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La hormona del crecimiento
I (hGH)y el lactogeno placentario
M (hPL) se sintetizan en un grupo
) de cinco genes localizados en la
banda q22.4 del cromosoma
““"Efii‘im humano 17." Estos presentan
o0/ >90% de similitud en sus se-
cuencias nucleotidicas en su re-
gion codificante, asi como en las
regiones proximales 5"y 3’ que los flanquea.” Las
soformas de 22-kDa son las proteinas mejor cono-
cidas que se derivan de esta familia multigénica.’
A pesar de su alta similitud en secuencia (> 90%)
y su cercana proximidad en el genoma (<13 kb), se
expresan en diferentes tejidos y en diferentes nive-
les, lo que hace al locus un excelente modelo para
estudiar los mecanismos moleculares del control
de la expresion génica. Mientras hGH-N es prefe-
rentemente expresado en pituitaria, el resto de la
familia se expresa en la placenta, pero a diferentes
niveles: la expresién de hPL-2 y hPL-3 es 100 veces
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mas que la de hPL-1y 1,000 veces mas que hGH-V.?
En este contexto, hPL-2 es siempre ligeramente mds
alta que hPL-3, variando mas de seis veces de una
placenta a otra.*

Por estudios previos sobre el control transcrip-
cional del gen hGH-N en pituitaria, sabemos que
su expresion es influenciada, principalmente, por
el factor transcripcional Pit-1.° Se conoce menos
sobre la regulacion en placenta del gen hGH-Vy los
genes hPL, sin embargo, factores transcripcionales,
tales como Sp1(6), hPLA-1 y elementos cis, como
el elemento iniciador (InrE)7 localizados en los pri-
meros 500 nuclestidos del promotor de los genes
hPLs activos, se han visto implicados en la regula-
cion en la placenta. Otro tipo de moléculas regula-
torias, tales como T3 y 4cido retinoico,® glucocorti-
coides” y AMPc o éster de forbol,'® modulan la
expresion de uno o varios de estos genes
placentarios.
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DISECCION TRANSCRIPCIONAL DEL Locus GH DEL GENOMA HUMANO

En una busqueda inicial de secuencias poten-
ciadoras en el locus, solo se identificod una, localiza-
da 2.2 kb rio abajo del gen hPL-3, de funcion y
especificidad de tejido en células de placenta. Des-
pués se describieron copias del potenciador en los
genes hPL-2 y hPL-1, los cuales presentan una acti-
vidad mas débil, debido a mutacion en secuencias
con interaccion a factores de transcripcion. !

Se asume que la diferencia en los niveles de ex-
presion de los genes placentarios puede deberse en
parte a la fuerza de sus respectivos promotores.'>"
La mayoria de los estudios llevados a cabo han ana-
lizando un promotor a la vez, en donde no fue po-
sible determinar cuales y la ubicacién de los cam-
bios nucleotidicos responsables de las diferencias
en su expresion.

En el presente trabajo se informa sobre un estu-
dio comparativo de los cinco promotores de los
genes del locus hGH-hPL y de algunos elementos
que modulan su expresion. Usamos el gen hRGH-N
como gen reportero, el cual pertenece al locus, esto
con el objetivo de acercarse lo mas posible a las
condiciones naturales. Se analizaron por expresion
transitoria tres versiones de los promotores que
difieren en la longitud, en células derivadas de
placenta (JEG-3), células de pituitaria (GH3) y en
células (HeLa) como control negativo de expresion.

Encontramos que la version promotora larga
del gen hPL-2 rinde los niveles de expresion mas
altos de la proteina reportera en el ensayo con célu-
las de placenta, lo cual corresponde a los reportes
en la bibliografia. Asimismo, la versién mas larga
del promotor del gen hGH-N fue la tnica activa en
las células de pituitaria. Sorpresivamente, el pro-
motor del gen hGH-V, el miembro del locus que
menos se expresa en placenta, resulto entre los mas
activos de todos los promotores largos investigados,
y el promotor del pseudogen hPL-1 se comportd
muy similar a su homologo de hPL-3. Asimismo,
se evidencio la accion de elementos silenciadores
en las versiones promotoras analizadas. Por otro
lado, se detectd que el acido retinoico fue el princi-
pal modulador activador seguido de T3 y AMPc en
forma muy similar y, por ultimo, el éster de forbol.
El factor de transcripcién ubicuo SP1 y el factor
POU, hPLA de expresion placentaria transactivan,
preferentemente, los genes placentarios, mientras
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Pit-1 lo hace sobre hGH-N en células de pituitaria.
Objetivo

Investigar la regulacion de la familia multigénica
hGH-hPL mediada por deleciones en sus regiones
promotoras, por hormonas y por factores de trans-
cripcion.

Material y métodos

Cultivo celular. Las células HelLa y GH-3 se mantu-
vieron en DMEM, las células JEG-3, BeWo y JAR
en RPMI-1640 (Life Technologies; Inc.,
Gaithersburg, MD). Ambos medios fueron enrique-
cidos con 2 mM de glutamina, 10% de suero fetal
bovino y antibioticos. Los cultivos celulares se man-
tuvieron a 37°C, en atmosfera humeda, con una
mezcla de 5% de CO, y 95% de aire.

Placenta. Se obtuvo muestra de tejido placenta-
rio de un embarazo normal a término del Hospital
Universitario, Monterrey, N.L., México.

Clonas de los genes hPL y hGH. Las secuencias
promotoras se obtuvieron de fragmentos de DNA
gendmico humano clonados en el vector SuperCos
(H.B. Barrera-Saldafia, datos no publicados).

Los fragmentos de DNA de interés se recupera-
ron por digestion con enzimas de restriccion, sepa-
rados electroforéticamente en geles de agarosa y
recuperados con un kit de purificacion a partir del
gel (Gene-Clean Bio 101). Los fragmentos purifica-
dos se ligaron al pldsmido pBlueScript SK(+) (pBS;
Promega, Co.). La identificacion de clonas se hizo
por PCR y mapas de restriccion (figura 1). Las clonas
de interés fueron utilizadas para obtener los frag-
mentos requeridos y generar las versiones de
deleciones de los promotores de los genes hGH-
hPL.

Construccion de las series de deleciones de los promo-
tores. Las clonas descritas previamente se usaron
para obtener las versiones promotoras de los genes
hPL-1, hPL-2, hGH-V , hPL-3 y hGH-N. Las versio-
nes largas (longitud entre 2,200 a 3,100 nuclestidos)
se generaron por union de las porciones distales
(delimitadas por Xbal en el 5’y EcoRl en el 3’ a la
altura de la posicion -496), con las regiones
proximales de los promotores (delimitadas por
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EcoRI en su extremo 5’ y el sitio BamHI en la posi-
ciéon +2) de los genes PL-2, PL-3 y GH-V. Los pro-
motores reconstruidos fueron insertados entre los
sitios de clonacion Xba Iy Bam HI del vector pAVE-
hGH-N' en sustitucién del promotor viral original
(hCMVp, figura 2D). En el caso del gen hPL-1, se
recurrio al sitio Aatll localizado en la posicion nu-
cleotidica +346, que se ubica en el sexto codon del
péptido senal, debido a que el sitio BamHI en +2
esta ausente (ver figura 2A, linea 1). Finalmente, la
construccion equivalente del promotor largo de
hGH-N (figura 1A, Fragmento N) consistio en el
fragmento Scal-Scal (-2,324 a +4,311) previamente
clonado. De esta manera, todos los promotores
completos subclonados llevaban la unidad trans-
cripcional del gen hGH-N como gen reportero. La
serie de versiones promotoras cortos (figura 2B, C)
fue construida en pBS. Para obtener las deleciones
de los promotores de 496 pb (figura 2B), se obtu-
vieron fragmentos de 496 pb de las subclonas ini-
ciales portadoras de los genes, por digestion con
EcoRI (496) y Puull (+468pb). Estos se insertaron
entre los sitios EcoRI (5’) y Hincll (3’) de pBS.
Las versiones de los promotores de -140 pb (fi-
gura 2C) se recuperaron de las clonas de longitud
de 496 pb como fragmentos acortados en sus ex-
tremos 5’ con Nspl (terminacion romo) y en sus
extremos 3 por Kpnl (parte del sitio de
policlonacion del vector), los cuales fueron
reinsertados en pBS entre los sitios Hincll (5’ romo)
y Kpnl (3’). Finalmente, la unidad transcripcional
del gen hGH-N fue adicionada a las versiones -496
y -140, usando la posicion -23 (Apal) presente en
todos los promotores hasta la posicion +2,134
(EcoRI) del gen hGH-N. Los quince plasmidos re-
combinantes resultantes se expandieron en bacte-
rias y purificados a gran escala en CsCL"
Transfeccién celular. Las células en cultivo fueron
cotransfectadas por electroporacion (240 V y 960
mF para células JEG-3 y 350 V/500 mF para célu-
las HeLa) como se ha descrito previamente, ' usan-
do 5x10° células/200 ml en medio RPMI sin sue-
ro, mezcladas con 12 mg de plasmido recombinante
de interés y con 5 mg del control interno, usando
el plasmido pGL2Luc-Ctrl (Promega) o pPCMVbGal
como control interno para normalizar la eficiencia
de la transfeccion. Los experimentos se realizaron
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por triplicado empleando tres preparaciones dife-
rentes de cada una de las construcciones
plasmidicas.

Bioensayo de luciferasa y B galactosidasa. Después
de lavar con PBS las células transfectadas, fueron
centrifugadas a 35,000 rpm por cinco minutos y la
actividad de luciferasa fue determinada en la pasti-
lla celular, de acuerdo a las instrucciones de la casa
comercial (Promega), mientras [ galactosidasa se
uso el método colorimétrico de reduccién del
sustrato CPRG y absorcion en | de luz Vis.

Bioensayo de la proteina reportera HGH. La con-
centracion de HGH se cuantifico por radioimuno
ensayo, utilizando el kit DPC (Diagnostic Products
Co.) en el sobrenadante de las células transfectadas,
colectadas 48 hrs. después de la electroporacion.

Normalizacion de los bioensayos de transfeccion. Los
valores de la concentracion de HGH fueron nor-
malizados con los valores de actividad de lucife-
rasa o P galactosidasa, por mg de extracto celular
de proteina total y substrayendo el valor de HGH
del control negativo (células no transfectadas), para
corregir la variacion en la captacion del DNA por
las diferentes celulas transfectadas.

Activacién de los recombinantes por hormonas vy
metabolitos. Los moduladores empleados (AMPc,
éster de forbol, triiodotironina y 4cido retinoico)
fueron preparados siguiendo las instrucciones de
la casa comercial y adicionados al medio de cultivo
a una concentracién final de 0.1 mM, 5 nM, 1.5
mM y 50 mM respectivamente, por 48 hrs.

Transcripcion reversa acoplada a PCR anidada. Los
niveles de transcripcion de los genes placentarios
se midieron por transcripcion reversa acoplada a la
reaccion en cadena de la polimerasa anidada (RT-
nPCR). El RNA total de diversas lineas celulares
derivadas de placenta (JEG-3, Hela, BeWo y JAR),
asi como de tejido placentario a término se extra-
jo* y se analizd para buscar los transcritos hPL y
hGH-V enddgenos. Para la sintesis de DNAc en la
RT se utiliz6 MMLV-RT (Promega) e iniciadores al
azar. La primera PCR se hizo con los oligos:

5. TCAGGGTACCTGTGGACAGCTCACCTA-3  y
5.CTGAATTCTATTAGGACAAGGCTGGTGGG-3',*
especificos para hGH y para hPL que flanquean las
unidades transcripcionales desde el primer exon
hasta la sefial de poliadenilacion bajo las siguien-
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tes condiciones: desnaturalizacién a 94°C por un
minuto, alineamiento a 58°C por un minuto, y
extension a 72°C por un minuto. Después de la
primera reaccion, una alicuota de cada tubo (2 ml)
se diluyo (1/100) y se hizo una PCR anidada con
otro oligo antisentido, que tiene hibridacion 40 pb
hacia el 5 del producto derivado del primer PCR
(5-CCGAATTCCAGGAGAGGCACTGGG3)) y
las mismas condiciones descritas anteriormente.!
El producto de la segunda PCR (740 pb) se purifi-
cé y se sometio a digestion con la enzima DPstl para
detectar los productos de transcripcion de los ge-
nes hGH y hPL. Los productos de digestion se
visualizaron en un gel de agarosa a 1%, tefiido con
bromuro de etidio.

Andlisis estadistico. Las diferencias de los resulta-
dos obtenidos entre las construcciones descritas se
presentan como medias + SD para el numero de
determinaciones indicado. La significancia entre los

diferentes grupos fue determinada por un ensayo
de ANOVA, con una significancia de p <0.05.

Resultados

Construccion de plasmidos recombinantes deri-

vados de los cinco genes del locus AGH-hPL

Cada uno de los cinco genes hGH-hPL, junto con
las secuencias flanqueantes, se recuperaron como
fragmentos de restriccién de tres diferentes
cosmidos yuxtapuestos y subclonados en pBS
(figura 1).

Estas subclonas génicas se usaron para derivar
las tres series de pldsmidos con diferencias en la
longitud del promotor (> -2,200, -496 y -140) que
se describen en la figura 2. Las versiones fueron
clasificadas como largas, cortas y basales. La impor-
tancia de cada una de estas versiones radica en los
siguientes puntos:

Las regiones promotoras largas fueron incluidas,
debido a que ejemplifican lo mas proximo a las
condiciones nativas de regulacién a las que se ven
sometidos los genes del complejo, la version pro-
motora de 496 pb, porque posee sitios de union
para las principales moléculas regulatorias activas
encontradas a la fecha. La versiones basales de -140
pb se incluyeron porque estan presentes, por lo
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Fig. 1. Clonacion de los genes hGH-hPL. De tres cosmidos
traslapados aislados de una libreria de DNA genémico humano
construida en un SuperCos (arriba), los miembros de la familia
de genes hGH-hPL (centro) fueron obtenidos por digestién con
las enzima de restriccion indicadas (abajo). Las letras y numeros
dentro de los cuadros negros identifican los cinco genes (N=hGH-
N, 1=hPL-1, 2=hPL-2, V=hGH/V y 3=hPL-3). Los insertos de los
plasmidos subclonados se muestran esquematicamente en la
base, con cuadros entrecruzados identificando las secuencias de
los promotores analizados en el presente estudio.

menos, en un sitio de unién para elementos
regulatorios descritos previamente como importan-
tes para la expresion de los genes hPL (Sp1) o hGH
(Pit-1). Las quince construcciones promotoras se
unieron a la unidad transcripcional RGH-N como
gen reportero y se utilizaron para investigar las dife-
rencias tanto de la fuerza transcripcional como de
la especificidad tisular.

Actividad de los promotores en cultivo de células
placentarias

Las células en cultivo JEG-3 se transfectaron con
las versiones promotoras y su actividad transcrip-
cional se determin® midiendo la produccién de la
proteina reportera HGH en el medio de cultivo.
Se tomaron en cuenta diferencias en la captacion
de DNA, normalizando los valores de expresion de
HGH con el valor de la actividad de la enzima luci-
ferasa (expresada por pGL2Luc-Ctrl) o con la enzi-
ma b galactosidasa (pCMVbGal), y comprobar asi
que las diferencias reflejaban efectivamente la fuer-
za de los promotores. Como se muestra en la figura
3, todos los promotores, excepto el largo de hGH-
N, fueron capaces de expresar el gen reportero en
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Fig. 2. Series de deleciones de los promotores hGH-hPL. versio-
nes largas (A), intermedias de -496 pb (B) y cortas de -140 pb
(C); de cada promotor se derivaron las subclonas de plasmidos
que llevan cada secuencia promotora génica descrita en la figu-
ra 1. Las versiones largas se obtuvieron por unién de su secuen-
cias distantes (>-2200) a sus proximales (de -496 pb a el sitio
BamHI en +2, en el caso de hPL2, hGH-V y hPL3; o hasta el sitio
Aatll en +346 pb para hPLI, ya que éste ultimo carece del sitio
BamHI) e insertadas en el vector de expresion, conteniendo la
unidad transcripcional del gen hGH-N B) Para los promotores
proximales se utilizo a las enzimas Eco-R1 y Bam HI, C) Las ver-
siones de -140 presentaron variacion en la enzima ubicada en el
extremo 5’. D) Presentacion de la mayoria de los sitios de union
para los factores de transcripcion dentro de la region del pro-
motor -496. Los exones de la unidad transcripcional hGH-N es-
tan representados con cuadros negros.

niveles significativos en células placentarias; con-
trariamente, los promotores placentarios fueron
inactivos en células de pituitaria. Estos resultados
reproducen las observaciones in vivo y evidencian
un elemento silenciador especifico de tejido con
accion en el promotor de hPLs en pituitaria y en el
de hRGH-N en placenta. Ademis, las versiones de -
496 de los cinco genes tuvieron disminucion en
los niveles de expresion (barras blancas), incluso
menores que las versiones promotoras basales (ba-
rras grises), sugiriendo un elemento silenciador con
accion entre -140 y -496. La actividad transcripcio-
nal de las versiones -496 fue entre 75% (hGH-V) y
60% (hPL-2) menor, respecto a las de los promoto-
res largos, o muy similar a los obtenidos en el caso
de los promotores hPL-1 y hPL-3 (figura 3).

Se observa una correlacion negativa al disminuir
la longitud del promotor con la actividad transcrip-
cional. Estos experimentos confirman la presencia
de un elemento negativo, localizado entre -140 pb
y 496 pb en los cinco promotores, previamente
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Fig. 3. Comparacion de la produccion de la proteina reportera
por las series de promotores transfectados en tres diferentes ti-
pos de células. En cada version fue mezclado plasmido control
(pGL2Luc) e introducido a los cultivos celulares por
electroporacion (células JEG-3 y HeLa) o por lipofeccion (GH3)
en placas de 60 mm. Se evaluo la produccion de HGH secretada
al medio de cultivo por RIA 48 hrs. después. Los valores fueron
normalizados por la actividad de luciferasa calculada por mg de
proteina total del extracto celular, y se sustrajo el valor de HGH
del control negativo (células no transfectadas). Cada version de
promotor se analizé por triplicado. La desviacion estandar se
muestra sobre las barras. La significancia de las diferencias en-
tre grupos se determind por ANOVA de una via.

reportados solo para los genes hPL-3 (11), hPL-2(13)
y hGH-N' en la misma version. La disminucion de
la fuerza transcripcional de las versiones de -496,
comparada con la de los promotores largos, se rela-
ciona posiblemente con la eliminacion de secuen-
cias de unién a receptores para factores de trans-
cripcion u hormonas que modulan la actividad
transcripcional.®” Para ensayar esto, a las células
transfectadas con las versiones largas se les adicio-
no algun elemento hormonal o metabolito, descri-
tos como activadores observandose lo siguiente (fi-
gura 4).

Asimismo, se evaluo el efecto de factores de trans-
cripcion en las versiones promotoras cortas (figura 5).

Por ultimo, para evidenciar que efectivamente
los genes estudiados se encuentran activos en las
células de placenta ensayadas, se analizo la expre-
sion enddgena por RT-PCR anidada, debido a sus
bajos niveles de expresion (figura 6).
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Fig. 4. Efecto de moduladores en la potenciacion transcripcio-
nal. Se evalué la produccion de la proteina reportera por las
series de promotores largos transfectados en células JEG-3 bajo
el efecto de moduladores de la transcripcion. Cada construc-
cion, después de transfectarse, fue sometida a la presencia de
metabolitos (éster de forbol), moduladores hormonales (T3,
acido retinoico) o segundos mensajeros (AMPc) para medir el
indice de activacion del promotor. El principal activador fue
acido retinoico seguido por AMPc y triiodo tironina sobre el
promotor del gen hPL-2.
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Fig. 5. Efecto de factores transcripcionales en células GH3 y
JEG-3. Los recombinantes con versién promotora de -496 pb
fueron cotransfectados con vectores de expresion de factores
transcripcionales en proporciones 2:1 (factor transcripcional:
recombinante) y pCMVsportbGal. El analisis se hizo cuantifi-
cando HGH en el medio de cultivo y el valor, normalizado por
unidad de b galactosidasa determinada en el extracto celular.

Discusion

Los resultados conluyen que, aun y con la gran si-
militud nucleotidica entre los genes placentarios,
los elementos regulatorios localizados a lo largo del
promotor promueven diferentes niveles de expre-
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Fig. 6. Determinacion de transcritos endogenos de hRGH-hPL por
RT-PCR anidada. RNA total (0.8 mg) extraido de placenta y
cultivo celular de HelLa, JAR, JEG-3 y BeWo. El DNACc se some-
ti¢ a una primera PCR. Una alicuota de cada PCR se diluyo (1/
100) y se sometio a una segunda PCR pero anidada. B. Los pro-
ductos de la segunda PCR fueron digiridos a Pstl para diferen-
ciar los transcritos de cada gen. La digestion se separd en agarosa
a 2% vy tedida con bromuro de etidio. La identificacion de las
bandas (flechas) corresponde a los productos de digestion espe-
rados para cada tipo de gen. La banda de hPL-2 (no afectado por
la enzima Pstl) y bandas de hRGH-V (520 y 206 pb) se distinguen

claramente.

sion, pues mientras hPL-2 y hPL-3 tienen la mayor
actividad en los ensayos de activacion, seguidos por
hGH-V y hPL-1, la actividad del promotor de hGH-
N se ve recuperada con los moduladores en células
placentarias. Hay una clara correlacion entre la lon-
gitud del promotor y el silenciamiento o activacion
de las diferentes versiones en las células analizadas,
evidenciado anteriormente con un promotor de
hPL en pituitaria.™

Resumen

El locus de la hormona del crecimiento humano
(hGH) presenta variaciones en los niveles de expre-
sién en algunos de sus componentes hasta en tres
ordenes de magnitud. Este estudio comparo
deleciones (140 a 3,100 pb) vy la fuerza de transcrip-
ciéon de todos los promotores del locus con un gen
reportero (hGH-N) mediante expresion transitoria.
Los promotores largos tuvieron mayor expresion,
paradojicamente hGH-V fue uno de los mas acti-
vos. Se detectaron tres elementos promotores ne-
gativos y se evaluo la activacion transcripcional di-
ferencial para los diferentes promotores, mediante
su respuesta a la accion de hormonas y cotransfec-
cion de vectores expresores de factores
transcripcionales.

Palabras clave: Genes hGH-hPL, Expresion dife-
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rencial, Expresion hGH-V, Activacion transcripcio-
nal, Expresion tejido especifica, Silenciamiento.

Abstract

The human growth hormone gene family (hGH)
presents changes in the levels of expression. This
study compared mutant deletions (140 bp to 3,100
bp) on all the gene promoters of the locus and their
strength of transcription using a reporter gene
(hGH-N) by transient transfection. The long
promoters had a larger expression; paradoxically
hGH-V was one of the most active. Three negative
elements were detected within the different versions
of gene promoters and the differential
transcriptional activation was tested by induction
with hormones and co-transfection with vectors that
express transcriptional factors.

Keywords: hGH-hPL genes, Differential expression,
Hgh-V expression, Transcriptional activation,
Specific tissue activation.
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