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RESUMEN

Los genes que codifican para las hormonas lactogénica placentaria
y del crecimiento humanas pertenecen a una familia que evolucioné de un ances
tro coman. Actualmente la familia se constituye de 5 genes que se encuentran
en la region q22-24 del cromosoma 17, todos ordenados en el misme sentido
transcripeional. De 5' a 3' el arreglo de los genes en el grupo es : 5’*hGH-
N #% hPL-1 % hPL-4 % hGH-V % hPL-3 * 3¢,

La expresioén de los genes de la familia ha sido detectada de manera
especifica de tejido en hipéfisis y placenta. Todos los genes expresan RNA
mensajeros, pero las proteinas de los genes hPL-1 y hGH-V no han sido detectadas.
El gen hPL-1 ha sido secuenciado y en el an4dlisis de su secuencia se observé
que el iIntrén II comienza con el dinuclesétido AT, La mayoria de los genes
eucariéticos poseen en el extremo 5' de sus Intrones el dinucleétido GT, y
cambios en esta secuencia provocan inactivacién de la expresién génica en algunos
mutantes naturales que se han encontrado. En este trabajo, intercambiamos la
mutacién G - A del gen hPL-1, a un gen homélogo normal, el hPL-3, y observamos
que su nivel de expresién disminuyé. Asimismo la regién homéloga del gen hPL-
3 fué intercambiada al gen hPL-1 y observamos una recuperacién parcial en su
capacidad de formar un RNA mensajero del tamafio adecuado comparade con el RNA
mensajero del gen hPL-3 en experimentos de tipo "northern®,

Ademds, durante este trabajo creamos un vector de expresién
eucarlético sumamente potente para expresar genes clonados en ensayos de
expresién transitoria en células de mamffero. De la disponibilidad del mismo,
dependié el alcanzar los objetivos que nos propusimes en este proyecto.



INTRODUCCION

Los genes son segmentos de DNA que llevan, en su secuencia nucleotidica,
la infermacién necesaria para dirigir la sintesis de un polipéptido. La mayor
parte de los organismos procariotas (bacterias y ciancbacterias) poseen
genes continuos, En cambio casi todos los genes eucariotas (hongos, plantas,
animales, etc.,) son discontinuos, salvo muy raras excepciones“>.

Un gen posee polaridad, es decir sus extremos son estructural y
funcionalmente diferentes. El extremo 53'es aquél por el cual se empileza a
sintetizar el RNA (Figura 1). Los genes se dividen en dos regiones: la
reguladora y la estructural. En términos generales, en los genes que originan
RNA mensajero (RNAm), la regidén reguladora posee una secuencia altamente conser-
vada (en términos evolutivos), cuyo modelo es "TATAA" que forma parte del
promotor. Su funcién es dictar el sitio exacto de la iniciacién de la sintesis
de RNA (transcripcién). En ocaslones se encuentran secuencias importantes mas
"hacia arriba" (alejdndose del sitio de iniciacién pero hacia el lado opuesto
de donde se encuentra la regién estructural) cuya funcién es dictar la
especificidad de tejido de 1la expresién del gen, asi como la eficiencia de la
transcripcién. Estas secuencias son llamadas amplificadores o potenciadores‘®.
Hacia el extremo 3', ("hacia abajo"), del sitio de iniciacién de la transcrip-
cién, se encuentra la regién estructural, la cual se halla dividida en segmentos
codificantes o exones y segmentos no codificantes o intrones. Finalmente el
extremo 3’ del gen, posee otra secuencia muy conservada que se llama sefial de
poliadenilacién, y cuyo modelo es "AATAAA". La funcién de esta secuencia es
definir la edicién del extremo 3’ del RNA transcrito primario y dirigir 1la
adicidén en este extremo, de un segmento de residuos de adenilato por una poli
A polimerasa.

La transcripcién se lleva a cabo por una RNA polimerasa dependiente de DNA,
la cual, dirigida por el promotor, reconoce el sitio de iniciacién de la sintesis
de RNA. La RNA polimerasa copia toda la informacién del DNA, incluyendo los
intrones, Este es un procesc nuclear y antes de gue el RNA pase al citoplasma,
debe sufrir un proceso de maduracién que consiste en tres fenémenos principales:

a) Proteccion del extremo 5' con un nucleétido de guanosina modificado por
metilacién.

b) Remocién de los intromes y unién de los exones.

c) Edicién del extremo 3' y adicién de un segmento de 100-200 residuos de
adenilato z,.

Para los propésitos de esta tesis, lo que explicaremos es el segundo
inciso. La remocién de los iIintrones y unién de los exones, es conocido como
"splicing" (le llamaremos de esta forma por carecer de una traduccién préactica
en el egpafiol, y para evitar confusiones)(4§‘6). Este fenémeno es mecesario
para que la informacién codificante, los exones, pueda ser traducida con
exactitud por los ribosomas. Es un proceso muy preciso, ya que un error por
pequefio que sea altera la fase de lectura del RNAm hacia el extremo 3' y conduce
a la sintesis de una proteina aberrante.



Potenciador A Promotor (Caja TATAA)
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figura 1.- ESTRUCTURA GENERAL DE UN GEN EUCRARIOTICO

Esquema de las principales caracteristicas estructurales de un gen eucaridtico.
La transcripcidn empieza a partir del extremo 5’ del gen y es regulada por el
promotor y el (los) potenciador (es). El complejo de la RNA polimerasa
transcribe toda la informacién incluyendo exones e intrones, pero los intrones
son removidos por la maquinaria enzimdtica del "splicing" antes de pasar al
citoplasma, donde los exones ya continuos serdn traducidos por los ribosomas.



En los extremos de los Intrones existen secuencias que sefialan el sitio
donde debe ocurrir el corte y determinan la eficiencia del “splicing"“ﬁ,. A
partir de una comparacién de las uniones exén-intrén de muchos genes de secuen
cia conocida se han delimitado estas secuencias, siendo el modelo: AG:CUAAGU en
el extremo 5' del intrén y (C/U},,NCAG:G en el extremo 3'. De estas, solo los
dinucleétidos GU y AG, al inicio y al final del intrén respectivamente, deben
estar estrictamente conservados para permitir un "splicing" correcto. Mutaciones
en los demids nucledtidos pueden causar una disminucién en la eficiencia, pero
no evitan el "splicing”. De este hecho surge una generalizacién que enuncia:
"Todos los intrones comienzan con el dinucledtido GU y terminan con AG™ ..

Hasta ahora no se conocen otras secuencias del intrén que posean una
funcién importante en el "splicing", con la unica excepcidén de la secuencia en
el sitio de ramificacidén que explicaremos mas adelante,.

A la fecha se describen dos pasos en el "splicing” de los pre-RNAm en
eucariotas superiores (Figura 2). En la primera etapa, el pre-RNAm es cortado
en el extremo 5' del introén, el cual es unido covalentemente por medio de un
enlace 5'- 2' a un residuo de adenina que se encuentra a unos 30-40 nucleétidos
antes del extremo 3' del intréngg 49, - La unién se efectia en el llamado punto
de ramificacién y da origen a un nuevo tipo de RNA en forma de "lazo",,. La
secuencia nucleotidica que rodea al residuo de adenina se encuentra mediana pero
no estrictamente conservada en organismos superiores. En la segunda etapa del
"splicing"” ocurre el corte en €l extremo 3' del intrém y los exones se unen
covalentemente. El intrén es liberado como un RNA "en lazo™ que es degradado
en el niacleo,,,. Existen mutantes mnaturales en los sitios de T"splicing” de
algunos genes Je R-globina, y entre las consecuencias que provocan, esta el uso
de sitios cripticos, es decir, sitios que normalmente no son usados en el
"splicing", lo que conduce a la formacién de RNAms aberrantes con Informaciom
diferente a la normal, provocando la inactivacién de la expresidn génica y la
manifestacién clinica de una B-talasemia“31‘151617y

Asi, cambios de una sola base nucleotidica pueden conducir a la falta de
expresion de una secuencia génlca. Si la secuencia en cuestién posee una copia
activa en el genoma, se le clasifica como un pseudogen.

El gen hPL-1 es el menos caracterizado dentro de la familia de genes que
codifican para las hormonas de crecimiento y lactogénica placentaria humanas,
y como mencionaremos adelante, posee una mutacién en el sitio donador del
procesamiento del segundo intrén, que lo convierte en candidato para ser un
pseudogen.

Antecedentes generales

La placenta es un érgano transitorio que cumple numerosas funciones
relacionadas con el desarrollo ontogenético de los mamiferos que la poseen.
Entre las varias actividades que lleva a cabo, destaca de manera especial su
funcién como 6rgano endécrino yg,. En el ser humano, la placenta secreta varias
hormonas, entre ellas: la tirotropina corlénica (hCT), la hormona coriénica
estimulante del folicule (hCFSH), la gonadotropina coriémica (hCG) y el lactégeno
placentario (hPL), siendo las dos ultimas las que han acaparado la mayor

atenc16n“9,‘
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ETAPA 1

ETAPA 2

RNA mensajero maduro RNA "en lazo" (intrén)

Figura 2.- ETAPAS DEL "SPLICING" EN GRGANISMO0S EUCARIOTICOS

En la Etapa I, el pre-RNA mensajero es cortado en el extremo 5’ del intrén, €l cual es ligado a
un residuo de adenina que se encuentra 30 - 40 nucledtidos antes del extremo 3 ' del intrdn.

La unién ocurre en el punto de ramificacién y origina un RNA "“en lazo". En la Etapa II ocurre
el corte del extremo 3’ del intrén y los exones son covalentemente unidos para formar un RNA
mensajero maduro. El RNA "en lazo" permanece en ¢l niicleo donde es degradado mientras que

€l RNAm es translocado al citoplasma,



El lactégeno placentario (hPL) o somatomamotropina coriémica humana,
fué caracterizado como una sustancia polipeptidica presente en extractos de
placenta humana a término y en sangre retroplacentaria, que exhibe una actividad
lactogénica potente y reaccioén inmunolégica de identidad parcial con la hormona
de crecimiento gy -

El lactégeno placentario es un polipéptido de 191 aminodcidos que posee
valina y fenilalanina en los extremos amino y carboxilo terminal respectiva-
mente. Posee dos enlaces disulfuro y no contiene carbohidratos ni lipidos(w).

Su secuencila aminoacidica tiene una similitud de al menos 80 % con la hormona
de crecimiento,,qy.

La sintesis de hPL ocurre en el sincitiotrofoblasto ,;, conforme avan-
za el periodo de gestacién, alcanzando al término del embarazo la velocidad de
1 g/dia. Su enorme velocidad de sintesis, su produccién autémoma por la placenta
y su corta vida media, se combinan para hacer de valor prdctico la medicidén de
los niveles séricos de hPL para evaluar clinicamente el estado funcional de la
placenta(23'24'25).

Destacan tres funciones entre las que se le han adjudicado a hPL: a)
jnfluencia sobre el metabolismo intermediario materno, b) efectos mamotréficos
y ¢) efectos luteotréficos 2 Existe sin embargo gran polémica acerca de
su significado biolégico real. Se ha sugerido ,5y que las funciones propuestas
para hPL deben ser reexaminadas, y se han reportado incluso casos con deficiencia
severa o ausencia total de hPL ,q 35, 0 los que el embarazo ha transcurrido de
manera normal.

los genes que codifican el lactégeno placentario forman una familia
con los de la hormona de crecimiento y la prolactina.;,. Aparentemente estos
genes evolucionaron a partir de un ancestro comin por eventos de duplicacién
génica yy 32y

Los genes que codifican para hGH y hPL se encuentran agrupados en las
bandas q 22-24 del cromosoma 1733 34y, SON cinco y se disponen en el siguiente
érden; 5'% hGH-N * hPL-1 * hPL-4 * hGH-V * hPL-3 * 3' (Figura 3), en tanto que
el gen que codifica para prolactina se localiza en el cromosoma 6(35).

Todos estos pgenes son semejantes estructuralmente, son pequeiios, de
aproximadamente 1600 pb de largo, de las cuales aproximadamente 800 forman parte
de secuencias codificantes distribuidas en 5 exones separados por 4 intro-
nes g4 37y-

Los genes hPL-4 y hPL-3 son responsables de la sintesis de la hormona
lactogénica placentaria 44,; €1 gen hGH-N codifica para la hormona de crecimiento
circulante y su expresién es especifica de tejido, circunscribiéndose a la
adenohipdfisis ;5,. La expresion del gen hGH-V ha sido obtenida en un sistema
de cultivo celular,,,, usando vectores de expresion basados en el virus de si
mio 40, y en fecha reciente su transcrito ha sido detectado en la placenta en
concentraciones aproximadamente 2 a 3 6rdenes de magnitud menores que las corres-
pondientes al lactégeno placentario ,,(Figura 4). La expresién del gen hPL-1
ha sido detectada en la placenta, usando oligonucleétidos especificos para los
transcritos de este gen en el tamizaje de bancos de DNA complementario a los RNAm

de placenta a término ,,.
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Figura 3.- LOCALIZACION DEL COMPLEJO hGH-hPL EN 17 ¢ 22-24

La familia de genes hGH-hPL estd constituida por 5 genes, los cuales forman un grupo en las
bandas q22-24 del cromosoma 17. Todos los genes poseen la misma orientacién transcripcional
(ver flechas), y de 5'a 3' son: hGH-1, hPL-1, hPL-3, hGH-2 y hPL-4.
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Figura 4.- EHPRESION ESPECIFICA DE TEJIDO DE LOS GENES hGH-hPL

La expresion del gen hGH-1 ha sido detectada unicamente en hip6fisis. El transcrito primario
sufre dos clases de "splicing” cada uno de los cuales produce un RNA mensajero que da origen

a diferentes protefnas. La hormona 22 kd constituye el 90 % y la variante 20 Kd, el restante 10 %
de la produccién total de hGH. EI gen hGH-2 es transcrito en la placenta a niveles de 2 a 3 érdenes
de magnitud menores que hPL-3 y hPL-4. Estos iiltimos genes, codifican para el hPL, siendo
hPL-4 aproximadamente 6 veces mas activo que hPL-3. Los transcritos de hPL-1 han sido detec-
tados en la placenta, pero ¢l patrén de "splicing"” es diferente al de los otros cvatro genes.



Antecedentes particulares

El gen hPL-1 ha sido secuenciadoy 4py» Y POr comparacién de su secuencia
con la del gen hPL-3 se observa que comparte una estructura molecular semejante,
ya que posee regiones correspondientes a los 5 exones y 4 intrones, un promotor
y una sefial de poliadenilacién normales. La funcionalidad del promotor ha sido
verificada mediante ensayos de transcripcidén in glg;guﬁ).

A partir de la secuencia se observa que el segundo intrén comienza con el
dinucleétido AT . Esto es notable, porque como menclonamos antes, las uniones
exén-intrén presentan secuencias altamente conservadas durante la evolucién, en
las cuales invariablemente los dos primeros nuclettidos del intrén son GT ..

Ademds, ha sido posible aislar clonas representativas del gen hPL-1 a
partir de un banco de DNA complementario a los RNA mensajeros obtenidos de
pPlacenta a término,,, y dichos RNAm son diferentes a los de los demds genes de
esta familia, lo que implica que tal gen produce RNA mensajeros aberrantes. La
proteina no ha sido identificada adn.

OBJETIVOS DEL TRABAJO

Objetivo General: Contribuir al conocimiento de la biologfa molecular del
complejo génico codificante para las hormonas lactogénica
placentaria y del crecimiento humanas.

Objetivo Particular; Aclarar el efecto de la mutacidén en el sitio donador del
procesamiento del segundo intrén del genm hPL-1, en la posible
falta de expresién del mismo.

HIPOTESIS: LA MUTACION PRESENTE EN EL SITIO DONADOR DEL PROCESAMIENTO DEL
INTRON II DEL GEN hPL-1, QUE ALTERA EL DINUCLEOTIDO GT, CAMBIANDOLO
POR AT, ES RESPONSABLE DE SU FALTA DE EXPRESION.

ESTRATEGIA GENERAL PARA ABORDAR EL PROBLEMA

La mutacién del gen hPL-1 se encuentra en un segmento de aproximadamente
115 pb, limitado por sitios para las enzimas de restriccién Pvull y SacI (Figura
5). Esta regiém es muy similar a la correspondiente del gen hPL-3, 1la cual no
posee la mutacién. Con excepcién de la mutacién en cuestién, existen sélo tres
diferencias entre ambos fragmentos: un par de transiciones (T - C) y una delecién
o insercién puntual de un residuc de G que se encuentra en hPL-1 y no en hPL-3.
Las tres diferencias estan en lugares gue no son considerados de importancia en
el proceso de remocién de los intrones.

Por lo tanto, la estrategia general (Figura 6), consistié en intercambiar
estos segmentos entre los genes hPL-1 y hPL-3. Lo que se obtuvo fueron dos genes
hPL-1, upo de ellos con la mutacién (silvestre) y el otro con el segmento normal
provenlente del hPL-3 (reparado).
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Figura 5.- COMPRRACION DE LAS SECUENCIAS NUCLEOTIDICAS EN
LA REGION Ppull- Sacl ENTRE LOS GENES hPL-1 ¥ hPL-3.

La secuencia nucleotdica entre los sitios Pvull y Sacl muestra pocas diferencias
cuando es comparada entre los genes hPL-1 y hPL-3. Una de estas diferencias
corresponde a la transicién G - A en el inicio del intrén I y otra altera un sitio de
corte para la enzima de restriccion Alul. Ninguno de los cambios, excepto la
ransicién citada, son de importancia para €l "splicing" comrecto del RNAm.
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Figura 6.- ESTRATEGIA GENERAL PARA EL ANALISIS DE LA EXPRESION In vivo,
Para analizar la expresion de los genes hPL, transfectamos el DNA en cé€lulas en cultivo y extrajimos
RNA total. Separamos el RNA en condiciones desnaturalizantes (glioxal) y lo transferimos por capila-
ridad a una membrana de nitrocelulosa. Después lo hibridizamos con una sonda radiactiva especifica
para 1os genes hPL. Luego de lavar, exponer y revelar, detectamos los transcritos de estos genes.



También se obtuvieron los recombinantes inverses, dos genes hPL-3, uno de
los cuales es normal (silvestre) y el otro tiene la mutacién proveniente del gen
hPL-1 (mutado).

Las manipulaciones de intercambio de los cuatro genes fueron hechas en
vectores plasmidicos que permiten y estimulan su expresién cuando son intro-
ducidos en células eucariotas. Después de la introduccién del DNA a células en
cultivo (transfeccién), se permitiéd que se expresara la informacién contenida
en los pldsmidos. Posteriormente se verificé la capacidad de los diferentes
genes para producir RNAm maduro.

Esto nos permitiria saber si al eliminar la mutaciém del gen hPL-1,
éste seria capaz, por lo demds, de codificar un RNAm normal, y si la misma
mutacién, introducida en el gen hPL-3, seria capaz de inactivarlo.

MATERIAL Y METODOS
Origen de los reactivos

Las enzimas que usamos fueron de Boerhinger Mannheim Biochemicals y New
England Biolabs. Los demids reactivos fueron de Sigma Chemical Company, excepto
el sistema de "Geneclean" que obtuvimos de BiolOl. E1 32p-dcTP y el .
Cloranfenicol fueron de Amersham International.

Otigen del Material Biolégico

Las células Hela (carcinoma cervical humano) fueron donadas peor el Dr,
Grady F. Saunders, del Depto. de Bioquimica y Biologia Molecular del Hospital
e Instituto del Tumor M.D. Anderson en Houston, Texas, y las células COS-7 fueron
donadas por el Dr. M. Tien Kuo, del Depto. de Patologia Experimental del mismo
hospital.

Las cepas de Escherichia coli: C600, HB1l01, RR1l y JM10l fueron obtenidas
del cepario de la Unidad de Laboratorios de Ingenieria y Expresiém Genéticas
(U.L.I.E.G.) del Depto. de Bioquimica de la Facultad de Medicina, U.A.N.L. Los
pldsmidos pSV2gpthPL-1 silvestre, pSV2gpthPL-3 silvestre y pSV2CAT fueron
obtenidos del laboratorio del Dr. Grady F. Saunders,. Los pldsmidos phPL-1 y
PUC 19 fueron obtenidos de la coleccién de plasmidos de la U.L.I.E.G.. El
pldsmido pCMVCAT fué donado por el Dr. Hans Hofsteeter.

Construccién y subclonacién del gen hPL-1 reparado en pSV2gpt ,s,

Para construir pSV2gpthPL-1 reparado, seguimos esta estrategia (Figura 7).
Digerimos 10 ug de pSV2gpthPL-3 silvestre con Sacl y Pvull siguiendo 1las
instrucciones de la casa proveedora de las enzimas, en un volumen de 100 Kl.
Verificamos la digestidén mediante electroforesis en gel de agarosa ,. Para esto,
preparamos una solucién de agarosa al 1 % en TAE 1X (Tris-acetato 0,04 M, EDTA
0.002 M) y la calentamos a ebullicidén. Enfriamos la soluciémn a 50 °C y la

vertimos en un molde.
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Figura 7.- ESTRATEGIA PARA LA CONSTRUCCION DE pSU2gpthPL-1 REPRRADO

PSV2gpthPL-3 fué cortado con Pvull (P) y Sacl (S), para liberar el fragmento de ~ 115 pb; en paralelo
PSV2gpthPL-1 fué cortado con Pvul (Pv) y Sacl. El fragmento que contiene el extremo 5 'del gen fué
recortado con Pvull. Este paso adicional fué necesario debido a la presencia de mas sitios de restriccién
para Pvull hacia el extremo 3' del gen, después del sitio Sacl. Finalmente las tres piezas fueron ligadas
f’an(ii fi)nnar PSV2gpthPL-1 reparado. Los sitios para EcoRI (E) separan las secuencias de los genes de
as del vector,



Montamos el gel en la cdmara de electroforesis y usamos TAE 1X como tampén
de corrida. Obtuvimos 200 ng de DNA de la digestién y agregamos 8 ul de TE
(Trie-HC1 pH 8.0 10 mM, EDTA 1 mM) y luego 2 4l de jugo azul 6X (Glicerol al 30
%, xilencianol al 0.25 %, azul de bromofenol al 0.25 %). Corrimos la electrofo-
resis a 40 V hasta que las muestras entraron al gel, después aumentamos a 100
V. Al terminar la corrida, sumergimos el gel durante 10 min en una solucién de
bromuro de etidio en agua (0.5 pg/ml). Enjuagamos el gel con agua y visualizamos
las bandas por iluminaciém con luz UV, Separamos los fragmentos Pvull-SacI por
electroforesis en gel de poliacrilamida al 4 % y usamos una ldmpara de luz UV
de onda larga para localizar la banda de interés. Cortamos la banda con una hoja
de bisturi, y trituramos el gel con la punta redondeada de una pipeta Pasteur
en un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml, Agregamos 0.5 ml de tampdén de elucién
(NaCl 0.5 M, Tris-HCl pH 8.0 O.1 M, EDTA 5 mM)MJV e Incubamos a 37 °C toda la
noche en un bafio agitador. Centrifugamos la muestra durante 5 min y colectamos
el sobrenadante sin restos de poliacrilamida. Agregamos 250 ul de tampén de
elucién a la pastilla de poliacrilamida, la resuspendimos e incubames por 1 h
a 37 °C con agitacién. Centrifugamos y combinamos los dos sobrenadantes.
Eliminamos los restos de poliacrilamida al pasar el sobrenadante a través de un
filtro de 0.45 um y lavamos el filtro con 200 ul de tampén de elucién. Ajustamos
la concentracién de acetato de sodio a 0.3 M y agregamos 2.5 volumenes de etanol
absoluto a -20 °C. Dejamos reposar toda la noche a -20 °C y centrifugamos durante
15 min, eliminamos el sobrenadante y disolwvimos el DNA en 200 pl de TE. Agregamos
25 #1 de acetato de sodic 3 M y 2.5 volumenes de etanol. Dejamos reposar 2 h
a =20 °C, centrifugamos, eliminamos el sobrenadante y lavamos la pastilla con
etanol al 70 %, frio. Secamos la pastilla y la resuspendimos en 30 gl de agua
bidestilada.

Digerimos pSV2gpthPL-1 silvestre con Sacl y Pvul y separamos los fragmentos
por electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusidén 21 1 & y los
recuperamos por extraccién con fenol ,q,. Para esto, disolvimos la agarosa de
bajo punto de fusiém a 70 °C en TAE 1X y la enfriamos a 37 °C. Ajustamos el
bromuro de etidio a una concentracidn de 0.5 pg/ml y pusimos el gel a 4 °C para
que solidificara. Corrimos la electroforesis a 4 °C y cuando terminé, visualiza-
mos el DNA con luz UV de onda larga y cortamos la banda de interés, Agregamos
5 volumenes de Tris-HCl 20 mM pH 8.0 y EDTA 1 mM, y calentamos a 65 °C durante
5 min. Agregamos 1 volumen de fencl saturado con TE al volumen de la muestra,
agitamos en el vértex durante 1 min, y centrifugamos durante 2 min. Transferi-
mos la fase acuosa a otro tube, agregamos medio volumen de fenol saturado con
TE y medio volumen de SEVAG (cloroformo-alcohol isoamflico 24:1), agitames en
el vértex durante 1 min y centrifugamos durante 2 min. Transferimos la fase
acuosa a otro tubo y agregamos un volumen de SEVAG, Agitamos en el vértex
durante 1 min y centrifugamos durante 2 min. Pasamos la fase acuosa a otro
tubo y agregamos 0.1 volumen de acetato de sodio 3 M y 2.5 volumenes de etanol
a -20 °C. Dejamos reposar la muestra toda la noche a -20 °C. Centrifugamos
durante 20 min y descartamos el sobrenadante, Lavamos la pastilla con etanol
al 70 & a -20 °C y la secamos., La resuspendimos en 20 ul de agua destilada.
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Digerimos el fragmento Pvul-Sacl que posee el extremo 5’ del gen hPL-1 con
Pvull. Recuperamos el fragmento Pvul-Pvull a partir de un gel de agarosa de bajo
punto de fusién y unimos los tres segmentos con DNA ligasa del fago T4, ATP y
el tampén recomendado por el proveedor de la enzima, en un volumen de 20 Ul y
a 14-16 °C.

Verificamos la ligacién por electroforesis de una alicuota en gel de
agarosa al 1 %. Con el resto de la muestra, transformamos bacterias ca**-
competentes (Escherichia c¢oli C600)(49'50'51), que preparamos como sigue:
inoculamos 125 ml de wedio LB (bactotriptona al 1 %, extracto de levadura al
0.5 &, cloruro de sodio al 1 %) e incubamos toda la noche a 37 °C con agitacién.
Tomamos 1 ml del cultivo de toda la noche e inoculamos 50 ml de medio LB,
Pusimos a agitar a 37 °C hasta que el cultivo alcanzé una DOgg, . de 0.350,
Enfriamos en hielo durante 10 min y centrifugamos a 7000 Xg durante 10 min & 4
°C. Descartamos el sobrenadante, eliminamos el exceso de liquido y resuspendimos
la pastilla en 20 ml de CaCl, 0.1 M estéril y enfriado a 0 °C. Dejamos reposar
en hielo durante 20 min, y centrifugamos como antes. Descartamos el sobrenadante
y resuspendimos la pastiila en 1 ml de CaCl, 0.1 M en un tubo de microcentrifuga.
Transferimos 100 il de bacterias Ca**-competentes a otro tubo de microcentrifuga,
esteril y frio, y agregamos el DNA producto de la ligacién. Mezclamos e
incubamos durante 1 h en hielo con agitacién suave cada 10 min. Incubamos
durante 2 min a 37 °C y luego durante 10 min en hielo. Agregamos 200 pl de medio
LB precalentado a 37 °C e incubamos durante 30 min a 37 °C., Extendimos las
bacterias transformadas con un asa de vidrio en cajas de LB-Agar-Ampicilina (agar
al 1.5 % y ampicilina 100 pg/ml en LB) e incubamos toda la noche a 37 °C.

Hicimos minilisades alcalinos g,, de las colonias resistentes a ampicilina.
Para esto, inoculamos cada colonia resistente en un tubo de ensaye de 18 X 150
con 4 ml de medio LB con ampicilina a 100 ug/ml e incubamos durante 18 h a 37
°C con agitacién constante. Transferimos 3 ml del cultive a un tubo de
mierocentrifuga mediante 2 centrifugaciones sucesivas de 1 min cada una y descar-
tamos el sobrenadante. Eliminamos todo el sobrenadante de la ultima centrifuga-
cién, Congelamos las pastillas a -20 °C durante 1 h. Descongelamos las
pastillas y las resuspendimos en 100 gl de soluciém I (Tris-HCL pH 8.0 25 mM,
glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, lisozima 2 mg/ml). Incubamos en hielo durante 30
min. Agregamos 200 gl de solucién II (NaOH 0.2 N, SDS al 1 %), mezclamos y
dejamos reposar durante 5 min a temperatura ambiente. Agregamos 150 Wl de
solucién ITI (acetato de potasio 3 M, 4cido acético 2 M}, mezclamos por inversioén
y dejamos reposar durante 1 h en hielo. Centrifugamos durante 5 min y
transferimos 400 pl del scbrenadante a otro tubo de microcentrifuga. Agregamos
200 4l de fenol saturado con TE, mezclamos con vértex durante 1 min, agregamos
200 4l de SEVAG y mezclamos de igual manera. Centrifugamos por 2 min. De aqui
en adelante, las manipulaciones se efectuaron con reactivos e Incubaciones a
temperatura amblente, a8 menos que indiquemos de otra manera. Transferimos 400
Bl de la fase acuosa a otro tubo y le agregamos 1 ml de etanol absoluto,
mezclamos suavemente por inversién y lo dejamos reposar por 2 min. Centrifuga-
mos durante 2 min, descartamos el sobrenadante y resuspendimos la pastilla en
100 4l de soluciém IV (Tris-HCL pH 8.0 50 mM, acetato de sodio 0.1 M). Agregamos
200 pl de etanol absoluto, mezclamos por inversién, dejamos reposar 2 min y
centrifugamos durante otros 2. Lavamos la pastilla con etanol al 70 % y la
secamos en el evaporador centrifugo de vacio. Resuspendimos la paestilla en 18
Kl de agua bidestilada y le agregamos 2 Kl de una solucién de RNAsa A a 1 mg/ml.
Incubamos durante 30 min a 37 °C.




Construccién y subclonacién del gen hPL-3 mutado en pSV2gpt

Obtuvimos este recombinante con esta estrategia, (Figura 8): cortamos
phPL-1 con Pwull y Sacl, y purificamos el fragmento de 115 pb a partir de un gel
de poliacrilamida por electroelucién,,. Para esto, pusimos tampén TBE 2X en la
cémara de electroelucién y una solucidén de TBE 0.1X y SDS al 0.005 % en la copa
de electroelucién (TBE 1X = Tris-borato 0,089 M, dcido bérico 0.089 M), Usamos
membranas de didlisis de colodién en el extremo de la copa que funclona como
compartimiento de colecta y membranas de didlisis normales en el extremo donde
se coloca el gel. Colocamos la banda del gel que poseia el fragmento de 115 pb
en el cdtodo de la copd de electroelucién y pusimos 20 gl de TE con xilencianol
al 0,25 % en el extremo de colecta. Conectamos la corriente a 150 V (5-10 mA)
y la mantuvimos asi, hasta que el DNA habia migrado al compartimento de colecta,
Invertimos la polaridad de la camara y mantuvimos el mismo veltaje durante 1
min. Sacamos la copa de la cdmara de electroelucién y la colocamos sobre la
mesa. Eliminamos el tampén lentamente hasta que dejamos 300 i1, con los cuales
lavamos el compartimiento de colecta y los transferimos a un tubo de microcentri-
fuga. Lavamos el extremo de colecta con 100 ul adicionales de TE y los pasamos
al tubo donde teniamos los 300 pl iniclales. Colocamos la copa de electroelucién
sobre una superficie de agua destilada estéril, de tal modo que la membrana de
colodidén estuviera en contacto con el liquido, y la dejamos reposar al menos 1
h en la oscuridad. Agregamos el agua que se acumulé en el compartimento a los
400 4l que habiamos colectado. Hicimos una extraccién con fenol-cloroformo 1:1,
otra con SEVAG, ajustamos la concentracién de NaCl a 0.2 M y agregamos 1 ml de
etanol, Dejamos reposar a -70 °C durante 30 min, centrifugamos durante 5 min,
resuspendimos la pastilla en 200 gl de acetato de sodio 0.3 M y agregamos 500
41 de etanol absoluto. Centrifugamos y lavamos la pastilla con 1 ml de etanol
al 70 8. La secamos en el evaporador centrifugo de vacfo y la resuspendimos en
TE.

En paralelo, cortamos pSV2gpthPL-3 silvestre con SacI y HindIII, separamos
y purificamos los fragmentos producto de esta digestiém por electroforesis en
gel de agarosa de bajo punto de fusién y extraccién fenélica como deseribimos
antes. Digerimos el fragmento HindIII- Sacl que porta el extremo 5‘ del gen hPL-
3 con Pvull y purificamos el fragmento HindIII-Pvull por electroforesis.
Unimos los tres fragmentos de la manera antes descrita. Verificamos la ligacién
por electroforesis en gel de agarosa al 1 & y usamos el material ligado para
transformar E, coli C600 Ca**-competentes. Hicimos minilisados alcalinos a 12
clonas resistentes a ampicilina.

Crecimiento a gran escala de los pldsmidos pSV2gpt, pSV2gpthPL-1 silvestre,
pSV2gpthPL-1 reparado, pSV2gpthPL-3 silvestre y pSV2gpthPL-3 mutado

Para obtener suficiente DNA, inoculamos cada une de los plésmidos en un
tubo de ensaye con 4 ml de medio LB con ampicilina a 100 #g/ml y los incubamos
toda la noche a 37 °C con agitaciém.
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FIGURA 8.- ESTRATEGIA PARA LA CONSTRUCCION DE psSU2gpthPL~-3 MUTADO.

PhPL-1 fug cortado simultaneamente con Pvull (P) y SacI (S), liberando el fragmemo de ~ 115 pb

que porta la mutacién (G -- A). En paralelo, pSV2gpthPL-3 fué cortado con HindIII (H) y Sacl, yel

fragmento conteniendo el extremo 5 del gen fué recortado con Pvull por las razones mencionadas en la

figura 7. Finalmente, los 3 fragmentos: el 5’ del gen hPL-3, el de ~ 115 pb de hPL-1 y el del 3' de
PL-3 fueron ligados para formar pSV2gpthPL-3 mutado.



Agregamos el cultivo de toda la noche a un litro de medic LB e incubamos
con agitacidén a 230 rpm a 37 °C. Registramos la DOyy,. Cuando la DOy, era 0.35,
agregamos 200 mg de cloranfenicol y agitamos durante 12 h. Centrifugamos a 7000
Xg durante 10 min a 2 °C, descartamos el sobrenadante por decantacién y
eliminamos el liquido residual con una pipeta Pasteur. Limpiamos el interior
de las botellas con una toalla absorbente y congelamos las pastillas a -20 °C
durante 30 min. Descongelamos las pastillas y colocamos las botellas en hielo.
Agregamos 6.5 ml de sacarosa al 25 %, Tris-HCl pH 8.0 50 mM y resuspendimos las
bacterias com una pipeta de 10 ml. Agregamos 1.5 ml de lisozima (2 mg/ml en la
solucién anterior). Agitamos continuamente en barfio de hlela durante 5 min.
Agregamos 1.25 ml de Na,EDTA 0.5 M, pH 8.0. Agitamos durante 2 min. Agregamos
rdpldamente, y sin dejar de agitar la botella, 10 ml de solucién Tritén (Tris-
HCl pH 8.0 50 mM, EDTA 62.5 mM, Tritén X-100 al 0.01 %). Después de 15 min,
centrifugamos durante 30 min a 25000 rpm en un rotor 60 Ti de Beckman.
Decantamos el sobrenadante a un tubo Falcon de 50 ml, evitando arrastrar DNA
cromosémico al dejar um poco de liquido sobre la pastilla. Agregamos TE al
lisado para incrementar el volumen a 20 ml. Agregamos 0.95 g de CsCl/ml de
lisado, y lo disolvimos completamente con agitacién suave, Agregamos 1 ml de
bropuro de etidio (10 mg/ml) e introdujimos la mezcla en un tubo de ultracentri-
fuga de sellado rdpido, para el rotor VTi50 de Beckman. Llenamos el tubo con
aceite mineral, lo balanceamos y sellamos. Centrifugamos a 44000 rpm durante
20 h. Usamos freno lento para detener la centrifuga. Sacamos el tubo del rotor
y visualizamos el DNA con luz UV. Observamos dos bandas, y tomamos la Inferior
(pldsmido). Perforamos el tubo con una aguja en la parte superior para generar
una entrada de aire. Introdujimos una aguja 18G en el tubo, justo por debajo
de la banda inferior, pusimos vaselina en el sitio de entrada y colectamos el
pldsmido con una jeringa de 5 ml conectada a la aguja. Eliminamos el bromuro de
etidlo por extraccién con alcohol iscamilico. Dializamos la fase acuosa contra
TE durante 2 h. Para preparar las bolsas de didlisis, cortamos el tubo de
membrana a una longitud de 15 em y lo hervimos en un litro de bicarbonato de
sodio al 2 % y EDTA 1 mM. Enjuagamos el tubo con agua destilada, lo hervimos
durante 10 min en agua destilada y lo enfriamos. Hicimos dos nudos seguideos en
un extremo del tubo y verificamos que no tenia fugas. Pusimos la muestra de DNA
en el interior, eliminamos el exceso de aire y cerramos la parte superior con
hilo. Pusimos el tubo en un recipiente con 4 litros de TE. Después de la
didlisis, pasamos la muestra a un tubo de polipropileno de 15 ml, e hicimos un
tratamiento con RNAsa (20 pg/ml) durante 30 min a 37 °C. Hicimos un tratamiento
con Proteinasa K (100 pg/ml) durante 1 h a 37 °C, seguido por una extraccién con
fenol, otra con fenol-SEVAG y una con SEVAG. Transferimos la fase acuosa a otro
tubo, ajustamos la concentracidén de NaCl a 0.2 M y agregamos 2.5 volumenes de
etanol absoluto. Dejamos reposar durante 2 h a -20 °C. Centrifugamos a 10000
Xg durante 30 min, descartamos el sobrenadante y resuspendimos el pl&smido en
0.4 ml de acetato de sodio 0.3 M. Agregamos 1 ml de etanol absoluto enfriado
a -20 °C, mezclamos bien y centrifugamos durante 5 min. Lavamos la pastilla con
etanol al 70 %, eliminamos las trazas de etancl por evaporaciénm, evitando la
completa desecacién. Resuspendimos el DNA en TE durante 24 h a 4 °C.
Determinamos la concentracién del DNA mediante la lectura de la absorbancia de
la solucidn a 260 nm. (1.0 D.0.,5= 50 pg/ml).
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Caracterizacién de los pldsmidos crecidos a granm escala

Caracterizamos los pldsmidos obtenidos por digestiém con EcoRI y Sacl
sigulendo las instrucciones del proveedor, Analizamos los productos por
electroforesis en gel de agarosa al 1 %.

Verificacién del intercambio de los segmentos homélogos entre los genes hPL-1
y hPL-3

Verificamos el intercambio de los segmentos Pvull-SacI entre los genes
hPL-1 y hPL-3 mediante dos estrategias que describimos a continuacién:

A)Digestidon con Alul. Se fundamenta en que una de las diferencias que hay entre
los segmentos de 115 pb crea un sitio Alul en el gen hPL-1 que no se encuentra
en el gen hPL-3. Este sitio de restriccién es diagnéstico del fragmento de hPL-
1. Digerimos el DNA de los pléasmidos con Alul y separamos los productos de la
digestién por electroforesis en gel de poliacrilamida al 6 §. Visualizamos las
bandas por iluminacién con luz UV,

B)Secuenciamiento de nucleétidosﬁs). Permite la verificaciém directa del
intercambio de la mutacién puntual G - A. Para llevarla a cabo, subclonamos los
fragmentos Pwvull-Sacl de los cuatro genes, en los sitios SacI-Smal del veetor
fagico M13mplO. Purificamos los fragmentos Pvull-Sacl por electroforesis en gel
de poliacrilamida al 4 % y elucién pasiva como describimos antes. Obtuvimos el
DNA de M13mplO digeride con Smal y fosfatado, por lo que lo cortamos con Sacl.
Pvull y Smal dejan extremos compatibles para la ligacidén., Como testigo, ligamos
también el wvector solo. Hieimos la ligacidén en un volumen de 20 pl. Para
obtener bacterias competentes, inoculamos 80 ml de caldo 2YT (NaCl al 0.5 %,
bactotriptona al 1.6 8 y extracto de levadura al 1 %) con una colonia aislada
de E. coli JM101 y crecimos el cultivo hasta una D.0.,, de 0.4 a 0.6, Centrifu-
gamos 60 ml del cultivoe a 7000 Xg durante 5 min y conservamos en hiele los
restantes 20 ml como bacterias no competentes. Resuspendimos la pastilla en 30
ml de CaCl, 50 mM y dejamos reposar en hielo durante 40 min. Centrifugamos a 7000
Xg durante 5 min y resuspendimos en 6 ml de CaCl, 50 mM. Separamos alicuotas de
300 Ml en tubos de microcentrifuga estériles enfriados en hielo. Agregamos 2 ul
de cada mezcla de ligacién a cada alfcuota de células competentes y los otros
18 ul a otra, y las dejamos reposar en hielo durante 40 min. Transformamos con
M13mplO sin digerir y con los testigos de la ligacién. Incubamos las células
a 42 °C durante 2 min y luego en hielo otros 2 min. Pusimos los tubos a
temperatura ambiente y agregamos 10 1 de solucidén de IPTG (IPTG 100 mM), 50 ul
de solucién de X-Gal (X-Gal 20 mg/ml en dimetilformamida) y 300 pl de células
no competentes. Agregamos la mezcla anterior a 3 ml de agar blando 2 YT (agar
al 0.6 % en 2YT) fundido en batio Maria y equilibrado a 46 °C, mezclamos, y
extendimos sobre placas de LB. Cuando el agar blando se solidificé, invertimos
las cajas y las incubamos toda la noche a 37 °C,
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A partir de las placas blancas de crecimiento lento que aparecieron sobre
el "césped" de bacterias no competentes, preparamos el DNA monocatenario del fago
recombinante que serviria de molde para secuenclamiento de la siguiente manera;
inoculamos 2 ml de caldo 2YT con E. coli JM101l obtenidas de un cultivo en fase
logaritmica y con bacterias de las placas de lisis. Una placa por tubo.
Inoculamos 12 tubos de cada templado diferente, es decir 48 tubos, e incubamos
toda la noche a 37 °C. Transferimos 1.4 ml a un tubo de microcentrifuga y
centrifugamos durante 5 min. Pusimos 1.2 ml de sobrenadante en otro tube y
agregamos 300 il de NaCl 2.5 M, polietilenglicol al 20 &. Mezclamos por
inversién y dejamos reposar durante 15 min a temperatura ambiente. Centrifuga-
mos durante 5 min y eliminamos el sobrenadante por aspiracién. Agregamos 200
$41 de TE y calentamos durante 5 min a 55 °C, agitando para disolver la pastilla.
Agregamos 100 pl de fenol saturado con TE y agitamos con vértex. Adicionamos
100 pl de cloroformo, agitamos fuertemente y dejamos reposar durante 5 min.
Agltamos de nuevo y centrifugamos durante 5 min. Transferimos 190 gl de la fase
acuosa a otro tubo y repetimos la extraccién dos veces, transfiriendo primero
180 4l y luego 160 il de la fase superior. Agregamos 20 pl de acetato de sodio
1 My 400 41 de etanol absoluto. Congelamos en hielo seco durante 5 min,
centrifugamos durante 5 min y descartamos el sobrenadante. Agregamos 1 ml de
etanol al 70 ¥ y lo eliminamos sin agitar. Secamos la pastilla y la resuspendimos
en 15 il de TE.

Antes de comenzar las reacciones de secuenciamlento, preparamos el gel de
la siguiente manera: lavamos las placas con detergente y las enjuagamos. Usamos
guantes para mantener limpias las superficies, colocamos cada placa sobre una
superficie, las limpiamos con etanol y las secamos con papel absorbente. Exten-
dimos 3 ml de solucidén de silicén sobre una de las placas. Ensamblamos el molde
para el gel colocando 2 piezas de pladstico al final de los espaciadores en el
fondo del molde. Pusimos una tira continua de cinta, alrededor de los lados y
el fondo del molde. Pusimos una pieza extra de cinta alrededor de cada esquina
del fondo para prevenir las fugas. Pusimos 3 pinzas de cada lado, Para hacer
el gel, mezclamos 24 g de urea, 20.5 ml de agua destilada estéril y 5 ml de TBE
10X en un frasco y lo calentamos para mantenerlo a temperatura ambiente. Después
agregamos 6.3 ml de poliacrilamida al 40 % y 0.4 ml de persulfato de amonio al
10 8. Filtramos a través de una membrana con poros de 0.45 um. Agregamos 20
pl de TEMED, mezclamos bien y tomamos la solucién con una jeringa de 60 ml sin
aguja, tapando la salida con un dedo. Colocamos el molde para el gel apoydndose
sobre una de las esquinas del fondo en una posicidén casi horizontal, y vaciamos
el gel usando el émbolo para controlar el flujo. Insertamos el peine 3 mm en
la parte superior, usando el lado plano para formar un carril unico y ancho.
Permitimos polimerizar el gel durante 1.5 h. Antes de proceder a secuenciar las
cuatro bases, preparamos las siguientes soluciones:

G* A° T® c*®
4GTP 0.5 mM 20 ul 200 pl 200 pl 200 pl
dATP 0.5 mM 200 w1 20 41 200 ul 200 pul
dTTP 0.5 mM 200 pl 200 pl 20 ul 200 pl
Tampén de Reaccién 10X 100 ml 100 pl 100 w1 140 pl

520 ul 520 wl 520 ul 740 ul
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Tampén de reaccidén 10X = Tris-HC1 pH 7.6 70 mM, NaCl 550 mM, R-mercaptoetanol
50 mM, EDTA 1 mM.

Hicimos soluciones al 10 mM de didesoxinucleésidos trifosfatados y con
ellas, preparamos las siguientes soluciones:

Mezcla ddG Mezcla dda Mezc¢la ddT Mezecla ddC

N° 100 pl 100 gl 100 pl 100.0 ul
ddNTP 10 mM 8 ul 10 pl 10 pl 1.5 pl
ddH,0 92 p1 90 wl 90 ul 98.5 ul

200 pl 200 pl 200 pl 200 pl

Posteriormente, hicimos un secuenciamiento de citosinas(C). Para esta
prueba inicial, elaboramos una mezcla de oligonucleétido cebador para cada juego
de 4 reacciones, siguiendo esta receta:

#0ligonucleétido 17 mer 1.0 ul
Tampén de reaccidén 10X 1.5 pl
%;Clz 70 mM 1.5 ul
32p_dCcTP 2000-3000 Ci/mmol 2.0 ul
dCTP 20 uM 2.0 pl
H,0 3.0 ul

11.0 ul

En un tubo de microcentrifuga, unimos 1 pl de DNA molde y 2.5 pl de la
mezcla anterior. Calentamos a 55 °C durante 5 min para alinear el oligonucled-
tido (*) cebador y luego pusimos los tubos en una microcentrifuga a temperatura
ambiente y centrifugamos durante 5 s. Para cada juego de 4 reacciones, mezclamos
8 4l de 1la mezcla de ddC y 0.5 ]l de la enzima de Klenow (5 U/ul). Abrimos los
tubos (que permanecieron en la centrifuga) y agregamos 2 gl de la mezcla de
enzima de Klenow/ddC en la esquina de la tapa de cada tubo. Tapamos los tubos
y centrifugames durante 5 & para empezar todas las reacciones al mismo tiempo.
Incubamos durante 15 min a temperatura ambiente. A los 10 min de incubacién,
abrimos los tubos y agregamos 1 gl de una solucién de dATP 2.5 uM, dCTP 2.5 mM,
dGTP 2.5 mM, 4TTP 2.5 mM. Pusimos esta solucién en las tapas y cerramos los
tubos. A los 15 min de {ncubacién, centrifugamos durante 5 s para bajar la
solucién que estaba en las tapas e incubamos durante 15 min a temperatura
ambiente. A los 10 min de la segunda incubacién, agregamos 6 Ml de una mezcla
de formamida/colorante (formamida al %6 %, xilencianol al 0.1 %, azul de bromofe-
nol al 0.1 & y EDTA 10 wM) a las tapas de los tubos y los volvimos a cerrar.
Cuando la incubacién terminé, centrifugamos durante 5 s. Calentamos durante 3
min a 100 °C cada muestra para desnaturalizarla, luego las enfriamos en hielo.
Centrifugamos para bajar las pgotas al fondo del tubo y cargamos Z ul de cada

muestra en el gel.
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Para secuenciar las 4 bases, preparamos la siguiente mezcla:

Cebador 17 mer de M13 1.0 pul
Tampén de reacciém 10 X 1.5 ul
;Cl 70 mM 1.5 41
P-dCTP 2000-3000 Ci/mmol 2.0 ul1
dCTP 20 uM 2.0 ul
H,0 3.0 ul
11.0 ul

Luego, agregamos 3 il de cada DNA molde a 11 ul de la mezcla anterior en
un tubo de microcentrifuga, incubamos durante 5 min a 55 °C para alinear, pusimos
los tubos en la microcentrifuga y centrifugamos durante 5 s. Agregamos 1 Ul de
la enzima de Klenow a cada tubo de DNA molde diferente, dividimos esta mezcla
en cada uno de 4 tubos (marcados G,A,T y C) y los colocamos en la microcentrifu-
ga. Agregamos 2 i1 de la mezcla ddG en la tapa del tubo "G", 2 Ul de ddA en la
del "A", 2 il de ddT en la del "T" y 2 pl de ddC en la del "C". Cerramos las
tapas y centrifugamos durante 5 s para comenzar las reacciones, Incubamos durante
15 min a 30 °C. Durante esta incubacién, mezclamos 4.5 4l de solucién de desoxi-
nucledtidos con 0.5 pl de MgCl, por cada 4 reacciones. A los 10 min de incuba-
cién, transferimos los tubos a la microcentrifuga y centrifugamos durante 5 s.
Pusimos 1 ftl de la mezcla de desoxinucledtidos/MgCl, en la tapa de cada tubo.
Al terminar la incubacién, centrifugamos durante 5 s e incubamos durante 15 min
a 30 °C. A los 10 min de incubacién, transferimos los tubos a la microcentri-
fupa y centrifugamos durante 5 s. Agregamos 6 4l de la mezcla de formamida/co-
lorante en la tapa de cada tubo y los cerrames. Al terminar la incubacién,
centrifugamos durante 5 s para detener las reacciones. Calentamos a 100 °C
durante 3 min y enfriamos r4pidamente en hielo.

Hicimos electroforesis a los productos de la reaccién en el gel que
montamos antes de comenzar las reacciones de secuenciamiento. Eliminamos la
cinta que estaba alrededor del gel y sujetamos una placa de aluminiec a ia parte
central del mismo. Montamos este aparato en la cdmara de electroforesis y
quitamos el peine. Agregamos tampén de corrida (TAE 1X) a los reservorios y
lavamos la urea del carril. Durante la primera incubacién de 15 min, encendimos
la fuente de poder y precorrimos el gel a 1700 V. Antes de cargar el gel,
desconectamos la fuente de poder y limpiamos nuevamente el carril. Insertamos
el peine con los dientes presionando un poce al gel para formar los carriles.
Usamos una jeringa Hamilton para cargar las muestras. Enjuagamos la jeringa en
tampén de corrida, llendndola y vacidndola de 10 a 20 veces. Eliminamos las
burbujas de aire de la jeringa y llenamos y vacilamos la jeringa 3 veces a un
nivel de 2 4l. Llenamos la jeringa a un nivel de 1.5 Ul y los cargamos en un
carril. Enjuagamos la jeringa 8 veces en un recipiente con 50 ml de tampdén de
corrida, repetimos 8 veces en otro recipiente con el mismo tampén. Cargamos el
resto de las muestras en una forma similar, Cargamos las G,A,T,y C en ese orden
y dejamos un carril vacio entre diferentes DNAs molde. Conectamos la fuente de
poder y corrimos la electroforesis a 1700 V,
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Cuando la corrida terminé, tomamos el aparato del gel, quitamos la placa
de aluminio y lo colocamos horizontalmente con la placa que tiene silicén hacia
arriba. Insertamos una espdtula entre las placas de vidrio y levantamos
lentamente la placa siliconizada. Cortamos una pieza de papel filtro Whatman
3MM de un tamafio ligeramente mayor que el gel. Alineamos un extremo del papel
filtro con el fondo del gel y lentamente dejamos caer el papel sobre el gel,
comenzando por el fondo y siguiendo hacia la parte superior., Presionamos firme
vy uniformemente el papel conforme iba tocandc al gel. Presionamos fuerte una
de las esquinas del filtro para asegurarnos que el gel se adheria al papel y lo
levantamos lentamente con el gel unido. Secamos el gel, lo cubrimos con pldstico
y expusimos una pelicula de rayos X al gel toda la noche a -70 ° C.

Transfeccién de células Hela con los pldsmidos

Cultivamos células Hela en medio de Ham suplementado con suero fetal bovine
al 10 % y penicilina-estreptomicina, Ajustamos la atmésfera hiimeda a 5 % de
C0,. Dejamos crecer las células hasta una confluencia de 50 % y procedimos a
la transfeccidén. Para lle. arla a cabo, utilizamos el método del coprecipitado
de CaPO,-DNA.,, en dos cajas T-150 (FALCON) para cada pldsmido. Primero,
cambiamos el medio de cultivo 4 h antes de la transfeccién. Usamos 5 ml por caja
de 100 mm. Hicimos la siguiente mezcla en un tubo de microcentrifuga para cada
plésmido que transfectamos:

DNA (5 ug) 5  ul
CaGl, 2M 62.5 ul
TE estéril 432.5 pl

Pasamos esta mezcla gota a gota y con leve agitacién a un tubo que conte
nia 500 pl de HBS 2X. Observamos la formacién de un precipitado muy fino y lo
dejamos reposar durante 40 min. Eliminamos el medio de cultivo de las cajas y
agregamos la mezcla del precipitado de DNA-Ca'™ a cada caja. Movimos la caja
para que el precipitado cubriera las células, dejamos reposar la caja durante
8 min, y agregamos medio de cultivo. Incubamos durante 5 h a 37 *C. Eliminamos
el medio de cultivo por aspiracién, lavamos con medic de cultivo sin suero
precalentado a 37 °C, descartamos dicho medio y agregamos medio nuevo completo.
Incubamos a 37 °C durante 48 h y procedimos a aislar el RNA total.

Extraccién de RNA a partir de células Hela transfectadas

Aislamos RNA por medioc del método de isotiocianato de guanidina-CsCl g, .
Para llevar a cabo la extraccién, desprendimos las células de las cajas de
cultivo con un "policia"™ y las pasamos a un tubo de 15 ml, de policarbomnato y
de fondo cénico. Lavamos las células, resuspendiéndolas en solucién salina y
centrifugdndelas de nuevo.
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Agregamos 4 ml de tampoén de lisis (isotiocianato de guanidina 6 M, citrato
de sodio pH 7.0 5 mM, R-mercaptoetanol 0.1 M y sarcosil al 0.5 %) y homogeniza-
mos en el vértex, Pusimos 4 ml de CsCl 5.7 M en tubos de ultracentrifuga de 10
ml para el rotor SW4l de Beckman y vertimos el lisado celular en su superficie.
Llenamos los tubos con el tampon de lisis para que no se colapsaran. Centrifu-
gamos a 174000 Xg durante 21 h a 20 °C y al final de la corrida, eliminamos el
sobrenadante por aspiracién. Descartamos los iltimos 200-400 pl con una micropi-
peta y secamos las paredes de los tubos sin tocar la pastilla. Resuspendimos
la pastilla en 200 yl de acetato de sodio 0,3 M, pH 6.0 y transferimos la muestra
a un tubo de microcentrifuga. Lavamos el tubo de ultracentrifuga con 100 ul de
acetato de sodio 0.3 M y los transferimos al mismo tubo. Agregamos 300 ul de
fenol saturadoe con TE y 300 ul de cloroformo, agitamos en el vértex y centrifuga-
mos durante 1 min. Transferimos la fase acuosa a otro tubo de microcentrifuga,
agregamos 750 pil de etanol absoluto, congelamos en CO, s6lido durante 10 min y
centrifugamos durante 10 min. Descartamos el sobrenadante, agregamos 300 ul de
etanol al 80 %, mezclamos y centrifugamos durante 2 min a 4 °C. Descartamos el
sobrenadante, secamos la pastilla en el evaporador centrifugo de wvacio y la
resuspendimos en 100 ul de H,0 tratada con dietilpirocarbonato.

Determinamos la cantidad de RNA mediante espectrofotometria de luz UV a
una longitud de onda de 260 nm (1 U.A,, = 40 pg/ml) y las muestras fueron
almacenadas a -70 °C.

Electroforesis desnaturalizante en gel de agarosa-urea 4cido

Verificamos la calidad del RNA mediante electroforesis en gel de agarosa
urea 4cidogq,. Preparamos el gel un dfa antes y de la siguiente manera: pesamos
2 g de agarosa y los disolvimos en 60 ml de urea 10 M, 10 ml de citrato de sodio
0.25 M y 30 ml de agua. Calentamos a ebullicién, enfriamos y vertimos el gel
entre dos placas verticales de vidrio. Dejamos que solidificara toda la noche,
Preparamos la muestra, mezclando 10 gg de RNA en 20 il agua, con 30 4l de tampdn
de carga. El tampén de corrida fué citrato de sodio 0.025 M. Hiecimos la
electroforesis a 40 V hasta que las muestras entraron al gel y luego asumentamos
a 80 V. Dejamos que el azul de bromofenol migrara 4/5 partes del gel y tefiimos
el gel durante 30 min en bromuro de etidio (0.5 Hg/ml). Enjuagamos c¢on agua y
visualizamos el RNA con luz UV,

Electroforesis de RNA desnaturalizado con glioxal y transferencia sz,

Desnaturalizamos las muestras de RNA (10 Hg), de acuerdo al esquema que
se muestra en la siguiente hoja:

1020091095
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Fuente RNA + DEPH,0 + Nal,P0, 0.1M + DMSO + GLIOXAL
(K1)

1.hPL-1 3.03  11.77 6.4 32 10.8
2.hPL-1 reparado 10.15 4,65 6.4 32 16.8
3.hPL-1 reparado 5.38 9.42 6.4 32 10.8
4 ,pSVgpt 5.15 9.65 6.4 32 10.8
5.hPL-3 3.57 11.23 6.4 32 10.8
6.hPL-3 mutado 5.07 .73 6.4 32 10.8
7 .RNA total de

placenta hu-

mana 12.5 2.3 6.4 32 10.8

Incubamos las muestras de RNA a 50 °C durante 1 h e hicimos un gel vertical
de agarosa al 1.2 % en tampén de fosfatos 0.01 M. Enfriamos las muestras a 20
°C y agregamos 4 Ul de tampdén de carga estéril (Glicerol al 50 g, NaH,PO, pH 7.0
0.01 M y azul de bromofenol al 0.4 %). Hicimos la electroforesis a 40 V hasta
que el colorante entré al gel, y aumentamos luego a 60 V. En ese momento pusimos
a recircular el tampén de corrida. Permitimos que el azul de bromofenol migrara
4/5 partes del gel. Utilizamos la muestra nimero 3 para cortar el carril y
tefiirlo con bromuro de etidio, para observar la apariencia del RNA separado en
el gel de glioxal, antes de la transferencia.

Transferimos por capilaridad el RNA de los otros 5 carriles a papel filtro
de nitrocelulosa 3 de la siguiente manera: vertimos en una cuba hidroneumatica
S5C 20X (NaCl al 17.53 % y citrato de sodio al 8.82 &, pH 7.0) e introdujimos
un bloque de material inerte que sobresalfa de la superficie del liquidao.
Colocamos una tira de papel filtro Whatman 3MM previamente humedecida con SSC
20X y eliminamos las burbujas de aire que se formaban entre el papel y el bloque,
con una pipeta como rodille. Colocamos el gel sobre el papel filtro e hicimos
la misma operacién con la pipeta, cuidando de no deformar el gel. Colocamos
sobre el gel una membrana de nitrocelulosa previamente humedecida en agua y en
SSC 20X. La membrana era unos milimetros mas grande que el gel. Eliminamos las
burbujas con la pipeta y colocamos sobre la membrana de nitrocelulosa 3 capas
de papel filtro Whatman 3MM del mismo tamafioc y después una cantidad abundante
de toallas de papel absorbente. Colocamos un objeto pesado sobre las toallas
y permitimos la transferencia durante 15 h. Desmontamos el aparato y permitimos
que la membrana de nitrocelulosa se secara al aire, protegida entre dos hojas
de papel filtro. Horneamos la membrana de nitrocelulosa durante 2 h a 80 °C en
una estufa con vacio. Tratamos el gel por otra parte con NaOH 50 mM durante 30
min y lo tefiimos con bromuro de etidio (0.5 fg/ml) durante 15 min para ocbservar
el RNA que no se transfirié,
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Marcaje radiactivo de phFL815 por el método de movimiento de la muescag,.

Utilizamos como sonda el pldsmido phPL815, que consiste de un DNAc del gen
hPL-3 de longitud casi total, clonado en el sitio Pstl del pldsmido pBR322.
Hicimos este marcaje de la siguiente manera:

Tamp6én "nick translation" 10X-------------- 5 pl
dNTP's 100 pM -----ccmmcmmim e e 10 ul
DNA (1 pg)--------ccmmmmmmmme e o em e maes 2 ul
BPACEP mud = so5t SRS EESIPs £ 5 D 10 pl
£ 7o RSy 21 pl
DNA polimerasa I ---=---cccmcmcccnnncnancnn- 2 ul

50 pl

Incubamos la reaccién durante 2 h a 13 °C. Durante estas 2 h, preparamos
una ¢olumna de Sephadex G-50 en una pipeta de 5 ml. Colocamos un tapén de fibra
de vidrio esterilizada por autoclave en la punta de la pipeta, cortamos la pipeta
a la altura del "0" y la mantuvimos vertical en un soporte mientras agregdbamos
el sephadex G-50 equilibrado en tampén TE con una pipeta Pasteur. Agregamos gel
hasta que el nivel llegé al "0.5 ml" y lavamos con TE. Después de las 2 h de
la reaccioén, agregamos 2.5 (1l de EDTA 0.2 M y 5 sl de SDS al 10% para detenerla.
Pasamos el producto final de la reaceidén (57.5 pl) a través de la columna.
Colectamos 8 fracciones de 500 yl en tubos de microcentrifuga, Tomamos 5 Ul de
cada fraccién y los disolvimos en 2 ml de liquido de centelleo. Determinamos
el nimero de cuentas radiactivas que el DNA marcado emitia por minuto (cpm).

Hibridizacién de la sonda con el RNA unido a la matriz de nitrocelulosa(a».

Para hibridizar la sonda radiactiva cen el RNA unido a la matriz de

nitrocelulosa, preparamos una solucién de prehibridizacién siguiendo esta rece
ta;

Formamida desionizada -«-----emcceceaacn.. 50 %
e 5 X
Solucidén de Denhart ----------c--mvomanne 5 X
Fosfato de sodio, pH 8.0 ------c-momonnnen 50 mM

L 1 B e L 0.1 %
ABUE =----cmmccmmenmncmcer i st ne e c.b.p.10 m]

Colocamos la membrana de nitrocelulosa dentro de una bolsa de pléastico,
agregamos la solucién de prehibridizacién, eliminamos las burbujas de aire y
prehibridizamos durante 5 h a 42 °C en un bafio de agua con agitacién lenta.

Durante este lapso, preparamos la solucién de hibridizacién de acuerdo a la
receta que se muestra enseguida:
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Formamida desionizada -------------------- 30 %
8S8C -----m-mmm e e e 5 X
Solucién de Denhart -----«-----ocemeo-ooo-- 1X
Fosfato de sodio pH 8.0 --=-ccnccnccennnn 20 mM
BDS -cremacamcdewie sk s - seeEE s e s e 0.1 %
Dextrdn. sulfate ss---wsegesssucisons cavaas 10 &

mis la sonda radiactiva (10 000 000 cpm), previamente calentada a ebullicidn
durante 5 min y enfriada en hielo durante 5 min. Al terminar la prehibridiza-
¢ién, cortamos una esquina de la bolsa y descartamos la soluciém de prehibri-
dizacién. Agregamos la solucién de hibridizacion, eliminamos las burbujas de
aire, sellamos la bolsa, e hibridizamos toda la noche a 42 °C en un baiio de agua.
Al terminar la hibridizacién cortamos una esquina de la bolsa y descartamos la
solucién de hibridizaeién. Extrajimos la membrana y la lavamos 3 veces con 400
ml de SSC 2X, SDS al 0.1 % a temperatura ambiente por 15 min cada vez. Lavamos
3 veces con 400 ml de SSC 0.1X, SDS al 0.1 & a 50 °C durante 30 min cada vez.
Enjuagamos 1la membrana en SSC 0.1X y la secamos al aire entre dos hojas de papel
filtro Whatman 3 MM. Envolvimos el filtro con pldstico y expusimos una pelfcula
de rayos X al mismo durante toda la noche a -70 °C. Revelamos la pelicula al dia
siguiente.

Cotransfeccién con pSV2CAT

Al no obtener sefial, hicimos otra tansfeecién, pero esta vez cotransfec-
tamos el plasmido pSVZCAT(éU, el cual lleva la informacién genética para la clo-
ranfenicol acetil-transferasa de E. coll (CAT) bajo la direccidén del promotor-
amplificador de la regidén temprana de SV40, Esta cotransfeccidn tuvo como
objetivo verificar que la transfeccién fué eficiente técnicamente. Para esto
hicimos ensayos para CAT con sobrenadantes de las células cotransfectadas de la
siguiente manera: cosechamos las células transfectadas 48 h después de la trans-
feccién y las lisamos mediante 3 ciclos de congelacidén-descongelacisén en hielo
seco-etanol. Entonces, preparamos la siguiente mezcla:

20 pl de sobrenadante celular
139 (41 de Tris pH 7.8 0.25 M
1 ul de '¢-Cloranfenicol (0.1-0.2 puci)
20 pl de Acetil CoA 4 mM
180 ul

y la incubamos a 37 °C durante 1 h. Detuvimos la reaccién agregando 0.5 ml de
acetato de etilo y 0.5 ml de Tris pH 7.8 0.25 M frio. Agitamos en vértex por
1 min, centrifugamos durante 2 win y transferimos la fase superior a otro tubo.
Secamos el acetato de etilo en el evaporador centrifugo al vacio y en ese momento
secamos una placa para cromatograffia en capa fina durante 10 min a 80 °C y con
vacio. Resuspendimos el contenido desecado de los tubos en 15 il de acetatao de
etilo y con una micropipeta colocamos la muestra, gota a gota, en la placa de
cromatografia de capa fina. Corrimos la cromatografia durante 30 min, con una
mezcla de cloroformo 95 %- metanol 5% como eluente. Secamos la placa al aire
y expusimos una pelicula de rayos X durante 24 h a -80 °C. Revelamos la pelicula
al dia siguiente,
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Otra forma de aumentar la transcripcién de los genes transfectados era
aumentar la cantidad de DNA molde que sirviera para la transcripcién. Para
esto, hicimos la transfeccién en células COS-7(a?. Estas son células de rindén
de mono verde africano (CV1), transformadas con ei genoma del virus de simio 40
defectuoso en el origen de replicacién. Las células C0OS-7 son productoras de
antigeno T, el cual promueve la replicacién de moléculas de DNA que tengan el
origen de replicacién del virus de simio 40. Los pl4dsmidos pSV2gpt poseen este
origen de replicacién y por lo tanto es posible que se repliquen.

Otra manera de incrementar la cantidad de RNA a un nivel detectable era
aumentando la potencia del promotor. Para elegir el promotor que dirigiera la
transcripcién de los genes, realizamos un par de transfecciones, una con el
pldsmido pSV2CAT y la otra con pCMVCAT ., en el cual el gen CAT esta bajo la
direccién de la unidad promotor-amplificador del gen principal inmediato tempra
no del citomegalovirus humano (hCMV). Cuarenta y ocho horas después de realizar
las transfecclones hicimos el ensayo de CAT, y evaluamos los resultados.

Construccién de pAVE, un vector de expresién para genes eucariéticos

Digerimos el pldsmido pCMVCAT con Ec¢oRI y BindIII simultdneamente (Figura
9) y verificamos la digestidén por electroforesis en gel de agarosa al 1 &. En
paralelo, digerimos el plasmido pUC 19 con las mismas enzimas y verificamos la
digestidén de la misma manera. Separamos los fragmentos producto de las digestio-
nes mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 4 % y los recuperamos

mediante dos técnicas diferentes. Recuperamos el fragmento proveniente de
pCMVCAT por electroelucién y el fragmento proveniente de pUC 19 por elucién
pasiva, como describimos antes. Verificamos la calidad y cantidad del DNA

recuperado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % y procedimos a la
ligacién de ambos fragmentos, haciendo uso de la DNA ligasa del fago T4.
Revisamos la ligacidén mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% a partir
de una alicuota. Usamos el resto de los productos de la ligacién para
transformar E. coli RR1 Ca"-competentes, Hicimos la transformacisém como
explicamos anteriormente, excepto que ahora extendimos 1/10 de las bacterias
transformadas en una caja y los otros 9/10 en otra.

Para rebajar el nimero de colonias a ser analizadas por el método de los
minilisados alcalinos, hicimos un andlisis rdpido de los plédsmidos superenrro-
llados de 12 clonas(,,. Para llevar a cabo esta técnica, procedimos de 1la
siguiente manera: con el extremo del asa bacteriolégica levantamos media colonia
(2-3 mm de didmetro), la sembramos por puncién en una caja numerada y disolvimos
el resto de la colonia en 15 pl de tampén de lisis (NaOH 50 mM, Glicerol al 5
§, SDS al 0.5 &, EDTA 5 mM y azul de bromofenol al 0.1 %) en un tubo de
microcentrifuga. Agitamos en el vértex para disolver la pastilla e incubamos
a 65 °C durante 15 min, Centrifugamos durante 5 min, tomamos el sobrenadante,
le agregamos 2 pl de jugo azul 6X y cargamos la muestra en un gel de agarosa al
1s.
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Figura 9.- ESTRATEGIA PARA LA CONSTRUCCION DE pADE

pCMVCAT fué cortado simultaneamente con HindIII (H) y EcoRI (E),
y el fragmento conteniendo el promotor de hCMYV fué recuperado para ligar-
lo a un fragmento de sitios mdltiples de clonacién (FSMC) proveniente de una

digestién similar de pUC19, dando origen a pAVE.
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Tefiimos el gel en bromuro de etidio 0.5 fg/ml en TAE durante 15 min con
agitacioén ocasional y desteriimos durante 15 min en ddH,0. Después de seleccilonar
las clonas que portaban el pldsmido del tamatio esperadc, procedimos al andlisis
por minilisados alcalinos y digestiones de restriccién de tres de ellas. Cuando
verificamos la identidad e integridad de los nuevos pldsmidos, inoculamos una
de las clonas en 12 tubos con 4 ml de medio LB cada uno y realizamos un minilis-
ado alcalino como describimos antes. El propdsito de esto fué contar con DNA
suficiente para manipularlo cou el fin de introducir los genes hPL en este
vector. Llamamos pAVE al nuevo plasmido.

Subclonacién de hPL-1 silvestre, hPL-1 reparado, hPL-3 silvestre y hPL-3 mutado,
en pAVE

Subclonamos los genes hPL-3 silvestre y hPL-3 mutado en pAVE de la
slguiente manera (Figura 10): digerimos pAVE con BamHI y EcoRI y separamos el
fragmento correspondiente al vector por electroforesis en gel de poliacrilamida
al 4 8. Lo recuperamos por electroelucién, como describimos antes. En paralelo,
digerimos pSV2gpthPL-3 silvestre y pSV2gpthPL-3 mutadeo con las mismas enzimas
y purificamos los fragmentos producidos. Ligamos los fragmentos y obtuvimos las
¢lonas que portaban los pldsmidos requeridos. Crecimos dichos pldsmidos a gran
escala y los usamos para hacer una transfeccién piloto que nos indicara la
factibilidad de utilizar la unidad promotor-amplificador de hCMV para dirigir
la transcripcidén de los genes hPL, de tal manera que fuera posible detectar los
transcritos.

Se presentd el problema de que los genes hPL-1 silvestre y hPL-1 reparado
no poseen ningun sitio BamHI con el cual subclonarlos en nuestro vector. Para
resolver esto, modificamos 1la estrategia general. El cambio consistié en
sustituir la regién 5’ de los genes hPL-1 por su homéloga del gen hPL-3,
construyendo dos genes diferentes, uno de los cuales posee la mutacién del gen
hPL-1 y el otro la regiém normal del gen hPL-3. Para llevar a cabo tales
construcciones, digerimos pAVEhPL-3 silvestre con BamHI y EcoRI y verificamos
la digestién por electroforesis en gel de agarosa al 1 §. En paralelo, digerimos
pSV2gpthPL-1 silvestre con Sacl y EcoRI y verificamos de la misma manera. Al
mismo tiempo, digerimos pSV2gpthPL-3 silvestre y pSV2gpthPL-3 mutado con BamHI
y Sacl. Separamos los fragmentos producidos en estas digestiones por electro-
foresis en gel de agarosa de bajo punto de fusién al 1 % y recuperamos el DNA
de las bandas de interés por el método de yodure de sodio-silica que describimos
a continuacidn: cortamos la banda del gel de agarosa de bajo punto de fusidn
y agregamos 2.5 volimenes de una solucién saturada de yoduro de sodio. Incubamos
durante 5 min a 50 °C para disolver la agarosa y agregamos 5 f#l de una suspensién
de silica finamente molida en agua e Incubamos durante 5 min. Centrifugamos el
complejo silica-DNA durante 5> s y descartamos el sobrenadante. Lavamos la
pastilla 3 veces con tampén NEW (la férmula exacta de este reactivo, que forma
parte del estuche "GENECLEAN" de la compatiia BIO10l no est4 disponible) resuspen
diéndola y reprecipitdndola sucesivamente., Eluimos el DNA con agua destilada
estéril, centrifugamos nuevamente y transferimos el sobrenadante a un tubo nuevo
para descartar la silica.
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Figura 10.- ESTRATEGIA PARA SUBCLONAR LOS GENES hPL EN pAUE.

Los genes hPL-3 fueron subclonados en pAVE desde el sitio BamHI al inicio del primer exén
hasta el sitio EcoRI en el extremo 3'. Los genes hPL-1 no poseen el sitio Bamlil, por lo que la
estrategia general fué modificada sustituyendo el extremo 5" del gen hPL-1 por la regién corres-
pondiente del gen hPL-3. E] gen hPL-1 silvestre incluye el extremo 5'del gen hPL-3 pero con-
serva Ja mutacién al inicio del inttén [, el gen hPL-1 reparado contiene el extremo 5' del gen
hPL-3 desde BamHI hasta Sacl, y carece por lo tanto de la mutacién. El vector recibié los genes
en los sitios BamHI y EcoRI por lo que se encuentran directamente bajo la influencia del promo-
tor del citomegalovirus (CMV).
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Ligamos los fragmentos de la siguiente manera:
a) pAVEBamHI-EcoRI + hPL-3 BamHI-SacI + hPL-1SacI-EcoRI.
b) pAVEBamHI-EcoRI + hPL-3mutBamHI-SacI + hPL-18acI-EcoRI.
Identificamos las clonas que posefan los pldsmidos de interés y los crecimos a
gran escala de la manera ya descrita.
Transfeccién de células COS-7 con pAVEhPL-1 silvestre, pAVEhPL-1 reparado,

PAVEhPL-3 silvestre y pAVEhPL-3 mutado,

Realizamos la transfeccién por el método antes descrito y de acuerdo al
siguiente esquema:

PAVEhPL-1 silvestre + pSV2CAT -------- 3 botellas T-150
PAVEhPL-1 reparado + pSV2CAT --------- " " 0 n
PAVERPL-3 silvestre + pSV2CAT -------- L n noa
pAVEhPL-3 mutade + pSV2CAT ----------- " n « w
PSVZ2CAT ---emmocmmm i ieeeeeeceee o " n i e

Dos dias después de la transfeccién, cosechamos las células e hicimos un
ensayo de CAT a una sexta parte de ellas y aislamos RNA a partir de las otras
cinco sextas partes, usando el protocole que describimos a continuacién.

Extraccién de RNA total por el método de isotiocianato de guanidina-cloruro de
litio

Para llevar a cabo la extraccién, procedimos de la siguiente manera ,.:
descartamos el medio de las cajas de cultivo. Lavamos las células con salina
Yy descartamos la solucién. Agregamos 1 ml de tampén de lisis (isotiocianato de
guanidina 5 M, EDTA 10 mM, Tris-HCl pH 7.5 50 wM, B-mercaptoetanol 8 %) a la
primera botella y lo extendimos., Transferimos el lisado a la sigulente botella
y asi sucesivamente. Repetimos el procedimiento 2 veces, usando 0.5 ml de tampén
de lisis por vez. Al final tenfamos 2 ml de cada juego de botellas en tubos
COREX de 30 ml hornmeados. Agregamos 10 ml de cloruro de litio 4 M, mezclamos
y dejamos reposar a 4 °C durante 20 h. Centrifugamos a 11000 Xg durante 90 min
a 4 °C y descartamos el sobrenadante. Resuspendimos la pastilla en cloruro de
litio 3 M, mezclando en el vértex y centrifugamos como en el paso anterior, pero
solo 60 min. Descartamos el sobrenadante y resuspendimos la pastilla de RNA en
tampén de solubilizacién (SDS al 0.1 %, EDTA 1 mM, Tris-HCl pH 7.5 10 mM) agi-
tando en el vdértex durante 20 s cada 10 min durante 50 min. Extrajimos con un
volumen igual de fenol, centrifugamos y recuperamos la fase acuosa. Extrajimos
con un volumen de cloroformo, centrifugamos y recuperamos la fase acuosa.
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Agregamos 0,05 volumenes de acetato de amonio saturado, 2 volimenes de
etanol y precipitamos a -20 °C toda la noche. Centrifugamos a 14000 Xg durante
20 min y lavamos la pastilla con etanol al 90 % para eliminmar el LiCl.
Resuspendimos en 100 ul de ddH,0 tratada con dietilpirocarbonate y verificamos
la calidad del RNA por electroforesis en gel de agarosa-urea 4cido. Posterior-
mente, desnaturalizamos 15 g de RNA con glioxal y lo separamos en un gel de
agarosa al 1.2 $ en tampén de fosfatos 0.01 M y lo transferimos a un papel filtro
de nitrocelulosa. Horneamos el papel filtro durante 2 h a 80 °C con vacio.

Marcaje radiactivo de phPL815 por sintesis de DNA dirligida por oligonucleétidos
al azar,g,

Para llevar a cabo este marcaje usamos la sonda que mencionamos anterior
mente (phPL81l5). Marcamos 250 ng de la siguiente manera: pusimos 50-100 ucCi
de 32p.acTP (10 H41) en un tubo de microcentrifuga estéril y los secamos en el
evaporador centrifugo de vacio. Agregamos 11.4 Ul de solucién LS y 1 pl de BSA
10 mg/ml. Pusimos 6 pl de DNA (25 ng/ul) en otro tubo que contenia 12.2 ul de
agua destilada estéril. Calentamos el tubo con el DNA a 100 °C durante 5 min,
y lo colocamos inmediatamente en un bafic con hielo. Agregamos 12.1 Ul de la
mezcla DNA/agua a la mezcla de reaccién en hielo. Agregamos 1 pl (2.5 U) de la
enzima de Klenow, mezclamos y centrifugamos brevemente para colectar el volumen
en el fondo del tubo. Incubamos a temperatura amblente durante 3 h y agregamos
50 pl de tampdn para detener la reaccién (EDTA 10 mM, SDS al 1 &). Mientras
transcurria la incubacién, montamos una columna de filtracién en gel como
describimos anteriormente. Después de la reaceién, separamos la sonda por
cromatografia de filtracién en gel, esta vez en una jeringa de 1 ml. Obtuvimos
fracciones de 300 pl, 250 ul, 100 4l y 100 pul, de las cuales tomamos una alicuota
de 5 il para determinar las cpm, en el contador de centelleo liquido,
Posteriormente, repetimos la hibridizacién, lavado y exposicién como describimos
antes.
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RESULTADOS

A partir de los resultados de los minilisados alcalinos, seleccionamos 2
clonas de cada uno de los plasmidos: pSV2gpthPL-1 reparado y pSV2gpthPL-3 mutado
¥ las crecimos a gran escala. Crecimos también pSV2gpt, pSV2gpthPL-1 silvestre
y pSV2gpthPL-3 silvestre, obteniendo los siguientes resultados:

PLASMIDO ABS,,  ABS,, PUREZA [ug/ul] TOT?L )

ng
pSV2gpthPL-1 A 0.902 0.468 1.93 4,51 4,51
pSV2gpthPL-1 B 0.940 0.487 1.93 4.70 4.70
pSV2gpthPL-1rep A  0.446 0.233 1.91 2.23 2.23
pSV2gpthPL-1rep B 0.611 0.311 1.96 3.06 3.06
pSV2gpt A 0.958 0.489 1.96 4.79 4.79
pSV2gpt B 0.723 0.368 1.96 3.62 3.62
pSV2gpthPL-3 A 0.431 0.225 1.91 2.16 2.16
pSV2gpthPL-3 B 0.576 0.301 1,91 2.88 2.88
pSV2gpthPL-3mut A  0.452 0.241 1.87 2.26 2.26
pSV2gpthPL-3mut B 0.438 0.234 1.87 2.19 2.19

Posteriormente, verificamos la identidad de los pldsmidos por digestién
con EcoRI y Sael (Figura 11). La digestién con EcoRI liberé los genes hPL que
estaban clonados en el sitio EcoRI dunico del . vector. Se produjeron dos
fragmentos,; el mayor de los cuales es igual en todos los recombinantes y
corresponde al vector pSV2gpt. Este Gultimo nigra a la misma altura que la banda
del pSV2gpt linearizado con HindIII. El otro fragmento es diferente entre las
digestiones de los pldasmidos que portan los genes hPL-1 y los que portan los hPL-
3. Dicha banda corresponde a los genes mismos. El gen hPL-1 es de mayor tamafic
(3.6 kb) que el gen hPL-3 (2.9 kb). Los tamafios de los fragmentos son los
indicades de acuerdo con el marcador de peso molecular (DNA del fago lambda
digerido con HindIITI). Medlante la digestién con Sacl verificamos que éste sitio,
el cual estuvo involucrado en la manipulacién, no fué alterado. La ausencia de
digestién del pSV2gpt con Sacl, descarta que la linearizacién de los plasmidos
recombinantes se deba a un sitio en el vector.

Verificacién del intercambio de los segmentos por digestién con Alul

Cuando analizamos 1la digestién con Alul, observamos que los genes hPL-1
gilvestre y hPL-3 mutado mostraban la ausencia de la banda de 115 pb y 1la
presencia concomitante de una banda de 80 pb., Por otro lado, los genes hPL-1
reparado y hPL-3 silvestre presentaron la banda de 115 pb (Figura 12). Esto
nos proporcioné una prueba directa de que hablamos intercambiado el segmento
PvulI-SacI y una prueba indirecta de que habiamos intercambiado la mutacién del
sitio donador del procesamliento del segundo intrén.
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Figura 11.- CARACTERIZACION DE LOS PLASMIDOS pSU2gpthPL-1 REPARADOD ¥
pSU2gpthPL-3 MUTADO CON LAS ENZIMAS DE RESTRICCION EcoRl y Sacl.

Los pldsmidos fueron cortados con las enzimas de restriccién EcoRI y Sacl y los fragmentos
producidos fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 1 %. En ¢l Panel I se muestran
los productos del corte con EcoRI. Carriles: A,G y P son marcadores de peso molecular (DNA de
fago lambda digerido con HindIll), B es pSV2gpthPL-1 linearizado, C y D son pSV2gpthPL-1
silvestre, Ey F son pSV2gpthPL-1 reparado, Hy J son pSV2gpt linearizado, Ies pSV2gpt
superenrrollado, K y L son pSV2gpthPL-3 silvestre, M y N son pSV2gpthPL-3 mutado y O es
pSV2gpthPL-3 linearizado. En el Panel IT, se muestran los productos de la digestién con Sacl.
Camriles: A y P son los marcadores de peso molecular. B y C son pSV2gpthPL-1 silvestre, D y E
son pSV2gpthPL-1 reparado, F es pSV2gpthPL-1 superenrrollado, G es pSV2gpthPL-1 linearizado,
H y Json pSV2gpt con Sacl, Ies pSV2gpt superenrrollado, Ky L son pSV2gpthPL-3 silvestre, M
¥ N son pSV2gpthPL-3 mutadoy O es pSV2gpthPL-3 superenrrollado.
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Figura 12.- VERIFICACION DEL INTERCAMBIO DE SEGMENTOS CON fjul.

Los pldsmidos fueron cortados con Alul, y los productos de la digestién separados por electroforesis
en gel de poliacrilamida. Carriles: A y N, son unmarcador de peso molecularde 123 pb, B y M
son DNA del fago Phi-X 174 cortado con Haelll, C y D son pSV2gpthPL-1 silvestre, E y F son
PSV2gpthPL-1 reparado, G y H sonpSV2gpt, I y J son pSV2gpthPL-3 silvestre, K y L son
pPSV2gpthPL-3 mutado.
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Verificacién del intercambio de la mutacién por secuenciamiento de nucleétidos

Recurrimos a una técnica mas fina para verificar el intercambio de 1la
mutacién (Figura 13). Al revisar la informacidén obtenida del gel de secuen-
clamiento, observamos que al inicio del segundo intrén habiamos intercambiado
la mutacién. Asi verificamos el intercambio de segmentos hasta el nivel mas
fino, ¥y concluimos que poseiamos los cuatro genes que desedbamos probar en el
sistema de expresién in vivo: hPL-1 silvestre, hPL-1 reparado, hPL-3 silvestre
y hPL-3 mutade.

Introduccién del DNA a células Hela y aislamiento de RNA total

Después de transfectar células Hela con los pldsmidos construidos, aisla
mos RNA total y obtuvimos los siguientes datos:

Fuente 260 280 260,280 pg/ul
1. hPL-1 1.540 0.745 2.06 6.16
2. hPL-1rep A 0.494 0.263 1.87 1.97
3. hPL-1rep B 0.930 0.497 1.87 3.72
4. pSV2gpt 0.970 0.517 1.87 3.88
5. hPL-3 1.400 0,749 1.87 5.60
6. hPL-3mut 0.986 0.528 1.86 3.94

Verificacién de la Integridad del RNA por electroforesis en gel de agarosa-urea
dcido

Corrimos una alicuota de 10 ug de RNA total por electroforesis en gel de
agarosa-urea acido y observamos que estaba integro, sin seflal alguna de degrada-
cién (Figura 14). Corroboramos esto, observando que la banda de RNA ribosomal
28 S, emitia aproximadamente el doble de fluorescencia que la del 18S. Ademas
las bandas se observaron nitidas y no existia fluorescencia hacia abajo del RNA
S S que estuviera siendo emitida por productos de degradacioénm.

Electroforesis de RNA desnaturalizado con glioxal y dimetilsulféxido

Después de correr la electroforesis, tefiimos un carril con bromuro de
etidio para observar el aspecto del RNA antes de la transferencia, Observamos
bandas prominentes correspondientes a los RNA ribosomales 28 §, 18 S y 5 8.
Después de permitir la transferencia durante 15 h, tefiimos el gel para observar
el RNA después de la misma y verificar la eficiencia, comparando la intensidad
de 1la fluorescencia emitida antes y después (Figura 15). E1 RNA mensajero del
lactégeno placentario migra aproximadamente la misma distancia abajo del RNA 18
S que la que separa a éste tltimo del 28 S, por lo tanto la transferencia en la
region donde se encontraba el RNAm del lactégeno placentario fué muy eficiente.
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Figura 13.- VERIFICACION DEL INTERCAMBI0 DE LA MUTACICON POR
SECUENCIAMIENTO DE NUCLEOTIBOS EN LA UNION EHON 11- INTRON 11,

Se muestra una porci6n del gel de secuenciamiento donde se comprueba que el gen hPL-3
mutado posee una adenina ( A) en lugar de guanina (G) al inicio del intrdn I. La parte
correspondiente a la secuencia del gen hPL-3 silvestre fué sobreexpuesta para demostrar las
bandas con claridad. Resultados similares se obtuvieron para el gen hPL-1 (datos no mostrados).
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Figura 14.- UERIFICACION DE LA INTEGRIDAD DEL RNA

Gel de agarosa urea 4cido al 1.5 %, tefiido con bromuro de etidio que mues-
tra el RNA separado para verificar su integridad. Se observan las bandas
caracteristicas de los RNA 28, 18 y 5 §. El aspecto es tipico de RNA no
degradado. Se observa una pequeiia cantidad de DNA contaminante en la

parte superior de los carriles.

288

18 S

58

Figura 15.- VERIFICACION DE LA EFICIENCIA DE TRANSFERENCIA
Geles de agarosa al 1.2 % tefiidos con bromuro de etidio para mostrar el RNA glioxilado
antes (A) y después (B) de la transferencia. Se observa la presencia de las caracteristicas
bandas 28 y 18 S, en ambas fotografias. Labanda 5 S y la fluorescencia por debajo de
la banda 18 S se observan solamente antes de la transferencia, lo que indica que Ja trans-
ferencia en esta regién del gel fué eficiente.
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Marcaje radiactivo de phPL815 por el método de movimiento de la muesca:

Abajo se muestran los datos que obtuvimos del contador de centelleo
liquido:

Fraccién # cpm

24

22

34
1162449
18428
5642
30837
208144

QAU e W

Hibridizacién y autorradiografia

Después de obtener la sonda radiactiva, procedimos a hibridizarla con el
RNA que habiamos transferide a la membrana de nitrocelulosa. Al revelar la
pelicula (Figura 16), observamos que el unico RNA que dié sefial positiva, fué
el de placenta humana (generosamente donado por el Q.F.B, Diego Enrique Rincén
Limas). Este testigo indicé que la técnica desde la electroforesis con glioxal
hasta la autorradiografia se llevé a cabo correcta y eficientemente.

Surge el primer problems

Ninguno de los RNAs provenientes de las transfecciones dié6 seflal, ain
después de exponer la pelicula al filtro por largos periodos de tiempo. Por lo
tanto el problema ocurrié antes de, o durante la transfeccién. El resultado
anterior podia explicarse de dos maneras: 1) el DNA de los plasmidos nunca entré
& las células debido a un procedimiento técnico ineficiente, o 2) el DNA de los
genes no estaba slendo transcrito o lo estaba siendo a niveles por abajo de
nuestro limite de sensibilidad, debido a requerimientos de su promotor en cuanto
a especificidad de tejido. Para eliminar la primera posibilidad realizamos otra
transfeccidén, esta vez usando un testigo del procedimiento, Para tal propésito
cotransfectamos los pldsmidos recombinantes con pSV2CAT. Esto nos permitié
saber, mediante un ensayo enzimdtico a un extracto de células transfectadas,
que la técnica de transfeccién era eficiente (Figura 17). Sin embargo, cuando
repetimos la extracclén de RNA, electroforesls, transferencia e hibridizacidn,
los resultados permanecieron negativos. Por lo tanto, la informacién genética
de los pldsmidos estaba siendo introducida pero no expresada a un nivel detecta-
ble.

Hicimos la transfecclidén en células CO0S-/, pero observamos resultados
similares a los que obtuvimos cuando hicimos la transfeccién en células Hela
(datos no mostrados). Por lo tanto, decidimos cambiar el promotor de nuestros
genes por otro de potencia reconocida y que fuera activo en células COS-7.



RNAm hPL

Figura 16.- ANALISIS DE TIPD "NORTHERN" DE LOS RNAm DE L0S GENES hPL.

Autorradiograffa que muestra en el carril (A) la sefial proporcionada por el testigo positivo (RNA
total de placenta humana), indicando que no hubo ningin problema técnico después de la
transfeccién. En los demds carriles no se observa seiial, atin con largos perfodos de exposici6n.
Las muestras de los carriles B a F corresponden a RNA de transfecciones con los diferentes genes

.
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En la tarea de elegir el promotor apropiado, encontramos dos candidatos:
a) promotor-amplificador del gen inmediato temprano de SV40.

b) promotor-amplificador del gen principal inmediato temprano del
citomegalovirus humano (hCMV).

Dado que poseiamos ambos promotores, comparamos su potencia usando el
sistema de la cloranfenicol acetil-transferasa. Observamos que, como estaba
reportado, la unidad promotor-amplificador del hCMV es mas potente que la del
SV40 y por lo tanto fué la indicada para dirigir la transcripeién de nuestros
genes (Figura 18).

Transfeccién a células COS-7 y aislamiento de RNA total

Después de construlr pAVE, subclonamos los genes de interés segun la
estrategia delineada en la seccién de métodos y después de crecer los plasmidos
a gran escala, los transfectamos en células COS-7 y aislamos RNA total después
de permitir que la informacién se expresara. Los datos del aislamiento de RNA,
se muestran a continuacién:

Experimento con: Abs,c Abs,aq  Abs ,.0/8y  HE/KL

PAVEhPL-1 silvestre 0.195 0.136 1.4 0.78
PAVEhPL-1 reparado G.084 ¢.069 1.2 0.34
PAVEhPL-3 silvestre 0.197 0.138 1.4 0.79
PAVEhPL-3 mutado 0.109 0.082 i 0.44
pSV2CAT 0.195 0.136 1.4 0.78

Después del procedimiento rutinario de revisiém de la integridad por
electroforesis en gel de agarosa-urea dcido, electroforesis en condiciones
desnaturalizantes, transferencia y horneado, preparamos nuevamente sonda
radiactiva, esta vez por la técnica de sintesis de DNA dirigida por oligonucleé-
tidos al azar. Los datos que obtuvimos de este marcaje, se muestran a continua-
cién:

Fracciém # cpm
1 236791
2 847347
3 146506
4 401177



1,3 diacetillt-moranfenicol
3-acetil ]bCIoranrenicol

1-acetil 1t—Cloranfenicol

14C—C1oranfemcol

Figura 18.- COMPARACION DE LA EFICIENCIA DE TRANSCRIPCION ENTRE

LAS UNIDADES PROMOTOR-POTENCIADOR DE pSB2CAT ¥ pSCMUCAT
Transfectamos los pldsmidos pSV2CAT (Carril B) y pCMVCAT (Carril C), en células COS-7
¢n condiciones semejantes y al mismo tiempo. La fotografia muestra que pPCMVCAT produce
una mayor cantidad de acetilacién y por ende una mayor cantidad de CAT que pSV2CAT. El
carril A muestra ¢l testigo positivo usando CAT comercial purificada a partir de E. coli..



DNA de piégsmido

RNAmM de hPL

Figura 19.- ANALISIS TIPO "NORTHERN" DEL RNA DE LAS CELULAS

COS-7 TRANSFECTADAS CON LOS GENES hPL SUBCLONADOS EN pAVE

Los carriles muestran RNA proveniente de las transfecciones con: A.~ pSV2gpt (testigo
negativo), B.- pSV2gpthPL-1 silvestre, C.- pSV2gpthPL-1 reparado, D.- pSY2gpt
hPL-3 silveste y E.- pSV2gpthPL-3 mutado. El RNAm del gen hPL-3 da una sefial
muy intensa, pero con un tiempo de exposicidn menor provee un indicador del tamafio
normal de los transcritos. En el carril del hPL-1 silvestre, no se observa nada a esta altura,
pero en el carril del gen hPL-1 reparado, una banda empieza a aparecer. El gen hPL-3
mutado parece haber disminuido en su capacidad de sintetizar transeritos, pero no al
mismo grado que el hPL-1 silvestre.
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Hibridizacioén y aurorradiografia

Después de seguir el procedimiento de rutina de hibridizacién y lavados,
revelamos la pelicula (Figura 19), y observamos que el gen hPL-3 silvestre
(testigo positivo) dié una sefial intensa. La forma de delimitar la altura a la
que se encontraba la banda fué revelar una pelicula con un tiempo muy corto de
exposicién (1 hora) y volver a exponer para delimitar las posiciones de las
demds bandas. El RNA procedente de la transfeccién con el gen hPL-3 mutado
también dié una sefial fuerte, pero menor que la del hPL-3 silvestre. Estas
observaciones son consistentes con otras previas, cuando hicimos una transfec-
cién piloto con los genes hPL-3 silvestre y mutado. En el carril del RNA de la
transfeccién con el gen hPL-1 silvestre, observamos varias bandas, pero ninguna
a la altura de la del RNAm del gen hPL-3. En el carril del gen hPL-1 reparado,
fué posible distinguir la presencia de una banda a la altura del RNA mensajero
de hPL-3, que sin embargo no tiene la misma intensidad que el control positivo.
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DISCUSION

Las técnicas modernas de ingenieria genética nos permitieron amalizar la
expresién de los genes hPL a nivel de los RNA mensajeros y observar el efecto
de la mutacion G - A al inicio del intrén II del gen hPL-1 sobre su expresién.
En nuestro primer enfoque, introdujimos los genes hPL-1 silvestre, hPL-1
reparado, hPL-3 silvestre y hPL-3 mutado dirigidos por sus promotores naturales
en células HeLa, aislamos el RNA total y buscamos la presencla de transcritos
de los genes introducidos. No detectamos serial. El hecho de que el RNA de
placenta humana dié seiilal positiva eliminé la posibilidad de un problema técnico
a partir de la electroforesis en condiciones desnaturalizantes con glioxal, que
fué cuando empezamos a usar este testigo. Por lo tanto, existia la posibilidad
de que la transfeccidén habia sido ineficiente. Para investigar esto, hicimos
otra transfeccion, pero esta vez usando un testigo del procedimiento. Este
testigo consistié en cotransfectar nuestros genes con el plasmido PSVZCAT y
probar la actividad de 1la enzima cloranfenicol acetil-transferasa en 1los
extractos de las células transfectadas, Este procedimiento tieme su racional
en que las células de mamifero no poseen actividad enzimdtica de CAT, por lo
tanto la presencia de esta enzima en los extractos indica que la informacién de
pSVCAT entré a las células y fué expresada q,. Con estos experimentos
demostramos que el procedimiento técnico de la transfeccidén se llevé a cabo
correctamente, sin embargo, cuando buscamos los transcritos de nuestros genes
no los detectamos. Todo el procedimiento técnico fué eficiente y por lo tanto
la imposibilidad de detectar los transcritos debe haberse originado en la
incapacidad misma de los genes para producir RNA mensajero en cantidades que
pudieramos detectar.

Después tratamos de incrementar el nmimero de tramnscritos incrementando la
cantidad de DNA molde. Para hacer esto, usamos celulas C0S-7 45y, Pero ni atin asi
detectamos los RNA mensajeros. Esto pudo deberse a que los genes definitivamente
no se expresaron o a que los pldsmidos no se replicaron por efecto de las
llamadas "secuencias venenosas" presentes en ellos ...

En las construcciones originales los genes hPL estaban bajo la direccién
de sus promotores naturales. Normalmente los promotores poseen informacién en
"cis™ que interactia con proteinas para permitir y/o aumentar la transcripeién.
Dichas proteinas (factores en "trans")may determinan la especificidad de tejido
de la expresién del gen. Los genes hPL son expresados en la placenta humana y
por lo tanto es probable que en otro tipo celular no haya los factores necesarios
para su transcripcién, o existan factores inhibitorios de la misma, ya que se
ha mostrado que en eucariotes superiores la regulacién de la expresion génica
puede ser negativa, un fenémeno llamado extinciém .

Nuestro plan entonces fué cambiar las regiones de los genes que dictan la
especificidad de tejido, es decir los promotores. Existian disponibles dos
diferentes promotores para sustituir a los naturales. Un promotor del SV40 y
el otro del hCMV. Hicimos una prueba de la potencia de ambos y determinamos
que el hCMV es mas fuerte que el de SV40, como se habia descrito s,. Habiendo
determinado que el promotor de hCMV era mas potente, construimos un nuevo vector
llamado PpAVE. En este vector, pusimos un fragmento de multiples sitios de
clonacién proveniente de pUClY9 que nos permitié subclonar los genes hPL para
ponerlos bajo la influencia del promotor de hCMV.



29

Posteriormente, repetimos el procedimiento de introduccién del DNA a
células COS-7, esta vez con los genes hPL bajo la direccién del promotor de hCMV
y ahora si detectamos la sefial. Estos resultados sugieren que efectivamente un
factor especifico de tejido que permite la expresién de los genes hPL en placenta
no se encuentra en células Hela o COS-7, Existe también la posibilidad que un
factor inhibidor que no se encuentra en placenta exista en las células que
utilizames por la razén que menclonamos antes.

Como puede observarse de los resultados obtenidos por el analisis de los
RNAs mensajeros, la mutacién G - A en el sitlio donador del procesamiento posee
un efecto que es eliminado, al menos parcialmente cuando el fragmento mutado del
gen hPL-1 es sustituido por el mormal del gen hPL-3. Estos resultados estdn en
concordancia con otrosgs y4 15,16y ©0 cuanto a que una transicién de este tipo,
en esta posicién del gen, conduce a la inactivacién de la expresién del mismo.

Otros investigadores . han mostrado, en experimentos con mutagénesis
dirigida sobre varias de las posiciones individuales en las uniones exdén-intrén
del segundo intrén de R-globina, que una mutacién del tipo de la que afecta al
gen hPL-1 provoca el uso de sitios cripticos de "splicing” in vivo. El empleo
de estos sitios conduce a la sintesis de un RNAm aberrante que puede ser
inestable o produce una proteina mutada si es traducido por los ribosomas.
Recientemente se han encontrado RNAm aberrantes para el gen hPL-1 en bancos de
DNAc a RNAm de placenta a término, usando como sonda ocligonucleétidos especificos
para este gemn,.,. La proteina no ha sido identificada aun.

El significado biolégico que la hormona lactogénica placentaria tenga en
la fisiologia del embarazo es una 4rea de polémica en la que existen varios
hechos interesantes por mencionar. Se han informado varios casos clinicos de
ausencia de hPL inmunorreactiva, en los cuales el embarazo ha transcurrido de
manera normal. En uno de estos Casos 35y, una paciente presenté ausencia total
de hPL inmunorreactiva, y el embarazo, el parto y el producto fueron normales.
Cuando se analizd al nivel molecular el complejo génico hormona de crecimiento-
lactégenoc placentario, se detecté una delecién de 35 kb de los genes hPL-4, hGH-
Vy hPL-3<n”. Los tnicos genes que quedaron intactos fueron hGH-N y hPL-1.
Originalmente, como mencionamos, se reporté ausencia total de hPL, luego se
reporté el hallazgo de una forma atipica de hPL en el mismo tejido usando otros
anticuerpos,,,,. Los tUnicos genes que pudieron dar origen a esta protefna son
hGH-N y hPL-1. Esta proteina no era hGH, lo que permite especular si es el
producto correspondiente a alguno de los RNAm aberrantes que mencionamos
anteriormente. Existe sin embargo la posibilidad de que fuera el producto de
un gen rearreglado por recombinacidén entre diferentes miembros del grupo.

El dogma biclégico general impide pensar que el lactégeno placentario no
posea una funcién sujeta a presién de seleccidn natural., La couservacién de las
secuencias nucleotidicas entre hPL-3 y hPL-4 no estarian justificadas sin
seleccién natural. Sin embargo las deficiencilas, al menos aparentes, de hPL
no conducen a ninguna modificacién del embarazo o de la salud del feto. La tnica
manera de conciliar estos hechos es que la hormona lactogénica tuve una funcién
que ha dejado de ser necesarla, o que existe otro factor que la puede llevar a
cabo. De ser cierts la ultima posibilidad, el producto potencial de hPL-1 seria
un candidato de tal proteina. Si, sin embargo, hPL-1 no posee ninguna funcién
le clasificariamos como un pseudogen que es transcripcionalmente activo. La
existencia de pseudogenes transcripcionalmente activos han sido reportada ,,,.
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En cuanto al sistema de expresién usado para la expresién transitoria de
nuestros genes, empezamos utilizando los promotores naturales de los genes en
células Hela, pero no detectamos la sefial de los RNAs mensajeros. Por este
tiempo se reportd s, que la unidad amplificador-promotor del gen principal
inmediato temprano del citomegalovirus humano (hCMV) es muy eficiente para
dirigir la transcripcién de genes heterdlogos en varias lineas celulares.
Después de conseguirlo, lo comparamos con el del virus SV40 y corroboramos su
mayor potencila, Construimos un nuevo vector, pAVE, deletando la informacién
para la enzima cloranfenicol acetil-transferasa (CAT) y las seflales de "splicing”
y poliadenilacién de SV40 e insertando em su lugar el fragmento de sitios
miltiples de clonacién (FSMC) proveniente de pUC 19.

Este nuevo vector posee las siguientes caracteristicas: a) un origen de
replicacién bacteriano que permite su amplificacién en bacterias, b) un gen de
R-lactamasa que proporciona resistencla a ampicilina y facilita por lo tanto la
seleccisén de las clonas portadoras, c) la unidad promotor-amplificador de hCMV
para dirigir la transcripcién eficiente de genes clonados, y d) el FSMC que
proporciona varios sitios de restriccioén dnicos en una posicién que permite la
influencia del promotor sobre leos genes clonados.

En este vector, la transcripcién empleza en el sitie de iniciacién del
gen de hCMV, continia a través del FSMC y luego dentro del gen clonado, en
nuestro caso, los genes hPL. El RNA formado a partir del segmento de hCMV no
posee ningin sitio de iniciacién de la traduccién (ATG), pero el FSMC posee un
sitio Sphl que es Unico y porta una secuencia ATG, la cual podria sefalar el
inicio de la traduccién. En pAVE no debe interferir con la expresién de los
genes clonados, de acuerdo con los trabajos de Kozak ;4 que sefialan el requeri-
miento de wuna secuencia modelo alrededor del ATG para que el ribosoma 1lo
reconozca como el verdadero sitio de iniciacién., El ATG de nuestro vector no
posee ningin nucleétido igual a los de esta secuencia modelo. Por lo tanto pAVE
debe ser capaz de expresar proteinas a partir de genes clonados.

Verificamos la capacidad de estos vectores para dirigir la expresién de
genes clonados mediante la deteccién de RNA mensajeros especificos y resultaron
ser efectivos. Actualmente pAVE constituye el prototipo a partir del cual se
estdn creando nuevos vectores de la misma serile.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Como resultado de este trabajo concluimos que:

1.- La mutacién presente en el sitio donador del procesamiento del intrén
II del gen hPL-1 no permite la formacién de un RNA mensajero tipico
de los genes hPL, ejemplificados por el gen hPL-3.

2.- Deben existir requerimientos especificos de tejido que en su ausencia
ocasionan que los promotores de los genes hPL no sean capaces de
dirigir eficientemente la transcripcién in vivo cuando son transfec-
tados en células Hela o COS-7. Aunque menos probable, no podemos
descartar la posibilidad de que existan factores inhibitorios de la
expresién de hPL en células HelLa o COS-7.

3.- El vector pAVE dirige eficientemente la transcripcién de genes clonados
en su versdtil FSMC, a juzgar por los RNA detectados en el ensayo de
tipoc "northern”.

La naturaleza exacta del cambic causado por la mutacién no puede ser
dilucidada mediante las técnicas que empleamos en esta tesis. Un ensayo
cuantitativo con nucleasa 8173), o con RNAsa A(ﬂb’ es la metodologia adecuada
para detectar a un nivel mas %ino el defecto exacto durante el procesamiento del
RNA.

De la funcién biolégica de la hormona lactogénica placentaria, podremos
discutir con mas datos cuando se caracterice la proteina semejante a hPL gque
existe en el caso que se mencioné anteriormente(y”. También el estudio de la
proteina que se generard del gen hPL-1 reparado creado en este trabajo aportara
nuevos datos para evaluar el significado biolégico de una hormona que llega a
sintetizarse a la extraordinaria velocidad de 1 gramo por dia, el lactédgeno
placentario.
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