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RESUMEN

Facultad de Medicina de Ia UANL

M.C. Rafael Gonzilez Alvarez

Titulo del Estudio: Evolucion Molecular de l1a Familia GH/CSH en Primates

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

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

N~

Dr. Hugo A. arrera Saldafid Dra. Agn Agnes Revol de Mendoza
D1r ctor Co-Director
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CAPITULO1I

INTRODUCCION

1.1 Las familias multigénicas

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

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

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

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

todos los miembros de la familia.

Tiem
po A B
Canrg e
spocies
aRCaRrRies
v L

Geaes on especie | Genes en expocie 2 Genes en especie 1 Geucs en especie 2 Genes &n especie ] Greaes cn espeche 2

Evolucién Divergente Evolucién Concertada Evolucién Muerte y Nacimiento

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

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

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

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

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

1.2 Bases moleculares de la evolucién

La principal causa de evolucién es la mutacién. Una mutacién en un gen o cualquier
secuencia de DNA es causada por una substitucion, insercién o delecion de uno o varios
nucleotidos, asi como por eventos de recombinaciéon y conversion génica. Las
mutaciones se fijan en la poblacion mediante la seleccion natural. El nuevo gen mutante
produce un nuevo carcter morfolégico o fisioldgico, el nuevo caracter es heredado a la
descendencia. Si se es capaz de construir un drbol filogenético para un grupo de
especies, se puede definir cuando aparecid la mutacién que origino dicho caracter. Esta
informacién es util para el entendimiento de los mecanismos de evolucién de cualquier
caracter. Mediante la comparacién de las condiciones ambientales de donde vive la
especie con ¢l cardcter de interés con aquellas especies que carecen del carécter, se logra
el entendimiento de los mecanismos de evolucién que actiian sobre dicho carécter.
Dichos mecanismos son la seleccion positiva, purificacién de la seleccion o evolucidn
neutral. Mediante la identificacion de los genes involucrados en la adquisicién de nuevos

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

Sin embargo, el estudio de los cambios en el DNA es mas complicado de lo que
aparenta. Debido a que existen varios “tipos” de DNA, como: regiones codificantes,
regiones no codificantes, regiones intergénicas, secuencias repetitivas y secuencias
reguladoras. De ahi la importancia de identificar previamente el tipo de DNA que se
desea analizar. Si se desea analizar el DNA codificante, se debe considerar los patrones
de substitucion nucleotidica en el primero, segundo y tercer codén. Ademas de precisar
si dichos cambios repercuten en el cambio de aminoacido (substituciones no sinénimas)
0 se sé trata simplemente de un cambio sin sentido (substitucidn sinénima). Para el caso
de las regiones no codificantes, generalmente se aplica la “hipétesis del reloj molecular”.
Est4 hipdtesis establece que ¢l indice de substituciones es aproximadamente constante a
lo largo del tiempo. Aunque estrictamente hablando ninguna secuencia de DNA
evoluciona a un indice constante, debido a que se ganan nuevas funciones,
particularmente cuando el nimero de genes por genoma aumenta. También cabe
destacar que el mecanismo de reparacién del DNA repercute considerablemente en la
aplicacién estricta de estd hip6tesis (Nei, 2000).

1.3 La familia GH/PRL/CSH

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1.4 Organizaci6n del locus GH en ¢l humano

En el humano, el locus GH esta constituido por cinco genes y localizado en un érea de ~
50,000 pb en la banda q22.4 del cromosoma 17 (Figura 2), (Harper et al., 1982).
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Figura 2. Organizacién del locus hGH/hCSH. Se muestran los productos de los genes, el tejido donde
se expresan y el porcentaje del RNAm en dicho tejido. Las secuencias Alu estén distribuidas en las
regiones que flanquean a los genes, representadas aqui por circulos rellenos para el caso de los miembros
con la misma orientacidn que la de los genes, mientras que con los circulos abiertos sefialan secuencias
Alu en la direccion opuesta y los semicisculos identifican a los miembros Alu truncados. Se encuentra una
sola copia de las secuencias repetitivas de la familia Kpn en la region promotora distal de] hCSH-2,
representada por un tridngulo en blanco, mientras que el potenciador o enhancer se indica debajo de los
genes con un triangulo oscuro. Los genes estdn separados por regiones intergénicas (de 6 a 13 kpb).

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

misma hormona madura (Barrera-Saldafia et al., 1983). Por ultimo, el gen hCSHL-1 se
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considera un pseudogen, pues contiene una mutacién en el segundo intrén que evita el
procesamiento correcto de sus transcritos (Reséndez-Pérez et al., 1990).

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

1.5 Funcién de [as hormonas GH y CSH en primates

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

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

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

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

expresién en la hipofisis (Nachtigal et al., 1993). Por ser Pit-1 un factor especifico de
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tejido hipofisiario (Ingraham et al., 1988), aparentemente no esta involucrado en la
induccidn de la expresidn de los genes placentarios.

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

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

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

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

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

1.7 Hipétesis sobre el origen del locus hGH/hCSH

El anélisis de las secuencias del locus hGH/hCSH evidenci6 que la expansién del mismo
se generd por una serie de duplicaciones mediadas por las secuencias repetitivas del tipo
Alu., Los genes y las secuencias flanqueantes se produjeron mediante tres eventos
independientes de duplicacion (Figura 3). A partir de un gen ancestral (similar al actual
gen hGH-1). Una primera duplicacién y el acumulo de variaciones resulto en el
surgimiente de los precursores de los genes hGHs y hCSHs (primera duplicacion). Una
segunda duplicacién dio origen a los precursores de los genes hGH-2, hCSH-1 y hCSH-
2. El tercer y tltimo evento se produjo mediante una duplicacién del fragmento que
contenia al gen hCSH-1 para generar a los actuales genes hCSHL-1 y hCSH-1 (Hirt et

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

11



Introduccion
Evolucidén Molecular de 1a Familia GH/CSH en Primates

Duplieacifn > 400 millones de
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Figura 3. Hipdtesis sobre la formacién del Jocus hGH/hCSH. Se esquematizan eventos de duplicacion
que dieron origen & la familia multigénica en primates. Los CSH se generaron a partir del gen de la GH.

1.8 Taxonomia y evolucién paleontolégica de los primates

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

Cercopithicoidea, o monos del viejo mundo (MVM) y Hominoidea, que incluye al
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hombre y a los grandes monos. Los cébidos representan un grupo de primates que
quedaron aislados en América del Sur durante el terciario y desde entonces siguieron

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

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

Antes de comenzar el presente trabajo, practicamente s6lo se conocia la organizacion del
locus GH/CSH en el humano, mientras que para el resto de los primates Ginicamente se
contaba con datos aislados. Para los prosimios ya era conocido que solo poseen un gen
de GH en sus genomas (Adkins et al., 2001), en los MNV se tenia la secuencia completa
de ocho genes (Wallis et al., 2002), del mono arafia (otra especie de los MNM) se
contaba con la secuencia de cuatro genes y clonas de regiones intergénicas (Esquivel-

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

1.10 Justificacién del trabajo

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

mulatta).
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CAPITULO I

OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Inferir la historia evolutiva del locus GH ¢n primates.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1.- Establecer la composicién y organizacién de los loci GH.

a) Aislar las regiones intergénicas y genes del mono rhesus (Macaca mulatta).
b) Aislar los genes faltantes del mono arafia (Afeles geoffroyi).

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

2.- Realizar el analisis detallado de las secuencias codificanies y no codificantes.
a) Para las codificantes, determinar el nimero de sustituciones/sitio/afio (K), el
numero de sustituciones sinénimas (Ks), no sinénimas (K,) y la relaciéon K 4/Ks.

b) Para las no codificantes, estimar el indice de sustituciones nucleotidicas (r).

c) Construir los arboles filogenéticos correspondientes.

3.- Realizar el anélisis comparativo de las regiones intergénicas para:

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

Alu y los elementos de regulacioén de la transcripcion.

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

y relacionarla ésta con la del humano y chimpancé.

15



Estrategia General

Evolucion Molecular de Ia Familia GH/CSH en Primates

CAPITULO LI

ESTRATEGIA GENERAL

La estrategia general (Figura 5) comprendi6 varias etapas. Primero se extrajo el DNA
gendmico de los mono rhesus y arafia a partir de sus sangres periféricas. Adicionalmente
se obtuvo una libreria genémica en BACs de mono rhesus. Mediante iniciadores
consenso se amplificaron los genes y las regiones intergénicas. Luego estos productos
amplificados se clonaron y secuenciaron. Finalemente, Con las secuencias de los genes
se determinaron varios parametros evolutivos, mientras que el analisis de las regiones
intergénicas consistidé en determinar el patrén de las secuencias Alu e identificar los

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

MATERIAL Y METODOS

4.1 Material

4.1.1 Origen de los reactivos

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

4.1.2 Material BiolGgico

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

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

4.2 Equipo

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

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

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

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

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

bin/WEBRcpeatMasker), MEME (http;/meme.sdsc.edw/meme/website/meme.btml) y

BLAST (http.//www.ncbinlm.nih. gov/BLAST/).
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4.3 Métodos

4.3.1 Extraccién de DNA genémico

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

A 1 ml de sangre se le agregaron 400 pl de buffer de lisis TSNT (2% tritén 100X, 1%
SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8 y 1 mM EDTA disodico) directamente
mezclando ligeramente hasta lograr la lisis total. Los acidos nucleicos se extrajeron con
3 ml de fenol y 1 ml de SEVAG (cloroformo:alcohol isoamilico 29:1) y 2 ml de TE
(Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8), mezclando por inversién después de agregar
cada uno de los reactivos y finalmente 5 min en el vortex. Posteriormente, el tubo se
centrifugé por 15 min a 5,000 rpm. La fase acuosa se transfirié a un tubo ¢énico nuevo
de 15 ml y el DNA se precipitd con 0.1 vohimen de acetato de sodio 3 M pH 5.3y 2
volimenes de etanol al 100%, mezclando por inversion e incubando durante 1 hora a -
70°C. Después de centrifugar por 20 min a 5,000 rpm, la pastilla obtenida se lavé dos
veces con un volumen de etanol al 70% y el tubo se centrifugd nuevamente. El
sobrenadante se eliminé con una micropipeta para en seguida dejar secar al aire la
pastilla, la cual se resuspendi¢ finalmente en 200 pl de TE 1 X y se cuantifico en el
espectrofotometro y conservd a -20°C hasta su uso.

4.3.2 Amplificacién de los genes y regiones intergénicas

Para la amplificacién de los miembros de los loci GH/CSH de los monos rhesus y arafia
se utiliz6 una serie de iniciadores consenso (cuadro 1), ubicados en regiones
sobrepuestas entre los genes y regiones intergénicas (Figura 6) disponibles en nuestro
laboratorio, a excepcién de los iniciadores 5GH-2 y T-cam-1 que se disefiaron

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

Nombre Secuencia de 5’ a 3’
D11 ggg tge tcg agg act gge tat ¢
5IP2 Ctt ctc tge gtt cag gtt gac ca

Pit0OZ £ag gag ggg cta aat tat cca tta gea ca
MV35 cac cig goc agt tag aag ccac

139 ggc act aga gtg gea ctt tec agg

403 ccg aat tce agg aga gge act ggg ga
AGN tct gee tet gea ctt aat age ¢

D10 gaa gca gga gag cag ccc gta gt

IGP IV aac gta gac ccg cac cgc atc tecctg ¢
5GH-2  ggctic gag ggg tga gpg aga gaa act g
5Ed1 aac aga agf gga gag gtg aga gga gac act
Prim gac tag ttc ggg gag tig ggc ctt ggg at
Tcam-1  gca aac aga get gge tgg aag gga tg
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Figura 6. Iniciadores usados en los ensayos de PCR. Las cajas indican Ja estructura exén-intron tipica
de los genes relacionados a GH. Con los iniciadores Prim, IGP IV y 5GH-2 se amplificaron las regiones
intergéncias del mono rhesus, mientras que los genes con las diferentes combinaciones del resto de los
oligos. La posicién del oligo T-cam-1 se muestra en la figura 7 C.

4.3.2.1 Condiciones de amplificacién de los genes del mono rhesus

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

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

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

Componente de la PCR Concentracion final

Buffer 10 X 1X

MgCl; 25 mM 1.5 mM

dNTPs 10 mM 200 uM

Oligo sentido 5 uM 0.3 uM

Oligo anti-sentido 5 uM 0.3 uM

Taq polimerasa 5 U/ul 1 U/50 ul

DNAg 6 BAC 300 ng 6 10 ng
_Agua Mili Q cbp 50 pl

4.3.2.2 Condiciones de amplificacién de los genes del mono arafia
Al inicio de este trabajo se conocia la secuencia completa de cuatro genes GH y la

parcial (los extremos) de cinco regiones intergénicas, material suficiente para proponer

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

Cuadro 3. Composicion de las mezclas de reaccion del PCR largo

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

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

Mezcla inferior Mezcla superior

23



Material y Métodos

Evoluciéon Molecular de la Familia GH/CSH en Primates

Cuadro 4. Programa de amplificacion del PCR largo

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

2. Desnaturalizacion inicial 94 ° C por 5 minutos

3. 12 ciclos 94 ° C por 30 segundos

68 ° C por 10 minutos
4.16 ciclos 94 ° C por 30 segundos

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

4.3.3 Clonaci6n de los genes y regiones intergénicas

Los productos amplificados de los dos monos se clonaron e] vector comercial pTOPO-
XL-3.5., de acuerdo a las condiciones del fabricante. Previo a la ligacién, a los productos
amplificados con la enzima DNA polimerasa »Tth se les adicion6 un residuo de dATP a
sus extremos. La purificacién y ligacion de los amplicones se realizé siguiendo las
instrucciones del kit. Las condiciones de electroporacion fueron: 200 Q, 25 pF y 2.5 kV.
Después del pulso, las bacterias se pasaron a medio SOC (incluido en el kit), se llevaron
al termomixer a 37 °C con agitaci6n (800 rpm) durante una hora. 50 pl de la suspension
bacteriana se sembraron en placa en LB suplementado con kanamicina (50 mg/ml), la
cual se incubd a 37 °C durante 16 horas. Pasado este tiempo, se pasaron las colonias a
tubos con LB igualmente suplementado con kanamicina y se pusieron a crecer a 37 °C
en agitacién constante durante 18 horas. Finalmente, se procedié a la extraccion del
DNA plasmidico.

4.3.3.1 Extraccién del DNA plasmidico

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

solucién I (glucosa a 50 mM, Tris-HCl a 25 mM pH &, EDTA a 10 mM pH 8 y RNAasa
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al mg/ml) con el vortex. Se agregaron 200 pul de solucién II (0.2 ml de NaOH al0O N, 1.0
ml de SDS a 10% y 8.8 ml de agua) recién preparada. La solucion se mezeld por
inversion y se incubé en hielo por 5 min, Pasado este tiempo se agregaron 200 pl de
solucién III (acetato de amonio a 7.5 M), se mezclé por inversién y se incubd por 5 min
en hielo. El tubo se centrifugd a 14,000 rpm por 10 minutos, se recupero el sobrenadante
en un tubo nuevo donde se le hizo una extraccién fenol/Sevag (V4 volumen de fenol y '
volumen de Sevag). Se centrifugd a 14,000 rpm por 2 min, el sobrenadante se transfirié
un tubo donde el DNA plasmidico se precipité con 2 volimenes de etanol al 100% frié.
Después de centrifugar a 14,000 rmp por 10 min, la pastilla se lavd dos veces con 1 ml
de etanol al 70% frio y se dejo secar a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Finalmente, se resuspendi6 en 50 pl de TE.
4.3.3.2 Seleccién de las clonas recombinantes
Los plasmidos se corricron en geles de agarosa al 0.8%. En el caso de los genes, las
clonas se digirieron con Eco RI que libera el inserto, La digestién se corri6 junto con el
amplicdn que habia originado la clona y los insertos que migraron junto con el producto
amplificado se secuenciaron. Las regiones intergénicas se caracterizaron con las enzimas
Eco RI + Pst [ y aquellas que mostraron patrén diferente de corte se secuenciaron.
4.3.4 Secuenciacion de los genes y regiones intergénicas
La secuenciacidn de los genes se realizo mediante la secuenciacion clasica en geles de
poliacrilamida, mientras que las regiones intergénicas se secuenciaron en un

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

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

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

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

Para este tipo de insertos se siguié la técnica de secuenciacién directa a gran escala,
mejor conocida por su nombre en inglés como “shot gun”. 5 mg de cada plasmido
contenido en 1 ml de solucidn (25% glicerol en TE) se fragmentaron por nebulizacién a
fin de tener fragmentos al azar de todos los tamafios posibles del plasmido en cuestion.
Para esto se aplic6 un flujo de N3 a una presion de 14 psi durante 30 segundos para el
plasmido cuyo inserto era de 6 kpb y de 45 segundos para los dos pldsmidos con inserto
de 13 kpb. El DNA fragmentado se precipitd agregando 1.5 volumenes de etanol al
100% y 0.3 volimenes de acetato de sodio al 2.5 M. La precipitacién se favoreci6
incubando a -70 °C durante 1 hora y centrifugando a 14,000 rpm durante 30 minutos. La
pastilla se lavo dos veces con 500 pl de etanol al 70%, se secd y resuspendié en 25 pl de
agua grado HPLC. Los extremos asumidos heterogéneos, se repararon con una mezcla
del fragmento Klenow de la DNA polimerasa I y la DNA polimerasa del bacteriafago
T4, a fin de asumir que fueran romos. El DNA reparado se corrid en un gel de agarosa
de bajo punto de fusion al 1% utilizando buffer TAE 1 X.

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

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

a) Se transfiri6 1 pl de DNA a cada uno de los 96 pozos de la placa de

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

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

describe;
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Kit ET Terminador 384 ul
Oligo T7 10 pmol 24 pl
Agua miliQ 76 Wl
Se depositaron 4.25 pl de mezcla de reaccion en cada pozo.
d) Enseguida se procedié con el protocolo de PCR cuyos 30 ciclos consistieron
cada uno de 95 °C por 20 segundos, 50 °C por 15 segundos y 60 °C por 1 minuto.
e) Terminada la PCR se procedié con la precipitacién, para la cual se prepard la
siguiente mezcla por placa de 96 pozos: 2.86 ml de etanol al 100% y 220 pl de
acetato de amonio al 7.5 M.
De la mezcla anterior se depositaron 27 ! en cada pozo, para proceder como sigue:
f) Se incubé por 45 minutos a temperatura ambiente, cubriendo de la luz.
g) Se centrifugé por 30 minutos a 5,000 rpm.
h) Se desechd el sobrenadante,
1) Se lavé con 100 ul de etanol al 70%
j) Se volvi6 a centrifugar durante 15 minutos a 5,000 rpm
k) Se deseché el sobrenadante y se puso a secar durante 3 minutos en el Savant
1) Finalmente se resuspendié en 5 pl de “loading solution” y se procedié a
secuenciar.
Una vez que se obtuvieron las secuencias de los 6 bancos 3 de 1 -2 kpby 3 de 2 -4
kpb), se procedié a ensamblar las secuencias individuales para reconstruir la secuencia

de los insertos, con el programa CONSED disefiado para este fin (Gordon et al., 1998).
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4.3.5 Andlisis de las secuencias
Conforme se iban obteniendo las secuencias, €stas se mandaban comparar en el BLAST
con las reportadas en el GenBank, para verificar la identidad de las mismas, asi como
para identificar las clonas nuevas de las repetidas.
4.3.5.1 Ensamble de los loci GH/CSH
Las secuencias de los genes y las regiones intergéncias fueron comparadas por ambos
extremos en el programa CLUSTAL X versién 1.83 (Higgins et al., 1988), para
determinar la organizacién de los mismos.
4.3.5.2 Analisis de las proteinas
Las secuencias aminoacidicas se dedujeron de las nucleotidicas y con las primeras se
hizo ¢l alineamiento en el programa DNAMAN para identificar los aminoécidos clave
en la unién al receptor (Liu et al., 2001). Finalmente se construy6 el arbol filogenético
de las proteinas reportadas en este trabajo junto con las previamente descritas (Cuadro
5), por el método de Neighbor-Joining (Saitou et al., 1987) con un valor de Bootstrap de

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

Especie No. de Acceso Especie No. de Acceso
Grandes monos: Monos del Nuevo Mundo (MNM)
Humano (Homo sapiens) Mono amafia (Ateles geoffroyi)
GH/CSH locus J03071 GH-1 AALT72286
Chimpancé (Pan troglodytes) GH-2 AAL72287
Proyecto del genoma NW_118509 GH-3 AY435434
GH-1 AAL72285 Intergénica 1 DQ002808
GH-2 AF374233 Intergénica 2 DQ002809
CSH-A AANS4505 Intergénica 3 DQU02810
CSH-B AANB4506 Intergénica 4 DQ002811
CSH-C AANS84507 Intergénica 5 DQ002812
CSH-D AANE4508 Marmoset (Callithrix jachus)
Monos del Viejo Mundo (MVM) GH-1 AJ297563
Mono rhesus (Macaca mulanta) GH-5 AJ489810
GH-1 DQ002799 GH-6 AJ489811
GH-2 DQ002800 Mono ardilla (Saimiri boliviensis)
CSH-1 DQ002801 GH AF339060
CSH-2 DQ002892 Prosimios
CSH-3 DQ002803 Gélago de Senegal (Galago senegalensis)
CSH4 DQ002804 GH AF292938
Intergénica corta 1 DQO02805 Loris pigmea (Nycticebus pygmaeus)
Intergénica largal DQ002806 GH AJ297562
Intergénica larga 3 DQO002807 Grupa fuera
GH-1* AAA18842 Cerdo (Sus scrofu)
GH-2* AAA0339] GH NP_%99034
CSH-1* AAA18839
CSH-2* AAA18840
CSH-3* AAA18341

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

4.3.5.3 Andlisis del promotor proximal

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

4.3.5.4 Anélisis del promotor distal

El anélisis consisti¢ en identificar a los dos elementos claves de la especificidad tisular:
el inhibidor o elemento P que reprime la expresion de los genes placentarios en la
hip6fisis (ubicado 2.5 kpb rio arriba de dichos genes) y el potenciador o “enhancer” que

incrementa la expresién de los genes CSHs en la placenta (también ubicado a 2.5 kpb
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pero rio debajo de los genes CSHs). Las secuencias de cada uno de los promotores
proximales se aline6 en el programa DNAMAN.
4.3.5.5 Identificacién de los elementos repetitivos
Esta buisqueda se hizo cargando las secuencias de las regiones intergéncias de los monos
rhesus y arafia en el servidor Web RepeatMasker.
4.3.5.6 Estimacion de los indices evolutivos (K) en las regiones codificantes
Los indices evolutivos (aminoacido/sitio/aiio) de las proteinas relacionadas a GH del
mono rhesus fueron determinados por el método Z de una cola implementado el
software MEGA 3.0 (Kumar et al., 2004), usando 23 millones de afios como el tiempo
de divergencia (MYA) entre las familias Cercopithecoidea y Hominoidea asi como 6
MYA entre el humano y el chimpancé (Stauffer et al., 2001).
4.3.5.7 Prueba de hipétesis al reloj molecular
Los pruebas de hipétesis al reloj molecular de los intrones y regiones intergénicas fueron
determinados por los métodos de Tajima implementado el software MEGA 3.0 (Kumar
et al., 2004) y el “Two Cluster Test” bajo los modelos de Kimura dos parametros y
Jukes Cantor implementados en el software LINTREE (Takezaki et al., 1995).
4.3.5.8 Pruebas de seleccion
Las substituciones sinénimas (dy) y no sinénimas (ds) fueron calculadas por el método
N-G (Zhang et al., 1998). Se probaron las hipétesis de evolucion neutral (dy = ds),
evolucién positiva (dy > ds) y purificacién de la seleccién (dy < ds) por los métedos Z

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

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

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

4.3.5.10 Estimacién de los tiempos de duplicacién

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

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

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

RESULTADOS

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

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

A+PstI R A |

11,496 pb

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

5.2 Clonacién y secuenciacién de los genes de los loci GH de los monos rhesus y
araina

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

5.2.1 Clonacién y secuenciacién de los genes GH del mono rhesus

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

productos de PCR con los iniciadores para genes (Figura 6). Su caracterizacién
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enzimatica y secuenciacion reveld que consistia en realidad de cinco genes. Las
diferentes combinaciones de oligos no amplificaban preferentemente uno u otro gen. Por
comodidad, se decidio mantener la identidad de los genes, como sigue: D11 — AGN fue
el CSH-1, D11 - MVS5 la GH-2, D11 —403 el CSH-3, 5IP2 — D10 la GH-1, Pit OZ — 139

el CSH-3 y SEdl — MVS5 el CSH-4, como se muestra en la figura 9.

A+Pst] 1

Figura 9. Amplificacién de los genes del mono rhesus a partir de DNAg. Se muestra un gel tipico de
las PCRs exitosas con los diferentes juegos de iniciadores consenso. En el carril 1 se observa el producto
amplificado con los oligos D11-AGN, en el 2 D11-MVS5, en ¢l 3 D11-403, en el 4 51P2-D10 y en el 5 Pit
0z-139.

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

genes fueron clonados y secuenciados.
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A+ PstY 1 2

5,077 pb

Figura 10, Amplificacién del sexto gen del mono rhesus a partir de un BAC. El producto amplificado
se resolvi6 en un gel de agarosa al 1%. En ambos carriles (1 y 2) se observa el producto amplificado con
los oligos SEd1-MVS5.

5.2.2 Amplificacién de los genes GH del mono araiia

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

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

A B C
M 123123123

) . o
i L

A)Tm=60 OcC
BTm=62 IC
Orm=64 9¢C

Figura 11. Amplificacién de los genes del mono arafia. A partir d¢ DNAg y con los iniciadores
descritos en la figura 7 C se realizaron los ensayos de amplificacién. En los carriles 1 s¢ muestran los
productos amplificados con los oligos D11 — T-cam-1, en los 2 5IP2 — T-cam-1, en los 3 Pit Oz — T-cam-
1. Los incisos A, B y C indican las Tm a las cuales las PCRs fueron hechas, respectivamente. El marcador
(M) fue A + Pszt L.
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De los multiples amplicones obtenidos con los diferentes iniciadores sentido, mas el
TCAM-1 antisentido, se clonaron aquellos obtenidos con el juego 5IP2 - TCAM-1 a 60
OC. Las clonas se digirieron con Eco RI (Figura 12) y las que mostraron patrones

diferentes de corte se secuenciaron (Figura 13).

MPA 1 2 3 o 5 6 7 B8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

et
&t -

Figura 12. Caracterizacifn de las clonas de los genes del mono araiia, Se muestran 18 clonas al azar
digeridas con Eco RI. La banda comin a la altura de ~ 3.5 kpb corresponde al vector, el resto de las
bandas a los insertos cuyos tamaiios corresponden a alguna de las bandas del PCR que origind las clonas.
Sélo la clona 16 tiene sitios Eco RI intenos a juzgar por sus bandas. Una clona de cada patrén de corte se
secuencid para verificar su identidad. El marcador de peso molecular (M) fue A + Pst 1.

Score E
Sequences producing significant alignments (bits) Value
§i]11415202|gb|AC023105.7| Homo sapiens BAC clone GS1-13M19... 209 6e-51
gi|46488806|gb|AY429544.1] Homo sapiens BMGCRv_4 mRNA seque.,. 201 2e-48
gi]40556308|gb|AC009127.10| Homo sapiens chromosome 16 clon... 201 2e-48
gi]22655813 |gb|AC026634.11] Homo sapiens chromosome , clone... 197 3e-47

gi}21747438|gbjACOL1461.5| Homo sapiens chromosome 19 clone... 197 3e-47
gi}21263349 |gb}AC105383.3] Homo sapiens BAC clone RP11-9Gl ... 197  3e-47
gi|21211761 |emb|AL590080.25| Human DNA sequence from ¢clone ... 197  3e-47

gi[19225048 |gb{AC010853.11[ Homo sapiens chromosome 18, clo... 197 3e-47
gi|7768676{dbj|AP001711.1] Homo sapiens genomic DNA, chromo... 197 3e-47
gi|37537368|dbj|BS000101.1| Pan troglodytes chromosome 22 c... 197 3e-47

9i|4760435|gb/AC006441.13|AC006441 Bomo sapiens chromosome ... 197  3e-47

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

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

5.3.1 Amplificacién, clonacién y secuenciacién de las regiones intergénicas del locus
GH del monos rhesus

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

tercera intergénica larga (Figura 14 C).

A+ PstY PA A+ Psrl 1 2 A+ PsrT 1 2

5,077 pb

5,077 pb

A

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

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

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

Clonas 1 a la 31

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

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

5.3.2 Subclonacién y secuenciacién de las regiones intergénicas del mono araiia

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

en fragmentos que facilitaran su secuenciacién, como se muestra en la figura 16.
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56 El ES El10 E1
MFS 111 2 3 91 112 3 48 91 1l 234 9

MF61 2 3 45 67 8 ¢10

111 2 Y 48 9

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

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

5.4 Analisis de las secuencias

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

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

Cuadro 6. Secuencias generadas en este trabajo.

Inserto Rhesus  Arafia
Genes Seis Cuatro
Intergénicas  Cinco Cinco
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5.4.1 Ensamble de los loci GH/CSH
Con las secuencias del cuadro 6 fue posible determinar la organizacién genomica del
locus GH/CSH del mono rhesus, mientras que para el mono araiia solo fue posible

proponer una organizacion hipotética como se muestra en la figura 17.

(1 R— 13kb
| e Targa

Mone araiia

Figura 17. Organizacién de los Joci GH/CSH. Las cajas en gris indican los genes obtenidos, mientras
que las vacias a los genes que no se pudieron amplificar. Las lineas solidas representan a las regiones
intergénicas secuenciadas en su totalidad, mientras que las punteadas a aquellas que solo se secuenciaron
por sus extremos.

5.4.2 Anilisis de las proteinas

En el cuadro 7 se muestran los cambios que presentaron las proteinas deducidas a partir
de las secuencias de los genes obtenidos en este trabajo, respecto de las reportadas
anteriormente (Golos y cols, 1993).

Cuadro 7. Cambios aminoacidicos entre las proteinas previamente reportadas

(denotadas con un *) y las inferidas en este trabajo.

Gen Posicién  Cambio Naturaleza
GH-2/GH-2* 57 Phe x Leu Apolar neutro x apolar neutro
152 Gly x Glu Apolar neutro x 4cido

190 Phe x Tyr Apolar neutro x apolar neutro

CSH-1/CSH-1* 24 Gly x Ala Apolar neutro x apolar neutro

26 Gly x Arg Apolar neutro x basico

27 Phe x Val Apolar neutro x apolar neutro

89 Ser x Asn Polar neutro x polar neutro

187 Arg x Gly basico x apolar neutro

210 Ala x Thr Apolar neutro x polar neutro
CSH-2/CSH-2* 109 Val x Ile Apolar peutro x apolar neutro

193 Gly x Arg Apolar neutro x basico
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Los proteinas GH-1 y CSH-3 no mostraron ningiin cambio respecte a las reportadas,

mientras que nuestra CSH-4 no se habia reportado previamente. Fue de nuestro interés

averiguar si estos cambios animoacidicos ocurrian en los sitios clave de umién al

receptor. En la figura 18 se muestra el alineamiento las proteinas del mono rhesus junto

con la familia GH/CSH del humano.

humano_GH-1
rhesus_GH-1
rhesus_GH-2
rhesus_CSH-1
rhesus CSH-2
rhesus_CSH-3
rhesus_CSH-4

humano GH-1
rhesus GH-1
rhesus_GH-2
rhesus CSH-1
rhesus CSH-2
rhesus_CSH-3
rhesus_CSH-4
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rhesus GH-1
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rhesus CSH-1
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Figura 18. Alineamiento de las proteinas. Se muestran en negritas los aminoéacidos clave en la unién al
receptor reportados para la GH-1 del humano. Los guiones indican identidad con la secuencia de arriba,
los cambios se representan por la letra correspondiente, pero en minuscula.

En la construccién del arbol filogenético (Figura 19) se incluyeron las secuencias del

cerdo y los prosimios como grupo fuera. Solo se observa clara ortologia entre las GH-1

de humano y chimpancé, mientras que €l resto se agrupan de manera linaje especifico.
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En el caso de las CSHs también se observa el agrupamiento especie-especifica y no se
observa una clara ortologia entre ellas. Se observan dos grandes grupos de este tipo de
proteinas, uno para las CSHs de los grandes mono y el otro para las CSHs de los MVM
y todas derivan de un mismo ancestro comtn, En los MVM, la GH-2 no forma un clado
con las de los grandes monos, confirmando que el gen correspondiente a esta hormona

se origind por un evento de duplicacién independiente.

96 humano CSFI-1
humano CSH-2
chimpance CSH-~D
] chimpance CSI1I1-C

81
CSH grandces monos

99 LBe huwnano CSHIL-1
—L_ chimpance CS11-B
chimpance CSIIT-A
99 I thesus CSTFI-1*
100 rhesus CSI{-2*
89 rhesus CSI{-1
— rhesus CSH-2 CSII MVM

I thesus CS11-3%
rhesus CSII-3
75 66 rbesus CSH-4
humano GH-1
chimpance GH-1
OO humuano GH-2
chimpance GH-2
rhesus GH-1 -
thesus GH-1* | G
#S marmoset GF-1
ayatia GIT-1
ardilla GH-1L
100 gy~ rhesus GII-2

GlI-1 grandes monos

2 GlX-Z2 grandcs monos

H-1 MVYM

GH-1 MNM

b rhesus GH-2%* GH-z MV
100 i arafia GH-2
]8 i ! mannoset GH-6 GH-2 MNM
100 F arania GH-3

marmoset GL1-5
100 — loris GTI
L — zalago GH Grupo fuera

— cerdo GH

Figura 19. Arbol filegenético de las proteinas GH/CSH de primates. El drbo! fue construido con el
programa DNAMAN por el método de NJ, utilizando la secuencia completa de las protcinas que se
mencionan en ¢l cuadro 5 de Material y Métodos. Para el mono rhesus, el * indica las secuencias
previamente reportadas {Golos et al., 1993), las que se encuentran en negritas corresponde a las secuencias
generadas en este trabajo.
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Adicionalmente se utilizaron otros métodos como méxima parsimonia y maximum

likelihood para construir el arbol, pero siempre se obtuvo la misma topologia.

5.4.3 Anilisis del promotor proximal

En la figura 20 se muestra el alineamiento del promotor proximal del humano, mono

rhesus y mono arafia, donde se indican los diferentes sitios de unién a factores

transcripcionales descritos para el primero.
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Figura 20. Alineamiento del promotor proximal. El alineamiento se hizo en el programa DNAMAN,
utilizando la secuencia de la GH-1 del humano como referencia al momento de indicar los sitios de union

a los factores

transcripcionales.

Los promotores proximales exhiben un 90.51% de similitud entre si, ademas todos

poseen los elementos minimos indispensables para la transcripcion basal. Se requieren

ensayos de transfeccién frente algun gen reportero para evaluar el significado biolégico

de los cambios puntuales observados.
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5.4.4 Analisis de otros elementos regulatorios

a) El inhibidor hipofisiario o elemento P. Como su nombre lo indica, este elemento
inhibe la expresion de los genes placentarios en la hipofisis. Se encontrd en las regiones
intergénicas cortas y largas del mono rhesus, asi come en todas las del mono arafia. En

todos los casos, se localiza ~ 2 kpb rio arriba de los genes. En la figura 21 se observa el

alineamiento de las 90 pb que comprenden al elemento P.

PSF-B domasin PSF-A domain

Human CSH-2 GTGGCGAGA TGEAGGGCCCAGAR TTCACA TCCTAGGCCA CAGGGGTGTCSGTTTTCOAA TG TIGGTTGCCRA A CAACAGCCAR CTACT
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Figura 21. Alineamiento del elemento P, Se obtuvo la secuencia del elemento de cada uno de los genes
mencionados y se alinearon. Todas las secuencias entre si tienen una similitud del 89.86%.

b) El potenciador o enhancer. Este elemento incrementa la expresion de los genes
placentarios en dicho tejido. A diferencia del inhibidor, este elemento se encontrd
unicamente en las regiones intergénicas largas del mono rhesus. Nada similar se observo
en las regiones intergénicas cortas del mono rhesus, ni en las del mono araiia. De manera
similar, el potenciador se localiza ~ 2 kpb, pero rio abajo de los genes placentarios. En la
figura 22 se muestra el alineamiento de las 280 pb responsables de potenciar la

expresion de los genes CSH en la placenta.
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Figura 22. Alineamiento del potenciador. Se obtuvieron las secuencias de los tres potenciadores en el
humano y estos se alinearon con los del mono rhesus. Las cinco secuencias se asemejan en un 95.44%.

5.4.5 Elementos de DNA repetitivo

La identificacion de los elementos repetitivos del tipo Alu se efectué mediante analisis

visual sobre los alineamientos de las regiones intergénicas de los monos rhesus y arafia,

utilizando las contrapartes del humano como molde. El reporte se muestra de manera

grafica en la figura 23.
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5.4.5 Estimacién de los indices evolutivos de las proteinas

A partir de la secuencia de aminoacidos se estimaron las sustituciones
aminoacido/sitio/afio (K). A partir de la secuencia del cDNA se calcularon las
substituciones no sinénimas (dy) y las sinénimas (ds). El valor de K para las proteinas
relacionadas a GH del mono rhesus fue estimado tomando en cuenta el nimero de
diferencias entre éstas y las homélogas con el humano. La relacién dn/ds es < 1 para la
GH-1, mientras que para la GH-2 y los CSH es > 1 (Cuadro g).

Cuadro 8. Indices evolutivos de las proteinas relacionadas a GH del mono rhesus.

Proteina AA indice (x107) dy ds  dw/ds
(AA substitucidn/sitio/afio)

GH-1/hGH-1 0.801 0.184 0.280 0.657
GH-2/hGH-2 5.010 0.106 0.082 1.292
CSH-1/hCSH-1 4.308 0.096 0.071 1.352
CSH-2/hCSH-1 4.608 0.107 0.077 1.389
CSH-3/hCSH-1 3.907 0.072 0.069 1.043
CSH-4/hCSH-1 3.707 0.081 0.088 0.920

5.4.6 Pruebas de seleccién

En el cuadro 9 se muestran los resultados de la validacion estadistica a las hipotesis de
evolucién neutral (dy = ds), evolucion positiva (dy > ds) y purificacion de la seleccion
(dn < dg) para los tres tipos de genes reiacionados a GH del mono rhesus. De manera
global, la GH-1 esté sujeta a purificacion de la seleccion. Aunque la relacion dn/ds es >
1 para los genes GH-2 y CSH, al aplicar las pruebas estadisticas por los métodos Z de
una cola y “Fisher’s Exact test”, dicho valor no es estadisticamente significativo. Al

momento la fuerza de seleccién que actiia sobre esos genes es incierta.
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Cuadro 9. Pruebas de seleccion.

GH-1 GH-2 CSH

dv=ds P>005 P>0.05 P>0.05
dv>ds P>0.05 P>005 P>0.05
dy<ds P<005 P>0.05 P>0.05

5.4.7 Pruebas de hipdtesis al reloj molecular

La hipétesis del reloj molecular para secuencias no codificantes, estipula que el valor de
r de la secuencia 1 es similar al valor de r de la secuencia 2, es decir, HO: Isecuencia 1| =
Tsecuencia 2 Utilizando una tercera secuencia como grupo de comparacion, por tanto para
aceptar Ho, el valor de P debe de ser < 0.05. Los intrones de la GH-1 se compararon
contra el humano utilizando el loris (prosimio) como grupo de comparacién. Los cuatro
intrones evolucionaron de acuerdo a la teoria del reloj molecular. Los intrones de GH-2
y CSH se compararon entre ellos utilizando la propia GH-1 del mono rhesus como grupo
de comparacién. En el cuadro 10 se indica si se acept6 (A) o rechazé (R) Ho, por cada
método, T (Tajima), K2 (Kimura 2 parametros), JC (Jukes Cantor) y por grupo de
comparacion. Por parte de las regiones intergénicas, Unicamente se analizd la region
comprendida entre ¢l elemento P y el codén de inicio (Figura 23), utilizando como grupo
de comparacién una de las intergénicas del mono arafia. En todos los casos, las regiones

intergénicas evolucionaron de acuerdo a la teoria del reloj molecular.
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Cuadro 10. Resultados de las pruebas de hipétesis del reloj molecular.

Evolucion Molecular de la Familia GH/CSH en Primates

Par de secuencia Intron 1 Intrén 2 Intrén 3 Intrén 4
GH-2/CSH-1 T:A K2:A JC:A T:AK2:A JC:A T:-A K2:a JC: A T:R K2:A JC: A
GH-2/CSH-2 T:AK2AJC:A T-AR2ZAJC:A T:AK2AJC:A T:RE2:RJC:R
GH-2/CSH-3 T'RK2AJC:A T:AK2XAJC:A T:AK2AJC:A T:AK2AJC:A
GH-2/CSH-4 T:AK22AJC:A TAK2ZAJC:A T:AK2AJC:A T:AK2:AJC A
CSH-1/CSH-2 T:A K2:A JC: A T:AK2:A JC: A T-A K2:A JC: A T:-AK2:AJC: A
CSH-1/CSH-3 T:RE2:AJC:A T:AK2AJC:A T-AKRAJC:A T-AK2:AJC:A
CSH-1/CSH4 T:AK2AJC:A T-AK2XAJC:A T:AK2AJC:A T:AK2:AJC:A
CSH-2/CSH-3 T:REK22AJC:A TAKZAJC:A T:AKRAJCA T:AK2LAJCA
CSH-2/CSH4 T:RK2AJC:A T-AK2AJC:A T:-AKXAJC:A T:RK2:AJC:aA
CSH-3/CSH-4 T:-AK2:AJC:Aa T AK2ZAJC:A T:AK2AJC:A T:AK2AJC: A

5.4.8 Identificacién de los eventos de conversion génica

Tres eventos de conversion génica fueron identificados durante el anélisis de los genes

relacionados a GH del mono rhesus. El primero tuvo lugar en el segundo exdn de los

genes CSH-4 y CSH-2. El segundo ocurrié en el primer intrén de los genes GH-1 y

CSH-1. Finalmente, el tercer evento sucedi6 en el tercer exén de los genes GH-1 y GH-2

(Cuadro 11).

Cuadro 11. Identificacién de los eventos de conversién génica

Secuencias BCSim BCKA Inicio Término Tamaio Num Num Total
valor P~ Valor P Poly® Difs® Difs°
CSH4/CSH-2 0.0009 0.00317 716 794 79 24 0 170
GH-1/CSH-1  0.0016 0.00519 560 656 97 17 0 150
GH-1/GH-2 0.0388  0.07276 1051 1130 80 21 0 153

Inicio y término, indican las posiciones nucleotidicas del fragmento afectado por el evento de conversion.
* Num Poly es el niimero de sitios polimorficos compartidos por las dos secuencias. ® Num Difs es el
nimero de diferencias en la regién que tuvo lugar el evento de conversién. © Total Difs es el total de
diferencias entre los dos genes comparados.

50



Resultados

Evolucién Molecular de la Familia GH/CSH en Primates

5.4.9 Detalles de la comparacién de los loci GH/CSH

La organizacién de los loci obtenidos en este trabajo se comparo con los previamente
reportados (Figura 24). En los MNM son méas compactos que en el humano, debido a
que tienen regiones intergénicas mas cortas, a pesar de que incluyen un mayor niimero
de genes (seis 0 mds). En el marmoset, el locus estd compuesto de ocho genes del tipo
GH, siendo cinco de ellos pseudogenes (Wallis et al., 2002). Los genes CSH aparecen en
los MVM, de manera concomitante con la extension de las secuencias intergénicas y la
adquisicién del potenciador. A pesar de que el nlimero de genes es similar al de los
MVM y ¢l chimpancé, un buen namero de las duplicaciones que generaron los genes en

estos dos grupos parecen haber sido independientes.
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5.4.10 Una nueva hipdtesis de la evolucién del locus GH/CSH

Las relaciones filogenéticas de las proteinas codificadas por los genes hCSHL-1/cCSH-
B y hCSH-1/CSH-2/cCSH-D (Figura 19) y la posicién en los loci de dichos genes, nos
condujo a proponer una nueva hipotesis para explicar el origen del locus GH/CSH en el

humano (Figura 25).

‘J"’MW Primera duplicacion

T IR - gu WY - Segunda dupliescién

< ‘m ¢ m Tercers duplicacitn
S
T v ~
Segmente 1 Segmento 3 Scgmento 2

Figura 25, Nueva hipdtesis sobre el origen del locus GH/CSH en el humano. Tres eventos sucesivos
de duplicacién generaron el locus actual. Primero, el gen ancestral de GH y su extremo 5” se duplicaron.
Segundo, el segmento de la tercer Alu al final del mismo se duplicé. Finalmente, ¢l segmento del inhibidor
al final del mismo se duplico y se inserto entre el CSHL-1 y la GH-2.

5.4.11 Estimaci6n de los tiempos de duplicacién

De acuerdo a la hipdtesis del reloj molecular, la cual establece que dos secuencias de
DNA no codificante evolucionan a un indice constate, se seleccionaron tres secuencias
de DNA del humano y chimpancé para estimar dichos indices (Cuadro 12), enseguida se
contabilizé el nimero de diferencias (no inserciones ni deleciones) entre los pares de

secuencias (Cuadro 13).
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Cuadro 12. Segmentos utilizados para estimar los indices de evolucién.

Segmento Espacio del segmento
H2 Region intergénica (RI) completa entre los genes hGH-1 y hCSH-L en la figura 24
H2-B RI parcial del elemento P al gen CSH-L en la figura 24
C2 RI completa entre los genes cGH-1y ¢cCSH-B en la figura 24
C2-B RI parcial del elemento P al gen cCSH-B en la figura 24
R2 RI completa del mono rhesus entre los genes tGH-1 y rCSH-1 en la figura 24

Cuadro 13. Numero de diferencias entre los segmentos utilizados para estimar los

indices, asi como de los bloques de duplicacion.

Secuencia 1/Secuencia 2 Numero de diferencias ~ Tamaiio (pb)
H2/C2 en la figura 24 150 5914
H2/R2 en la figura 24 529 6050
H2-B/C2-B en la figura 24 99 2462
A/B en la figura 25 991 5914
B/C en la figura 25 379 6050
D/E 92 2462

Con los datos de ambos cuadros y utilizando las formulas descritas en la seccién
4.3.5.10, se estimaron los tres tiempos de duplicacién que a continuacién se describen.
En el cuadro 14 se hace un condensado de los indices, asi como de los tiempos
estimados para las tres duplicaciones descritas en la figura 25.

fndice mycx = 190/ (2)(5914)(6,000,000) = 2.677 X 10°°

Afios as = 991/(2)( 2.677 X 10°)(5914) = 31.3

Cuadro 14. Tiempos de duplicacion, en millones de afios (MYA)

Indice (X107) Afios
Primera Duplicacién
H2/C2 =2.677 313
Segunda Duplicacién
H2/R2 =1.900 16.5
Tercera Duplicacion
H2-B/C2-B = 3.350 5.6
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CAPITULO VI

DISCUSION

Si bien las técnicas de clonacion y secuenciacion de genes han contribuido a la
comprensién de diversos fenémenos biologicos, entender como han surgido y
evolucionado los genomas sigue siendo uno de los grandes retos actuales de la biologia.
Precisamente gracias a la automatizacion de la técnica de secuenciacidn del DNA fue
posible desarrollar esta metodologia a gran escala, al grado de poder secuenciar genomas
completos. Con la disponibilidad de varios genomas nacid la gendémica comparativa,
misma que s¢ define como el estudio que compara secuencias de genomas completos.
Tiene el objetivo entender los principios generales que durante la evoluciéon moldearon
la estructura y funcién de los genomas, esta disciplina no podria realizarse sin el uso de
programas computacionales necesarios para manejar €l gran volumen de datos; por
consiguiente el nacimiento de la bioinformética. Al conjunto de algoritmos matematicos
utilizados en el desarrollo de la gendmica comparativa se les incluye dentro de las
herramientas genémicas. Con estas en cierta medida se ha logrado reconstruir la
cronologia de los cambios a nivel de los genes e identificar las fuerzas involucradas en el
proceso evolutivo de los genomas. Algunas de las aportaciones de las ciencias
gendmicas ha sido la creacién de enormes bancos de datos que han permitido hacer
exploraciones de cromosomas que han ayudado a comprender fendmenos tan variados
como la transferencia horizontal de genes, identificar familias de genes involucradas en

las distintas rutas metabolicas, haciendo posible rastrear su surgimiento y evolucion,
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esclarecer las relaciones filogenéticas entre los seres vivos, asi como identificar y
discriminar los posibles escenarios en donde se desarrollo la especie, entre otras.

La gendémica comparativa presenta la limitacién de que solo permite identificar y
estimar el grado de similitud entre las familias multigénicas. El entendimiento de la
evolucién, divergencia, expresion diferencial de los miembros de dicha familia, asi
como las fuerzas que rigen el mantenimiento de las mismas, son la clave para entender
el éxito evolutivo de las especies. Por ofra parte, es bien sabido que precisamente la
interaccién entre las familias multigénicas es la responsable de proporcionar las
caracteristicas fenotipicas de cada especie, campo emergente referido como biologia de
sistemas.

La familia de la GH, CSH y PRL constituye un buen modelo para estudiar estos y otros
aspectos de la evolucién de los genomas. En su “copa” del “arbol”, la familia GH/CSH
“ramifico” notablemente en algunos drdenes de mamiferos a partir del tronco de la GH,
en el caso especifico de los primates y por otro “tronco” el gen de la PRL en roedores y
rumiantes. Entre las primeras “ramas” surgicron los CSH, que en ¢l humano y mono
rhesus presentan expresion placentaria. Sus funciones y patrones de expresion en otros
primates apenas estan siendo investigadas.

6.1 Obtencidn de los genes GH/CSH y sus regiones intergénicas

En el presente trabajo, para el mono rhesus se reporta la secuencia completa de seis
genes relacionados a GH, de los cuales se logrd evidenciar que su organizacion génica
consta de cinco exones separados por cuatro intrones, en posiciones y tamaiios similares
a los de los genes del locus humano; asi como la secuencia total de tres regiones
intergéncias y la parcial para dos de ellas, logrando describir, por primera vez la

organizacion del locus GH de una especie representativa de los MVM (Figuras 17 y 23),
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La organizacion descrita aqui, proviene del analisis del DNA de diferentes individuos de
la misma especie. Ademas, el andlisis de los BAC solo revel6 genes agrupados en el
mismo locus, por lo que la posibilidad de encontrar otros genes relacionados a GH fuera
del locus esta practicamente descartada.

Para el mono arafia sélo fue posible determinar la secuencia completa de las cinco
regiones intergénicas previamente clonadas (Esquivel-Escobedo, 1999). Sin embargo
también fue posible ensamblarlas en un locus (Figura 17). Partiendo de estas secuencias
y las previamente reportadas en el GenBank (Cuadro 5), se realizaron los analisis y
derivaron las conclusiones que a continuacién se describen.

6.2 Analisis de los genes y las proteinas

A partir de las secuencias nucleotidicas se determinaron las aminoacidicas y éstas se
compararon con los aminoacidos clave en la unién al receptor descritos para la hGH-1,
se establecieron sus relaciones filogenéticas, se probaron las hipotesis de evolucién
neutral, positiva y purificacién de la seleccidn, para finalmente identificar los eventos de
conversion génica,

Golos y su equipo (Golos et al., 1993), determinaron por Southern blot que ¢l locus GH
del mono rhesus posee de 5 a 6 genes, sin embargo, dnicamente lograron clonar los
cDNA de tres CSH y dos GH. La comparacion de las proteinas reportadas en este
trabajo con el previo (denotados con *), muestra clara correspondencia entre GH-1%,
GH-2*, CSH-1*, CSH-2* y CSH-3*. Las proteinas CSH-3 y 4 aqui descritas no tienen
contraparte entre las reportadas por esos autores. Aunque las proteinas CSH-1* y CSH-
2* son idénticas y sus cDNA son casi similares, solo presentan contraparte con el CSH-
1. La ausencia de cDNA para CSH-3 y 4 tal vez se debe a su nula o muy baja expresion

en la placenta. Ambos son aparentemente funcionales, aunque sus promotores presentan
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ligeros cambios, similares a los observados en la hGH-2, mismos que disminuyen su
transcripcién (Nachtigal et al., 1989). Por su parte, la GH-2 reportada en los dos trabajos
se encuentra bien conservada, incluso a nivel de los intrones. Contrariamente CSH-1¥,
CSH-2* y CSH-1 presentan multiples cambios, a la fecha no existe una explicacion clara
del porque tal cantidad de cambios. Dichos cambios no se ubican en sitios
funcionalmente importantes, por lo tanto podrian considerarse como polimorfismos;
ademas estos cambios no se explican por transiciones (A por G o C por T) que son las
mas frecuentes.

El significado potencial de los cambios aminoacidicos de todas las proteinas respecto a
1a GH-1 del humano se puede evaluar especificamente en el contexto de los amino4cidos
involucrados en la unidén al receptor. Cuando todas las secuencias de las proteinas se
comparan, los cambios no alteran los amino4cidos que contribuyen a la unién del
receptor (Figura 18) y por ende puede que no afecten con su actividad somatdgenica y
lactégenica. Mas investigacion sobre la estructura, la funcién y la expresién de estas
hormonas en primates se requiere para intentar entender la naturaleza de los cambios
observados en estas especies.

El analisis filogenético se realizd mediante el método de “Neighbor-Joining” (NIJ),
utilizando la GH del cerdo y los prosimios como grupo fuera (Figura 19). El arbol
sugiere que los de las GH-1 y GH-2 son los tinicos genes claramente ortélogos entre el
humano y el chimpancé. Interesantemente la GH-2 del mono rhesus no hace un clado
con esos genes, sugiriendo que este gen fue generado por un acontecimiento
independiente de la duplicacion en los MVM (Wallis et al., 2002; Revol et al., 2004).
Muiltiples eventos de duplicacion fueron invocadas en la historia evolutiva de los genes

CSH en los MVM. Aunque los genes CSH del humano y del mono rhesus se expresan
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en placenta, se agregan de una manera linaje-especifica, sin embargo, se puede observar
que se originaron de un ancestro comin. En este punto es dificil de establecer la
ortologia y/o paralogia de los genes CSH, unicamente para los genes CSHL-1 del
humano y CSH-B del chimpancé se puede aplicar esta definicién. Resultados similares
fueron obtenidos usando diferentes métodos filogenéticos para el analisis, tales como
maxima parsimonia y Likelihood.

Las pruebas de evolucién muestran que los miembros de esta familia evolucionaron bajo
diferentes procesos de seleccién, asi como a diferentes indices de mutacién (Cuadro 8).
El andlisis estadistico de los indices de mutacién demostré que la GH-1 es la tnica que
esta claramente bajo el proceso de purificacién de la seleccion, mientras que para los
genes GH-2 y CSH no esta claramente definida la fuerza evolutiva que actiia sobre ¢llos
(Cuadro 10). Estudios adicionales de actividad biolégica de estas hormonas son
requeridos para precisar el tipo de fuerza evolutiva que influye sobre estos genes.

Las pruebas de hipdtesis al reloj molecular a los intrones mostré que dnicamente los
intrones 2 y 3 cumplen con ésta teoria (Cuadro 9), mientras que [os intrones 1 y 4
resultaron tener mas excepciones a la regla del reloj molecular. Dichas excepciones a la
regla podrian atribuirse a que dentro ellos se encuentran sitios de unién a factores
transcripcionales, lo cual obliga a plantear que estos intrones no estan bajo el indice
basal de mutacién. De hecho, se realizé la busqueda de tales sitios en el programa
MatInspector, sin embargo no se detectd ningln sitio de unién para algutn factor
transcripcional conocido que se relacione con la regulacion transcripcional de estos
genes. Por consiguiente esta violacién a la teoria del reloj molecular, de momento queda

sin explicacién alguna.
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Estudios previos han identificado algunos eventos de conversién génica en la familia
GH/CSH, como es el caso de los pares de genes hCSH-1/hCSH-2 (Hirt et al., 1987),
chimpancé CSH-A/GH-1 y CSH-C/GH-2 (Revol et al., 2004). En este trabajo se
identificaron los eventos de conversién génica para los genes GH/CSH del mono rhesus
(Cuadro 11). Queda demostrado una vez mas que la conversion génica es solo una de las
diversas fuerzas evolutivas que actian sobre la familia GH/CSH en primates, por lo que,
de manera global se puede decir que esta familia es un claro ejemplo de evolucion por
nacimiento y muerte.

6.3 Surgimiento de la expresion diferencial de los genes relacionados a GH

El presente estudio también abarcéd el anélisis de los elementos reguladores de la
transcripcion, localizados dentro de las regiones intergénicas que se han descrito para el
humano. La expansion del locus GH comenz6 con los MNM, sin embargo la expresion
diferencial de los genes inicamente se ha descrito en el mono rhesus y el humano. El
elemento P se encontré en cada una de las regiones intergénicas de los monos arafia y
rhesus, mientras que el potenciador Unicamente se encontrd en las regiones intergénicas
largas del mono rhesus.

6.3.1 Analisis del promotor proximal

Aunque el promotor proximal no confiere especificidad tisular (Canizales et al., 2005),
el analisis en los monos arafia y rhesus, revel que algunas de las secuencias reguladoras
estdn conservadas fuertemente en todos los casos. En varios casos Pit-1 proximal se
altera substancialmente en los genes CSH de los MVM, siendo poco probable que su
funcién normal este preservada. El elemento TBE es el mas variable, mientras que la
caja TATA estd conservada en todos los casos. Aunque Spl e IntE se conservan en los

genes GH, se sabe que estos elementos inducen la transcripeion de los genes CSH en la
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placenta y no la inducen para los genes GH. ;Acaso los promotores proximales que no
poseen frente a si al elemento P activan la transcripcién del gen en cuestion en lineas
celulares derivadas de pituitaria, al 1gual que en lineas de placenta?. Experimentos de
transfeccion deben contestar a esta pregunta.

6.3.2 El elemento P

En el genoma humano el elemento P estdn situados en las posiciones -2,439; -2,386; -
2,287 y -2,690 de los genes CSH-L, CSH-1, GH-2 y CSH-2, respectivamente. En el
mono rhesus (MVM) esté en las posiciones -1,777; -2,307 -2,437 de los genes CSH -1,
GH-2 y CSH-4 respectivamente. Finalmente también fue encontrado en el mono arafia
(MNM) a 1,295 rio arriba de cada gen; indicando que para este mono, probablemente la
expresion de todos los genes a excepcién de la GH-1 se repriman en la glandula
pituitaria, aunque es no se ha demostrado experimental. Por ofra parte, el alto porcentaje
de similitud que comparten el humano y €l mono rhesus sugiere un mecanismo similar
del control de la transcripcion de los genes CSH.

6.3.3 El potenciador

Interesantemente los dos potenciadores descritos para el mono rhesus poseen la
insercién “AGAA” rio arriba del dominio DF-2 (Figura 22). Dicha insercién s¢ ha
descrito para el humano en los potenciadores de los genes CSHL-1 y CSH-1 como un
inhibidor (Jaquemin et al., 1994). Estos datos sugieren mecanismos similares de la
regulacion diferencial de los genes relacionados a GH, entre el humano y el mono
rhesus. El patrén de expresién de estos genes en los MNM completar4 el estudio y

permitira definir cuando se adquirié la especificidad tisular.

61



Discusion

Evolucién Molecular de la Familia GH/CSH en Primates

6.4 Expansién de las regiones intergénicas entre los MNM y MVM

En el linaje de los MNM las regiones intergénicas presentan un mismo tamafio (3.5
kpb), mientras que en los MVM y el humano se clasifican de acuerdo a su tamafio en
cortas (6 kpb) y largas (13 kpb). El presente estudio se centrd en identificar los
segmentos de DNA involucrados en la expansion de las regiones intergénicas después de
la divergencia de los MNM/MVM.

Las regiones intergénicas largas del mono rhesus y el humano presentan un patrén
similar en la distribucién de los elementos Alu, ademas poseen una mayor cantidad de
secuencias Alu que las intergénicas del mono arafia (diez versus dos, respectivamente).
Paraddjicamente, dichas regiones del mono araiia son mas parecidas a las intergénicas
largas del humano y mono rhesus. La expansion de las regiones intergénicas de 3.5 a 13
kpb es principalmente atribuida a una insercion tmica que incluye al potenciador y ocho
secuencias Alu, asi como a los exones VII y VIII del gen TCAM-1. El gen TCAM-1 se
encuentra en el extremo 3’ del gen GH de rata y ratén (Sakatani et al., 2000). Por tanto,
la hipdtesis mas simple es que el potenciador ya estaba presente en el extremo 3’ del
locus ancestral cuando ocurrié el evento de recombinacién. A falta de la secuencia del
extremo 3’ del locus GH del mono arafia, en este momento no se puede afirmar o
rechazar la presencia del potenciador en los MNM.

Las regiones intergénicas cortas del humano y mono rhesus presentan casi el mismo
patrén de secuencias Alu, excepto por la Alu 9r que esté ausente en el mono rhesus. Las
tres intergénicas cortas analizadas poseen la secuencia Alu localizada ~ 200 pb rio abajo
del codon de terminacién (correspondientes a las Alu 6r y 30r en el humano). Aunque en
este momento la segunda intergénica corta del mono rhesus no se ha terminado de

secuenciar, en un trabajo previo (Golos et al., 1993) se report la existencia de dicha
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secuencia Alu, presente rio abajo del gen GH-2 (cuya secuencia se reporto completa).
Consecuentemente, se puede deducir que esta Alu se insertd rio abajo del gen ancestral
GH-1 después de la divergencia de los MNM. Esta insercion precede al evento de
recombinacion que generé los genes GH-2 en los MVM y el humane.

Las intergénicas cortas del mono rhesus y humano, poseen una regién de ~ 1.8 kpb que
no estd incluida en las intergénicas largas, ni en las del mono arafia. Esta observacién
sugiere que las intergénicas cortas del mono rhesus y humano provienen de un evento de
duplicacién comiin e independiente al que genero las regiones intergénicas largas.
Interesantemente, en este evento tomo parte el promotor del gen humano de GH-1. El
analisis de los extremos 5’ y 3 de los loci de los monos arafia y rhesus, asi como del
humano, nos permitié precisar los eventos que fueron requeridos en la formacién de las
intergénicas cortas y largas. De manera global, se puede decir que las intergénicas cortas
se formaron por un evento de recombinacién en el cual particip6 el extremo 5° del locus
ancestral. En la formacion del las intergénicas largas participé el extremo 3’ del locus
ancestral de GH, tal y como ya se comento arriba.

6.5 Detalles de la comparacion de los loci

La comparacion entre €l marmoset (Wallis et al., 2002) y ¢l mono arafia en su contexto
gendémico, incita algunas observaciones. El gen del extremo 5’ corresponde ciertamente
al ortolégo de la GH pituitaria del humano. El anélisis del promotor proximal demuestra
que el pseudogen 3 del marmoset y el pseudogen del mono de la arafia tienen el grado
mas alto de similitud, mientras que el pseudogene 4 del marmoset no se asemeja al gen
GH-2 del mono de la arafia, sugiriendo que el mono arafia carece de los otros dos
pseudogenes y que esos pseudogenes en el marmoset son cambios de novo. El resto de

los genes funcionales del marmoset, pudieran ser los ortdlogos solamente en el sentido
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de su secuencia, pero no por su posicién en el locus, puesto que el marmoset GH-5 hace
clado con el GH-2 del mono arafia, el GH-6 con el GH-3 (Figura 19), es decir, se
invierten sus posiciones en los locus. Finalmente, los extremos 3’ de ambos locus son
muy diferentes (Figura 24).

El andlisis comparativo en los MVM y grandes monos, indica que los loci comienzan
siempre con el gen pituitario de la GH seguido per una region intergénica corta, mientras
que el resto de las secuencias de los loci son muy heterogéneas en cuanto a la clase,
nimero y tamafios de los genes y de las regiones intergénicas; planteando algunas
preguntas interesantes, por ejemplo: jes ésta heterogeneidad relacionada con el tamafio
animal?; ;el mimero de crias por parto? ;o es asociado con la duracién del embarazo y
de la lactancia? o con qué aspectos de la biologia reproductiva del primate? En el
presente, la GH pituitaria en los primates conserva su funcién original. Si durante la
evolucion ésta adquirid una segunda funcion, por ejemplo la actividad lactogénica
(“PRL-like™), es razonable pensar que los genes duplicados (en este caso los CSH)
adquirieran esta funcion, pero ;jqué sucedié en el linaje de los MNM? donde no hay
genes CSH. El hecho de encontrar al elemento P delante de cada supuestc gen
placentario del mono araiia, hace suponer que la regulacion fina en la expresién tejido
especifico comenzd en el linaje de los MNM vy su refinamiento termind en el linaje de
los MVM/grandes monos. El analisis biologico para determinar cudl es la funcion y el
patrén de expresion de cada uno de los genes duplicados es necesario para entender
como y porqué esta familia se ha expandido.

6.6 Una nueva hipétesis sobre el origen del locus GH/CSH en el humano

Las observaciones que nos condujeron a proponer estd nueva hipétesis fueron: 1) La

cercania de los genes hCSH-1 y hCSH-2 en el 4rbol filogenético (Figura 19) sugiere que
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¢l tiempo de duplicacion entre ellas es muy corto, tal vez es menor a seis millones de
afios. 2) La ortologia entre los genes CSHL-1 y CSH-B del humano y chimpancé,
respectivamente (Figura 19). 3) La posicion espacial en los loci GH/CSH de humano y
chimpancé de los pares de genes hGH-1/cGH-1, hCSHL-1/cCSH-B, hGH-2/cGH-2 y
hCSH-2/cCSH-D (Figura 24). 4) La similitud del extremo 5 de los loci con la primer
intergénica corta.

Con las observaciones anteriores se propusieron los bloques o segmentos de duplicacién
descritos en la figura 25. Enseguida los loci se fraccionaron en sub-unidades de
comparacién (Cuadro 12 y Figura 24) para estimar los tiempos de duplicacién de los tres
eventos propuestos (Figura 25). Los tiempos de duplicacién (Cuadro 14), se calcularon
utilizando los segmentos descritos en el cuadro 12, los datos del cuadro 13 y las
formulas descritas en la seccién 4.3.5.10.

Del cuadro 14, se puede decir de manera global que las duplicaciones descritas en la
figura 25, ocurrieron en los tiempos que a continuacion se describen. La primera
duplicacién sucedié6 ~ 31 MYA, la segunda ~ 16 MYA y la tercera < 6 MYA.
Considerando que los MNM divergieron de los prosimios ~ 40 MYA, los MVM lo
hicieron ~ 23 MYA y ¢l humano del chimpancé ~ 6 MYA. De esta manera, nos damos
cuenta que los tiempos estimados por nosotros estan en acorde con los del registro fosil.
Lo mas interesante de esto, es que la tercera duplicacion en la cual se gener6 el hCSH-1
a partir del hCSH-2 (Figura 25), ocurrié especificamente en linaje humano. Los RNAm
de hCSH-1 y 2 representan el 3.5% del total del RNAm de la placenta y hCSH-1 es
expresado de tres a seis veces mas que hCSH-2 (Walker et al., 1991). Esto nos da pie a
pensar que la duplicacion del gen hCSH-1 en algin momento de la evolucién humana

fue pieza fundamental para el triunfo evolutivo del humano. Sin embargo, estudios sobre
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el transcriptoma de la placenta de chimpancé son requeridos para ayudar a esclarecer
interrogantes como: jporqué los humanos evolucionaron hacia el silenciamiento del gen
hCSHL-1?, ¢porqué la necesidad de duplicar el gen hCSH-2, en lugar de utilizar el
mismo arreglo genémico que el chimpancé?. El esclarecimiento a estas interrogantes
aportard elementos necesarios para poder postular a la familia GH/CSH como una de las
responsables de las diferencias fenotipicas entre el humano y chimpancé.

6.6.1 Evidencias clinicas que soportan la nueva hipétesis

Con las observaciones hechas aqui se pudieron identificar los tres segmentos de
duplicacién que generaron al actual locus GH/CSH en el humano (Figura 25). Estudios
efectuados en embarazos anormales mostraron deleciones de los segmentos 2 y 3, o
unicamente del 3 (Simon et al., 1986; Rygaard et al., 1998; Eggermman et al., 1998).
Por consiguiente, se puede decir que el locus GH/CSH como tal, atin no se ha fijade en
¢l total de la poblacién debido a su reciente aparicion en ¢l linaje humano. Estudios de

genética de poblaciones son requeridos para aceptar o rechazar esta hipotesis.
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CAPITULO VII

CONCLUSICNES

1.- El locus GH/CSH del mono rhesus comprende 2 GHs y cuatro CSHs separados por
cinco regiones intergénicas, de acuerdo a su tamaiio se clasifican en dos cortas (6 kpb) y
tres largas (13 kpb).

2.- El gen GH-2 apareci6 tardiamente en el linaje de los MVM por sustifucion de un
CSH en el locus ancestral, no siendo ortélogo al de los grandes monos.

3.- El gen CSH-2 se duplicé especificamente en el linaje humano, para formar al CSH-1.
4.- El gen GH-1 de todas las especies estudiadas es el unico que claramente bajo la
fuerza evolutiva de purificacion de la seleccion, mientras que para los genes GH-2 y
CSH no se logré definir la fuerza evolutiva que actia sobre éstos.

5.- Los genes CSH surgieron a partir de los MVM.

6.- Las regiones intergénicas se alargaron a partir de los MVM por la insercion de las
secuencias repetitivas Alu, el potenciador y los exones VII y VIII del gen TCAM-1.
Especificamente, en las RI largas participd el extremo 3’, mientras que para las cortas el
extremo 5°.

7.- Aparentemente la especificidad tisular comenzé en los MNM y se refiné en los
MVM y grandes monos.

8.- El promotor basal esta conservado en todos los monos antropoides.

9.- La familia GH/CSH es un claro ejemplo de evolucién por nacimiento y muerte.

10.- El locus GH/CSH en los monos antropoides fue moldeado por multiples eventos de

recombinacidn.
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CAPITULO VIII

PERSPECTIVAS

1.- ;A caso el nimero, el tipo y la organizacién de los genes tiene que ver con el tamafio
del animal, el nimero de crias, tiempo de lactancia u otros aspectos de la reproduccion

de los primates?

2.- (Son los promotores proximales capaces de iniciar la transcripcion basal tanto en

células de hipéfisis como de placenta?

3.- ;Confieren los promotores distales de los MNM la expresion diferencial en células

de hipéfisis versus de placenta?

4.- (Es la expansion de las regiones intergénicas consecuencia de la especificidad

tisular?

5.- A caso la duplicacién del gen CSH-2 asegurd el éxito de nuestra especie y/o esta

involucrado en las diferencias fenotipicas entre el humano y el chimpancé?
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