTTACCCACTGTTAGTCTACATTTCAGCTCATCAACTTGGTGTGGACGGCAATTTCTGCTGCAAATTTGAGAT
hCSH-L ceceveccces Geevoosennns ) Teveeesennnnns Cevrenncsensnsenssnsnsssscsnscscsnsnsasnse O I
hCSH-A .. cecccsccncncnnnss P Aceeeanne [ P
RCSH-B cccecccvecosscoosstossoe——coossssossoosssssscsscssssossssssosssssssscssscssssosssssse ceesses .. R
CCSH-Al ceeecoccnne Geeoossnnnnn Tleeecesscccscsssonnnns Ceceecesncscsossscccscsnnnns Aceeeeane Ceoceeecncnnnnnnde
CCSH-A2 cccessccscscsscncssnces TTeeeossccocnscssesanae Ceveonencccnns Ceeeoncncnns TAeeeoseos Ceveeoenncnnse
CCSH-B  eececesscccscscscssnncs Pl eceecesoscocsesossosscsosssssscssssssssssoscssscasossssscssscssssassscsosssscscsssale
DF-3 $ $ DF-4
*
210 220 230 240 250 260 270 279
hCSH-B |[GCCTAGGATGTTTTCTAAACGATGCATACGTGAGCCCTCACTICCCTGAGATTCTGATATAATTAGACTGGAATGTGGTC
hCSH-L |eeeeeee Geesesenonnsnsnnnnns Teveoonnnnnns eefesececrcsccccscccnncnns Cevecennnnnnns
hCSH-A [.ceeeen Geeoeoesonnnsconnnns Teeeeoosnsnne eofesesccscsccscscrcssesscscsscsansssanns
RCSH-B |cccecccoecosscooesscoscocscsvsasssscncssnsnse esfeececestecescsssessscsscsssscssssanes
CCSH-Al [eeeeens Geeveoesenonsccnnnns Teeeeoesnnnne eofesceccscsscctcscscnnnnns Civeeeennnnnns
CCSH-A2 |eeeeeseGecosesenssnscccnsncse Teoseeseonnnnn eofesececseccccssccnnncnns Ceveeennnnennns
CCSH-B [ececess Geeessesososncoesosossssscsoasnsnsns eolsseeecscsssesscscsnnnns Cieeeecscsnnns
Fig. 4 Alignment of the placental enhancers. The sequences of the and deletions as “-”. The rectangles show four DF domains of the

three putative placental enhancers of the chimpanzee locus were
aligned with their counterparts in human. The hGH-N gene was used

@

as a reference; identities to this in other sequences are shown as “.

0.176% of the chimpanzee genome (Mikkelsen et al. 2005).
In the sequence of the GH-N gene, including 500 nt
upstream and downstream of the coding sequence (~ 2,500
nt total), there are 14 clear-cut polymorphisms and 10
potential ones, representing 0.56-0.96% of all sites, a much
higher proportion than in the locus as a whole (p < 107°,
Fisher’s exact test). The biological significance of this high
level of polymorphism—in effect two haplotypes—for the
region around the GH-N gene is not clear.

Six of these polymorphisms fall in the coding region of
the GH-N gene, compared with a total of five in the other
four genes of the cluster. Two of the six are nonsynonymous,
leading to single-amino-acid changes in mature GH at res-
idues 92 (Phe/Leu) and 153 (GIn/His). Both of these sites
(like residue 132 where chimpanzee and human sequences
differ) are located on the side of the hormone facing away
from the membrane in the hormone receptor complex, well
away (>5 A) from either receptor-binding site. They would
not be expected to influence hormone-receptor interactions
directly, although this region does show accelerated adap-
tive evolution in some species (Wallis 2008), suggesting that
it has a specific biological role.

Gene conversion within the GH locus

The close similarity between the human CSH-A and CSH-B
genes is probably a consequence of a gene conversion
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placental enhancer. Nucleotides that when mutated cause a reduction
in activity of the enhancer are shown as * (Lytras et al. 1996) and $
(Jacquemin et al. 1996)

event (Chen et al. 1989). The marked differences between
the equivalent chimpanzee genes (CSH-AI and CSH-B)
suggest that this gene conversion event was specific to the
lineage leading to man, after separation from that leading
to chimpanzee. To assess the possibility of gene conversion
within the chimpanzee GH locus, an alignment of the five
gene sequences (from about 900 bp upstream of the start
codon to about 250 bp downstream of the stop codon;
Supplementary Fig. 2) was analyzed using the GEN-
ECONYV program (Sawyer 1999).

Several potential gene conversion events were identified
(Table 3). Conversions in the 5’ upstream region, extend-
ing into the promoter region, were observed for CSH-
AIl:GH-N and CSH-A2:GH-N. Whether these represent
independent events is not clear, but they may have
important implications for gene regulation. Conversions
involving CSH-A1, CSH-A2, and/or CSH-B were observed
within the section between intron 1 and exon 4, which may
have led to some homogenization of these gene sequences
as proposed for the human GH locus. Finally, evidence for
conversion between CSH-A1, CSH-A2, and CSH-B in the
section intron 4 to 3’ downstream was seen, though sta-
tistical support for this was relatively weak.

The pattern of gene conversion observed for the
chimpanzee GH locus contrasts with that seen for the
human sequence (Table 3). Here the expected extensive
conversion between CSH-A and CSH-B was confirmed,
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Table 3 Gene conversion between GH/CSH genes

Sequences nt Positions Length Location p Value
Chimpanzee
CSH-A1:GH-N 368-807 440 5" Upstream—promoter <0.0001
CSH-B:CSH-Al 1198-1960 763 Intron 1-exon 4 0.0001
CSH-A2:GH-N 743-923 181 5" Upstream—promoter 0.0001
CSH-A2:CSH-Al 1240-1987 748 Exon 2—exon 4 0.0005
CSH-A2:CSH-B 1048-1965 918 Intron 1-exon 4 0.0120
CSH-A2:CSH-Al 2145-2632 487 Intron 4-3" downstream 0.0177
CSH-B:CSH-Al 2203-2665 463 Intron 4-3" downstream 0.0192
Human
CSH-A:GH-V 1-172 172 5" Upstream 0.0004
CSH-A:CSH-B 182-2012 1831 Promoter—exon 4 0.001

For chimpanzee: ATG start codon at 928-930, TAG stop codon at 2425-2427. For human: ATG start codon at 946-948, TAG stop codon at

2440-2442. GENECONYV was run with mismatches allowed (setting gl). p values are corrected for multiple hypothesis testing

together with a possible conversion in the 5’ sequence of
CSH-A and GH-V, well upstream of the promoter region.
The results indicate that conversion events have occurred
independently in the chimpanzee and human GH gene
clusters since the divergence of the two species, and they
may have affected both expressed genes and regulatory
sequences.

Repetitive elements and indels

Chen et al. (1989) identified 48 Alu (SINE) repetitive
elements in the human GH locus, some of them truncated.
Use of RepeatMasker confirmed that 48 equivalent Alu
sequences are also present in the chimpanzee genome,
together with a number of additional SINE- and LINE-
related elements. This analysis, together with visual
inspection, showed that the only clear difference in repet-
itive-element content between human and chimpanzee loci
is a LINE l-related element (224 nt, corresponding to the 3’
end of LINE 1) upstream of CSH-A2/CSH-A, present in
chimpanzee but not in human. A very similar sequence is
found upstream of CSH-B/CSH-B in both chimpanzee and
human, suggesting that the difference arose by deletion of
the element in human.

This LINE 1 element upstream of CSH-A2/CSH-A
represents the largest insertion/deletion event (indel) seen
in a comparison of the human and chimpanzee loci. Four
additional indels of more than 15 nt are seen, including
three extensions/reductions of simple AG-rich sequences
and a 112-nt sequence in intron 3. The latter is present in
human but not chimpanzee and is not identified as a
repetitive element by RepeatMasker, despite the presence
of a long poly-T tract.

Evolutionary aspects
Gene duplication

The evolution of the human GH locus was considered in
detail by Chen et al. (1989), who proposed that an initial
gene duplication gave rise to the ancestors of the GH-like
and CSH-like genes. A second duplication gave rise to a
cluster of four genes, ancestors of GH-N, CSH-L, GH-V,
and CSH-B. Finally, a further duplication of the CSH-L
gene gave rise to CSH-A. The close similarity between
CSH-A and CSH-B is then explained by gene conversion
rather than phylogeny. The similarity between chimpanzee
and human GH loci implies that they shared the same
evolutionary origin. In the chimpanzee locus, as for the
human locus, phylogenetic analysis (Fig. 5) indicates that
CSH-A2 (CSH-A) and CSH-B are more similar than either
is to CSH-AI (CSH-L). The tree of Fig. 5a is based on an
alignment of all the sequence (excluding repetitive ele-
ments) that is repeated five times within the locus (the 5
genes, plus about 815 nt of 5’ and about 218 nt of 3’
flanking sequence, plus about 721 sequence upstream of
each gene, 2,532 nt upstream for the GH-N gene; Supple-
mentary Fig. 3). Here, the human CSH-A gene forms a
clade with human CSH-B and chimpanzee CSH-B, rather
than its presumed ortholog chimpanzee CSH-A2, possibly
reflecting the long (1,803 nt) gene conversion involving the
human CSHA/CSHB genes (Table 3). This explanation is
supported by the tree of Fig. 5b, based on an alignment
excluding this 1,803-nt region, where all the chimpanzee
and human genes group according to the expected orthol-
ogy. However, both these trees indicate that the human
CSH-A and CSH-B genes and the chimpanzee CSH-A2 and
CSH-B genes are more closely related to each other than to
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cCSH-A1

—* 86
hCSH-L

100

cCSH-A2

100 ____ hCSH-A
86

hCSH-B
cCSH-B

hGH-V

100
cGH-V

100

hGH-N
100
cGH-N

30.0

Fig. 5 Phylogenetic trees for the five genes in the GH gene locus of
human and chimpanzee. a Tree based on alignment of all sequence
(excluding repetitive elements) repeated five times within the locus
(see text for details). b Tree based on the same alignment but with
exclusion of the region showing gene conversion between hCSH-A
and hCSH-B (Table 3). The trees were constructed using the

the CSH-L/CSH-AI genes, suggesting that the final gene
duplication event in the evolution of the gene cluster was
not tandem duplication of the CSH-L/CSH-AI gene, as
previously proposed (Chen et al. 1989).

Rate variation in the evolution of coding sequences

Previous studies have identified variable evolutionary
rates during the diversification of the GH-like proteins of
higher primates; in at least some cases this reflects
adaptive evolution based on dN/dS values greater than 1
(Rodriguez-Sanchez et al. 2010; Wallis 1996). Phyloge-
netic analysis was carried out here using the codeml
method in paml, with all branches unconstrained, and an
alignment of coding sequences for mature proteins (Sup-
plementary Fig. 4). The tree obtained (Fig. 6) showed no
evidence for rate variation since the divergence of human
and chimpanzee, except for the rapid evolution of hCSH-
L (dN/dS = 0.82) compared with chimpanzee CSH-Al
(dN/dS = 0), which would be consistent with ACSH-L
effectively becoming a pseudogene shortly after the
divergence and evolving at an unconstrained (neutral)
rate. The increased dN/dS for the branch leading to hCSH-
A is based on only three nt substitutions and could also
reflect gene conversion. Accelerated evolution at earlier
stages in the evolution of the locus is confirmed, includ-
ing rapid divergence of CSH prior to further duplications
(dN/dS = 1.35) and in the lineage leading to GH-V after
the duplication giving GH-N and GH-V (dN/dS = 0.48 for
GH-V and 0 for GH-N). The availability of the chim-
panzee sequences shows that dN/dS values mostly fall to
very low levels after these episodes of rapid change,
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b cCSH-A1
—
hCSH-L
100 cCSH-A2
—| 92
hCSH-A

96

hCSH-B
n 100
L= ccsh-B

hGH-V

100
cGH-V

100
hGH-N

100
cGH-N

20.0

parsimony method in PAUP*; neighbor-joining and maximum-
likelihood methods gave similar results. Branch lengths are propor-
tional to the number of substitutions, indicated by the scale bars.
Numbers at nodes are percentages of at least 100 bootstrap
replications supporting that clade

supporting the idea that these episodes reflect adaptive
evolution, despite dN/dS levels that do not significantly
exceed 1.0. The slow evolution of GH/CSH genes since

0.17
— hCSH-B

017
— cCSH-B

0.13
— cCSH-A2

135 0.51
hCSH-A

0.82
hCSH-L
| 0
cCSH-A1

hGH-V

0¢GH-V

.02
hGH-N

cGH-N

—~//—— Nycticebus_GH
0.1

Fig. 6 Phylogenetic tree based on coding sequences of human and
chimpanzee GH locus genes. The tree was constructed using an
alignment of coding sequences for mature proteins (no signal peptide)
and codeml, with a defined tree and no constraint on dN/dS values
(model 1). Branch lengths represent total substitutions (dN + dS; the
scale bar shows 0.1 substitution/site) and numbers on branches are
dN/dS values. The sequence encoding slow loris (Nycticebus pygma-
eus) GH (Wallis et al. 2001) was used as an outgroup



A. A. Pérez-Maya et al.: Chimpanzee GH locus

human—chimpanzee divergence contrasts with that
observed for Old World monkeys (Rodriguez-Sanchez
et al. 2010).

Conclusions

The main conclusion from this work is that despite previ-
ous suggestions, the GH gene loci of human and chim-
panzee are similar, with five genes each showing complete
orthology. Some significant differences are seen, however.
In particular, the hCSH-L gene has changed substantially
since the chimpanzee—human split, potentially becoming a
pseudogene, while the corresponding CSH-AI gene in
chimpanzee has been conserved, giving an identical prod-
uct to CSH-A2. Chimpanzee produces two CSHs, with
potentially differing biological properties, whereas human
produces a single CSH. The pattern of gene conversion in
human is quite different from that in chimpanzee. The
region around the GH-N gene in chimpanzee is remarkably
polymorphic, unlike the corresponding region in human.
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