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RESUMEN

Las hormonas del crecimiento (GHs) de mamiferos son polipéptidos de
aproximadamente 190 aminodcidos (aa) con pesos moleculares de 22 kDa que participan
activamente en una gran variedad de procesos metabdlicos. Se sintetizan como prehormonas en
los somatotrofos de la pituitaria anterior, con una extensién aminoterminal hidrofébica de 26
residuos aminoacidicos que son removidos durante su secrecién al torrente sanguineo.

La demanda de GHs con posible uso veterinario o biomédico intensificé esfuerzos para
aislar genes y DNAcs de GHs, con el propésito de lograr producir estas hormonas a partir de la
fermentacién y cultivo de organismos reprogramados por ingenierfa genética. Sin embargo,
existen ademads otros aspectos de bastante interés con respecto a las GHs, como lo son el tratar
de conocer los mecanismos de regulacién genética, identificar los elementos que constituyen sus
promotores génicos y realizar estudios de evolucién molecular, con el fin de entablar relaciones
filogenéticas basadas exclusivamente en el andlisis de secuencias de GHs.

En el presente trabajo se logré obtener por RT-PCR y clonar molecularmente, un
fragmento de 749 pb correspondientes al DNAc que codifica para la hormona del crecimiento
del gato (FCGH). El fragmento aislado y secuenciado, se subcloné en dos vectores de
expresion: en el plasmido pMALc, mediante el cual se sintetizé la hormona en fusién con una
protefna de origen bacteriano (MBP) y en el pldsmido pNUT, con el cual se logré producir la
proteina madura en células COS-7.

También se cloné por PCR, 191 pb del promotor del gen y por medio de la
determinacién de su secuencia nucleotidica, se identificaron y situaron algunos elementos
estructurales propios de genes eucaridticos y caracteristicos de genes de GHs.



I INTRODUCCION

El uso potencial dc las versiones recombinantes de las hormonas del crecimiento (GHs)
de vertebrados, llevé a la clonacién molecular de una amplia variedad de sus genes y DNAcs. A
pesar del alto nimero de secuencias que han sido generadas, muchas especies han permanccido
sin ser incluidas en estos estudios, como es ¢l caso del gato.

1. Hormonas del crecimiento (GHs)

Las GHs (también llamadas somatotropinas) son miembros de una familia de hormonas
que incluye a las prolactinas y los lactégenos placentarios. Estas hormonas poseen estructuras
similares (1).(2),(3) y comparten propicdades funcionales ¢ inmunoldgicas (4), por lo que sc ha
considerado que sus genes han evolucionado a partir de un gen ancestral comun (5),(6).

1.1 Estructura y funcion de las GHs

Las GHs son proteinas globulares contituidas por 4 hélices alfa antiparalelas. La
molécula presenta dos enlaces disulfuro que conectan la hélice 4 con el extremo carboxilo
terminal de la proteina, y la hélice 1 con la 4 (7). Debido al alto grado de conservacion de los
residuos aminoacidicos observado entre las GHs de diferentes especies, se ha propuesto una
estructura "estindar” para estas hormonas (8)(ver fig 1), en la cual s6lo el 40% de los residuos
aminoacidicos estdn contenidos en las 4 hélices alfa (secuencias conservadas), el 60% restante
estd distribuido en 2 lazos largos que conenctan la hélice 1 ala 2 y la 3 con la 4; ademds dc un
lazo pequefio que une la hélice 2 con la 3. Una caracteristica estructural importante que exhiben
las GHs es la presencia de una prolina en la posicién 89 que provoca un doblez pronunciado a
mitad de la hélice 2 (9).

Gracias a los avances alcanzados hasta hoy en técnicas de purificacion y cristalizacion de
proteinas, los trabajos recientes en esta drea se han enfocado a elucidar las bases molcculares de
la interaccién de la GH con su receptor(10), y con el receptor de proteinas estrechamente
rclacionadas, como la prolactina (11). Los residuos involucrados en la interaccion de la GH con
su receptor pertenecen a las hélices 1 y 4, sicndo uno de los mds importantes el dcido glutdmico
(E) 174, identificado en HGH, mediantc mutagénesis (12).
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Figura 1. Modelo tridimensional para las GHs. Se muestra la representacion en cilindros o barriles
de las cuatro helices alfa que constituyen la proteina y los lazos que las unen, tomando como modelo

la estructura de la hormona del crecimiento porcina recombinante (PGHr),




LLa hormona del crecimiento actia directamente sobre las células de los tejidos blanco, o

por medio de intermediarios de tipo hormonal, llamados somatomedinas (ver figura 2).

Pituitaria
anterior

Célula
productora
de somatomedinas

Célula
blanco

Figura.2. Mecanismos de accion de las GHs. Via a: La GH liberada por la hipdfisis actua
indirectamente sobre los tejidos, induciendo a otras células para que produzcan intermediarios
llamados somatomedinas. Via b: La GH actia directamente sobre las células blanco. Via c: Las

somatomedinas ejercen su efecto sobre las células blanco (Tomado de Schmeitzel, 1988).

La produccién de la GH es episédica y estd regida por la accién de dos hormonas
hipotaldmicas, el factor liberador de la hormona del crecimiento y la somatostatina. Micntras
que el primero estimula su sintesis, el segundo inhibe su liberacion. Los efectos catabdlicos dc la
GH incluyen: incremento de la lip6lisis, oxidacién de los dcidos grasos y transporte disminuido
de glucosa, lo cual provoca que se eleve la concentracién de glucosa en sangre (13). Los clectos
anabélicos incluyen: incremento en el transporte de aminodcidos con disminucién de su
catabolismo y estimulacién de la sintesis de DNA, RNA y proteinas a nivel hepitico (14). En
términos generales, se considera que el efecto neto de las GHs y de las somatomedinas ¢s
anabdlico (15).




1.2 Sintesis tejido-especifica

Mediante el uso de técnicas inmunohistoquimicas se ha podido obscrvar que las células
acidéfilas productoras de GH ocupan casi la mitad de la parte anterior de la pituitaria. La
expresion pituitaria-cspecifica de la GH (16) se ha atribuido a la accién del factor transcripcional
Pit-1 (GHF-1), el cual se une de manera especifica a dos sitios localizados dentro de la regién ¢l
promotor del gen hGH-N (17).

Esta proteina de unién al DNA, se une fuertemente al sitio pit proximal, desde -66 hasta
-92 y con menor fuerza a pit distal que abarca desde -108 hasta -132 en el gen hGH-N (18). En
rata también se ha logrado identificar sitos muy conservados y con la misma localizacién dentro
del promotor de rGH (19), de tal manera que el conocimiento de los elementos estructurales de
las secuencias regulatorias, nos puede ayudar a entender mejor los procesos de control y
regulacion de la expresion de estos genes.

1.3. Biotecnologia

Las primeras aplicaciones comerciales derivadas del uso de la tecnologia decl DNA
recombinante se han centrado desde hace ya varios afos en la produccién bacteriana
(principalmente en Escherichia coli ) de proteinas de interés terapéutico y con un gran valor
comercial para la industria farmacéutica.

La insulina humana fue la primer proteina recombinante autorizada para usarsc como
agente terapéutico en humanos. Posteriormente le siguieron, también de origen humano, la
hormona del crecimiento, el activador del plasmindgeno tisular, el interferon B3, la interlcucina-2,
la eritropoyetina, el factor de necrosis tumoral y los factores VIII y IX. A cxcepeion del
interferon B, todas han sido aprobadas para su venta (20).

Conjuntamente con la produccién de proteinas recombinantes en bacterias, s¢ inicio la
produccién de las mismas en diversos sistemas de células de mamifero en cullivo, cn los cuales
se han obtenido excelentes resultados hasta ahora. En el caso de GHs de intercs pecuario, cstidn
siendo producidas en Escherichia coli , la porcina (21), la bovina (22),(23) y la de pollo
(24),(25), las cuales se afiaden también a la larga lista de genes y/o DNAs complementarios a los
RNAs mensajeros (DNAcs) que han sido clonados y sccuenciados (ver tabla I).



TABLA 1

GENES Y DNAcs DE GHs QUE HAN SIDO CLONADOS Y SECUENCIADOS

A) PECES

Hypophtalmichthys
Hypophtalmichthys
Cyprinus
Ctenopharyngodon
Pangasius

Caranx
Oncorhynchus
Oncorhynchus
Oncorhynchus
Oncorhynchus
Oncorhynchus
Salmo

Salmo

Sparus

Thunnus
Paralichtthys

Esox

Solea

Anguilla
Acanthropagrus
Acanihropagrus
Dicentrarchus
Lates

Oreochromis
Pangasianodon
Pagrus

Solea

molitrix (26)
nobilis (27)
carpio (28)
idella
pangasius
delicatissimus
kisutch (29)
tschawytscha
mykiss

keta (30)
niloticus
gairdneiri (31)
salar (32)
aurata
thynnus (33)
olivaceus
lucius
senegalensis
Jjaponica
butcheri
latus

labrax
calcarifer
niloticus
gigas

major (34)
senegalensis

B) MAMIFEROS

Mus

Rarttus
Mesocricetus
Macaca
Homo
Alopex
Mustela
Canis

Bos

Capra
Capricornis
Ovis

Buba

Sus

Cervus
Balanoptera
Equus
Loxodonta

C) ANFIBIOS

Rana
Xenopus

D) AVES

Gallus
Gallus
Meleagris
Anas

musculus (35)
norvergicus (36)
auratus

mulatta

sapiens (37)
lagopus

vison (38)
lupus (39)
taurus (40)
hircus (41)
crispus

ovis (42)
bubalis

scrofa

nippon

borealis
caballus (43,44)
africana

catesbiana (45)
laevi

gallus

domesticus
gallopavo
plathyrrincus (46)




1.4 Filogenia molecular

La aplicacién de una gran variedad de técnicas de biologia molecular ha hecho factible ¢l
que en la actualidad se estén estableciendo mapas genéticos comparativos entre diversas especics
de mamiferos (47). El gato doméstico (Felis catus), junto con la vaca, ocupa el séptimo lugar cn
cuanto al nimero de genes que han identificados y situados dentro de sus cromosomas, con un
total de 50. La construccién de estos mapas nos ayuda a "reconstruir” sucesos que ocurricron
en los organismos vivos y a formar un contexto evolutivo en la interpretacion de la organizacion
de los genomas (48).

Hasta hace algunos afios, las relaciones filogenéticos se establecian exclusivamente en
base a datos morfolégicosy paleontoldgicos (49). Sin embargo, en la actualidad la mayor parte
de ellas se realizan en base a hibridaciones de DNA vy andlisis de secuencias nucleotidicas de
DNA mitocondrial, citocromo b y genes de RNA ribosomal. El bajo nivel de mutaciones
puntuales (0-7/100 residuos/108 afios) observado entre las secuencias de las GHs de diversos
organismos (50) y el nimero cada vez mayor de secuencias disponibles, las ha convertido cn un
instrumento 1til para la construccion de drboles filogenéticos entre organismos. Un ¢jemplo de
ello, es la filogenia molecular entre peces, determinada por Bernardi y Cols. en 1993, basdndosc
exclusivamente en el andlisis de secuencias aminoacidicas de GHs (51).

2. Hormona del crecimiento del Gato

2.1 Trastornos asociados con la deficiencia de GH

El enanismo pituitario en el gato es un hipopituitarismo hereditario que provoca cstatura
corta, alopecia simétrica bilateral e hiperpigmentacién, sintomas todos ¢stos adjudicados a la
deficiencia de GH en el gato (FCGH)(52). Otros signos clinicos incluyen ausencia pecrmancnte
de denticion y anormalidades esqueléticas. Su diagnéstico estd basado en cl exdmen fisico,

radiografias, biopsias de piel y pruebas de funcionamiento endocrino (53).

La terapia para el enanismo pituitario felino incluye el reemplazo de la FCGH, la cual s¢
administra subcutdneamente tres veces por semana durante tres 6 cuatro semanas, con lo cual s¢
revierten todos los sintomas del padecimiento. La BGHr, la PGHr o la HGHr puedcen scr
efectivas (54), sin embargo lo ideal ¢s contar con la hormona homologa, la que al ser especie-

especifica evitarfa efectos indeseables derivados del rechazo inmunoldgico, que puede

presentarse a largo o mediano plazo.
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Se ha establecido que en gatos la GH promueve el crecimiento del cabello y el desarrollo
de las fibras de elastina (55),(56), mientras que su deficiencia ocasiona cambios cutdneos que
llevan al padccimiento de hiperqueratosis, atrofia epidémica, melanosis, atrofia de las gldndulas
scbdceas y adelgazamiento de la piel (57). También se ha visto una asociacion sinergistica ¢ntre
la actividad de la GH y las hormonas sexuales esteroideas para promover el crecimiento
(58),(59).

El interés creciente por investigar la GH del gato, surgié a partir de los resultados
obtenidos de diversos estudios metabélicos, en los cuales después de medir la concentracién de
GH en suero, luego de administrar sustancias que estimulan o inhiben la liberacién de la
hormona (60), se llegé a la conclusién de que los mecanismos que gobiernan la secrecién y
regulacion de la biosinteisis de GH en esta especie, debian ser mucho menos sensibles o
insensibles a los estimulos que si funcionan en Primates (61).



II. OBJETIVO GENERAL:

CLONAR Y DETERMINAR LA SECUENCIA NUCLEOTIDICA DI DNAc Y DEL PROMOTOR
DEL. GEN DE LA HORMONA DEL CRECIMIENTO DEL GATO Y SINTETIZAR I.A PROTEINA
RECOMBINANTE EN Escherichia coli Y CELULAS COS-7.

III. OBJETIVOS PARTICULARES:

El proyecto abarcé los siguientes objetivos:

1. Obtener por PCR el DNAc de 1a hormona del crecimiento del gato (FCGH ), usando
oligonucleétidos consenso y retrotranscritos del RNA de hipéfisis de gatos como
sustrato.

2. Clonar el DNAc de FCGH en los vectores M13mp18 y M13mp19 y determinar su
secuencia nucleotidica.

3. Clonar y determinar la secuencia nucleotidica del promotor del gen en ambos vectores :
M13.
4. Subclonar el DNAc en el plasmido pMALc e inducir la sintesis de la proteina en

Escherichia coli, fusionada con la proteina de unién a maltosa (MBP).

3. Construir el plismido pPNUTFCGH que contenga el minigen FCGH y lograr su
expresién en células COS-7.
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IV MATERIAL Y METODOS

4.1 Origen de los reactivos

Las enzimas de restriccion y de modificacién de dcidos nucleicos fueron adquiridas de
Gibco-Bethesda Research Laboratories, Inc. (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, EUA), New
England Biolabs, Inc. (NEB, Beverly, MA, EUA) y Boheringer Mannheim (Indianapolis, IN,
EUA) y fueron empleadas segin las indicaciones de uso de cada compaiifa.

El nucleétido radiactivo 33S-dATP, necesario para llevar a cabo la determinacién de las
secuencias nucleotidicas, asi como el D-treo-(dicloroacetil-1-14C)-Cloranfenicol para la
realizacién de los ensayos CAT, fueron adquiridos de Amersham International
(Buckinghamshire, UK).

Para realizar la sintesis de la primera cadena de DNAc a partir de los RNAs totales del
tejido hipofisiario, se utilizaron reactivos de la compaiifa Gibco-BRL, y para la amplificacién de
los productos correspondientes al DNAc y al promotor de FCGH por PCR, se emplearon las
enzimas: Tag-polimerasa de la corporacién Promega (Madison,WI, USA) y Amplitaq de Perkin
Elemer-Cetus (Alameda, CA, USA).

Las secuencias nucleotidicas del DNAc y del promotor fueron determinadas empleando
el estuche "Sequenase version 2.0 ", adquirido de United States Biochemicals, Inc. (USB,
Cleveland, OH, EUA).

El par de iniciadores necesarios para llevar a cabo la amplificacién del DNAc y del
promotor fueron previamente disefiados en la ULIEG por J.A.I. Ascacio y J.C. Morcno
(respectivamente) en base a las secuencias consenso de diferentes DNAcs y genes de GHs de
mamiferos reportadas en los bancos de secuencias y fueron sintetizados por la compaiia
BioSynthesis (Lewisville, TX, EUA).

Los materiales usados para el cultivo de células (frascos, cajas, tubos, filtros, pipctas,
unidades de filtracién. etc.) fueron adquiridos de Falcon (Lincoln Park, NJ, EUA), Corning
(New York, NY, EUA), Costar (Cambridge, MA, USA) y de Promega.
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Los reactivos para la preparacién de medios de cultivo, asi como sucro bovino fetal
(SBF), tripsina, el reactivo LIPOFECTAMINE™, ademds del estuche de E.LL.I.S.A para la detcecion
y cuantificacién de las proteinas recombinantes, se adquirieron en Sigma Chemical Co.
(Missouri, MI, USA), HyClone, Inc. (Logan, Utah, USA), DIFCO-LABORATORIES (Detroit,
Michigan, USA) y Gibco-BRL.

Los reactivos para elaborar las soluciones, amortiguadores, medios de cultivo, geles, etc.,
necesarios para realizar este trabajo se obtuvieron de: Sigma Chemical, CO, Merck (Monterrey,
México), y Aldrich Chemical Company (Milwaukee, W1, EUA).

4.2 Origen del material biolégico

Como producto de la diseccién de 5 gatos (Felis catus), se lograron recuperar 600 mg de
tejido hipofisiario y tejido sanguineo necesario para realizar la clonacién del DNAc de FCGH y
del promotor de su gen, respectivamente. Las hip6fisis recién extraidas, fueron colocadas
inmediatamente en CQO», con el objeto de preservar la integridad de los RNAs del tejido durante
su transportacién al congelador a -70°C, donde fueron almacenadas hasta su uso. La sangre fué
procesada de inmediato para extraccién de DNA gendmico.

Los fagos M13 utilizados como vectores de clonacién y secuenciacién y el plasmido
pMALc empleado en los ensayos de expresion de la proteina recombinante en Escherichia coli,
fueron adquiridos de NEB.

Las cepas de Escherichia coli utilizadas fueron: DH50F', DHSq, y TB-1, esta (iltima
adquirida de NEB. Los demds pldsmidos, y cepas de Escherichia coli emplcados cn cste
trabajo, provienen de la genoteca y bacterioteca de la U.L.LE.G.

Las células COS-7 obtenidas de rifion de mono verde empleadas para realizar los
ensayos de expresion transitoria de las proteinas recombinantes fueron donadas por ¢l Dr Tien
Kuo del Depto. de Patologfa Expcrimental del M. D. Anderson Cancer Center Research de
Houston, TX, E.U.A.




4.3. Métodos
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El trabajo experimental se dividié en dos ctapas. En la primera, se describe todo lo

referente a la clonacidn y determiracion de la secuencia nucleotidica del DNAc y del promotor

del gen (ver fig 3), mientras que la segunda fase se enfoca a la produccion de la hormona
recombinante en Escherichia coli y c€lulas en cultivo (ver fig. 4).

Extraccion D‘ RNA Transcripcion DNAcs
i, ; reversa Amplificacién
8 TOTAL del DNAe
Hipéfisis
sangre Amplificacién
Extraccién DNA pmrﬁuwr i
p‘ GENOMICO
Clonacién
GATC \{
- - FcoRI HindIll FcoRl 1indIIl
= - liIIIIIIIiIIII,i
= < Secuenciacién Promotor DiNA
- v M13-FCGH M13-FCGI
EGPR-URER

Figura. 3. Estrategia general de clonacidn

y secuenciacién. Se esquematizan los principales

procesos desarrollados para clonar y determinar la secuencia nucleotidica del DNAc y del promotor

del gen FCGH.
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A) B)
Subclonacion Subclonacién
del DNACc del DNAc
St \ Hind 1 BamHI o pwll  EcoRI

pTAC ||||| P

pPMALc-FCGH Amp.

DHFR
Transfeccién
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6 —| — __ @ ~ |——MBP-FCGH
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55 ___ -
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Figura 4. Estrategia general de expresion. Se esquematiza la estrategia que se llevé a cabo para
lograr expresar la proteina recombinante. A) en Escherichia coli como proteina de fusion y B) en

células COS-7, como proteina madura secretada al medio de cultivo.

4.3.1. CLONACION MOLECULAR DEL DNAc de FCGH por
RT-PCR

4.3.1.1.Aislamiento de RNA de hipofisis

La extraccién del RNA total a partir de tejido hipofisiario de gato, se rcalizé empleando
una modificacién a la técnica del Isotiocianato de guanidina-fenol-cloroformo, descrita por
Chomczynski y Sachi en 1987 (62), la cual comprende 5 etapas que se describen a continuacion:



Extraccion. 250 mg de hipdfisis fueron homogenizados con 500 pl de solucién D! (4M de
isotiocianato de guanidina/25mM de citrato de sodio/0.5% de sarcosil/0.1M de B-
mercaptoetanol), 250 pl de acetato de sodio 0.2M (pH 4), 100 pl de SEVAG (cloroformo-
alcohol isoamilico, 24:1) y 500 pl de fenol saturado con TE a pH 6.

Precipitacion. El RNA presente en el sobrenadante extraido del homogenizado por
centrifugacion a 13,500 rpm™* por 10 min a 4°C, se precipité durante lh a -20°C afadiendo 1
volumen de isopropanol.

Reprecipitacion. La pastilla de RNA se resuspendié nuevamente en 500 1 de solucién D, se
agregd un volumen de isopropanol, se incubd 1 h a -200C y se volvi6 a centrifugar.

Lavado. El botén que se obtuvo por centrifugacién durante 15 min a 13,500 rpm., se lavé con 1
ml de etanol al 70% y se dejé secar al aire.

Solubilizacion?. La pastilla de RNA se resuspendié en 500 il de etanol al 100%.

* A lo largo del trabajo se usardn rpm como unidad de centrifugacidn, con la aclaracién pertienente de que se
empled una microcentrifuga Eppendorf 5402 (rotor de 10.69cm de radio ) en todos los procesos, a excepcion de la
purificacién de DNA en gradiente de cloruro de cesio).

i, Una vez preparada la solucién D puede almacenarse a temperatura ambiente hasta por un mes.

2 F1 método original describe la solubilizacién del RNA en SDS al 0.5%, sin embargo, dado que sélo
requerimos una pequefia cantidad del total del RNA extraido para realizar la sintesis de DNAc, es conveniente

mantener el resto en etanol al 100% a -700C, para preservar su integridad.

El proceso de extraccién de RNA se realizé en condiciones de ausencia total de
ribonucleasas. El material de vidrio se lavé primeramente con NaOH al 0.5%, se enjuagé con
agua Milli-Q tratada con DEPC al 1% y finalmente se sometié a un proceso de horneado a
250¢C por 4h. El material de plastico se usé estéril. Todos los reactivos fueron preparados en
DEPC:H;,0 y durante todo el procedimiento de trabajé con guantes. Estas condiciones se
mantuvieron durante todas las etapas del proceso.

Para realizar la cuantificacién espectrofotométrica del RNA recién extraido, se tomé una
alicuota de 2l a partir del "stock", se evaporé el etanol en el evaporador centrifugo SAVANT y
el RNA liofilizado, se resuspendié en 1ml de agua Milli-Q ultrapura, midiéndose su absorbancia
a 260 y 280 nm. Posteriormente, se verificé la integridad del RNA en gel de agarosa-
formaldehido-MOPS al 1% y se visualiz6 bajo luz uv.
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a) Preparacion del gel agarosa-formaldehido-MOPS al 1%: (60 ml)
En un tubo falcon de 15 ml se mezcld:
0.6 g de Agarosa
6.0 ml de MOPS 10X (0.2M de MOPS/ 0.05M de NaOAc/ 0.01M de EDTA, pH 7.0)
43.2 ml de DEPC:H,0
Los reactivos se disolvieron perfectamente con calor y la mezcla se dejé enfriar hasta
65°C , afiadiéndole enseguida:
10.8 ml de formaldehido al 37%, precalentado a 65°C

Finalmente se vertié en el molde previamente tratado con NaOH al 5% por media hora y
enjuagado con DEPC:H»O. El resto de la mezcla para gel, puede almacenarse a -20°C y usarse
en preparaciones posteriores.

b) Desnaturalizacién del RNA:
En un tubo eppendorf de 1.5 ml se mezclé:
5.0 pg de RNA (liofilizarlo y usar el mismo tubo para afiadir los demds reactivos)
2.0 ul de DEPC:H20
12.0 pl de RDB (RNA denaturing buffer: -700 pil de formamida al 100%
-300 ul de formaldehido al 37%
-150 pl de MOPS 10X
1.0 pl de bromuro de etidio 2mg/ml
Se incub6 a 65°C por 10 min, y se colocé en hielo inmediatamente afiadiendo enseguida:
6.0 pl de GLB (Gel-loading-buffer: 50% de Glicerol/ImM de EDTA/0.25% de Azul
de bromofenol/0.25% de Xilencianol) "

c) Finalmente las muestras se aplicaron en los carriles del gel para ser resueltas por elecroforesis
usando MOPS 1X como buffer de electroforesis.
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4.3.1.2. Sintesis del DNAc por RT

La cnzima del Virus de la Leucina Murina de Maloney (M-MLYV), ¢s una DNA
polimerasa-dependiente de RNA (retrotranscriptasa), lo cual posibilita realizar ¢l proceso de
sintesis de la primera cadena de DNAc, empleando como templado RNA (de cadena sencilla) y
un oligonucledtido corto que actia como donador de un 3'-OH (nccesario para el inicio de la
polimerizacion). De esta manera, se produce una poblacién heterogénea de hibridos RNA-
DNAC, dentro de los cuales se obtiene el producto de interés.

Los reactivos empleados para la reaccién de RT forman parte del conjunto enzimatico de
la compafifa BRL, el cual estd basado en la técnica descrita por Gubler y Hoffman (tabla II)(63)

TABLA II. COMPONENTES DE LA REACCION DE RT:

(mezclar en un vol. final de 30ul)

RNA molde(2-518) redisuelto en 18.5 ul de DEPC: 10
Amortiguador 5X 6.0 ul
Hexameros al azar (0.3}1M) 1.0
dNTP's(10mM) 1.5l
DTT 0.1M 1.0 ul

MMLV-RT (400U/pl)

0.5l

Como paso inicial de este proceso, el volumen (en pul) equivalente a 2.5 pg de RNA, fue
evaporado (para eliminar el etanol en ¢l cual se mantenfa almacenado a -70°C) y resuspendido ¢n
18.5 ul de DEPC:H,0. Luego se sometié a desnaturalizacién durante 5 min a 95°C e

inmediatamente después el tubo de reaccién se colocé en hielo por 5 min. Enseguida sc le

aftadi6 la mezcla de reaccién antes descrita y finalmente se incubd a 37°Cpor 30 min (64).
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4.3.1.3. Amplificacion especifica del DNAc de FCGH empleando la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Haciendo uso de este proceso enzimdtico de sintesis dc DNA in vitro , que involucra la
sintcsis de millones de copias de un segmento de DNA especifico (65), s¢ logré copiar y
amplificar en forma exponencial el DNAc que codifica para FCGH (tabla III), cuya longitud
quedd delimitada por el par de oligonucledtidos especificos previamente diseiiados, los cuales
introdujeron los sitios de restriccidn artificiales EcoRI en el cxtremo 5" del fragmento
amplificado y Hind Ill en 3'.

Ademds, para abarcar también la secuencia de la regién 3' no-traducible (NT), se empled
un tercer oligo especifico para la cola de poli A de los RNAm eucaridticos, el cual, junto con ¢l
oligo 5' permitié amplificar el DNAc de FCGH desde el codén de iniciacién (ATG), hasta la
regién de poli A (ver fig. 5).

TABLA III. COMPONENTES DE LA REACCION DI: PCR:

(mezclar en un volumen final de 50 pl):

Milli-Q:H20 37.0 ul
DNA-RNA(templado)* 3.0l
Amortiguador de Rx 10x 50ul
MgClp (25mM) 3.0ul
dNTP's (10mM) 1.5 ul
iniciador 5'(2.5uM) 1.1ul
iniciador 3'(2.5uM) 11wl
Polimerasa Taq(5U/ul) 0.5 ul

*1/10 del volumen de la reacién de RT

A la mezcla de reaccidn anterior se le afiadieron 50 ul de aceite mincral y fue somctida a
30 ciclos sucesivos de amplificacién en el aparato termociclador (MJ Research, Inc. PT-100),
empleando el siguiente programa: Desnaturalizacion a 94°C/1 min, Apareamiento a
550C/1.30 min y Extensién a 72°C/1.30 min. Los resultados de la amplificacién sc analizaron
por electroforesis en gel de agarosa al 1%.
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Figura. 5. iniciadores consanso para DNAc. A) Se muestra la secuencia de los tres oligonucledtidos
empleados para amplificar el DNAc. B) Se esquematiza también, el sitio especifico de unién de los

oligos al inicio y final de la region codificante del DNAc, asi como a su cola de poli A.

4.3.1.4. Clonacion del producto amplificado

Se eligid clonar el producto amplificado en el vector M13 (mp18 y mp19), porque su
genoma de cadena doble, nos permite clonar fragmentos de DNA bicatenario y su forma
infectiva o filamentosa ofrece la gran ventaja de poder producir grandes cantidades de DNA de
cadena sencilla, conveniente para secuenciacion.

Tomando en cuenta lo anterior, el producto amplificado (1 pg de DNAc de cadena doble
)y el vector (500 ng de cada uno de los fagos M13) se sometieron a una doble digestién con las
enzimas EcoRI y Hind III (en un volumen de reaccién de 10 pl). Ambos sitios de restriccion
fueron introducidos por PCR en los extremos del inserto, mientras que en el vector se sitdan en
los extremos del sitio miiltiple de clonacién (MCS).
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El DNA digerido y luego purificado por extraccién con fenol-Sevag (1:1), se precipité
con 2.5 volimenes de etanol al 100% y 1/10 dec volumen de acetato de sodio 3M, pH 5.2. Se
incub6 a -20°C por 1 h y posteriormente se centrifugd a 13,500 rpm por 10 min a 4°C. La
pastilla se lavé luego con 500 ul de etanol al 70%, se secé cn el evaporador centrifugd al vacio y
finalmente se resuspendié en 50 pl de agua Milli-Q ultrapura . Los DNAS purificados se usaron
para llevar a cabo las reacciones de ligacion (1:5) (66), en las cuales la T4 DNA ligasa cataliza la
unién covalente de los extremos compatibles de las moléculas de DNA (vector-inserto). De esta
manera se di6 origen a las construcciones: M13mpl8FCGH y M13mpl9-FCGH.. Los
productos de las ligaciones se usaron para transformar bacterias DH5aF’-calcio competentes
(67),(68). Se seleccionaron 18 colonias de cada una de las construcciones, se propagaron en 4
ml de caldo 2YT, dejdndolas crecer toda la noche a 37°C y en agitacién continua, para recuperar
el fago en su forma replicativa (doble cadena) por minipreparacién por lisis alcalina (69) y el
DNA obtenido de cada una de las colonias de crecimiento lento en agar LB suave, se caracterizo
con enzimas diagndsticas y los resultados se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al
1%.

Se eligieron aquellas clonas que resultaron positivas y los cultivos se emplearon para
preparar DNA (de cadena sencilla) de las particulas virales expulsadas al medio de cultivo por
las bacterias.

4.3.2 CLONACION MOLECULAR DEL PROMOTOR DEL
GEN DE FCGH POR PCR

4.3.2.1 Extraccion de DNA genémico a partir de tejido sanguineo
El DNA genémico de gato se aislé6 emplecando la técnica DTAB-CTAB (70),
desarrollada originalmente para bacterias por De Sal y cols. en 1989 (71). Por medio dc cste

proceso se aisl6 DNA en cantidad suficiente para realizar los experimentos de amplificacion.

En primer término, se llevé a cabo la lisis y desnaturalizacion del tejido sanguinco en
bafio de agua a 68°C por 5 min. afiadiendo para ello 600 pl del detergente catiénico DTAB al
8%, posteriormente se realiz6 un paso de desproteinizacion, afiadiendo al mismo tubo, pero a
temperatura ambiente, 900 pl de cloroformo. Se mezcld por inversién 3 veces y se centrifugé
por 2 min a 10,000 rpm., sc separé la fase acuosa y ¢l DNA contenido cn clla sc precipito
selectivamente con 100 pl del detergente CTAB y 300ul de cloruro de sodio 0.4M. Sc
centrifugé nuevamente a 10,000 rpm por 2 min, la pastilla sc resuspendid en 750 pl de etanol al
100%, sc centrifugé 10 min a 10,000 rpm, se lavé con 300ul de ctanol al 70% , sc secé en cl

SAVANT y finalmente se resuspendié en 300 pl de agua Milli-Q ultrapura.
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El DNA gendémico se cuantificé espectrofotométricamente y se determind la relacion de

absorbancia 260/280 para establecer su calidad, ademds de verificar su integridad por
clectroforesis en gel de agarosa al 0.8%.

4.3.2.2. Amplificacion del promotor empleando oligonucleétidos
consenso

Los oligonucleétidos que se emplearon para lograr la amplificacién del promotor, fueron
disefiados en la U.L.ILE.G., con la finalidad de poder aislar los promotores de los genes GH de

mamiferos superiores. En la fig 6 se muestra su secuencia, ademds del sitio especifico al cual se
unen dentro del gen.

TABLA IV. COMPONENTES DE LA REACCION DE PCR:

( mezclar en un volumen final de 50 ul)

Agua Milli-Q 37.0ul
DNA gen6émico(500ng/pl) 1.0 pl
Amortiguador de Rx 10x 5.0 pl
MgCI2 (25mM) 3.0 ul
dNTP's (10mM) 15u
oligo 5' (2.5uM) 1.1 ul
oligo 3' (2.5uM) 1.1 ul
Polimerasa taq (5.0 U/ul) 0.5 ul

A la mezcla de reaccién anterior se le afiadié 50 pl de aceite mineral, los tubos de
reaccién fueron colocados en el aparato termociclador y se sometieron al programa dc
amplificacién de 30 ciclos, cada uno de los cuales abarcé 3 etapas: | min de desnaturalizacion
a4 94°C, 1 min de apareamiento a 58°C y 1 min de extension a 720C. El producto dc la
amplificacidn fue analizado por electroforesis en gel de agarosa al 2%.
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Figura 6. Oligonucledtidos consenso para promotor La secuencia del oiigo 5' corresponde a una
region conservada, localizada a -140 pb del sitio de inicio de la transcripcién de los genes de GHs,
mientras que el iniciador 3'se aparea dentro de la unidad transcripcional, en los limites del primer

intron.

4.3.2.3. Clonacion del producto amplificado en los vectores M13

Tanto el producto amplificado, como los vectores de clonacién, fueron digeridos con las
enzimas EcoRI1 y Hind 111, para poder unir ambas moléculas en las posteriores reacciones de
ligacién que se llevaron a cabo. Los productos de las ligaciones se usaron para transformar
células DHSaF' calcio competentes.y las colonias resultantes de cada transformacion se
propagaron toda la noche a 37°C con agitacién continua en 4ml de caldo 2YT. Mediante la
técnica de minipreparacién por lisis alcalina se obtuvo ¢l DNA de los fagos en su forma
replicativa y cada uno de ellos se caracterizé con endonucleasas de restriccién diagndsticas(Eco
RI-Hin dlll, Sma 1y Pvu II) para establecer la presencia o ausencia del inserto de interés. Las
clonas que resultaron positivas, se propagaron para preparar DNA de cadena sencilla, cl cual se

cuantificé-espectrofotométricamente y se usé para realizar las reacciones de secuenciacion.
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4.3.3. SECUENCIACION DEL DNAc¢ y DEL PROMOTOR POR EL
METODO DE TERMINACION DE CADENA CON ddNTP's

La secuencia nucelotidica de cada una de las clonas seleccionadas, tanto las que contenfan
el DNAc, como las que tenian clonado el segmento correspondiente al promotor, [ucron
sometidas al proceso de secuenciacién empleando una modificacién a la técnica descrita por
Sanger y cols. en 1977 (72)(ver fig 7).

Cabe mencionar aqui, que para leer con mayor facilidad la longitud total del DNAc
clonado en el fago M13 en ambas orientaciones (desde ATG hasta TAG), se aprovech¢ la
existencia del sitio Sma I (conservado dentro del cuarto exén en las GHs de mamilcros
superiores), para realizar la subclonacién del segmento Sma I-HindIII (200 pb) en mp19 y de
Sma 1-Eco RI (450 pb) en mp18 (ver Fig 8).
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Figura 7. Reaccién de secuenciacidn.. Mediante un paso sencillo de apareamiento de los
templados de cadena sencilla de cada una de las construcciones con el primer " M13 Universal' a
65°C; seguido de una etapa de polimerizacién de la cadena complementaria al templado usando la
enzima "Secuenasa", la cual incorpora dNTP's [uno de los cuales se emplea marcado radiactivamente
(35SdATP)] y finalmente un paso de terminacién de la polimerizacién mediante la adicion de
ddNTP's, fue que se ley6 la secuencia de los fragmentos de interés. El producto de cada reaccién
(una para cada tipo de ddNTP) se resolvio por electroforesis en gel de poliacritamida-urea al 8%. Se

corrieron multiples muestras a difrentes intervalos de tiempo con el propédsito de leer de forma total

la secuencia de los fragmentos clonados.

s
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Figura 8.- Secuenciacién del DNAc de las clonas en M13. De primera instancia se generaron las
clonas A y B, que incluian la regién codificante del DNAc completo en ambas orientaciones. En éstas
solo se pudieron leer los primeros 480pb de secuencia de cada uno. El resto de las secuencias se
obtuvieron de una segunda serie de construcciones (C y D), portando los fragmentos de Sma | a Eco

Rly Sma | a Hindlll, completando de esta manera la lectura total de la secuencia en ambas cadenas.

4.3.3.1. Preparacion de DNA de cadena sencilla

La preparacion de cadena sencilla se realizé mediante la técnica descrita por Messing y
cols. (73), 1a cual produce templados de muy buena calidad, tal y como se requicre para obtener
resultados excelentes en la secuenciacion.

L 1.5 ml del cultivo de cada una de las clonas seleccionadas se centrifugaron a 13,500 rpm
durante 5 min Se removié cuidadosamente el sobrenadante (rico en fagos en su forma
filamentosa) y se usaron 50ul para infectar 4 ml de un cultivo de células DH50F incubdndose

por 5-8 h a 37°C en agitacién continua. El resto del sobrenadante se almaccno a 4°C.,

2 Una vez que los cultuvos crecieron, se tomaron 1.3 ml de cada uno y sc centrifugaron a
las condiciones ya especificadas. Se retir6 completamente el sobrenadante y los fagos
contenidos en €l fueron precipitados afiadiendo 230ul de PEG al 30% (preparado cn NaCl 1.8
M), mezclando por inversion y dejdndose reposar por 30 min a temperatura ambicnte.




S
3 Se centrifug6 nuevamente durante 10 min a 13, 500 rpm, se removié el sobrenandante y

la pastilla se resuspendi6 en 120ul de agua Milli-Q ultrapura, ademas de 60yl de fenol saturado
con TE a pH 8.0 y 60ul de Sevag. Se mezclé perfectamente en el vértex y centrifugé
nuevamente a 13,500 rpm durante 5 min.

4. Se separ6 la fase acuosa y se someti6 a tres lavados sucesivos con 1ml de eter-etilico,
agitando 1 min en el vértex y desechando el éter (fase superior) entre un lavado y otro.

5. Finalmente, el DNA de cadena sencilla, se precipité con 1/10 de volumen dc acetato de
sodio 3M y 2.5 volimenes de etanol absoluto, incubdndose por 1h a -20°C. Se centrifugé a
13,500 rpm y la pastilla se lavé con Iml de etanol al 70%. Se secé en el SAVANT vy se
resuspendié en 20ul de agua Milli-Q ultrapura, tomdndose como antes 2pl para realizar la
cuantificacién del DNA en el espectrofotémetro.

4.3.3.2 Reaccién de Secuenciacion
Todos lo reactivos empleados en las tres etapas del proceso de secuenciacion, forman
parte del estuche "Sequenase 2.0" de USB (74).

a; Rx. de apareamiento entre ¢l templado y el primer:
Mezclar:
1.0 ul de primer ( M13 "Universal", 0.5 pmol/ul).
2.0 pl de amortiguador de reaccion 5X (200mM de Tris-HCI pH 7.5, 100mM de
MgClp y 200mM de NaCl)
7.0 ul de DNA (aprox. 1pg)
Se incubd a 65°C por 2 min y se dejé enfriar lentamente hasta llegar a temperatura

ambiente (aproximadamente en 30 min.).

b) Rx de polimerizacion: (La mezcla de todos los reactivos debe realizarse en hielo)
Se mezclaron los siguientes reactivos:
10.0 pl de templado-primer (reaccién anterior)

1.0 ul de MgClp
1.0ulde DTTO.1 M
2.0 pl de la mezcla de nucleétidos 1X (diluida 1:5 en agua Milli-Q ultrapura)
1.0 pl de 33SAATP (10.0 puCi)
2.0 ul de Sequenasa version 2.0 (diluida 1:8 en buffer de dilucién)*

Se homogenizaron perfectamente y se incubaron por 5 min a temperatura ambiente.

* Adicionar siempre la enzima al final.




¢) Rx de terminacion:

4 tubos de 0.5 ml se marcaron como G, A, T, C, se les anadi6 a cada uno 2.5u! del
ddNTP correspondiente.y se incubaron 37°C*. Luego se distribuyeron 3.5 pl del contenido de
la reaccién de polimerizacién en cada uno de los cuatro tubos marcados con G, A,T y C (una vez
que se retiran de su incubacién a 37°C) y se mezclé perfectamente (hacer esto para cada
reaccion).

*Es conveniente preparar estos tubos en el tiempo en que se realiza la reaccion de alineamiento para dar tiempo
suficiente a que se precalienten a 370C

Las reacciones se incubaron por 10 min a 37°C para permitir la incorporacién de los
terminadores en todas aquellas cadenas polimerizadas en la reaccién anterior. En seguida se
anadieron 4ul de solucién "stop" (95% formamida/20mM de EDTA/0.05% de azul de
bromotenol/0.05% de xilencianol) a cada tubo de terminacién. Finalmente se procedi6 a
calentar las muestras a 80°C durante 2 min antes de aplicar 3-5 pl en cada uno de los carriles del
gel (debe prepararse por 1o menos con 1 h de anticipacién).

Preparacion del gel de poliacrilamida al 8%:
Se preparé la mezcla siguiente:
-70 ml de acrilamida-bisacrilamida al 20% (
-48 ml de urea 7.7 M (urea grado secuenciacién, disuelta en TBE 1X)
-680 pl de PSA 10% (persulfato de amonio)
-80 1l de TEMED
Los reactivos perfectamente homogenizados, se vertieron en el molde formado por 2

placas de vidrio previamente lavadas y desengrasadas y se esperé a que polimerizara

(aproximadamente 15 min).

4.3.3.3. Analisis computacional

La secuencia nucleotidica leida a partir de las autorradiografias, se analiz6 mediante el
programa DNA Striderl.1 con el cual se construyeron mapas de restriccién y se tradujo la
secuencia del DNAc de FCGH a aminodcidos.

Mediante el empleo del programa Clustal (via internet), se obtuvieron los porcentajes de
similitud existentes entre FCGH con otras GHs de mamiferos ya reportadas y en base a los
resultados, inferir relaciones evolutivas entre las especies.

Finalmente se usé el programa Insigth, mediante el cual se produjeron una serie de
estructuras tridimensionales de GH , empleando para ello las coordenadas cristalogréficas de la
GH bovina, las cuales se encunetran depositadas en el Banco de proteinas de Brookhaeven y a
las cuales se tiene acceso através de Mosaic.
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4.3.4. SINTESIS DE FCGH EN Escherichia coli

4.3.4.1 Subclonacion del DNAc FCGH en el vector pMALc

Dado que el DNAc de FCGH fue amplificado por PCR usando el mismo par de
iniciadores que el de CFGH (clonado previamente en la ULIEG), su subclonacién en pMALc
simplemente consistié en "sacar” (como en un mecanismo de casette) con Xho [ y HindlIII, €l
DNAc de CFGH de pMALc-CFGH Yy sustituirlo por el "cassette” del DNAc de FCGH
previamente recuperado también con Xho 1y Hind 1II del vector M13 (ver fig 9).

EL producto de las digestiones se ligd en el mismo tubo de reaccién (a un volumen final
de 20 ul) , sin previa purificacién de fragmentos, ¢ incubando a 16°C por 8 h y posteriormente
se transformaron bacterias (Escherichia coli , cepa TB1) calcio competentes.

Se levantaron 20 colonias a partir de la caja de transformacién , se dejaron crecer toda la
noche en caldo 2YT y se realizé extraccién de ADN plasmidico por minipreparacién por lisis
alcalina. Se caracteriz enzimdticamente cada una de las 20 clonas con enzimas de restriccién
diagnésticas (Xho I-Hin dlll, EcoRI-Hin dIIl, Sma 1y Afl 1I) que nos permitieron establecer
cuales de ellas contenfan inserto, y de é€stas, cuales eran las que contenfan el DNAc
correspondiente a FCGH.. El producto de las digestiones se analizé por electroforesis en gel de
agarosa al 1%.

4.3.4.2. Sintesis de FCGHr como proteina de fusion.

La clona seleccionada para Ios ensayos de expresién fue inoculada y crecida en 4 ml de
caldo 2YT con ampicilina (10 mg/ml) por 16 h a 37°C en agitacién continua. Se tomaron 500 pl
de este cultivo y se inocularon en 4 ml de caldo 2YT fresco. Se dej6 crecer a una D.O.de 0.5 a
600nm, se anadi6 al tubo 40 pl de IPTG 0.1M y se incubé a 37°C en agitacién continua durante
3 h, al final de lo cual se midié nuevamente la A a la misma longitud de onda y se procedi6 a
realizar el anélisis de la sintesis de la proteina recombinante en gel de poliacrilamida-SDS. (Fig.
10).
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Es importantc mencionar que como testigo positivo de induccién se usé una clona

bacteriana que contenia el pldsmido pBHX (donado por el Dr Daniel Baty del CNRS c¢n
Marsella, Francia), dentro de cuya secuencia se encuentra el DNAc que codifica para la HGHr
de 22kDa. Conjuntamente con los ensayos de induccidn, se procesaron duplicados de éstos,
ademds de testigos negativos, los cuales consistieron de células con el pldsmido de interés y con
las secuencias codificantes para la FCGH y HGH , pero sin ser sometidas a induccion con

IPTG 0.1M.

Todos los pardmetros que se usaron en los ensayos de expresién provienen de
resultados previamente obtenidos con la expresién de GH humana y bovina en el trabajo
realizado por Martinez Torres en la ULIEG (75), usando el mismo sistema de expresion.

I
Hind I11

pMALc-CFGH

M13-FCGH

CFGH

EcoRI ~ HindIII

pMALc-FCGH

Figura 9. Estrategia para subclonar el DNAc de FCGH en el vector pMALc. Esta construccion se
facilité grandemente al disponer de pMALc-CFGH. El ADNc de CFGH se insertd reemplazando al
de CFGH y la proteina recombinante derivada de éste quedo fusionada a la proteina de union a

maltosa.



4.3.4.3. Deteccion de la proteina de fusion empleando electroforesis en

gel de poliacrilamida-SDS

A partir de cada uno de los cultivos inducidos y sin inducir, se tomé 1 ml de caldo, s¢
centrifugé a 13,500 rpm., se recuperdé el paquete celular y se resuspendid en amortiguador de
muestra (Tris-HCI 50mM, pH 6.8/8-mercaptoetanol 5%/ SDS 2%/azul de bromofenol
0.1%/glicerol 10%). Las muestras se calentaron a ebullicién durante 5 min y se aplicaron 30yl
de cada una de ¢llas en los carriles de un gel de poliacrilamida-SDS en gradiente, al 12 y 5%. Sc
empled buffer de electroforesis 1X (Tris 0.25M/glicina 2.0M/SDS "1%) para realizar la
electroforesis por 2 h, iniciando a 80v y aumentando luego a 100v, cuando las muestras salieron
del gel concentrador (5%) y entraron al de resolucién (12%).

Posteriormente, el gel se tild con azul brillante de Coomassie (0.25% en solucién
decolorante) por media hora y se colocé por medio hora més (o hasta que la poliacrilamida esté
lo suficientemente incolora y que las bandas de la proteina unida con el colorante sean facilmente
distinguibles) en solucién decolorante (acido acético-metanol-agua, 1:5:4).

Preparacion del gel PAGE-SDS:
Gel de resolucién al 12%: (para 10ml)

-3.3 ml de agua Milli-Q
-4.0 ml de acrilamida-bisacrilamida al 30% (29 g de acrilamida/l g de N, N
metilén-bisacrilamida/ 100 ml de TBE 1X)
-2.5 ml de Tris:Cl 1.5M (pH 8.8)
-0.100 pl de SDS al 10%
-0.100 pl de PSA 10%
-0.004 ul de TEMED

Inmediatamente después de afiadir el TEMED, la mezcla se vacid entre las dos placas de
vidrio perfectamente limpias y desengrasados, cubriendo hasta el 80% de su capacidad.

Gel concentrador al 5%: (para 3 ml)
-2.1 ml de agua Milli-Q
-0.5 ml de acrilamida-bisacrilamida al 30%
-0.380 ml de Tris:Cl 1.0M (pH 6.8)
-0.030 ml de SDS 10%
-0.030 ml de PSA 10%
-0.003 ml de TEMED
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Una vez polimerizado ¢l gel de resolucion al 12%, se procedi6 a vertir la poliacrilamida
para el gel concentrador encima del primero y cubriendo ahora el total de la superficic.
Enseguida se colocé el peine y se esperd hasta su total polimerizacion.
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Figura 10. Estrategia general de induccién y andlisis de la expresién. Se transformaron bacterias
Escherichia coli cepa TB1, calcio competentes con la construccion pMALc-FCGH. Una vez obtenidas
las clonas, se fermentaron en matraz para crecerlas y se las indujo con isopropil-B-tiogalactésido-
piranosa para fomentar la sintesis de FCGH como proteina de fusién con MBP. Dicha proteina
fusionada se logré detectar en geles desnaturalizantes de poliacrilamida tefidos con azul brillante de
Coomassie, en los que también se corrieron testigos positivos (+), testigos negativos (-) y

marcadores de peso molecular (M).



4.3.5. PRODUCCION DE FCGH EN CELULAS COS-7

4.3.5.1. Construccion del vector pNUTFCGH

El primer paso para lograr "ensamblar " todos los elementos necesarios para construir ¢l
minigen FCGH que quedaria finalmente unido al vector de expresion pNUT |, consisti6 cn
realizar la caracterizacién enzimdtica de los pldsmidos pNUT20k, pAVEhGH y pNUT mediante
la realizacién de digestiones analiticas (reacciones de 10ul, empleando 500ng de cada pldsmido)
con el fin de corroborar el tamafio y la identidad de los insertos a purificar y posteriormente a
ligar.

El vector M13FCGH fue digerido con las enzimas Pstl y Pvull para liberar el fragmento
correspondiente al DNAc de FCGH. Para obtener el segmento proveniente del pldsmido
pNUT20K, se digiri6 con Sacll y Pst, llevando en este fragmento la secuencia del potenciador
("enhancer") de SV40, el promotor de la metalotioneina y 78pb de la regién 5' del gen hPL-3,
conteniendo el sitio de inicio de la transcripcién. El pldsmido pAVEhGH se digirié con Pvu Il y
Eco RI , obteniéndose la regién 3' del gen hGH con la sefial de terminacién de la
transcripcion.(poli A). Finalmente, pNUT se digiri6 con Sacll y EcoRI llevando el gen de
resistencia para la ampicilina, el origen de replicacién de Escherichia coli , ademds de una copia
del DNACc codificante para la enzima HPRT.(Fig 11).

Posteriormente se realizaron digestiones preparativas en reacciones de 25 pl, cortando
3ug del DNA de cada pldsmido para purificar por "Gene clean" (76) los fragmentos de intercs.
Tomando en cuenta el tamafio de los segmentos se realiz6 la ligacion de los cuatro fragmentos
en una reaccién de 20 pl , incubando por 8h al6°C y empleando 40U de T4 ligasa. Con la
quinta parte de esta reaccién se transformaron bacterias DHS5a calcio competentes. Se
levantaron 20 colonias a partir de la placa de transformacién y se realizé extraccion dc ADN
plasmidico a partir del cultivo de cada una de las colonias. Posteriormente se rcalizaron
caracterizaciones enzimdticas empleando endonucleasas de restriccion diagndsticas (EcoRI-
BamHILPvu Iy Sma 1) y se lograron identificar 2 clonas portadoras del plasmido pNUTFCGH.
Finalmente se realiz6 la purificacién del mismo por gradiente en cloruro de cesio (77), ademas
de someterse al mismo proceso los pldsmidos empleados como testigos, con ¢l fin de obtener
DNA de calidad excepcional para los posteriores ensayos de transfeccion.
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Figura. 11. Construccién de pNUTFCGH. En este diagrama se esquematizan los principales pasos

de clonacion efectuados para llegar a ensamblar el minigen FCGH con los fragmentos indicados, en

el vector pNUT.

4.3.5.2. ENSAYOS DE TRANSFECCION EN CELULAS COS-7

Las células COS-7 empleadas para los ensayos de transfeccién fueron cultivadas c¢n
cajas de 33mm con 2 ml de medio D-MEM suplementado con 5% de SBF y ampicilina
(100.pg/ml), manteniédose en incubacién a 37°C en atmésfera de CO» al 5%.

Tanto el pldsmido pNUTFCGH, como los pldsmidos pNUT22K [testigo (+) dc
expresion], pNUThPL-3 [ testigo (-) de expresién] y pNUT [testigo (-) total], fueron co-
transfectados con el plasmido pCMVeat, con la finalidad de poder determinar mediante un
ensayo indirecto [en el cual se valora la actividad para la enzima cloranfenicol-acetil-transfcrasa
(CAT)] (78) la eficiencia de transfeccion en las células COS-7 (ver fig 12).
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Figura 12. Ensayo CAT. El plasmido pCMVcat tiene incluido dentro de su secuencia el DNAc que
codifica para la enzima cloranfenicol-acetil-transferasa. De tal manera que al introducirlo en células
COS-7, es posible detectar la produccién y actividad de la enzima CAT, si se la libera del citoplasma
(donde se almacena) mediante lisis celular y se le pone en contacto con Cloranfenicol (sustrato) y
Acetil-CoA (donador de grupos acetilo). Tomando en cuenta que el cloranfenicol se usa marcado
radiactivamente con 14C, al resolver las formas acetiladas por cromatografia en capa fina, es posble

hacer luego una autorradiografia de las mismas.



A continuacién se describe el procedimiento empleado para ensayos de expresion
transitoria en células en monocapa, cmpleando el reactivo 1LIPOFECTAMINE de la compaiia Gibco-
BRL (79): Se¢ diluyeron (en 2 tubos Eppendor! por separado) 1p1g de DNA (0.5ug del pldsmido
de interés y 0.5ug de pCMVcat) y 6ul del reactivo LIPOFECTAMINE* en 100p] de medio Opti-
MEM-reducido (sin SBF y sin antibiético), posteriormente, se mezcl6 ¢l contenido de los dos
tubos y la mezcla se dejé reposar a temperatura ambiente por 30 min. Las células COS-7 se
lavaron 3 veces con medio Opti-MEM-reducido con objeto de climinar toda traza de medio
DMEM con SBF y antibidtico y se les dejé con 800ul del medio reducido. Después de los 30
min se agregaron los 200ul de la mezcla de DNA-Lipofectamina sobre las células recién lavadas,
se mezeld suavemente y se incub6 durante Sh a 37°C en atméstera de CO7,

Al cabo de las 5 h, se afiadié 1ml de medio Opti-MEM adicionado solamente con SBF al
10% (pero adn sin antibidtico) y se prosigui6 la incubacién a las mismas condiciones por 24h
mds. Finalmente se retiré la mezcla sustituyéndose el medio reducido con medio DMEM
suplementado con SBF al 5% y antibi6tico y se dej6 24h mds.

Después de 48h, se colectd el sobrenadante de los cultivos y la monocapa de células se
lav6 con 500 il de PBS 1X (pH 7.4) sin calcio y magnesio (8g de NaCl/ 0.2 g de KC/ 1.44 g de
Na,HPOy, 0.24 g KH7POyy en 11 de agua Milli-Q). Posteriormente se levantaron mediante
raspado con una espdtula y empleando 500ul de Tris-HC1 0.25 mM, luego fueron sometidas a 3
ciclos sucesivos de congelacién en nitrégeno liquido y descongelacién a 37°C y finalmente 10ul
de cada extracto se usaron para realizar los ensayos CAT.

*La cantidad de lipofectamina empleada para los ensayos de transieccién, se determind
mediante la realizacién de experimentos previos en los cuales se compararon 1, 2, 3, 6,9 y 12 ul,
observandose mayor cantidad de producto acetilado (tomando como referencia los ensayos
CAT) y mayor cantidad de proteina recombinante (cuantificada por ELISA), con 6 pl del
reactivo. Se mantuvieron constantes los siguientes parimetros:

Cantidad de DNA. 11g (0.5 pg del plasmido de interés y 0.5 pg del plasmido con el
gen de referencia.

Niimero de células. siempre se parti6 de 3x10° céls. y un 80% de confluencia para cajas
de 33 mm.

Tiempo de incubacion sin sueroy sin antibiético. 5 h

Tiempo de incubacion con los complejos DNA-lipofectamina. 24 h

Medio de cultivo: D-MEM completo, para llevar las células hasta confluencia

Opti-MEM reducido, sin suero y sin antibidtico para incubar 5 h con

la mezcla DNA-lipofectamina.

Opti-MEM reducido con SBF al 10%, pero sin antibiético para
proseguir la incubacién con la mezcla por 24 h més.

D-MEM completo, hasta terminar la transieccién a las 48h.
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4.3.5.3. Anilisis de la expresion por ELISA Y ELISPOT

Se realizaron ensayos de ELISA tipo "sandwich" empleando ¢l sistema comercial de la
compafifa Gibco-BRL, el cual se basa en el método desarrollado por Alam y Cook (80). Para
preparar las muestras de la curva de calibracién se realizaron 7 diluciones sucesivas en medio D-
MEM (de 1:2 hasta 1:16), comenzando por afiadir 50pl del estdndar hGH(500ng/ul) en 450ul
de medio, . Para realizar el ELISA de cada muestra,, se afladieron primeramente, 100u de cada
una de las diluciones de la curva y de cada una de las muestras problema (sobrenadantes sin
diluir), en los pocillos de la placa para ELISA y se incubaron por 30 min a 37°C. Posteriormente
se realizaron 5 lavados con amortiguador de lavado 2X y se afiadié enseguida, 200u1 del primer
anticuerpo(anti-hGH creado en ratén), incubdndose nuevamente por 30 min a 37°C, Se aplic6
amortiguador de lavado 5 veces y se incubd de igual manera con 200ul del segundo anticuerpo
(conjugado con peroxidasa), después de lo cual se lavé nuevamente 5 veces y se incubé por 30
min con 200ul del sustrato OPD a temperatura ambiente. Finalmente se afiadieron 100ul de
Acido sulfirico 2N y se ley6 la absorbancia de cada muestra en el lector de ELISAS a 492nm.

Mediante el empleo del programa Microsoft Excel, se realizé el andlisis de los datos y se

construy$ una curva de puntos x, y. Las concentraciones de las muestras problemas de
calcularon en base al r2 obtenido.

Por otro lado, se realizaron ensayos tipo "ELISPOT" [segin la técnica descrita por
Monroe (81)] empleando HGH, como testigo (+), con el fin de lograr establecer la identidad de
cada una de las proteinas recombinantes producidas por las células COS-7 y secretadas al medio
de cultivo.

Las proteinas presentes en | ml del sobrenandante de cada una de las transfecciones, se
precipitaron con 3 volimenes de acetona por 12 h a -20°C. Estas proteinas precipitadas, se
fijaron a la membrana de nitrocelulosa mediante la aplicacién de vacio, empleando para ello, el
aparato para dot-blot.. Posteriormente, 1a membrana de nitrocelulosa se puso en contacto con la
soluci6n de bloqueo (leche sveltex al 5% en TBST) por 2h con agitacién suave a 4°C. Luego, se
realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con solucién TBST y se procedié a poner en contacto
la membrana con el primer anticuerpo, anti-bGH, seguido de la incubacién por 2 h mas con un
segundo anticuerpo conjugado con fosfatasa alcalina (anti-conejo, obtenido en cabra). lavando 3
veces con TBST entre uno y otro Ac. Por dltimo se realizé el revelado mediante la reaccién de
coloracién que se desarrolla afiadiendo NBT y BCIP como sustratos para la enzima.




V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Clonacion molecular del DNAc de FCGH

a) Extracciéon de RNA a partir de hipofisis de gato

A partir de los 600 mg de tejido hipofisiario recolectado, se recuperaron 50ug de RNA.,
Una alicuota de este RNA recién extrafdo, se analizé en un gel de agarosa-formaldehido-MOPS
al 1%, logrdndose visualizar perfectamente las 3 subunidades correspondientes a los RNAs
ribosomales (dado que éstos son los mds abundantes en la célula)(ver fig. 13), Otra alicuota sc
usé para determinar su calidad, inferida por la relacién de absorbancia espectrofotométrica
260/280, la cual fue de 1.8 (se considera buena entre 1.8 y 2.0).
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Figura 13. Perfil electroforético de RNAs extraidos de hipdfisis. 51g de RNA de gato y una
cantidad igual de RNA de cerdo [testigo (+)] se resolvieron por electroforesis en gel de agarosa-
formaldehido-MOPS al 1%. Se lograron visualizar bajo la luz ultravioleta las 3 bandas
correspondientes a las subunidades 28S, 18S y 5S de los RNAs ribosomales, se tomé ésto como
indicio de que el material se recuperd en buenas condiciones; ademas de que no se observaron

fragmentos de degradacién en la parte inferior de los carriles del gel.



b) Sintesis y amplificacion del DNAc

Se emplcaron 2.5ug de RNA para realizar la reaccién de transcripeion reversa mediante
la cual se sintctizé la cadena complementaria a los mensajeros extraidos de hipofisis.
Posteriormente, usando el par de oligonucledtidos consensos (descritos en materiales y
métodos) y 1/10 de la reaccion de RT, se amplificé selectivamente un fragmento de
aproximadaentc 700 pb, correspondiente al DNAc de FCGH (ver fig 14). Esta banda se
esperaba, suponiendo que el RNAm de 1a GH de gato tuviera la longitud semejante a los DNAcs
de GHs de mamiferos, para los cuales fueron disefiados los inciadores.
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Figura 14. Amplificacion del DNAc de FCGH. 5l de la reaccién de PCR practicado con los DNAcs

de hipdfisis del gato (FC) y del cerdo (SS; empleado como testigo positivo], se analizaron por
electroforesis en gel de agarosa al 1%, observandose claramente en ambos carriles las bandas de
amplificacion de 700 pb. (-), indica el testigo negativo de amplificacién, el cual contiene todos los
reactivos empleados para la reaccién de PCR excepto DNA; M; corresponde al marcador de peso
molecular (DNA del fago A, digerido con Eco Rl'y Hind 1il).

¢) Clonacién del producto amplificado en los vectores M13

Se seleccionaron y caracterizaron con enzimas de restriccién 20 colonias blancas
obtenidas a partir de la transformacion de bacterias calcio competentes con los productos de
cada una de las ligaciones (el producto amplificado, unido a M13mp18 y a mp19)(Fig 15). 5
clonas recombinantes de cada vector que liberaron el fragmento de 700 pb cuando se digiricron
con Eco Rl y Hind 111, se eligieron para preparar DNA de cadena sencilla y determinar la

secuencia a sus insertos.
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Bglll 7935

Hindl11 6900

M13mp18FCGH
7950 bp

Clal 2527

Figura 15. Mapa de restriccion de M13FCGH. En la figura se muestra el mapa de la construccion del
DNAc en M13mp18. En la construcion en mp19 la orientacion del fragmento clonado va de Hindlll
(6200) a Eco Rl (6700).

d) Secuencia nucleotidica del DNAc

La secuencia completa del DNAc [desde el coddn de iniciacién (ATG) , pasando por ¢l
de terminacién (TAG) e inclusive abarcando la cola de poli A se ley6é en ambas orientaciones a
partir de por lo menos 3 clonas distintas, con la finalidad de identificar la secuencia real y
distinguirla de mutaciones y artificios que pudieran haber sido generados durante el proceso de
amplificacién y/o clonacién. En la siguiente serie de figuras (16,17,18, y 19), se muestran las
autorradiografias obtenidas de los diferentes geles de poliacrilamida-urea al 8%, en los cuales
fueron resueltos los productos de las reacciones de secuenciacidn y a partir de donde se ley6 la
secuencia nucleotidica. Las dos primeras figuras corresponden a fragmentos clonados c¢n
M13mp19 y las dltimas dos a fragmentos en M13mp!8.
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Figura 16. Secuencia del DNAc de FCGH del nucleétido 1 al 127. En esta figura se muestran dos
sitios importantes dentro de la secuencia del DNA complementario; uno de ellos es el codon de
iniciacion, sefialado en la parte inferior de la figura como "ATG" y el otro es el codon "TTC" que se
traduce a fenilalanina, la cual es el primer residuo aminoacidico de la GH madura. La region que
abarca desde el coddn de iniciacion hasta uno antes del ttc, corresponde a los nucledtidos que

codifican para los 26 aminoacidos que forman el péptido sefal o lider de la hormona.




415 ———— e

agagcatctggcca e
ggctcacggcttgt e, =
ggtccgacaaccac s DTS
ttctgggaggacte ”—-5",_.
cttaacgtgccggg = =
ctcggtgctgacta A
ctcgtecgtctctcet :.'f'::
tcgcctegtcgaga - e
tgcagcctagagac —r
gacccggagcagga T e
acggcacccccgge -
cctaccagaggctc |
ttccagtcttcegt -
cggacgcgcaagac e
ctaccttatggaga .....ﬂw
cgaaggccctacat e
gogggcgagtttga e
gaaacatccacagc PR
cgccggttgaccac ——
4——— 128 ==

Figura 17. Secuencia del DNAc de FCGH del nucleétido 128 al 415.
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Figura 18. Secuencia del DNAc de FCGH del nucleétido 415 al 648. En esta figura se muestra la
autorradiografia, en la cual se puede apreciar perfectamente el codon de terminacion (TAG), y
el trinucledtido CCC de la posicion 479, cuya traduccién es un residuo prolina (155), mismo
que constituye la unica diferencia amonoacidica entre FCGH y CFGH.
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ttgctgggcatcecgt
ggtcagcccectcecece
cagtgcctctgect
ctcccccaaccectg
ggaagtgccgctgc
gctccagggtccac
tgtgctttcecctaat
aaaattaagcatca
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Figura 19. Secuencia del DNAc del nucleétido 649 ai 749. Esta autorradiografia abarca la secuencia
de la region 3' no-traducible del DNAc, donde se puede ver en la parte inferior la sehal de

poliadenilacién (aataaa) y el inicio de la cola de poliA.
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e) Caracteristicas del DNAc y de la proteina codificada por éste

De los 749 pb que sc leycron, 78 codifican para el peptido lider (26 aminodcidos del
extremo amino-terminal), 570 comprenden la secucncia de la proteina madura de 190
aminodcidos (excepto los dltimos 3 nucledtidos que codifican para ¢l coddn de terminacién) y
101 nucledtidos forman la regién 3' no-traducible (fig 20).

10 20 30 40 50
* Kk *

1 ATGGCTGCAGGCCCCCGGACCTCTGTGCTCCTGGCETTTGCCCTGCTCTGCCTGCCC
58 TGGCCCCAGGAGGTGGGCGCCTTCCCAGCCATGCCCTTGTCCAGTCTGTTTGCCAAC
115 GCCCGTGCTCCGGGCCCAGCACCTGCACCAGTTGGCCGCCGACACCTACAAAGAGTTT
172 GAGCGCGGCGTACATCCCGGAGGGACAGAGGTATTCCATCCAGAACGCGCAGGCTGCC
229 TTCTGCTTCTCGGAGACCATCCCGGCCCCCACGGGCAAGGACGAGGCCCAGCAGAGA
286 TCCGACGTAGAGCTGCTCCGCTTCTCTCTGCTGCTCATCCAGTCGTGGCTCGGGCCC
343 GTGCAATTCCTCAGCAGGGTCTTCACCAACAGCCTGGTGTTCGGCACCTCGGACIGG
400 GTCTACGAGAAGCTCAAGGACCTGGAGGAAGGCATCCAAGCCCTGATGCGGGAGCTG
457 GAAGATGGCAGCCCCCGGGCCGGGCAGATCCTGAAGCAAACCTACGACAAGTTTGAC
514 ACAAACTTGCGCAGTGACGACGCGCTGCCCAAGAACTATGGGCTCCTGTCCTGCTTC
571 AAGAAGGACCTGCACAAGGCTGAGACGTACCTGCGGGTCATGAAGTGTCGCCGCTTC
628 GTGGAGAGCAGCTGCGCCTTCTAG

* k *

652 TTGCTGGGCATCGTGGETCAGCCCCTCCCCAGTGCCTCTGCCTCCCCCARACCCTGGGA
709 AGTGCCGCTGCGCTCCAGGGTCCACTGTGCTTTCCTAATAAAATTAAGTTGCATCAT
766 AAAAAR

Figura 20. Secuencia nucleotidica del DNAc de FCGH. Los codones del péptido senal se
muestran subrayados. Los codones de iniciacién (ATG) y terminacion (TAG) se destacan con tres
asteriscos, mientras que la regién 3' no-traducible se muestra un renglén abajo de éste dltimo. Al final

de la misma se resalta subrrayada la sehal de poliadenilacién.

La secuencia nucleotidica del DNAc se analizé mediante ¢l programa DNA Strider 1.1
(82), el cual permiti6 identificar los sitios de restriccién inicos y caracteristicos de las hormonas
del crecimiento [(Pst 1(5),Sma1(470)y Pvu 11 (636)](ver fig. 21).
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Figura 21. Mapa de restriccion del DNAc de FCGH. En este diagrama se muestran solamente los
sitios de restriccion Unicos localizados mediante el programa computacional DNA Strider 1.1, dentro

del fragmento de 749 pb.

Ahora bien, la comparacién de las secuencias nucleotidica del DNAc de FCGH con las
de las GHs ya existentes en los bancos de genes y proteinas (empleando el programa Clustal, via
Internet)(83), permitié identificar similitudes y diferencias. Particularmente evidente resulté la
similitud encontrada entre los DNAcs de las GHs del gato y del perro (98.5%). Aunque sc
puede observar un buen nimero de diferencias nucleotidicas (35 cambios), la mayoria dc las
veces corresponden a cambios que ocurren a nivel de la segunda y dltima base del codén y no
son suficientes para provocar cambios aminoacidicos, a cxcepeidn de la posicién 155, en donde
cambia Prolina (en gato) por Leucina (en perro) (ver fig. 22).

En la tabla V, se muestran los porcentajes de similitud aminoacidica encontrados cntre
FCGH y otras GHs de especies relacionadas, poniéndose de manifiesto claramente el alto grado
de conservacién existente entre esta hormona y la de carnivoros como el perro, visén y cl zorro
del drtico (cdnidos). Por desgracia, atin no cxiste ninguna otra especie de la familia Felidac, con
la cual establecer comparaciones.
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MetAlaprlaGlvPreorraThrSerValleuleyalaPheplaleuleuCysleufroTroProGinGiuvalGlyala

Gato ATGGCTGCAGGCCCCTCGAGCTCTGTGCTCCTGGCGTTTGCCCTGCTC TG CTGCC ITGGCCCCAGGAGGTGGGCGCC
Perro cG C [ T T

+1

PheProAlaMetProlLeuSerSerLeuPhellaisnilaValleuArghlaGlrnHisLleuHisGlnLeudlaAlahsp

Gato TTCCCAGCCATGCCCTTGTCCAGTCTGTTTGCCAACGCCATGCTCCGGCCCCAGCACCTGCACCAGTTGGCCECCGAL
Perro G ) C P

27

ThrTyrLysGluPheGluargAlaTyrIleProGluGlyGlnArgTyrSerileGinksnAlaGlnalarlaPheCys

Gato ACCTACAAAGAGTTTGAGCGGGCGTACATCCCGGAGGCACAGAGGTATTICATCCAGRACGCGCAGGCTGCCTTCTGE

Perro

44
Gato
Perro

67

Gato
Perrc

90
Gato
Perrc

113
Gato
Perro

136
Gato
Perro

182
Gato
Perro

Figura 22. Comparacion de la secuencia nucleotidica de FCGH con la CFGH. Se muestran las
diferencias nucleotidicas existentes entre la regién codificante del DNAc de FCGH, con las

correspondientes de la GH de perro. En la posicién 155 se muestra en "negritas" la Unica diferencia

c c c

PheSerGluThrIleProAlaProThrGlyLysAspGluAlaGlnGlnArgSeraspValGluLeuleuArgPheSer
TTCTCGGAGACCATCCCEGCCCCCACGGGECAAGGACGAGGCCCAGCAGAGATCOGACGTAGAGCTGCTCCGCTTCTC!

o ) c

LeuleuLeulleGlnSerTrpLeuGlyProValGlnPhelLeuSerArgValPheThrAsnSerLeuValPheSly'Thr
CTGCTGCTCATCCAGTCGTGGCTCGGGCCCETGCAATTCCTCAGCAGGGTCTTCACCAACAGCCTGOTGTTCGGCALC
G T A

SerAspArgValTyrGluLysLeulysAspLeuGluGluGlyIleGlnAlaleuletArgGluLeuGluAsGlySer
TCGGACCGGEGTCTACGAGAAGCTCAAGGACCTGGAGGAAGGCATCCAACCCCTZATGISGGAGCTGCAAGATOGCAGT
A T

ProArgAlaGlyGlnlIleLeulysGlnThrTyrAsplysPheAspThrAsnleuArgSerAspAspAlaleiProlys
CCOCGGECIGGErAGATCCTGAAGCAAACCTACGACAACTTTGACACAAACT TGCGCAGTGACGACCUGCTGCCCAMG
G C TT G TC

AsnTyrGlyLeuleuSerCysPhnelyslLysAsoLeuHisLysAlaGluThrTyrLeudrgValMetLyslyshrghArg
AACTATGGGCTCCTGTCCTGCTTCAAGAAGGACCTGCACAAGGCTCGAGACGTACCTGCGGATCATOAANTOTINTCGT
G C A T 5 A

PheValGluSerSerCysklaPhe***
TTCGTGGAGAGCAGCTGCGCCTTCTAG
T

aminoacidica existente entre FCGH y CFGH.



" TABLA V. PORCENTAJE DE SIMILITUD AMINOACIDICA
ENTRE FCGH Y GHs DE ESPECIES RELACIONADAS

PERRO 94

VISON 98.9
ZORRO DEL ARTICO 984

De acuerdo con el resultado de las comparaciones nucleotidicas y amonoacidicas, es
légico deducir que las familias Felidae y Canidae tuvieron un origen comin dentro de un mismo
orden en la escala evolutiva, dada la alta similitud que se puede observar entre las GHs de estos
dos grupos de organismos. Esto concuerda con los estudios paleontolégicos y morfol6gicos
aportados por diversos grupos de investigacion, que ubican la separacién del orden carnivora
hace 40-50 millones de afios y dentro del cual el gato y el perro (como especies) se estima que
solo difieren en orden de aparicién en 0.5 millones de afios. (84) (ver tig.23).

CANOIDEA 11 FELOIDEA .

l
I 1 Gato
P"“’sz Visén Pandarojo Osocafé  Ledn marino Hiena Ocelote 1eén thccta

\ it e

g

Fig 23. Arbol filogenético de carnivoros. Mediante este diagrama generado a partir de los
resultados aportados por datos paleontolégicos y morfoldgicos , se puede visualizar claramente la
estrecha relacién encontrada entre las secuencias de las GHs del gato, perro, zorro y vison,
agrupados todos en el orden carnivora, dentro del cual los dos primeros, encabezan las

familiasFelidae y Canidae (Tomado de Wayne,1993).
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Por otra parte, resulté de particular interés la prescncia del residuo de prolina en la
posicién 155, no sélo por el hecho de que es, como ya se menciond, la tnica diferencia entre
FCGH y CFGH, sino ademds porque es la primera vez que se observa diferencia en esta
posicién entre las GHs de mamiferos reportadas hasta ahora (ver fig 24) y porque este cambio
se presenta dentro de la cuarta hélice alfa de la protefna (ver fig 25), la cual intervicne en la

interaccién de la hormona con el receptor (85).

A pesar de que la posicidn 155 estd situada en el extremo izquierdo de la cuarta hélice
alfa, es posible que se produzca algin tipo de modificacién en su estructura, tal y como en el
caso de la prolina 89, la cual produce el doblez a mitad de la hélice 2. Atn asf, es factible que esta
modificacién aminoacidica pudiera traer como consecuencia la alteracion de la unién de FCGH

con su receptor.

HELICE 4
I —

* 160 170 180 ,
PGH DALLEKNYGLL|SlIcHAERIRKQLH|IJAE Ty LR VMK R 5 F v[Es s[da r
BGH DALLKNYGLLSCFRKDILHKTF‘.*IYLRVMKCRI-FGL-:\SC'AF
OGH NnALLXNYGLL|S|lcFHRIKDLHAIKTIE TJ]Y L RVMEK|ICREKF Gle)a s|cqa F
hoGH DALLENYGLL|SlcHERIRDyLHIKIAETYLRVMEK|CRGFHF vIE]s slclaTF
RGH DALLEKNYGLILIs|cHklg qLulglalE Tl LR VMEK|CRGFF “|i]ls sl]aF
HGH DALLEKNYGLLlYI ArRIkfMDIK[]VEET|]F LR TVvoOlcR s vijcsl|laF
MGH DALLENYGLILYICHARIKOQUMDIKIIETIFLRIVOR .JsvV]Ee ss|gs
AGH DAL LEKNYGLULUslecRrkdrHKIVETY LR vMKcE Jrolpls NLdT I

* Amino4cido 155

Figura 24. Andlisis de la estructura primaria de la cuarta hélice alfa. Se muestra la secuencia
aminoacidica de la cuarta hélice alfa de GHs de mamiferos (del residuo 152 al 182), indicandose
dentro de un rectangulo las regiones donde la secuencia se conserva al 100% (Tomada de Adel-
Meguid, 1987). PGH, GH de cerdo; BGH, GH de vaca; OGH, GH de oveja; hoGH, GH de caballo; RGII, Gl
de rata: HGH; GII humana; MGH; GH de mono; AGH, GH aviaria.






Fig 25. Andlisis de la estructura terciaria de la proteina. Mediante el uso del programa

computacional Insigth, empelado para el modelaje de la estructura tridimensional de moléculas y
tomando como base las coordenadas cristalograficas de la bGH [depositada en el banco
"Brookhaeven protein 3D Structure" o PDB con la clave de acceso 1BST) y la asistencia del Dr Alfredo
Jacobo Molina, se lograron generar una serie de imégenes en las cuales se reemplazo la leucina de la
posicién 155, por un residuo de prolina. A) En las dos primeras figuras se muestra la orientacion de la
Leu y Pro dentro de la helice 4, observandose claramente que a pesar del cambio de residuo, no se
produce ningun cambio en el patron de puentes de hirégeno con los atomos localizados a su
alrededor. B) En la tercer figura se muestra la ubicacion y el acomodo que toma la prolina y los

residuos con los cuales tiene contacto.




5.2 Promotor
A partir de 500 ng del DNA genémico extraido de células sanguincas, sc amplilic6 por

PCR un fragmento de aproximadamente 200 pb correspondiente al promotor del gen (ver lig.
26).

M FC (-) ss

nuc.

369-
246~

1234

nuc.
-200

Figura 26. Producto amplificado del promotor del gen FCGH. 1/10 del volumen de los productos de
la PCR con los oligonucledtidos consensos, pero en este caso para promotores de genes GHs de
mamiferos y empleando DNA gendmico como sustrato, fueron analizados por electroforesis en gel
de agarosa al 2%. FC; producto amplificado del promotor de gato, SS; producto ainplificado del
promotor de cerdo [testigo positivo] , (-); Testigo negativo de amplificacion y M {marcador de peso

molecular).

Con el producto de las ligaciones realizadas entre el fragmento amplificado con ambos
veclores M13, se transformaron células DHS0F' calcio-competentes. A partir de las placas de
crecimiento lento, se seleccionaron y se caracterizaron 18 colonias blancas. 5 de c¢llas, que
liberaron el fragmento de 200pb al ser digeridas con Eco Rl y HindIll, se scleccionaron para
preparar DNA de cadena sencilla para secucnciacion.

Dado que el fragmento clonado es pequeifio (191 pb), fue posible lecr toda la secuencia
nucleotidica de cada una de las dos hebras de DNA, a partir de una sola autorradiografia. Sin
embargo, con el objetivo de corroborar la sccuencia correcta del fragmento, se obtuvicron
autorradiograffas de la secuencia de 5 clonas independientes. En la fig. 27, s¢ muestra la
sccuencia nucleotidica lefda a partir de una de ellas.
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Figura 27. Secuencia nucleotidica del promotor del gen de la FCGH. Se indica en la parte inferior
de la figura el sitio que ocupa la caja "CAT" dentro de la secuencia. Senalada en la regién central se

muestra la caja "TATA" . Finalmente, el trinucledtido ATG, primer codon de la secuencia que codifca

Ill‘IlllllllllllllllllllllllllllIlIIII.lIIIIllII!!!!!!!-------&
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Dentro de la secuencia de 191pb , sc identilicaron y situaron cuatro clementos
estructurales importantes. E! primero de cllos es el sitio de restriccion para la cnzima BamHI,
que sefiala el sitio de inicio de la transcripeion (+1) para los genes GHs. El segundo c¢s la caja
"TATA'", situada en este promotor a -30pb corriente arriba del sitio de inicio de la transcripcién
(+1). Otro clemento es la caja ""CAT" identificada por Chen y cols.(93) como parte csencial de
los promotores GH (se le puede localizar a -86pb del sitio de inicio de la transcripcidn) y
finalmente, la secuencia 5'-ataaatgtgcac-3', que indica el sitio pit proximal, al cual reconoce y se
une el factor transcripcional especifico de hipdfisis Pit-1. Desafortunadamente, no fue posible
corroborar la secuencia del sitio pit distal, debido a que el primer 5' sc alinea justo en esa region
dentro del promotor.

Ademads de los datos anteriormente mostrados, se corroboré la secucncia de los primeros
nucledtidos del péptido lider de la hormona (atggetgecaggt), los cuales se habfan Icido solamente
como parte de la secuencia del primer 5' empleado para la amplificacién del DNAc.

La sccuencia nucleotidica se analizé de igual manera. mediante el programa DNA Surider
1.1. y se identificaron los sitios de restriccion Gnicos y distintivos de este fragmento clonado
(ver fig 28).

185 *HinD il
177 *Psti
118 Sau3A | 176 Bbv |
118 Mbo | 168 HinP |
105 Mnl | 168 Hhal
38 Rsal 95 Bsp120 | 161 Hph!
38 Csps | 95 *Apal 122 Sty | 157 *Sac |
37 BsrG | 80 ScrF | 118 Dpnl 145 *AlwN | 179 BspM |
28 Ppui10| 80 EcoR !l 117 BstY | 157 HgiA |
28 Nsl | 80 BstN | 117 *BamH | 157 BsiHKA |
27 Nla lll 59 Tth111ll 94 Eco0O109 | 143 Dde | 170 BsiD |
n__n_ | | 1l | i1 1l O |

Figura. 28. Mapa grafico de los sitios de restriccion del promotor. Se muestran los sitios de
restriccién unicos dentro de la secuencia, destacando los sitios Nsil, Asal, Apal y BamHI,

caracteristicos de los promotres de genes GH.

1020113970




5.3 Sintesis de FCGHr

a) En Escherichia coli

Las colonias bacterianas que crecieron en las placas de LB con ampicilina, despuds de
realizar la tansformacidn de células competentes con los productos de la ligacion hecha entre los
productos de la digestion de pMALcCFGH y M13FCGH, sc¢ procesaron para rcalizar
extraccion de DNA genémico y poder caracterizar cada una de ellas con endonucleasas de
restriccién diagnésticas. La primera caracterizacién se realizé mediante cortes enzimdticos con
Xhol y HindlIIl , lo cual nos permitié identificar de primera instancia las clonas portadoras del
pldsmido de interés, independientemente de si el inserto clonado era CFGH o FCGH. Las
clonas que liberaron el inserto de 700pb, se sometiron luego a digestién con la enzima Af/I1, la
cual solo estd presente en el DNAc de la hormona del crecimiento canino, pero ausente en la del
gato. De esta manera, 2 clonas que si liberaron ¢l fragmento pero que no fueron digeridas con la
enzima AfI1I, fueron seleccionadas y usadas posteriormente para realizar los ensayos de
induccioén y sintesis de la protefna recombinante. En la fig 29 se muestra el mapa de restriceion
del pldsmido portador del DNAc de FCGH vy el andlisis electroforético de la caracterizacion
enzimdtica del mismo.

Una vez que se establecié la identidad del pldsmido, se realizaron los cnsayos de
induccion de las bacterias portadoras del mismo con IPTG (.1M por 3h, después sc cosecharon
las bacterias y las proteinas celulares se analizaron en gel de poliacrilamida-SDS. A la altura de
66 kDa, se pudo observar una banda abundante de proteina que correspondia perfectamente al
tamafio esperado para la fusién de FCGH de 22 kDa y la proteina de unién a maltosa (MBP) de
44 kDa (ver fig 30).
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Figura 29. Mapa de restriccion y caracterizacion enzimatica de pMLcFCGH. A) Se esquematiza
la ubicacién de los sitios de restriccion mas importantes dentro de la secuencia del pldsmido, y la
posicion que ocupa el DNAc, dentro de su secuencia. B) El primer carril corresponde al patrén
electroforético del marcador de peso molecular (fago A, cortado con EcoRI-Hindlll). En el carril dos se
muestra el testigo (-) de digestién (el plasmido pMALcFCGH superenrrollado). Este plasmido al ser
digierido con Eco Rl y Hindlll, que son sitios localizados en los extremos del DNAc clonado, produce
la liberacién de un fragmento de 700 pb, tal y como se observa en el carril 3. En el cuarto carril se
muestra la liberacion de un fragmento de 680 pb, producto de la digestion del plasmido
recombinante con Xho | (situado corriente abajo de EcoRl) y Hindlll. Enseguida (quinto carril), se

observa la linearizacion del plasmido al ser cortado con Sma |, presente en la posicion 470 dentro de

la secuencia del DNAc y finalmente la digestién con Affll, cuyo sitio de reconocimiento no presenta el

plasmido ni el inserto clonado en él, pero si el DNAc de CFGH.
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Figura 30. Anilisis electroforético de ia expresion de FCGH en fusién con MBP. En el primer
carril se muestran los extractos de las células bacterianas portadoras del plasmido pBHX que
contiene el DNAc que codifica para HGH, sin inducir (-) e inducidas (+). La banda de dicha proteina se
puede observar a la altura de 22kDa en la muestra inducida que sirivi6 como testigo positivo de
expresion. En los dos carriles siguientes se pueden ver los extractos de la clona bacteriana
portadora del plasmido pMALc FCGH sin inducir e inducida, pudiéndose apreciar en el ultimo
claramente la presencia de la proteina de fusion FCGH-MBP a la altura de 66kDa. Por tltimo se

muestra el extracto celular total de la bacteria TB1 sin plasmido alguno.



b) En células COS-7

El pldsmido pNUTFCGH (7.5kb), es el resultado de la ligacién del vector pNUT
cortado con las enzimas Sac Il y Eco Rl (3.2kb) y los fragmentos Sacll-Pstl (1.3kb)
proveniente de pNUT20k, Pst-Pvull (700pb) de MI13FCGH y Pvull-Eco RI (643pb) de
pAVEGH. Las clonas obtenidas a partir de la transformacion de bacterias competentes fucron

analizadas con enzimas de restriccion, para establecer su identidad. Las clonas que liberaron el
inserto de 1.3 kb al ser digeridas con las enzimas Bam HI y EcoRI. que corresponde al tamafio
del "minigen" portador de la regién 5’ no-traducible del DNAc de hPL-3, la regién codificante
de FCGH y la regi6n 3’ no traducible del gen hGH (ver fig 31a), fueron seleccionadas para
realizar dos cortes enzimdticos mds, que establecieran definitivamente su identidad. Esta
caracterizacién consistié en la realizacién de digestiones con la enzimas Pvull y Smal. (ver fig
31b), a partir de donde se lograron identificar dnicamente 3 clonas bacterianas portadoras del
plasmido de interés.

pNUTFCGH (una vez comprobada su identidad), junto con pNUT22k [testigo (+) de
expresion en células en cultivo], pNUThPL-3 [testigo (-)], pNUT [testigo (-) total] y pCMVcat
(pldsmido codificante del gen de referencia para la cloranfenicol acetil transferasa), fucron
sometidos a purificacién en gradientes de cloruro de cesio, con el propdsito de obtecner DNA
plasmidico de excelente calidad para realizar los ensayos de transfeccién. En la tabla VI, s¢
muestran los resultados de pureza y rendimiento de los 5 pldsmidos.

TABLA.VI. RESULTADOS DE LA PURIFICACION DE
LOS PLASMIDOS EN GRADIENTE DE CLORURO DE CESIO

PUREZA RENDIMIENTO
(Abs a 260/280) (ug/l)
pNUTFCGH 1.8 810
pNUT22k 1.9 970
pNUThPL-3 1.8 950
pNUT (-) 1.9 850

pCMVcat 1.9 700
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Figura. 31. A) Mapa y B) Caracterizacion enzimética de pNUTFCGH. M: indica el marcador de
peso molecular. En el segundo carril se muestra al testigo negativo de disgestiéon (plasmido
superenrrollado), mientras que en los 3 carriles siguientes se muestran los productos de las
digestiones del mismo, con la enzima Smal ( donde se puede ver claramente la liberacién de un
fragmento de 700pb, Pvull que produce el fragmento de 497pb que pone de manifiesto la presencia
de la GH del gato, y finalmente, BamHI-Eco Rl que libera el fragmento de 1343 kb, corespondiente
a la longitud total del "minigen”.




Ya comprobado el grado de pureza de los pldsmidos y estandarizada la cantidad de

reactivo de lipofectamina a usar, se realizaron los ensayos de transieccién en las ¢élulas COS-7.
Los cuatro pldsmidos (pNUTFCGH, pNUThGH22K, pNUThPL-3 y pNUT), fucron co-
transfectados con pCMVcat y la intensidad de la mancha observada cn el autorradiograma,
obtenido de la resolucién de los productos acctilados por la enzima CAT, mostré que todos
entraron a las células con eficiencias iguales, lo cual se puede inferir por el comportamiento del
plasmido de referencia (ver fig 32).

48 h después de la transfeccion se recolectd el sobrenadante de los cultivos y se realizé
la cuantificacién de las proteinas recombinantes secretadas mediante ensayo de ELISA*. Con
los valores de las absorbancias de las muestras analizadas, se contruy6 una gréfica de puntos x, y
y se calculé la concentracién de proteina recombinante por ml de medio de cultivo con un
coeficiente de correlacién (r2) de 0.97. Para pNUTHGH22K se obtuvo una concentracion de
8.55ng/ml, para pNUTFCGH, 1.35 ng/ml, para pNUThPL-3, 0.015ng/ml y para pNUT
(concentracién basal) 0.007ng/ml. (ver fig 33).

* Es necesario aclarar que los valores mostrados aqui, corresponden solamente a la
cantidad de proteina detectada a partir del sobrenadante de un tnico ensayo. Es importante hacer
notar también, que para relizar la cuantificacién, se usé un kit comercial con anticucrpos
especificos anti-HGH, asi que es evidente que ¢l valor registrado para FCGH, ¢n realidad
corresponde a una subestimacién del valor real.
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Figura 32. Ensayo de la enzima cloranfenicol actil transferasa. Se muestra la autorradiografia de
la cromatografia en capa fina, en la que se pueden observar las formas 1-acetil y 1,3-diacetil
(monoacetilada y diacetilada) producto de la actividad de la enzima CAT (producida junto con las

demés proteinas recombinantes en las células COS-7) sobre el cloranfenicol marcado con 14C. Como

testigo (-) del ensayo se uso el plasmido pNUT sin co-transfectar,




(ng/ml)

0,39
0,78
1,56
3,21
6,25
12,5

Muestra

HGH22k
FCGH
hPL-3
pNUTv

Curva de calibracion

Abs.

0,782
0,25
0,15

0,143

Y CALC

0,17790504
0,20693378
0,26499124
0,38780512
0,61408038
1,07928445

Conc. calc
(ng/ml)
8,50599412
1,35859318
0,01509677
-0,078948

r2z 0,97363145
pendiente 0,07443265
Intercepto 0,14887631

Figura 33. Produccion transitoria de hormonas recombinantes en células COS-7 transfectadas

con varios plasmidos. A) Se muestra la curva de calibracién del ELISA y B) las concentracion de

proteina recombinante (secreiada al medio de cultivo), cuantificados 48 h después de la transfeccién .

Se muestran también los valcres del coeficiente de correlacién (r2= 0.9737), pendiente(0.074)e

intercepto (0.14), en base a los cuales se calcularon las concentraciones para cada una de las cuatro
muestras (hGH22K, FCGH, hPL-3 y pNUTv).




Finalmente, se corrobor¢ la identidad de la proteina recombinante mediante ensayos tipo
"ELISPOT", en los cuales, pNUTHGH22k y pNUTFCGH fueron "reconocidas” por el
antisuero contra BGH, a diferencia de pNUT (testigo(-), y pNUThPL-3, que no produjeron
reaccion cruzada alguna (ver fig 34).

Figura 34. Deteccion de FCGHr por ELISPOT. Se muesra el resultado por duplicado del analisis
ELISPOT, realizado con los sobrenandantes de las células en cultivo. Como testigo (+) se eligio la
HGH, como se observa en el primer carril. En el segundo carril se colocé el testigo (-) de expresion,
el cual consistid en células COS-7 sin transfectar; en el siguiente carril se ve la fuerte sefial dada por la
reaccion de la HGH con el anti-BGH, seguida por una mas debil entre este mismo anticuerpo y la

FCGH. Finalmente se observa que HPL-3 no es reconocida por el suero.



61

VI. CONCLUSIONES

La clonacién molecular del DNAc y del promotor del gen de la hormona del crecimicnto
del gato, se facilité grandemente por el uso de los dos pares de inicadores conscnsos
seleccionados a partir de regiones conservadas de DNAcs y promotores de GHs ya existentes
en los bancos de genes.

El DNACc aislado por RT-PCR, consta de 652 nucleétidos desde el codén de iniciacion
(ATG) hasta el de terminacién (TAG), ademds de 101 pb que constituyen su regién 3' no-
traducible, dentro de la cual la sefial de poliadenilacién estéd situada 89 bases después del codén
de terminacién.

La pre hormona (pre-FCGH) es una proteina de 217 aa, 26 de los cuales forman el
péptido lider y el resto codifican para la protefna madura, a excepcién del trinucleétido 190, que
codifica para el cod6n de terminacion.

Las comparaciones de secuencias aminoacidicas permiten entablar relaciones
filogenéticas mas cercanas entre FCGH y la GH del perro, de la cual sélo difiere en el residuo
155 en donde se reemplaza una prolina (gato) por una leucina (perro).

El cambio a prolina en la posicién 155, distingue a esta hormona del resto de las GHs de
mamiferos reportadas hasta ahora, ademds de resultar interesante por el hecho de estar localizado
dentro de la cuarta hélica alfa de la protefna, la cual parece intervenir en la interaccién con cl
receptor.

Por su parte, el promotor del gen FCGH posee elementos estructurales caracteristicos de
genes eucariéticos, como lo son la caja TATA (situada a -30pb del sitio de inicio de la
transcripcion) y la caja CAT (localizada a -86 pb del mismo). Ademds, posee el sitio de¢ unién
proximal para el factor de transcripcidn especifico de hipéfisis, Pit-1.
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Mediante los experimentos de subclonacién del DNAc de FCGH en vectores de
expresion, tanto para bacterias como para cultivo celular, y la introduccién de dichas

construcciones a tales modelos celulares, se demuestra que es posible producir la hormona como

proteina de fusién en Escherichia coli, asi como en células eucaridticas en cultivo como proteina
libre secretada al medio extracelular. De manera que tales médulos facilitardn comprender el
significado fisioldgico de los detalles moleculares descritos en este trabajo por vez primera, para
FCGH.
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