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CAPITULO 1 

I n t r o d u c c i ó n 

1.1. El complejo mult igénico de la hormona del crec imiento 
h u m a n a 

Una familia génica se define como un grupo de unidades 
transcripcionales que codifican para productos ligeramente diferentes 
entre sí, y que provienen de un ancestro común (Darnell J. et al. 
1986, Singer M. and P. Berg 1991). Existen muchos ejemplos de éstas 
en los genómas de organismos tan dispares como levaduras, plantas y 
ver tebrados. En humanos un e jemplo lo const i tuye la fami l ia 
multigénica de la hormona del crecimiento (HGH) y del lactógeno 
placentario (HPL). Los genes de esta familia multigénica ocupan un 
área de aproximadamente 50,000 pares de bases (pb) (Figura l) . Este 
complejo está localizado entre las bandas q22-24 del cromosoma 17 
humano (George D.L. et al. 1981, Harper M.E. et al. 1982, Barrera-
Saldaña H.A. et al. 1988). La secuencia nucleotídica de estos genes se 
ha determinado (Chen E.Y. et al 1989), conociéndose con exactitud las 
secuenc ias cod i f i can tes , los p romotores , po tenc iadores de la 
transcripción (o enhancers) y las secuencias que flanquean a los 
genes . 

Dentro del locus hGH-hPL existen cinco genes con una similitud 
de entre 91-95 % (Barrera-Saldaña H.A. et al. 1982, Hirt H. et al. 
1987). Dos de estos codifican para hormonas similares: el gen hGH-N 
(Normal) con expresión específica en los somatotrófos de la pituitaria 
y el gen hGH-V, el cual codifica para una variante de GH en la 
placenta (Frankenne F. et al. 1987). Dos genes, hPL-3 y hPL-4 
codifican para la hormona lactogénica placentaria (Seeburg P.H et al. 
1977 y Barrera-Saldaña H.A. et al. 1983) y finalmente el gen hPL-1 
se concidera un pseudogen por contener una mutación en el segundo 
intron la cual evita la correcta remoción del mismo (Resendez-Perez 
D. et ai 1990). 

Los cinco genes están separados por regiones intergénicas de 
6,000 a 13,000 pb (6-13 kb) (Chen E.Y. et al. 1989). Dentro de estos 
fragmentos se encuentran secuencias homologas y repetidas que si 
bien no se les han determinado su función, es posible que tengan un 
papel importante en la regulación de la expresión de los miembros 



génicos del Iocus. La estructura de los cinco genes es muy similar 
entre sí, todos cuentan con cinco exones y cuatro intrones, regiones 
promotoras de longitud similar (De Noto F.M. et al. 1981, Barrera-
Saldaña H.A. et al. 1988, Chen E.Y. et ai 1989) y en el caso de los tres 
genes hPL, una secuencia potenciadora o enhancer (Rogers B.L. et al. 
1986) . 
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Hipófisis P l a c e n t a 
Figura 1. Anatomía de la famil ia mul t igén ica 
h G H - h P L . Se muestra la disposición de cada gen y el 
tejido de expresión de los cinco genes del Iocus hGH-
hPL. 

En base a estudios comparativos de las secuencias nucleotídicas, 
se deduce que los genes hGHs y hPLs poseeen un origen común. Se ha 
establecido que los genes GH aparecieron hace más de 350 millones 
de años en los primeros vertebrados (Niall H.D. et al. 1971, Chen E.Y. 
et al. 1989). Por otro lado, se ha propuesto que la evolución de los 
genes PL haya iniciado de manera independíente, hace cerca de 80 
millones de años a partir del gen de la GH en los primates (Moore D.D. 
et al. 1982). 

En primates, la aparición del Iocus hGH-hPL se basó en una 
ser ie de dup l i cac iones med iadas por secuenc ias repe t i t ivas 
pertenecientes a la familia Alu (Hirt H. et al. 1987, Chen E.Y. et al. 
1989). Se sabe que estas secuencias están involucradas en fenómenos 
de recombinacíón a lo largo del genóma (Calabretta B. et al. 1982) por 
lo que se ha considerado como los puntos de recombinacíón que 
dieron origen posteriormente a los miembros del Iocus (Chen E.Y. et 
al. 1989). Los cinco genes del complejo y sus secuencias flanqueantes 
se produjeron mediante tres eventos independientes de duplicación 



(Hirt H. et al. 1987). A partir de un gen ancestral (similar al actual 
gen hGH-N), aparecieron los precursores de los genes hPLs y hGHs. 
Algunas mutaciones en la secuencia de ambos genes dieron lugar a 
las diferencias ahora presentes entre los genes GHs y PLs. Una 
posterior duplicación en tándem dio origen a los precursores de los 
genes hGH-V y hPL-3. El tercero y último evento se produjo mediante 
una duplicación del fragmento que contenía al gen hPL-1, de esta 
manera surgió el precursor del actual gen hPL-4 (Chen E.Y. et al. 
1989) . 

1.2 Productos proteicos del complejo hGH-hPL 

El gen hGH-N se expresa en la hipófisis, mientras que el resto 
de la familia se expresa en la placenta (Chen E.Y. et al. 1989). El gen 
hGH-N (DeNoto F.M. et aL 1981) produce un par de isoformas, una de 
22 kiloDaltons (kDa) y la otra de 20 kDa. Esta última representa el 
10% del total de hormona secretada al torrente circulatorio por la 
hipófisis. En la placenta se producen varios péptidos, todos derivados 
de la expresión diferencial de los genes placentarios (Barrera-Saldaña 
H.A. et al. 1983, MacLeod J.N. et al. 1992). A su vez, el gen hGH-V 
produce dos isoformas, una de 22 kDa y otra de 26 kDa (figura 2), 
ambas en diferente proporción conforme se desarrolla la placenta 
(MacLeod J.N. et al. 1992, Liebhaber S.A. et al. 1989). Por otro lado, el 
lactógeno placentario secretado por la placenta se produce por la 
expresión conjunta de los genes hPL-3 y hPL-4 (Barrera-Saldaña H.A. 
et al. 1983), pero en diferentes proporciones: así, la relación entre 
hPL-3 y hPL-4 es de 1.5 a las 4 semanas de formada la placenta y 5 
al final del embarazo (MacLeod J.N. et al. 1992). Un estudio más 
reciente, en el cual se incluyeron varias placentas, mostró una 
relación de 1:1 a 1:6 de hPL-3 : hPL-4 con variación de individuo a 
individuo (Martínez-Rodríguez H.G. et al. 1997). 

Inicialmente se había especulado que el gen hPL-1 era inactivo 
a nivel transcripcional, por no haberse encontrado RNA mensajeros 
derivados del mismo en una placenta (Kidd V J . et al. 1982, Barrera-
Sladaña H.A. 1983). Sin embargo, estudios realizados por hibridación 
de DNAs complementarios (cDNA) en una placenta, indicaron la 
presencia de transcritos de hPL-1 (Chen E.Y. et al. 1989), los cuales 
fueron caracterizados posteriormente (MacLeod J.N. et al. 1992). Se 
han descrito transcritos con potencial codificante (MacLeod J.N. et al. 
1992), pero no se han determinado las causas por las que no existe 
un producto proteico derivado de este gen. 
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Figura 2. Expresión de los genes del locus hGH-
hPL. Cada gen posee un patrón distinto de expresión 
en tejido y niveles de transcritos. 

1.3 Estudio de la regulación de la expresión de los genes del 
complejo hGH-hPL 

El complejo hGH-hPL constituye un modelo de regulación de 
genes muy similares entre sí en su estructura genómica pero con 
diferencias radicales en cuanto a su expresión tejido específica, 
regulación y función (Barrera-Saldaña H A et al 1988 y Chen E.Y. et 
ai 1989). 

La regulación de la expresión de los genes del complejo hGH-
hPL se ha estudiado en placenta y en la hipófisis. También se ha 
recurrido al desarrollo de líneas celulares para este fin, siendo las 
más utilizadas las derivadas de carcinomas de hipófisis de rata 
(células G Q y de coriocarrinoma humano (células JEG-3, JAR y BeWo). 

Experimentos de expresión transitoria realizados en estas líneas 
celulares han permitido estudiarla expresión de genes reporteros 
(Cloranfenicol acetil transferasa o CAT y luciferasa o Luc) bajo el 
control de las secuencias promotoras de algunos de los genes del 
complejo hGH-hPL, permitiendo determinar las secuencias 
nucleotídicas involucradas en la regulación de estos genes. 
Generalmente, los esfuerzos de los grupos que han realizado estos 
trabajos, se han enfocado en determinar la razón de la expresión 
tejido específica de los mismos. 

Así, se han probado en células GC tanto las secuencias 
promotoras del gen hGH-N (Catóni P.A. et al. 1986a, 1986b y 1987 y 
Lemaigre F.P. et ai 1989a), como las del gen hGH-V (Catóni P A. et al. 



1987 y Nickel B.E. et al 1990 y 1991b), e incluso las de los genes 
hPL-3 (Lemaigre F.P. et al 1989a y Voz M.L. et al 1992) y hPL-4 
(CatóxúP.A.etal 1987, Nachligal M.W. et al 1989 y Nickel B.E. et al 
1990 y 1991 b) a pesar que estos genes no se expresan en hipófisis de 
manera natural. No obstante el gran número de trabajos publicados, 
no se ha incluido el gen hPL-1 a i ninguno de ellos, (figura 3). 

U p o 
celular GC Cultivo Prim. 

Trofob. 
JAR JEG-3 BeWo 

Genes 
estudiados 

hPL-3 y 4 
hGH-V 
hGH-N 

hPL-3 y 4 hPL-3 y 4 
hPL-3 
hPL-4 
hGH-V 

hPL-3 
hPL-4 
hGH-V 

Secuencias 
usadas 

Genes 
Prom. - CAT 
Prom. - Luc 

Genes 
Genes int. 

Prom. - Luc 
Genes int. 

Genes 
Prom. - CAT 
Genes int. 

Genes 
Prom. - CAT 
Prom. - Luc 
Genes int. 

Origen 
de la linea Hipof. rata Placenta Carcinoma Carcinoma Carcinoma 

Figura 3. Modelos de estudio de expresión de 
los genes del Iocus hGH-hPL. Se listan los nombres 
de las lineas celulares y origen de las mismas, así 
como los genes es tud iados . (CAT = gen de 
Cloranfen ico lace t i l t ransferasa , Enh. = Secuencia 
potenciadora, Genes int = genes internos, Luc. = gen de 
Luciferasa, Prom. = secuencia promotora.) 

Se han reportado trabajos con las secuencias promotoras de los 
genes hPL-3 y hPL-4 utilizando cultivo de células las líneas JAR 
(Nickel B.E. et al 1991a) y JEG-3 (Fitzpatrick S.L. et al 1990, Nickel 
B.E. et al. 1991a y Voz M.L. et al 1992). Sin embargo, la línea celular 
que preferente se ha ut i l izado para el estudio de los genes 
placentarios ha sido BeWo. Se han publicado trabajos en los que se 
utilizaron secuencias promotoras del gen hGH-V (Nickel B.E. et al 
1991a y 1993) y de los genes hPL-3 y hPL-4 (Cattini P.A. et al 1987, 
Tansey W.P. et al 1991, Voz M.L. et al 1991, Nickel B.E. et al. 1991a 
y 1993 y Stephanou A. et al. 1994b, 1995a y c). Incluso, se han 
ensayado las secuencias promotoras del gen hGH-N (Barlow J.W. et al. 
1986 y Voz M.L. et al 1991). De nuevo, el gen hPL-1 no ha sido 
utilizado en estos ensayos. 



O t r a e s t r a t e g i a e x p e r i m e n t a l a p l i c a d a ha s i d o la 
implementac ión de cult ivos pr imarios de células t rofoblás t icas 
aisladas a partir de placentas a término (Klassen M.E. et al. 1989, 
Stephanou A. et al. 1994a), los cuales semejan el comportamiento y la 
d i ferenciación de estas células en placenta (Stephanou A. et al. 
1994a). No obstante que las condiciones de transfección por medio de 
liposomas se han estandarizado para esos cultivos (Jacquem P. et al. 
1993), algunos autores reportan tener problemas para su utilización 
en técnicas de introducción de DNA (Handwerger S. et al. 1995). 

1.4 Secuencias reguladoras de los genes del complejo hGH-
h P L 

Durante el estudio de los genes del complejo multigénico se han 
descr i to varias secuencias involucradas en la regulación de la 
expresión. Estas se encuentran en un área aproximado de 3000 pb 
previos al inicio de la transcripción. Sin embargo, en los primeros 300 
pb, se encuentran los elementos de regulación básicos para la 
expresión de los genes (figuras 4 y 5). 

La primera de las secuencias regulatorias descrita, fue la región 
de unión al factor Pit-1 (Bodner M. et al. 1987 y Castrillo J.L. et al. 
1989), también conocido como GHF-1. Esta proteína es el factor 
responsable de la expresión específica de tejido del gen hGH-N (Karin 
M et al. 1990) y se une a un par de regiones a 40 pb de la caja TATA, 
denominadas Pit distal y Pit proximal (figuras 4 y 5). 

Ambas regiones de unión a Pit-1 se encuentran al tamente 
conservadas al nivel de su secuencia nucleotídica en los promotores 
de los genes de la familia, a excepción de hGH-V (figura 5). Se sabe 
que este factor se puede unir a los promotores básicos de los genes 
hPLs en células GC e inducir su expresión (Nickel B.E. et al. 1990). Sin 
embargo, existe una región (entre 1,500 y 2,000 pb del sitio de inicio 
de la transcripción según el gen), en la cual se unen proteínas que 
inhiben la unión de Pit-1 en los genes hPLs y hGH-V. Estas secuencias 
impiden la expresión de los genes placentarios en la hipófis is 
(Natchigal M.W. et al. 1993). Por ser Pit-1 un factor específico de 
tejido hipofisiario (Ingaham H.A. et al. 1988), aparentemente no está 
involucrado en la inducción de la expresión de los genes hPLs y hGH-
V en la placenta. 
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Figura 4. Secuencias reguladoras de los genes 
del complejo . Se r e p r e s e n t a n las p r i n c i p a l e s 
regiones donde se unen los factores reguladores a los 
promotores de los genes del locus hGH-hPL. 

Otros factores han sido involucrados en la regulación de la 
expresión del gen hGH-N en la hipófisis, potenciando la acción de Pit-
1. Algunos de éstos son: AP-2 (Lefevre C. et al. 1987), NFj (Stephanou 
A. et al. 1995a) y USF (Lemaigre F.P. et al. 1989b, Courtois S.J. et al. 
1992). Estos factores se unen al promotor en un región de 290 a 255 
pb antes del sitio de inicio de la transcripción (figura 5). Otro par de 
factores relacionados con Pit-1 son Zn-15 (descrito en rata), el cual 
funciona como potenciador de Pit-1 (Lipkin S.M. et al. 1993) y Spl 
(Lemaigre F.P. et al. 1989b), el cual compite con el factor Pit-1 por la 
región de unión Pit distal en los promotores de los genes de hPLs 
(Jiang S.W. et al. 1995). El factor Spl juega un papel muy importante 
en la regulación tanto de los genes hPL como de hGH-V, ya que la 
deleción de su sitio de unión, disminuye de manera significativa la 
expresión de estos genes en células BeWo (Fitzpatrick S.L. et al. 1990, 
Karin M et al. 1990), no siendo el caso de la deleción de la región de 
unión a Pit-1, al menos en el gen hPL-4 (Fizpatrick S.L. et al. 1990). 
Otra región involucrada en la regulación de los genes hPLs es el 
elemento iniciador o InrE, éste se localiza entre la caja TATA y el sitio 
de inicio de la transcripción (figura 5). La mutación de esta secuencia 
provoca la disminución de la expresión hasta en un 60% (Jiang S.W. et 
al. 1995). 
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Varias hormonas tienen también un papel regulador sobre los 
genes hPLs. Se han reportado sitios de unión para los receptores de 
glucocorticoides en el primer intron del gen hGH-N (Slater E.P. et al. 
1985 y Cattini P.A. et al. 1986b). La hormona triyodo tironina (T3), es 
importante para la regulación de la expresión de los genes hPL-3 
(Nickel B.E. et al. 1991a, Voz M.L. et al. 1991 y Stephanou A. et al. 
1995a, 1995b) y hPL-4 (Cattini P.A. et al 1987, Nickel B.E. et al 
1991a, 1993 y Tansey W.P. et al 1991). Cabe mencionar, que el gen 
hGH-N no responde a la inducción de la hormona T3 (Cattini P.A. et al. 
1986b,1987 e Ingaham H.A. et al 1988). 

Existen otros receptores que se unen a los promotores de los 
genes hPLs, éstos son: los de la vitamina D (Stephanou A. et al 1994b, 
1995a, 1995b), el del ácido retinoico (Stephanou A. et al 1995b), el 
de la apolipoproteína A l (Handwerger S. et al, 1995) e incluso el de 
la in ter leucina-6 (Stephanou A. et al 1994b). También se ha 
localizado una región que responde a la inducción por AMP cíclico 
(Dana S. et al. 1989). Extrañamente, para el gen hPL-1 no se ha 
publicado ningún estudio sobre la unión de los receptores descritos 
an ter iormente sobre su promotor , aunque cont iene también las 
secuencias implicadas en la unión de estos factores (figura 5). 

A u n q u e los si t ios de unión de todos es tos f a c t o r e s 
t ranscr ipc ionales y receptores de segundos mensa je ros se han 
localizado sobre los promotores de los genes del complejo hGH-hPL, 
no se sabe con exactitud como regulan la expresión de cada miembro 
del complejo, ni como participan en la expresión diferencial de los 
m i s m o s . 

Si bien los modelos de cultivo celular han sido de gran ayuda en 
el estudio de la expresión de los genes del complejo, presentan 
limitantes. Por ejemplo, las células GC son derivadas de hipófisis de 
rata, mientras que JAR, JEG-3 y BeWo son derivadas de carcinoma de 
córion (el cual no expresa lactógeno placentario in vivo). Sin embargo, 
estas tres líneas celulares expresan HPL y HGH variante, pero con 
diferente patrón en comparación a la placenta (Lytras A. et al 1994). 
Otro modelo empleado es el cultivo primario de trofoblastos pero su 
reducida sobrevivencia en cultivo es una gran limitante para su 
utilización en los estudios de expresión de los genes del complejo 
hGH-hPL. 



1.5 Ensayos de transcripción in vitro 

Una alternativa a los estudios de expresión gènica en líneas 
celulares o directamente in vivo, son los ensayos de transcripción in 
vitro. Para realizar éstos se requieren extractos crudos o purificados, 
los cuales contengan tanto la RNA polimerasa II como los factores 
transcripcionales básicos. Desde su desarrollo (Manley J.L. et al. 1980, 
Dignam J.D. et al. 1983), esta herramienta ha permitido identificar las 
proteínas implicadas en la transcripción y entender la regulación 
gènica (Ge H. et al. 1996). 

Utilizando un sistema de transcripción in vitro, se reportó la 
actividad del promotor del gen hGH-N tanto en extractos de células 
HeLa, como en células GC de hipófisis de rata (Courtois S.J. et al. 1992 
y Labarrière N. 1995), no obstante, el trabajo se enfoca a estudiar los 
múltiples sitios de inicio de la transcripción de este gen más que a 
estudiar su regulación. 

En otro trabajo se utilizaron los promotores proximales (500 
pb) de los genes hPL-1, hPL-3 y hPL-4, utilizando de nuevo extractos 
de células HeLa como fuente de la RNA polimerasa II y factores 
t ranscripcionales (Selvanayagam C.S. et al. 1984). Los resultados 
demostraron la funcionalidad de los tres promotores en este sistema. 
Adicionalmente se describieron varios sitios de iniciación alternativos 
al inicialmente descrito para estos genes (Barrera-Saldaña H.A. et al. 
1983). En este trabajo no se comparó el potencial transcripcional de 
los genes de lactógeno probados, ni se incluyeron los genes hGH-N y 
V. 

No se ha desarrollado aún un sistema de transcripción a partir 
de tejido placentario y a la fecha no se ha comparado la actividad de 
los promotores de los genes hPL's o hGH-V en un sistema in vitro 
derivado del tejido donde se expresan naturalmente como lo es la 
placenta. Por lo tanto, en este t rabajo se propone un estudio 
comparativo del potencial transcripcional de los promotores de los 
genes del complejo hGH-hPL usando tanto extractos de células HeLa 
como extractos de placenta humana. 



CAPITULO 2 

O b j e t i v o s 

2.1 Objet ivo general 

Comparar el potencial transcripcional de los cinco promotores 
de los genes del complejo multigénico hGH-hPL en un sistema in 
vitro. 

2.2 Objet ivos espec í f icos 

• Estandar izar el sistema de transcripción in vitro a partir de 
extractos de células HeLa. 

• Comparar en el sistema estandarizado el potencial transcripcional 
de las cinco regiones promotoras básicas (-500 pb) de los genes hGH-
hPL. 

• Implementar un sistema de transcripción in vitro der ivado de 
placenta a término. 

• Infer i r la posible par t ic ipación de las pr incipales r eg iones 
regulatorias de dichos promotores en la transcripción, median te 
deleciones de las mismas. 



CAPITULO 3 

Material y Métodos 

Los objet ivos marcados anteriormente fueron desarrol lados 
siguiendo la estrategia general ilustrada en la figura 6. 

F i g u r a 6. E s t r a t e g i a e x p e r i m e n t a l . En e s t e 
esquema se ilustran los pasos que se siguieron para 
lograr los objetivos de este trabajo. 

3.1 Obtenc ión de templados 

Para la realización de la transcripción in vitro se requirió de 
preparar templados que tuvieran el promotor a estudiar y una 
porción de la unidad transcripcional. Para este trabajo se utilizó la 
región de 500 pb. denominada "promotor básico" de cada uno de los 
cinco genes del complejo hGH-hPL y aproximadamente 460 pb de la 
región estructural correspondiente. Se construyeron dos deleciones 
de cada región promotora: una con las primeras 140 pb y la otra con 
solo 70 pb sin cambiar la longitud de la región a transcribir (figura 
7). 



3.1.1 Puri f icac ión de templados en gradientes de sacarosa 

A part ir de las construcciones mencionadas anter iormente 
(Barrera-Saldaña H.A. datos no publicados) fueron obtenidos los 
f ragmentos de 960, 600 y 530 pb que corresponden a las tres 
versiones de templados a ensayar para cada uno de los cinco genes 
del complejo hGH-hPL tal como se ilustra en la figura 7. Estas 
c o n s t r u c c i o n e s una vez c a r a c t e r i z a d a s e n z i m á t i c a m e n t e y 
secuenciadas para corroborar su identidad, fueron obtenidas a gran 
escala utilizando el método de lísis alcalina (Sambrook J. et al. 1989). 
Fueron digeridos con las enzimas de restricción Sac I y Kpn I, 200 pg 
de DNA plasmídico siguiendo las recomendaciones del fabricante, de 
esta manera se liberaron los templados del vector de clonación. 
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F igura 7. O b t e n c i ó n de t emplados para la 
t ranscr ipc ión . Una vez subclonados en el vector 
p lasmídico pBlueScr ipt S K + , los templados fueron 
liberados por cortes enzimáticos con Sac I y Kpn I 
(amp, gen de resistencia a ampicilina; Ori, origen de 
replicación; UT, unidad transcripcional). 

Los fragmentos derivados de la digestión fueron purificados 
mediante gradientes de sacarosa de 5 a 20 preparados en una 



solución conteniendo Tris HCI (20mM, pH 8.0), EDTA (2mM), NaCl 
(200mM) y EtBr (5 pg/raL). Se centrifugaron en un rotor SW41 
(Beckman) a 35,000 rpm por 16 h a 4 °C. Se recuperaron las bandas 
de los templados mediante punción con una aguja. El DNA fue 
precipi tado al agregar 1/10 del volumen de NaOAc 3M y 2 
volúmenes de EtOH 100 %. Se precipitó a -20 °C por 30 min, la pastilla 
se lavó con EtOH al 70 % y se secó al aire para posteriormente 
disolverse en agua. 

3 . 1 . 2 C u a n t i f i c a c i ó n y a n á l i s i s e l e c t r o f o r á t i c o de l o s 
t e m p l a d o s 

Una vez purificados los templados, se realizó una medición de la 
absorbancia a 260 nm con un espectrofotómetro Beckman modelo 
DU50 para determinar su concentración, tomando en cuenta que 
cada unidad de absorbancia a 260 nm, corresponde a 50 mg/mL de 
DNA de cadena doble en solución (Catalogo de New England BíoLabs, 
1995 pp 232). Adicionalmente los templados se sometieron a una 
electroforesís en gel de agarosa al 0.8 % en un amortiguador TBE, 
para verificar que efectivamente se habían separado del vector. 

3.2 Preparac ión de extractos proteicos para transcr ipc ión i n 
vitro 

Para realizar la transcripción de un templado purif icado es 
necesario la RNA polimerasa y todos los factores transcripcionales 
asociados a ésta. La fuente común de éstos son extractos celulares, ya 
sean de cultivo o directamente de tejidos. En este trabajo se utilizaron 
tanto extractos derivados de células HeLa como de placenta. 

3.2.1 Extractos crudos de células HeLa 

Desde la aparición de los primeros artículos en los que se 
describió la técnica de transcripción in vitro (Manley J.L. et al. 1980, 
Dignam J.D. et al. 1983) comunmente se han utilizado extractos 
crudos de células HeLa como fuente de la maquinaria transcripcional. 

Los extractos de células HeLa utilizados en este trabajo fueron 
donados por el grupo de investigación del Dr. Jean-Marc Egly del 
"Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire" 
(IGBMC) de Estrasburgo, Francia. Estos fueron preparados como se 
describe a continuación y en la figura 8. 



Todo el proceso se realizó en el cuarto frío a 4 °C, usando 
materiales y soluciones enfriadas previamente en hielo. A partir de 
50 mL de células HeLa cultivadas en medio mínimo DMEM (a 37 °C y 
con 5% de CO2) se hizo mecánicamente una lísis celular con un 
homogenizador de vidrio Potter-Elevehjem (Wheaton) con 100 mL 
del amortiguador A (lOmM Tris-HCl pH 7.9, lmM EDTA y 5mM DTT). 
Se mezcló el lisado con un volumen igual de amortiguador B (50mM 
Tris-HCl pH 7.9, lOmM MgCl2 , 2mM DTT, 25 % sacarosa y 50 % 
glicerol). Se agregó 1/8 del volumen final de una solución saturada de 
(NH4)2SC>4 (4M) gota a gota, mezclándose a velocidad media con un 
agitador magnético por 30 min. 
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Transcripción 
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Figura 8. Extractos de células HeLa y placenta. 
Se homogenizó las células HeLa o cotiledones de 
placenta en un amortiguador. Los restos celulares se 
eliminaron por centrifugación, Se adicionó sulfato de 
amonio al sobrenadante hasta un 60% para precipitar 
las proteínas. Se dializaron y para el caso de los 
extractos de placenta se procedió a un paso de semi-
purificacion por cromatografía. 

La mezcla se centrifugó en un rotor 60Ti (Beckman) a 50,000 
rpm a 4 °C por 3 h. Se agregó 0.33 g de ( N H 4 h S 0 4 sólido y 0.33 pL de 
NaOH (1M) por cada mL de sobrenadante, mezclándose por 30 min. 
Se centrifugó en un rotor 60Ti (Beckman) a 15,000 rpm a 4 °C por 20 
min. Se decantó el sobrenadante y la pastilla se dejó escurrir sobre 
papel absorbente a 4 °C. Posteriormente se disolvió en el menor 
volumen posible con amortiguador C (50mM Tris-HCl pH 7.9, 0.2mM 
EDTA, 5mM MgCl2 l 40mM (NH 4 )2S0 4 , lmM DTT y 15 % de glicerol). 
Finalmente se dializó contra 500 mL del mismo amortiguador C 



durante toda la noche a 4 °C. Al día siguiente, los extractos se 
guardaron en alícuotas de 200 p L a -70 °C hasta su uso. La 
concentración de los extractos se obtuvo mediante la técnica de 
Bradford (Bradford M.M. 1976). 

3.2 .2 Extractos crudos de tejido placentario 

Los extractos de placenta fueron obtenidos siguiendo la misma 
metodología descrita para los extractos de células HeLa (Figura 8) con 
las siguientes modificaciones. A partir de placentas obtenidas por 
cesáreas (Servicio de Ginecología del Hospital Universitario José 
Eleuterio González de la Facultad de Medicina de la UANL), les fueron 
cortados los cotiledones y se éstos se lavaron en un amortiguador PBS 
para eliminar lo más posible la sangre. Se homogenizaron 80 g de 
cotiledones en 100 mL de amortiguador A en una licuadora estéril, se 
agregó un volumen igual de amortiguador B y 1/8 del volumen final 
de (NH4)2SÜ4 saturado. El homogenado se centrifugó en un rotor JA-
18 (Beckman) a 18,000 rpm a 4 °C por 1.5 h. A partir del 
sobrenadante se precipitaron las proteínas como se describió para los 
extractos de células HeLa. Se centrifugó en el mismo rotor a 15,000 
rpm a 4 °C por 30 min. La pastilla se disolvió en amortiguador C y se 
dializó contra el mismo amortiguador durante toda la noche a 4 °C. Se 
almacenó a -70 °C hasta su uso. 

3.2.3 Semipuri f icac ión de los extractos de placenta 

Los extractos crudos de placenta, a diferencia de los de células 
HeLa, no son activos en ensayos de transcripción in vitro (Revol A. 
1996, datos no publicados) y se requiere de una semipurificación de 
los mismos por cromatografía, la cual se realizó como se ilustra en la 
figura 9. 

Una columna de 14 X 2 cm (BioRad) fue empacada con 10 mL 
de res ina de hepar ina-sefarosa (IBF Biotechnics , Es t rasburgo , 
Francia), se lavó y se equilibró con 5 volúmenes de un amortiguador 
denominado TG10EDK50 (50mM Tris-HCl pH 7.9, 10 % glicerol, O.lmM 
EDTA, 0.5mM DTT y 50mM KC1). Se depositó el extracto crudo de 
placenta (aproximadamente de 10 a 15 mL) con un flujo de 0.8 
mL/min. El f i l t rado se almacenó en hielo para poster iormente 
deposi tar lo en una columna de DEAE-celulosa. La columna de 
heparina-sefarosa se lavó primeramente con cinco 



Figura 9. Semipurif icación de los extractos de 
p l a c e n t a . El e x t r a c t o c r u d o se f r a c c i o n ó 
primeramente en una columna de heparina-sefarosa y 
después en una de DEAE-celulosa. La elución se hizo a 
600mM (heparina-sefarosa) y 350mM (DEAE-celulosa) 
de KCL Ambas fracciones fueron dializadas antes de su 
uso. 

volúmenes de TG10EDK50, después con TG10EDK240 (240mM KC1) y la 
elución de las proteínas de interés se llevo aí cabo con TG10EDK.6OO 
(600mM KCI) con un flujo de 0.8 mL/min. Se colectaron alícuotas de 
0.8 mL a la salida de la columna y la concntración de proteínas se 
determinó mediante la lectura de la absorbancia a 280 nm con un 
espec t ro fo tómet ro (Beckman, modelo DU50) . Al f ina l iza r la 
cromatografía, se lavó la columna con 5 volúmenes de T G i o E D K i m , 
almacenándose en este amortiguador a 4 °C hasta su uso (Gerard M. 
et ai 1991). 

Para la columna de intercambio aniónico (DEAE-celulosa, IBF 
Biotechnics, Estrasbourgo Francia) se procedió de igual manera. Se 
equilibró con cinco volúmenes de TG10EDK50 una columna empacada 
con 10 mL de esta resina, se procedió a un lavado con cinco 
volúmenes de TG10EDK70, la elución final se hizo con TG10EDK350 a un 
f lu jo constante de 0.8 mL/min, colectando alicuotas de 0.8 mL 



siguiendo la absorbancia de las mismas a 280 nm. Como en el caso 
anterior se lavó la columna con TGioEDKim para eluir completamente 
las proteínas remanentes. Se almacenó en este amortiguador a 4 °C 
hasta su uso. 

Las alícuotas colectadas de ambas columnas (TG10EDK6OO de 
heparina-sefarosa y TG10EDK.350 de DEAE-celulosa) se dializaron 
contra 500 mL de TG10EDK50 durante dos horas a 4 °C y se usaron 
inmediatamente para los ensayos de transcripción o se congelaron 
por inmersión en N2 líquido y almacenaron a -70 °C hasta su uso. 

3.3 Ensayos de Transcripción in vitro 

La transcripción in vitro es una herramienta utilizada para el 
estudio de la expresión y regulación génica. Esta consiste en colocar 
un fragmento de DNA el cual posee una región promotora con las 
secuencias necesarias para que la maquinaria t ranscr ipc ional 
suministrada por extractos de células o tejidos, las reconozca y dirijan 
la síntesis de un fragmento de RNA de tamaño predeterminado, al 
limitar el fragmento a transcribir. De esta manera, se puede estudiar 
tanto la capacidad de un promotor para dirigir la transcripción como 
su potencia y especificidad. 

Los ensayos de transcripción in vitro fueron rea l izados 
siguiendo el protocolo descrito en la literatura (Miyamoto N.G. et al. 
1985, Gerard M. et al. 1991) con las siguientes modificaciones: 

Primeramente se realizó una preincubación de los extractos 
proteicos y del templado para favorecer la. unión los factores 
transcripcionales. Se utilizaron como DNAs templados tanto el 
promotor mayor tardío del Adenovirus-2 (Ad2MLP, Miyamoto N.G. et 
al. 1984, lOOng) como alguna de las tres versiones de promotores de 
cada gen del complejo hGH-hPL (100 a 200 ng de cada uno). A cada 
templado se le agregó 1 pl MgCl2 (lOOmM) y los extractos crudos de 
células HeLa o de placenta, 2 pL de la fracción eluída con TG10EDK35 
de la columna de DEAE-celulosa y 5 jjL de la fracción eluída con 
TGioEDKóOO de la columna de heparina-sefarosa, ajustando a 25 pL de 
volumen final con TG10EDK50. Se incubó esta mezcla en un baño de 
agua a 25 °C por 15 min. 

Después de la preincubación, se inició la reacción de 
transcripción al agregar 5 nL de una mezcla conteniendo 1 pL de CTP 
(0.25mM), 0.65 pL de MgCl2 (lOOmM), 0.2 \iL de una mezcla de 



ATP/UTP/GTP (25 mM cada uno) y 0.3 a 0.5 pL de CTP marcado con 
fósforo 32 ( 3 2 P-a -CTP , 10 mCi/mL de Amersham), completado a un 
volumen final de 5 pL con TG10EDK50. Se mezcló y se incubó en un 
baño de agua a 25 °C por 45 min. 

La reacción se detuvo agregando 400 p L de una solución con 
0.5 % SDS, 50mM NaOAc y 50 mg/mL tRNA de levadura o de E . coli . 
Los RNAs se extrajeron con 200 p L de Fenol saturado con Tris-HCl 
1M, pH 8.0 (Sambrook et al. 1989), agitándose en vortex por 10 s. 
Posteriormente se adicionaron 200 pL de cloroformo a la mezcla y se 
agitó nuevamente por 10 s en vortex. Se separaron las fases por 
microcentrifugación (Eppendorf, modelo 5415c) a 14,000 rpm por 5 
min. Una vez recuperado el sobrenadante, los RNAs se precipitaron al 
agregar 20 pL de N H 4 O A C (5M) y 1 mL de EtOH 100%, incubando a 
-20 °C por 20 min. Se colectó el precipitado por centrifugación a 
14,000 rpm por 25 min, se decantó el sobrenadante secándose los 
tubos con un papel absorbente. Las pastillas se dejaron secar al aire 
por 10 min y la pastilla se disolvió en 4 p L de amortiguador de 
muestra para secuenciación (80 % formamida, 0.5X amortiguador TBE, 
0.2 % azul de bromofenol y 0.2 % xilencianol). 
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Figura 10. Diagrama de flujo de los ensayos de 
t ranscr ipc ión in vitro. 



3.4 Anál is is de los productos de transcripción in vitro 

Los productos de transcripción se separaron por electroforesis 
en geles de poIiacrilamida(5 %)-Urea(50 %) de 19 X 25 cm, en 
amortiguador de TBE a 20 mA por 1 h. Se desmontó el gel y se fijó 
sobre un papel f i l t ro por adherencia , se cubrió con p lás t ico 
autoadherente KleenPack (Keemberly-Clark) y se expuso a una 
película de rayos X (HyperFilm MP de Amersham) con pantalla 
intensificadora (Kodak) por 16 h a -70 °C. Una vez revelada la 
película se analizaron las bandas mediante densitometría utilizando 
un procesador de imágenes Bio-imaging analyzer Bas 2000 (Fuji , 
Japón) . 

3.5 Anál is i s estadíst ico de los resultados 

Se agruparon las mediciones por tamaño de región promotora 
(500, 140 y 70 pb) por gen del cual se originaron (hGH-N, hGH-V, 
hPL-1, hPL-3 y hPL-4). Los valores de cada grupo fueron procesados 
estadisticamente por un análisis de ANOVA mediante el programa 
computac iona l Excel 4 .0 (Mic rosof t corpora t ion) . Los valores 
utilizados fueron solo los de los ensayos en los que todas las muestras 
procesadas se leían en la misma pel ícula . Cualquier ensayo 
incompleto se descartó. Asi mismo, se determinó el valor promedio 
para cada grupo de mediciones y la desviación estandar graficandose 
en el mismo programa Excel 4.0. 



CAPITULO 4 

R e s u l t a d o s 
i , 

4 .1 T e m p l a d o s 

Los fragmentos de DNA utilizados como templados fueron 
purif icados por gradiente de sacarosa. La concentración de cada 
preparación de templados se calculó midiendo su absorbancia a 
260nm (tabla I). 

Tabla I. Concentración de los templados 
utilizados para la transcripción in vitro 

T e m p l a d o Conc ng /mL 
N - 5 0 0 4 6 6 
1 - 5 0 0 6 8 6 
4 - 5 0 0 6 6 0 
V - 5 0 0 6 9 2 
3 - 5 0 0 7 0 6 
N - 1 4 0 6 7 2 
1 - 1 4 0 5 6 0 
4 - 1 4 0 6 2 0 
V - 1 4 0 7 9 2 
3 - 1 4 0 6 5 2 
N - 7 0 6 3 2 
1 - 7 0 8 8 0 
4 - 7 0 9 5 2 
V - 7 0 9 6 6 
3 - 7 0 8 1 2 

Los templados se identificaron asignando el nombre de cada 
gen seguido de la versión de promotor, a saber, para el gen hGH-N 
con 500 pb de promotor se asignó "N-500". Se verificó la integridad 
de los DNAs mediante un gel de agarosa al 0.8 % teñidos con una 
solución de bromuro de etidio (2 mg/mL), como se muestra en la 
figura 11. 
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F i g u r a 11. DNAs t e m p l a d o s p a r a t r a n s c r i p c i ó n 
in vitro. Se muestran los DNA templados resueltos 
por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Las 
longitudes de las tres versiones son 960, 600 y 530 pb 
r e s p e c t i v a m e n t e . 

4.2 T r a n s c r i p c i ó n in vitro con ex t rac tos de células H e L a 

4 .2 .1 E s t a n d a r i z a c i ó n del s i s t e m a 

Primeramente, se realizó una serie de ensayos en los cuales se 
probó el extracto de células HeLa para encontrar las condiciones 
óptimas para el mismo, ya que se sabe que podrían variar de 
preparación a preparación (Miyamoto N.G. et cil. 1984). Se utilizó el 
promotor del gen mayor tardío de Adenovirus (AdMLP) en 
cantidades de 50, 100 y 200 ng. Los resultados se ilustran en la 
figura 12. Se observa una banda prominente a 309 nucleótidos que 
corresponde al transcrito esperado a partir de este templado. A 
medida que la cantidad de templado se incrementa, la señal del 
transcrito también lo hace (carriles 1 al 3, figura 12). Sin embargo, al 
aumentar la cantidad de 100 a 200 ng de templado, el incremento de 
señal ya no es proporcional (carriles 2 y 3, figura 12), por lo que se 
decidió utilizar 100 ng para los posteriores ensayos. 
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F i g u r a 12. E n s a y o de t r a n s c r i p c i ó n u s a n d o 
e x t r a c t o s de c é l u l a s H e L a . Se mues t ra el 
incremento de la señal conforme se aumenta la 
concentración de templado, el cual fue AdMLP (M= 
marcador de peso molecular, el plásmido pBR322 
digerido con la enzima de restricción Msp I). 

De igual manera, se realizó un ensayo con los templados 
conteniendo las secuencias promotoras de 70 pb de cada uno de los 
genes del complejo y se determinó una cantidad de 200 ng como la 
mejor para obtener una señal clara pero sin llegar al punto de 
saturación del sistema. De esta manera, se trató de permanecer 
dentro de la fase proporcional del sistema. 

El ensayo con los templados de 70 pb de la región promotora se 
real izó de igual forma para probar la funcional idad de estos 
promotores mínimos de cada gen del complejo, en el sistema de HeLa. 
En la figura 13, se observa el resultado de uno de los ensayos 
realizados. La señal principal que se visualiza en la figura 13 
(señalado con una flecha) es el transcrito de aproximadamente 460 



pb derivado de la región codificante presente en cada templado, el 
tamaño de los mismos fue verificado en base al marcador de peso 
molecular colocado a la derecha de la figura (carril M, figura 13). 

Asi mismo, se observa la señal derivada del testigo positivo a 
saber, el templado de adenovirus (carril "Ad", figura 13). Con estos 
ensayos se encontró que los templados de los cinco genes , 
conteniendo sólo la región mínima promotora de cada gen (figura 5) 
podían dirigir la transcripción en este sistema derivado de células 
HeLa. Cabe señalar las intensidades de las señales encontradas para 
cada gen. Así, la mayor intensidad se observó en los genes hGH-N y 
hPL-1 (carriles N y 1, figura 13). Le siguen los genes hPL-3, hPL-4 y 
finalmente, con menor intensidad hGH-V (carriles 3, 4 y V, figura 13). 
Esta tendencia se encontró en todos los ensayos realizados. 
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F i g u r a 13. T r a n s c r i p c i ó n in vitro de los 
t e m p l a d o s 70 pb con ex t r ac tos de células H e L a . 
Se observa la actividad de los templados con el 
promotor mínimo de cada gen del complejo hGH-hPL. 
(Ad= Adenovirus, M= marcador de peso molecular, 
pBR322 + Msp I). 



4.2.2 Ensayos de t r a n s c r i p c i ó n con los genes h G H - h P L 

Se realizaron varios ensayos en los que se utilizaron los 15 
templados preparados a partir de los genes del complejo hGH-hPL a 
saber, los cinco genes del complejo en sus tres versiones de promotor. 
En la figura 14 se ilustra un ensayo representativo en el que se 
observan los transcritos derivados de cada templado, pr imero los 
cinco genes en la versión con 500 pb, después 140 pb y finalmente 
de 70 pb del promotor. El testigo positivo fue AdMLP. 

- 500 bp - 1 4 0 bp - 70 bp 
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F i g u r a 14. T r a n s c r i p c i ó n in vitro de los 15 
t e m p l a d o s con e x t r a c t o s de c é l u l a s H e L a . Se 
mues t ran los resul tados de un exper imento de 
transcripción in vitro, en el cual se incluyeron todos 
los miembros del complejo hGH-hPL en sus tres 
versiones de longitud de promotor. (Ad= Adenovirus, 
M= marcador de peso molecular, pBR322 +Msp I). 

En esta figura se observa nuevamente la diferencia entre las 
señales derivadas de cada templado. Los ensayos con los 15 
templados fueron repetidos en varios experimentos independientes. 
Las intensidades de las bandas obtenidas fueron medidas por 
densitometría directamente sobre la película mediante el equipo Bio-
imaging analyzer Bas 2000 (Fuji, Japón). Los resultados promedios y 
sus desviaciones estándares se presentan en la tabla II. 

Dada la alta variación en los ensayos se decidió realizar un 
exper imento en el que se incluyeron duplicados de un mismo 
t emplado ba jo las mismas condic iones expe r imen ta l e s , para 
determinar el origen de las variaciones (figura 15). Se observan 
variaciones de la intensidad de las bandas del cada transcrito aún y 
cuando se hicieron bajo las mismas condiciones experimentales. 



Tabla II. Valores promedio de los ensayos 
de t r ansc r ipc ión in vitro medidas en 
unidades arbitrarias 

T e m p l a d o P r o m e d i o Dev. Std 
N - 5 0 0 123.66 74.99 
1 - 5 0 0 98.9 e 81.34 
4 - 5 0 0 165.01 128.02 
V - 5 0 0 89.46 59.69 
3 - 5 0 0 104.18 41.47 

n = 9 

T e m p l a d o P r o m e d i o Dev. Std. 
N - 1 4 0 257.35 128.01 
1 - 1 4 0 188.08 21.53 
4 - 1 4 0 169.80 97.17 
V - 1 4 0 135.6C 24.86 
3 - 1 4 0 230.7C 124.58 

n = 4 

T e m p l a d o P r o m e d i o Dev. Std. 
N - 70 189.55 61.12 
1 - 7 0 183.53 54.30 
4 - 7 0 113.85 38.40 
V- 7 0 86.78 15.13 
3 - 7 0 105.28 15.69 

n = 4 

4.2 .3 Ensayos comparat ivos de transcr ipc ión 

En base a los valores obtenidos para cada gen en sus tres 
versiones de promotor, se utilizó un análisis de varianza para 
determinar si existían diferencias significativas entre las mediciones 
de cada muestra. La tabla II incluye los valores promedio y la 
desviación estandar de cada grupo analizado, a saber la comparación 
entre los cincos genes y la comparación entre las tres versiones de 
cada gen individual. 

En la figura 16, se ilustra de manera gráfica el resultado de 
estos análisis . Para la versión de 500 pb de promotor, no se 
observaron diferencias significativas entre los cinco genes, (gráfica a, 
figura 16), esto mismo sucedió con la versión de 140 pb (gráfica b). 
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F i g u r a 15 . E n s a y o s de t r a n s c r i p c i ó n p o r 
d u p l i c a d o en el m i s m o e x p e r i m e n t o . La f igura 
presenta los resultados de uno de los ensayos por 
duplicado utilizando los promotores de los genes hGH-
N y hGH-V (Ad= Adenovirus, M= marcador de peso 
molecular ) . 

Sin embargo, en la gráfica correspondiente a los resultados de 
la mediciones de la versión de 70 pb (gráfica c) se observan 
diferencias significativas (p = 0.022), entre el gen hGH-V, que 
presenta el menor índice transcripcional y los genes hGH-N y hPL-1 
los mayores. Adicionalmente se observa que los genes hPL-3 y hPL-4 
presentan valores muy similares para esta versión del promotor. 

Por otro lado, la comparación entre cada versión del promotor 
de cada gen se muestra en la figura 17. Se realizó un análisis de 
varianza para cada gen en sus tres versiones, 500, 140 y 70 pb. El 
análisis no mostró diferencias significativas entre las mediciones, lo 
que indica que para un mismo gen el potencial transcripcional entre 
las tres versiones de promotor ensayadas no es mayor que la 
variabilidad observada entre los ensayos. 

4.3 T r a n s c r i p c i ó n in vitro con ex t r ac tos de p lacen ta 

4 .3 .1 S e m i p u r i f i c a c i ó n de e x t r a c t o s de p l a c e n t a 

Una vez que se obtuvo el extracto crudo, se procedió 
semipurif icarlo por medio de cromatografía de afinidad (heparina-
sefarosa) y de intercambio aniónico (DEAE-celulosa). En la figura 18 



N 1 4 V 3 

Promotor de 140 bp 
n - 4 

F i g u r a 16 . C o m p a r a c i ó n d e l p o t e n c i a l 
t r a n s c r i p c i o n a l de cada gen en e n s a y o s de 
t r a n s c r i p c i ó n . Las tres gráf icas representan el 
p r o m e d i o de va r i a s m e d i c i o n e s del í n d i c e 
transcripcional de cada gen así como la desviación 
estandar de las mismas. 
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F i g u r a 17. C o m p a r a c i ó n e n t r e l a s t r e s 
vers iones del promotor de cada uno de los 
genes del comple jo h G H - h P L . Se g rá f i co el 
promedio de los Índices transcripcionales obtenidos 
por cada promotor y la desviación estandar asociada. 



se muestran las gráficas de elución de las proteínas en función de la 
concentración de KC1, para cada cromatografía. Las fracciones que 
corresponden al máximo del pico de elución fueron colectadas para 
utilizarlas, una vez dializadas en los ensayos de transcripción. Se 
siguió el mismo protocolo ya descrito para los ensayos con los 
extractos de células HeLa (ver material y métodos). 

Fracciones 

F i g u r a 18 P e r f i l e s c r o m a t o g r á f i c o s d e l a s 
c o l u m n a s de h e p a r i n a - s e f a r o s a (a) y D E A E -
c e l u l o s a ( b ) . Se g r a f i c a r o n los p e r f i l e s 
cromatográficos (% de transmitancia) de cada una de 
las columnas utilizadas para la semipurificación de los 
extractos crudos de placenta. 



4.3.2 T r a n s c r i p c i ó n in vitro con los ex t r ac tos de p l a c e n t a 

En la figura 19 se presenta uno ensayo representat ivo de 
transcripción in vitro con los extractos de placenta. En esta figura se 
observan los transcritos derivados de cada uno de los genes en sus 
tres versiones. Estos productos de transcripción presentan el tamaño 
de aproximadamente 460 pb. 

460 pb Q Transcritos 

F i g u r a 19. E n s a y o de t r a n s c r i p c i ó n in vitro 
u t i l i z a n d o e x t r a c t o s de p l a c e n t a . Se observa el 
resultado de un ensayo de transcripción in vitro 
utilizando los 15 templados del complejo hGH-hPL. 



CAPITULO 5 

Discus ión 

5.X Templados para transcripción in vitro 

Han sido descritas diversas técnicas para la purif icación de 
templados para t ranscr ipción in vitro, como pur i f icac ión por 
adsorción a sílica (Geneclean®), electroelución y gradientes de 
sacarosa. En el presente trabajo se utilizó esta última, obteniéndose 
t emplados lo su f i c i en t emen te l imp ios para ser u t i l i z a d o s 
ex i tosamente en las reacciones de t ranscr ipción. Ademas , la 
utilización de los gradientes de sacarosa permite procesar grandes 
cantidades de material. Por ejemplo, al cargar los gradientes con 100 
p g de DNA plasmidico digerido se purificaron hasta 10 p g de 
templado en un sólo paso. Esta cantidad fue suficiente para un gran 
número de ensayos, de esta manera al usar un templado de una 
misma preparación se evitaron las variaciones en los resul tados 
debido a la calidad del mismo. 

5.2 Ensayos de transcripción con extractos de células HeLa 

Se utilizaron extractos crudos de células HeLa con la ventaja de 
que este sistema ha sido ampliamente estudiado y que la mayoría de 
las proteínas reguladoras presentes en estas células han s ido 
descritas (Ge H. et al. 1996). Como templado testigo se utilizó el 
promotor AdMLP, caracterizado por N.G. Miyamoto y colaboradores 
(1984), quienes identificaron las regiones básicas necesarias para su 
funcionamiento . Este ha sido el más util izado en s is temas de 
transcripción in vitro desde el desarrollo de esta técnica (Manley J.L. 
et al. 1980). 

Las condiciones utilizadas para las reacciones de transcripción 
in vitro en este trabajo fueron reportadas por el grupo de J.M. Egly y 
colaboradores (Gerard M. et al. 1991), los cuales optimaron los 
ensayos de transcripción con extractos de HeLa y el AdMLP como 
templado . Estas condic iones permi t ie ron ob tener una señal 
abundante para el templado de AdMLP y una buena señal en el caso 
de los templados derivados del complejo hGH-hPL (figura 12). Sin 
embargo, se utilizó casi el doble de templado derivado de los genes 
del complejo hGH-hPL para obtener una señal comparable con la 
obtenida con el templado de AdMLP. Varias razones podrían explicar 



estas diferencias a saber, el potencial diferencial intrínseco entre los 
promotores o que las condiciones óptimas para cada uno de los genes 
hGH-hPL no fuesen las mismas. 

Las tres versiones de los promotores de los genes del complejo 
hGH-hPL pudieran dirigir la transcripción en el sistema derivado de 
HeLa (figura 13) incluyendo la versión reducida de 70 pb, la cual 
inc luye las secuenc ias mín imas necesa r ias para d i r ig i r la 
transcripción (Lewin B. 1994 y Hawkings J.D. 1996). La utilización de 
un promotor reducido a la ca ja TATA (34 pb en el caso del 
a d e n o v i r u s ) es s u f i c i e n t e pa ra ob t ene r una señal basa l 
correspondiente a la acción del complejo básico de transcripción. 
Hasta la fecha, las regiones promotoras menores de 500 pb de los 
genes hGH-hPL no habían sido probados en un sistema de 
transcripción in vitro. 

El tamaño de los transcritos obtenidos (460 nucleótidos, figura 
13) indica que la transcripción derivada de cada uno de los cinco 
templados se inició en la posición +1, ya descrita para estos genes 
(Barrera-Saldaña H.A. et al 1982 y Chen E.Y. et al 1989, figura 5). 
Por lo tanto, el sistema derivado de células HeLa no sólo permito 
dirigir la transcripción a partir de los templados usados sino también 
iniciar ésta en el sitio correcto. En los ensayos de transcripción i n 
vitro se observó un tamaño ligeramente mayor del transcrito del gen 
hPL-1, debido al tamaño algo mayor del templado utilizádo en 
comparación con el resto (Barrera-Saldaña H.A., datos no publicados). 

5.2.1 Ensayos con los genes del comple jo con las tres 
vers iones de promotor 

El análisis comparativo de las señales obtenidas para cada 
longitud del promotor de los cinco genes del complejo se dificultó por 
la variabilidad que se obtuvo entre los ensayos de transcripción 
(figura 14). Como se puede observar en la figura 15, al colocar en un 
sólo gel repeticiones del mismo experimento se obtienen diferencias 
entre las intensidades de las bandas del transcrito. Una de las 
principales causas de ésto es la variabilidad en la técnica, la cual 
implica varios pasos críticos, como la extracción del RNA, la aplicación 
de las muestras en el gel entre otros. En conclusión, la variación 
observada no permitió poner en evidencia diferencias significativas a 
n ive l e s t a d í s t i c o que pud ie ran ex i s t i r ent re el po tenc ia l 
transcripcional de estos promotores y las diferentes versiones en 
longi tud . 



Aún y con estas variaciones, las gráf icas arrojan da tos 
interesantes. Al comparar el potencial transcripcional de los cincos 
promotores se observa que no existen diferencias notables entre sí 
(Figura 16). Sin embargo, el promotor del gen hGH-V muestra una 
tendencia a una transcripción más débil que el resto de los 
promotores probados. Esta observación es más evidente para la 
versión de 70 pb del promotor (figura 16, gráfica C). Si se revisa la 
región que abarca los 70 pb del promotor (figura 5), se observan 
varios cambios nucleotídicos: 12 diferencias nucleotídicas con al 
menos uno de los otros genes del complejo; cuatro de és tas 
corresponden a diferencias que se presentan exclusivamente en este 
gen (Figura 5), las más relevantes son los cambios situados en la 
región de unión del receptor de la hormona T3 (TBE , f igura 5), 
cambiando la secuencia "GGCA" conservada en el resto de los genes y 
reportada como importante para la unión de este receptor (Voz M.L. 
et al. 1991 y 1992). Sin embargo, no se puede atribuir a éstas la 
disminución en el potencial transcripcional del gen hGH-V al menos 
en los experimentos realizados en este trabajo. 

Las diferencias observadas en el índice transcripcional de cada 
versión de promotor utilizado son mínimas (f igura 17). Sólo la 
versión de 140 pb posee una tendencia aparente hacia una 
transcripción más intensa en casi todos los promotores a excepción 
del promotor del gen hPL-1 (figura 17), aunque lo disperso de los 
datos impide considerar estas diferencias como significativas. Cada 
versión incluye elementos diferentes de regulación. En comparación a 
la versión de 500 pb, la de 140 pb carece de los sitios de unión a USF 
(Courtois S.J. et ai 1992) y NFi-AP-2(Cour to is S J . et al. 1990). 
Mientras que en la versión de 70 pb, se pierden el sitio de unión a 
Spl (Lemaigre F.P. et al. 1989b), Pit-1 (Bodner M. et al. 1987 y 
Castri l lo J.L. et al. 1989) y Zn-15 (Lipkin S.M. et al. 1993), 
permaneciendo sólo la caja TATA y el sitio de unión a T3 (Voz M.L. et 
al. 1991 y 1992) y el iniciador (InrE, Jiang S.W. et al. 1995). 

Los resul tados tan similares en potencial t ranscr ipc ional 
indicarían que en este sistema derivado de células HeLa se observa 
sólo la transcripción basal de estos promotores y que la intervención 
de los factores que unen algunas de las regiones de los promotores es 
mínima, al menos en estas condiciones. Se ha reportado que el 
AdMLP puede disminuir su eficiencia de transcripción entre 10 a 20 
veces si se elimina la región de unión a USF en un sistema de 
transcripción in vitro derivado de células HeLa como éste (Sawadogo 



M. et al 1985). Si bien no todos los factores transcripcionales citados 
están presentes en el extracto de células HeLa, como Pit-1 o el 
iniciador, se sabe que por lo menos están Spl (Jackson S.P. et al 
1989), NFi , AP-2 (Descheemaeker K.A. et al 1992), USF (Sawadogo M. 
et al 1985) y Zn-15 (Lipkin S.M. et al 1993). Por lo tanto, 
teóricamente podrían potenciar la transcripción al unirse a templados 
con los sitios de unión respectivos. 

Una razón por la que no se observó el efecto de los factores 
potenciadores sobre la transcripción de estos templados, podría ser la 
cantidad de templado, usado que en este caso fue de dos veces la 
utilizada para AdMPL. Si la concentración de estos factores es 
limitada en los extractos y la cantidad de moléculas de templado es 
muy alta, estos últimos podrían competir por la unión de las 
proteínas y disminuir así la eficiencia de la activación sobre el 
complejo transcripcional. Sin embargo, generalmente en lo ensayos de 
competición que se utilizan en experimentos de "footprinting" (Galas 
D.J. et al. 1978) se requieren cantidades hasta 10 veces mayores de 
competidor para evidenciar el efecto. Una explicación más viable 
sería la ausencia de algún elemento regulador crucial en la función de 
los factores potenciadores generales, a saber Pit-1 para el gen hGH-N 
y las proteínas que unen al iniciador para los genes hPLs y hGH-V. 

5.3 Sis tema de transcripción der ivado de placenta 

Uno de los objetivos del trabajo fue desarrollar un sistema de 
transcripción in vitro derivado de extractos de placenta, el cual es el 
más idóneo para el estudio de la transcripción de genes hPLs y hGH-
V, los cuales se expresan en éste tejido. 

5.3.1 Semipuri f icac ión de los extractos de placenta 

Por t rabajos previos realizados sobre extractos crudos de 
placenta como fuente de la maquinaria transcripcional (Revol A., 
datos no publicados), se sabía que éstos no tenían la actividad de 
transcripción. Sin embargo, aplicando técnicas de purif icación ya 
descritas para otros sistemas derivados de células HeLa (Gerard M. et 
al 1991) o levaduras (Moncollin V., comunicación personal) se logró 
obtener extractos con actividad de transcripción. 

Se realizaron sucesivamente dos cromatografías para obtener a 
partir del extracto placentario, las proteínas de la maquinar ia 
transcripcional. La primera consistió en una columna de afinidad 



sobre heparina-sefarosa, que retiene la mayoría de las proteínas que 
se unen al DNA, una elución a 600 mM de KC1 permite recuperar la 
mayoría de los factores transcripcionales. Sin embargo, algunos de 
ellos (como TFIIA) no se unen con eficiencia a la columna, y pasan en 
el filtrado. Estos se pueden purificar, al pasar el filtrado de la primera 
columna por una cromatografía de intercambio aniónico (DEAE-
celulosa), y al eluirla a 350 mM de KC1 se recupera el resto de los 
factores. La mezcla de los eluídos de las dos columnas permite 
reconstituir un sistema con actividad transcripcional. Los perf i les 
cromatográficos obtenidos en los ensayos de separación mostrados en 
la figura 18, son representativos de varios ensayos realizados, en 
todos se registró el mismo perfil de elución por lo que se considera 
que la técnica fue reproducible. 

Los pr imeros ensayos , tanto de pur i f i cac ión como de 
transcripción, se tuvieron que realizar en el mismo día, ya que los 
extractos perdían notablemente la actividad al congelarse . Sin 
embargo, al aumentar la concentración protéica de los mismos se 
obtuvieron fracciones más estables. Esto se logró incrementando la 
cant idad de te j ido inic ia lmente procesado (hasta 80 g). La 
concentración de las fracciones protéicas fué el doble que las 
provenientes de los extractos iniciales, los cuales partían de 20 g de 
tejido. Los extractos más concentrados fueron los que mantuvieron la 
actividad aún y después de varios ciclos de conge lac ión y 
descongelación. Ademas, mostraron en varios ensayos sucesivos una 
actividad transcripcional similar (datos no mostrados). 

5.3.2 Ensayos de transcr ipc ión 

Para probar los extractos semipurificados de placenta se utilizó 
inicialmente el promotor de adenovirus, el cual no dió señal para 
estos ensayos. Posteriormente se recurrió al uso de los templados de 
los genes del complejo hGH-hPL, utilizando las mismas condiciones de 
reacción que para los ensayos con extractos de células HeLa se obtuvo 
señal. Para estos experimentos se utilizó una cantidad de templado 
mayor que en los ensayos con extractos de células HeLa (400 ng por 
muestra), alcanzandose así a obtener una señal, que si bien fue débil, 
fue reproducible a lo largo de varias repeticiones de estos ensayos 
(figura 19). 

La razón por la que los templados de adenovirus no dieron 
señal en este sistema placentario no está aún clara. En el sistema 
derivado de células HeLa el adenovirus produjo una señal más 



abundante que cualquiera de los templados o variantes de los genes 
del complejo hGH-hPL. Sin embargo, en estos ensayos se utilizó un 
templado que incluía una región del AdMLP de aproximadamente 
130 pb en el cual está el sitio de unión al factor de transcripción USF 
(Sawadogo M. et al. 1985), mientras que en los ensayos con extractos 
de placenta se utilizó una versión menor del promotor (PM34), la cual 
sólo contiene 34 pb del mismo (Miyamoto N.G. et al. 1984). Al 
utilizarse un promotor con sólo la caja TATA se obtendría sólo una 
transcripción basal. Sin embargo, se ha reportado que el PM34 se ha 
utilizado de manera exitosa en varios trabajos (Miyamoto N.G. 1984, 
1985 y Gerard M. et al. 1991), más estos fueron realizados en 
sistemas de transcripción derivados de células HeLa. Esto implica que 
en el caso del sistema placentario, al optimizarlo podría observarse 
un nivel basal de transcripción in vitro para éste promotor viral. 

Si bien los resultados de los ensayos en placenta no permitieron 
comparar el potencial transcripcional de los cinco promotores, como 
lo fue posible en el sistema derivado de células HeLa, los datos 
obtenidos fueron interesantes. Por e jemplo, se observó que el 
promotor del gen hGH-N a pesar de su expresión específica en la 
hipófisis, muestra una transcripción a niveles similares que los otros 
genes del complejo en este sistema producido a partir de placenta. 
Ademas, en estos ensayos tampoco observamos diferencias muy 
marcadas entre los potenciales de transcripción en los promotores de 
los genes y las diferentes versiones usadas, a pesar de que in vivo 
pueden ser hasta en cuatro ordenes de magnitud (Chen E.Y. et al. 
1989) . 

Sin embargo, estos resultados son preliminares y necesitan ser 
corroborados utilizando para ello un sistema mejor caracterizado 
ademas de un testigo interno que permita la cuantif icación las 
señales obtenidas. 

Finalmente, se logró obtener un sistema de transcripción i n 
vitro derivado de placenta, en el cual los promotores del complejo 
hGH-hPL pudieron dirigir una transcripción sitio específica. Este 
s is tema de t ranscr ipción der ivado de placenta es una nueva 
alternativa para el estudio de la regulación de la transcripción de 
genes como los del complejo multigénico hGH-hPL. Si bien es 
n e c e s a r i o c a r a c t e r i z a r l o a f o n d o , m u e s t r a una a c t i v i d a d 
transcripcional y presenta ventajas sobre el sistema de HeLa. Por 
ejemplo, la facilidad de procesar grandes cantidades de tej ido y 
costos de producción de estos extractos en comparación con el 



proceso para la obtención de células HeLa en los que se emplean 
medios de cultivo y fermentadores muy caros. Por ser la placenta una 
órgano t ranscr ipcionalmente muy activo y con un s is tema de 
receptores y segundos mensajeros muy complejo const i tuye una 
buena fuente para la obtención de la maquinaria transcripcional. De 
es ta manera , este s is tema de t ranscr ipción in vitro puede 
representar una nueva alternativa para el estudio de la regulación de 
la expresión gènica en eucariotes. 



CAPITULO 6 

C o n c l u s i o n e s 

De los experimentos realizados y los resultados obtenidos 
derivan las siguientes conclusiones: 

• Todas las versiones de los promotores de los genes del 
complejo son funcionales en el sistema de transcripción in 
vitro derivado de células HeLa. 

• No se observan diferencias significativas entre los niveles de 
t ranscr ipc ión de los p romotores y en las d i f e r en te s 
longitudes de los mismos, a excepción de hGH-V, el cual 
p r e s e n t a una t e n d e n c i a h a c i a un m e n o r í n d i c e 
t ranscr ipc ional . 

• Las diferencias marcadas en los niveles de transcripción de 
estos genes observadas in vivo no se reflejan en los ensayos 
in vitro realizados en este trabajo. 

• La semi-purif icación de los extractos crudos de placenta 
mediante c romatograf ías de hepar ina-sefa rosa y DEAE-
celulosa permitió obtener un nuevo sistema de transcripción 
in vitro . 

• Todos los promotores del complejo hGH-hPL son funcionales 
también en el sistema de transcripción in vitro derivado de 
p lacen ta . 
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