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RESUMEN

La 'Pancreatitis Associated Protein" (PAP) es una proteína pancreática secretoria.

estructuralmente relacionada a las lectinas y secretada durante la pancreatitis aguda por las

células acinares pancreáticas. Su expresión muy débil en el páncreas sano. aumenta

fuertemente (más de 400 veces) durante Ia fase aguda de la pancreatitis.

En este trabajo de tesis. se puso en evidencia la expresión constitutiva de un transcripto

idéntico en el intestino. Se mostró tambien que la PAP proveniente del intestino posee las

mismas modificaciones post traduccionales que su homólogo pancreático. Finalmente se estudió

su expresión en diferentes situaciones fisiológicas.

En el curso de estos trabajos aparecieron una serie de indicios que sugirieron la presencia de

otras moléculas estructuralmente emparentadas. La búsqueda de éstas, finalizócon el clonado de

los ADNc correspondientes a las PAP Il y III. El estudio de Ia expresión, reveló que la PAP Ill es

indistinguible de la PAP l tanto en su expresión intestinal como pancreática. mientras que la

PAP ll es específica del páncreas.

En busca de las secuencias promotoras responsables de la expresión de estas moléculas,

clonamos y secuenciamos los genes que codifican para las 3 PAP y para la Lithostathina en la

rata, y la PAP l humana. El análisis de su organización. mostró que todos estos genes,

pertenecen a un nuevo grupo de lectinas de tipo C. Esta observación nos llevó a postular un

camino evolutivo alternativo para el CRD "Carbohydrate Recognition Domain" característico de

este grupo de lectinas. Por otra parte, los genes de rata mostraron una organización intrón­

exón muy similar y una localización cromosómica idéntica, sugiriendo un origen común por

duplicación génica, a partir de un mismo gen ancestral.

Los trabajos realizados sobre el promotor de la PAP I, muestran que la región responsable de

la especificidad de tejido se encuentra en las primeras 180 pares de bases. En esta región se

encontró un represor capaz de "silenciar" la expresión de este gen en las líneas celulares Rat2 e

IEC6 (no pancreáticas). En esta misma región se encuentra un elemento de regulación positiva

que sólo es activo en Ia línea celular pancreática AR-42J. Los primeros indicios de la

caracterización de los factores nucleares responsables de estas actividades, muestran la

existencia de proteínas expresadas especificamente en cada línea celular, las que serian

responsables de otorgar la especificidad de tejido al gen de Ia PAP l.

Finalmente, los trabajos realizados sobre la inducción de la expresión del ARNm de la PAP I

en la línea celular pancreática AR-42J, muestran Ia presencia de factores capaces de inducir

específicamente este gen. en el suero de ratas afectadas de pancreatitis aguda. El ARNmde Ia

PAP l se reveló también inducible por algunos de los mediadores generales de las proteínas de

estrés celular (IL6,dexametasona, alcohol y agua oxigenada).



INDICE

PROLOGO

1.INTRODUCCION

1.1.EI páncreas.
1.1.1.Generalidades.

1.1.2.La secreción proteica.
1.1 .2.1 .Las enzimas digestivas.

1.1.2.2.Las proteínas no enzimáticas.

1.2.La pancreatitis.
1.2.1.Generalidades.

1.2.2.Fisiopatologia de la pancreatitis aguda.
1.2.3.La reacción de fase aguda en respuesta a

la pancreatitis aguda.

1.3.Síntesis y secreción protéica en el curso de las
afecciones pancreáticas.

1.3.1.Generalidades.

1.3.2.La "Pancreatitis Asociated Protein" (PAP), una nueva

proteína asociada a Ia pancreatitis aguda.
1.3.3.¿Existe un equivalente de la PAP en el hombre?.

1.3.4.EI diagnóstico de Ia pancreatitis aguda y Ia PAP.

1.3.5.¿Cual es el rol de Ia PAP?.

1.4.Conclusiones.

2.0BJET|VO DEL TRABAJO

came-coco

meo

13

13

15
17
18
18

20

21



3.MATERIALES Y METODOS

3.1.Estudio de la expresión extra pancreática de la
PAP I.
3.1.1.Northern blot.
3.1.2.Dot blot.

3.1.3.Análisis de la distribución tisular del ARNm de la

PAP I por RT-PCR.

3.1.3.1.Búsqueda del ARNm de Ia PAPI en diferentes

tejidos.
3.1.3.2.Quantificación de los niveles de ARNm de

PAPI en diversos tejidos por RT-PCR.

3.1.4.Clonado y secuencia del ARNm de la PAP l en el
intestino.

3.1.5.Inducción de pancreatitis aguda experimental en Ia
rata.

3.1.6.Manipu|aciones nutricionales.
3.1.7.Extracción de proteínas.
3.1.8.Técnicas inmunológicas.

3.1.8.1.Dosaje de la PAPI por ELISA competitivo.
3.1.9.Técnica de Western blot.

3.1.10.Inmunohistoquímica.

3.2.Clonado y estudio de la expresión de los ADNc
homólogos a Ia PAP I.
3.2.1.Clonado de las PAP II y III.

3.2.1.1.Construcción de la biblioteca de ADNc de

páncreas en el curso de una pancreatitis

aguda.
3.2.1.2.Rastreo de clones estructuralmente

emparentados a Ia PAP en Ia biblioteca

pancreática.
3.2.1.3.Identificación del ADNc de la PAP Il.

3.2.1.4.Subclonado y secuencia de los ADNc que

codifican para la PAP II.

22
22
23

23

24

25

26

26
27
27
27
28
28
28

29
29

29

30
30

31



3.2.1.5.Rastreo de la PAP lll en una biblioteca de

ADNC intestinal.

3.2.1.6.Subclonado y secuencia del ADNCcodificante

para la PAP III.

3.2.2.Estudio de la expresión de las PAP II y III.
3.2.2.1.Puesta en evidencia de la PAP II en el

jugo pancreático.
3.2.2.2.La PAP II y III en Ia pancreatitis aguda.

3.2.2.3.Las PAP Il y III en el curso de otras

inflamaciónes agudas.

3.3.Clonado y determinación de la estructura de los
genes pertenecientes a Ia familia PAP.

3.3.1.E| gen de Ia PAP I.

3.3.1.1.Clonado y secuencia.
3.3.1.2.Determinación del sitio de inicio de Ia

transcripción.
3.3.2.El gen de Ia PAP II.

3.4.2.1.Clonado y secuencia.
3.3.2.2.Determinación del sitio de inicio de la

transcripción.
3.3.3.El gen de la PAP III.

3.3.3.1.Clonado y secuencia

3.3.3.1.1.Técnica de clonado por PCR.
3.3.3.1.1.1.Preliminares.

3.3.3.1.1.2.Primera etapa.
3.3.3.1.1.3.Segunda etapa.
3.3.3.1.1.4.Tercera etapa.
3.3.3.1.1.5.Cuarta etapa.

3.3.3.2.Determinación del sitio de inicio de Ia

transcripción.
3.3.4.EI gen de la Lithostathina.

3.3.4.1.Clonado y secuencia.
3.4.4.2.Determinación del sitio de inicio de la

transcripción.

31

31

31

31

32

32

33
33
33

33
34
34

34
34
34
35
35
36
36
36
36

37
37
37

38



3.4.Estudio funcional del

3.3.5.El gen de la PAP I humana.

3.5.1.C|onado y secuencia.
3.5.2.Determinación del sitio de inicio de la

transcripción.
3.3.6.Localizaciones cromosómicas

3.3.6.1.Localización cromosómica de los genes de la

PAP l, Il, lll y de la Lithostathina.

3.3.6.2.Localización cromosómica del gen de la PAPI
humana.

3.3.6.2.1.Análisis del ADN de células hibridas

somáticas por PCR.

3.3.6.2.2.Loca|ización cromosómica por
hibridización in situ fluorescente.

promotor de la PAP I.
3.4.1.Condiciones de cultivo y transfección de las

diferentes líneas celulares.
3.4.1.1.Línea celular AR-42J.

3.4.1.2.Línea celular Rat2.

3.4.1.3.Línea celular IEC6.

3.4.1.4.Línea celular HepG2.

3.4.2.Preparación y purificación del ADN para transfectar.
3.4.3.Ensayo CAT.
3.4.4.Contro| de Ia eficiencia de transfección.

3.4.5.00nstrucciones Plasmidicas utilizadas para las
transfecciones.

3.4.5.1 .Vector pCATBasic.

3.4.5.2.Vector pCAT Promoter.

3.4.5.3.Vector pBLCAT2.

3.4.6.Extracción de proteínas nucleares.
3.4.7.Técnica de impronta de proteinas sobre ADN.

3.4.8.Técnica de retardamiento en geles de poliacrilamida
nativos.

3.4.9.Técnica de fraccionamiento de extractos nucleares

con resinas de heparina-sefarosa.

38
38

39
39

39

41

41

41

42

42
42
43
43
44
44
44
45

46
46
47
48
49
49

51

51



3.4.10.Técnica de Southern-western blot.

3.5.Puesta en evidencia de factores que inducen la
expresión de la PAPI en Ia línea celular
pancreática AR-42J.
3.5.1.Preparación de los sueros de rata.
3.5.2.Tratamiento de las células AR-42J con los distintos

sueros.

3.5.2.1.Análisis por Northern blot.

3.5.2.2.Análisis por transfección.
3.5.2.3.Inducción de la expresión de Ia PAPI por los

inductores de las proteínas de fase aguda.

4.RESULTADOS.

4.1.Estudio de Ia expresión extra pancreática de Ia
PAP l

4.1.1.Estudio de la expresión del ARNm de Ia PAPI en

diferentes tejidos por Northern blot.
4.1.2.Estudio de la presencia del ARNm de la PAP I en

diferentes tejidos por RT-PCR.
4.1.3.C|onado del ADNc intestinal de la PAP l.

4.1.4.Caracterización bioquímica de la PAPI proveniente
del intestino.

4.1.5.Cuant¡ficación de la PAPI en el tracto digestivo.
4.1.6.Regulación de Ia expresión del ARNm de la PAPI en el

tracto gastrointestinal.
4.1.6.1.lnfluencia de Ia pancreatitis aguda.
4.1.6.2.Influencia de Ia alimentación.

4.1.7.Inmuno|ocalización de la PAPI en el tracto

gastrointestinal.

4.2.Clonado y estudio de Ia expresión de los ADNc
homólogos a Ia PAP l.
4.2.1.La PAP II.

52

52
52

53
53
53

54

55

55

56
59

61

61

62
62
63

64

66
66



4.2.1.1.Clonado y secuencia de la PAP II.

4.2.1.2.Regulación de la expresión de la PAP II

durante la pancreatitis aguda.
4.2.1.3.Distribución tisular del ARNm de Ia PAP ll.

4.2.1.4.Inmunodetección de la PAP Il.

4.2.2.La PAP III.

4.2.2.1.Clonado y secuencia del ARNm de Ia PAP III.

4.2.2.2.Estudio de Ia expresión de la PAP lll.
4.2.2.2.1.Distribución tisular del ARNm de Ia

PAP IlI.

4.2.2.2.2.Expresión pancreática de la PAP Ill.

3.2.3.1.Cinética de expresión de la PAP llI

durante Ia pancreatitis aguda.

4.3.Clonado y estructura de los genes pertenecientes a
la familia PAP.

4.3.1.0Ionado y análisis de la secuencia del gen de Ia
PAP i.

4.3.1.1.Análisis de Ia estructura del gen de Ia PAP i.
4.3.1.2.Determinación del sitio de inicio de la

transcripción del ARNm de Ia PAP I.

4.3.1.3.Análisis estructural de Ia región 5' del gen de
la PAP l.

4.3.2.C|onado y análisis de Ia secuencia del gen de la
PAP II.

4.3.2.1.Determinación del sitio de inicio de Ia

trascripción de Ia PAP II.

4.3.2.2.Estructura de la región promotora del gen de Ia
PAP Il.

4.3.3.Clonado y análisis de Ia secuencia del gen de la
PAP III.

4.3.3.1.Estructura de la región promotora del gen de la
PAP III.

4.3.3.2.Determinación del sitio de inicio de Ia

trascripción de la PAPIII.

67

69
70
71

72
72
74

74
75

75

76

76
79

81

82

83

85

86

88

89

91



4.3.4.C|onado y análisis de Ia secuencia del gen de Ia
Lithostathina. 92
4.3.4.1.Determinación del sitio de inicio de la

trascripción de la Lithostathina. 95
4.3.4.2.Estructura de la región promotora del gen de Ia

Lithostathina. 96

4.3.5.C|onado y análisis de la secuencia del gen de la PAPI
humana. 98

4.3.5.1.Determinación de los sitios de inicio de la

trascripción de la PAPI humana. 101

4.3.5.2.Estructura de la región promotora del gen de Ia
PAPI humana. 102

4.3.6.Localización cromosómica de los genes de las

PAPI,II, III y Lithostathina. 102
4.3.7.Localización cromosómica de la PAPl humana. 104

4.3.7.1.Análisis del ADN de células híbridas somáticas

por PCR. 104

3.3.7.2.Localización cromosómica por hibridización in
situ fluorescente. 106

4.4.Estudio funcional del promotor de la PAP l. 107
4.4.1.EI análisis funcional del promotor de Ia PAPI de rata

muestra una región de tejido especificidad en los

primeros 180 pb. 107

4.4.2.Estudio de Ia interacción-ADN proteinas sobre el

promotor de la PAPl con extractos nucleares de Ia
linea celular AR-42J. 111

4.4.3.Las improntas de proteinas en Ia región proximal del

promotor de la PAPI de rata se revelaron muy
similares para las líneas celulares AR-42J y Rat 2. 113

4.4.3.1.La región -180/-81 del promotor de la PAPI

conserva su actividad ante promotores

heterólogos. 115



4.4.3.2.¿Es el elemento -129/-92 el responsable de Ia
transferencia de la tejido especificidad del
promotor de la PAPI de rata? 116

4.4.3.3.La región -129/-92 une factores nucleares
tejido específicos. 118

4.4.3.4.El promotor de Ia PAPI de rata muestra en la

línea celular HepG2, un comportamiento
completamente diferente a los observados
anteriormente 121

4.5.Puesta en evidencia de factores que inducen la
expresión de la PAPI en Ia línea celular pancreática
AR-42J. 123

4.5.1.EI suero de ratas con pancreatitis aguda induce la
expresión del ARNm de la PAPI en Ia línea celular
AR-42J. 123

4.5.2.El efecto inductor del SRPA sobre Ia expresión de la

PAPI se ejerce. al menos parcialmente, sobre los

primeros 1253 pb de su promotor. 127

4.5.3.La expresión del ARNm de la PAPI es inducida

por los mediadores de proteínas de fase aguda y
estrés celular. 128

5.D|SCUSION

5.1.La expresión de la PAPI y sus posibles funciones. 131

5.2.Análisis de las estructuras génica de las PAP I, II,
Ill y de Ia Lithostathina. 133

5.2.1.Las PAP l, II, III, y Ia Lithostathina forman una

familia multigénica. 133
5.2.2.Los promotores de las PAP poseen similitudes

estructurales que coinciden con la expresión. 135

5.2.3.La comparación de los genes de las PAP l humana y de

rata, pone en evidencia razgos estructurales



conservados durante la evolución.

5.3.Las PAP han guardado un alto grado de homología en
el curso de la evolución.

5.3.1.La familia de las PAP se encuentra emparentada a la
de las lectinas.

del

5.4.1.La regulación de Ia expresión génica: generalidades.

5.4.Estudio funcional promotor de la PAP I.

5.4.1.1.La regulación de Ia expresión génica en el

páncreas.
5.4.2.Caracterización funcional del promotor de la PAPI de

rata.

5.5.Puesta en evidencia de factores que inducen la
expresión de Ia PAPI en Ia línea celular
pancreática AR-42J.

6.CONCLUSION GENERAL Y PERSPECTIVAS

7.REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

136

139

142

146
146

147

148

153

156

158



PROLOGO

El páncreas, una glándula mixta de secreción exócrina y endócrina,
constituye un modelo de estudio privilegiado tanto en fisiología como en

bioquímica. Numerosos conocimientos surgidos del estudio de esta
glándula, fueron generalizados trascendiendo la propia fisiología
digestiva. Podrían ponerse como ejemplos: la endocrinología, que tuvo

origen en 1902 con el descubrimiento de la secretina por Bayliss y
Starling; los estudios de Palade sobre el mecanismo de transporte
intracelular de proteinas secretorias; y por último en enzimología, los
estudios de las proteasas a serina pancreáticas, realizadas en particular
bajo el impulso de Desnuelle.

A pesar de todos los conocimientos acumulados, los mecanismos
fisiopatológicos que se ponen en marcha durante las afecciones crónicas o
agudas del páncreas, son poco conocidos.

Recientemente, los estudios sobre la función pancreática exócrina,
vieron incrementado su interés, por la puesta en evidencia de las
proteínas secretorias no enzimáticas. Entre ellas se encuentra una
proteína pancreática recientemente descubierta, la "Pancreatitis
Associated Protein" (PAP), que se expresa específicamente en el páncreas
durante la fase aguda de Ia pancreatitis. Este hallazgo, representa sin
lugar a dudas, un paso importante hacia una mejor comprensión de los

mecanismos puestos en juego en el curso de la inflamación de la glándula.

Posiblemente será, a través de Ia biología molecular, como en el futuro

se profundizarán los actuales conocimientos fisiológicos y bioquímicos
sobre este terreno. Convencidos de este hecho, decidimos utilizar esta

metodologia, en el trabajo de tesis que aquí se presenta. Nuestro
principal objetivo fue el de avanzar en Ia comprensión de los fenómenos
que permiten al páncreas restituirse, después de un episodio de
inflamación y necrosis, que en muchas ocasiones es extremadamente
desVastador.
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Si bien el interés de nuestro trabajo se focalizó en todo momento sobre

Ia PAP en relación con la pancreatitis aguda, en el curso de los estudios

realizados, aparecieron evidencias que nos alejaron del objetivo principal.
Esta desviación, siempre conciente y voluntaria, nos permitió ampliar
nuestros conocimientos sobre la PAP como molécula y realizar
importantes aportes, por ejemplo, sobre su evolución.

Por razones de claridad este trabajo se dividió en los siguientes
capítulos:

- Estudio de la expresión extrapancreática de Ia PAP I.

- Clonado y estudio de la expresión de otros ADNc homólogos a la PAP I.

- Clonado y determinación de la estrutura de los genes pertenecientes a
la familia PAP.

—Estudio funcional del promotor de Ia PAP I.

- Puesta en evidencia de factores que inducen la expresión de Ia PAPI
en Ia línea celular pancreática AR-42J.

Cada capítulo hace referencia a una etapa, con una serie de objetivos
propios. Estos serán detallados en cada caso, a fin de contribuir al

desarrollo lógico y ordenado del trabajo.
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1. INTRODUCCION

En la presente introducción se detallarán bajo el títqu "El páncreas",
las características más sobresalientes de esta glándula, en particular en
lo que respecta a la secreción protéica exócrina. Luego, bajo el título "La

pancreatitis", se delinearán las generalidades de esta enfermedad, su
fisiopatología y su relación con la reacción de fase aguda. Bajo el título

"Síntesis y secreción protéica en el curso de las afecciones pancreáticas",
se describirán brevemente las distintas modificaciones en la síntesis

protéica durante la enfermedad. Para terminar, se desarrolarán
detalladamente todos los conocimientos acumulados sobre la
"Pancreatitis Asociated Protein" (PAP) hasta el momento del inicio de
este trabajo.

1.1. El páncreas.

1.1.1. Generalidades.

En los mamíferos, el páncreas es uno de los principales órganos
implicados en la función digestiva. Su estrecha relación anatómica con el

estómago, el hígado y el duodeno, se refleja en la complementaridad de
sus funciones.

La función endócrina del páncreas, ha monopolizado después de largo
tiempo la atención, a causa de su implicación en eI metabolismo de los

glúcidos y su relación con la diabetes. Esta función, es llevada a cabo por
agrupamíentos celulares altamente vascularizados, los islotes de
Langherans, repartidos en el tejido exócrino. Diferentes tipos de células
endócrinas fueron observadas por microscopía óptica y electrónica. Las
células A secretan glucagon, las células B insulina y las células D
somatostatina. Además de estos tres tipos celulares, fueron descriptos
más recientemente otros, que producen el “vasoactive intestinal peptide"

(VIP) o el "pancreatic polipeptide" (PP). Es así, que al sistema endócrino
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pancreático, se lo considera estructurado según el principio "una célula
una hormona".

Las células acinares, centroacinares y canalares, que representan el
86% del tejido pancreático, son responsables de Ia función exócrina. Las

células acinares poseen forma piramidal y estan dispuestas en monocapa
delimitando con sus bordes apicales Ia luz de un acino. Esta qu
desemboca en un canalículo, formado por células epiteliales polarizadas.
La coalescencia sucesiva de canalículos genera canales de tamaño
creciente, que dan lugar en el hombre, a Ia formación del canal de Wirsung

(canal principal) y al canal de Santorini (canal accesorio). Estos dos
canales van a comunicarse con el duodeno, por las papilas mayor y menor

respectivamente. A nivel del duodeno, el canal de Wirsung se fusiona con

el canal colédoco formando Ia ampolla de Vater. Las secreciones biliares

y pancreáticas alcanzan así juntas la papila mayor, antes de desembocar
en el duodeno.

El jugo pancreático se compone esencialmente de proteínas, agua y
diversos electrolitos. EI agua y los electrolitos son secretados por las
células canalares y centroacinares. El rol fisiológico de esta secreción,
es diluir y ajustar el pH del bolo alimenticio que proviene del estómago.

La capacidad tampón de la secreción es debida principalmente al
bicarbonato, este lleva el pH del bolo hasta valores compatibles con el

funcionamiento de las enzimas de la luz intestinal. La energía necesaria
para la secreción electrolítica, proviene esencialmente del metabolismo
oxidativo de Ia glucosa. Esta secreción es estimulada principalmente por
la secretina pero también por otros péptidos como el VIP.

1.1.2. La secreción protéica.

Las proteínas secretorias son sintetizadas en las células acinares y
luego liberadas por exocitosis (Palade, 1975). La síntesis tiene lugar a
nivel de los polisomas ligados a las membranas del retículo
endoplasmático. En el momento de su síntesis, las proteínas secretorias
poseen en su extremidad N-terminal una región hidrofóbica, el péptido

señal, que permite su penetración al interior del retículo endoplasmático
rugoso. Después del clivaje del péptido señal, ellas son transportadas via
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el aparato de Golgi hacia las vacuolas de condensación, para por último
ser almacenadas en los gránulos de zymógeno. La liberación de los
péptidos es realizada por exocitosis en donde la membrana de los
gránulos, se fusiona específicamente con la membrana apical de las
células acinares y libera asi los productos de secreción a Ia luz del acino.
Esta secreción es estimulada por la via colinérgica (Debray y co|., 1972) y

por las hormonas de Ia familia de Ia colecistoquinina (Debas y col., 1981).

Las proteínas secretadas comprenden las enzimas digestivas y las
proteínas no enzimáticas.

1.1.2.1. Las enzimas digestivas.

Las proteinas secretorias, son en su gran mayoria enzimas que se
agrupan según su substrato, en enzimas proteolíticas, amilolíticas,
Iipolíticas y nucleolíticas. Las proteasas son sintetizadas y secretadas,
en un primer tiempo, bajo Ia forma de zymógenos inactivos, que son son

rapidamente activados al llegar al duodeno. La activación de los
zymógenos pancreáticos es un fenómeno en cascada. En la primera etapa
se pone en juego la enteropeptidasa (o enterokinasa), producida por los
enterocitos duodenales. Esta enzima cliva el motivo (Asp)4 de los
tripsinógenos, dando origen a una molécula activa, Ia tripsina. Esta
última es capaz, a su vez, de activar al tripsinógeno y los otros
zymógenos como los quimotripsinógenos, la preproteasa E, Ia proelastasa
y las proexopeptidasas (procarboxipeptidasa A y B).

En los mamíferos, existe una sola enzima amilolítica pancreática, la
amilasa. Esta es secretada directamente bajo su forma activa,
catalizando la hidrólisis de las uniones glucocidicas (11-4 de los

polímeros de glucosa como el almidón. Se trata de una endoglucosidasa
que degrada las largas cadenas de amilosa en moléculas más cortas, las
dextrinas. En regla general, una sola molécula de amilosa es clivada
varias veces por el mismo complejo enzimático.

El jugo pancreático contiene tres enzimas Iipolíticas principales: la
Iipasa, la fosfolipasa de tipo A2 y la carboin-ester hidrolasa. La Iipasa

es secretada directamente bajo la forma activa, actuando sobre los
triglicéridos organizados en miscelas. La enzima, hidrolisa las uniones
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ester 1 y 3 de los triglicéridos en la interfase de emulción grasa-agua y

libera un 2-monoglicérido y dos ácidos grasos. En condiciones
fisiológicas la Iipasa es activa solamente en presencia de la colipasa, su
cofactor. La fosfolipasa A2 producida bajo la forma de zymógeno
(profosfolipasa A2) es activada por Ia tripsina. Ella, corta
específicamente la cadena 2 de los fosfoglicéridos, como la
fosfatidilcolina, liberando así un ácido graso y un lisofosfoglicérido. La

carboxil-ester hidrolasa, es una esterasa inespecífica que actúa sobre los
ésteres solubilizados por las sales biliares (colesterol y vitaminas
Iiposolubles).

Las enzimas nucleolíticas pertenecen a Ia clase de las fosfodieterasas.
En el páncreas, Ia desoxirribonucleasa l (ADNasa I) y la ribonucleasa A
(ARNasa A) hidrolisan las uniones fosfodiester del ácido
desoxirribonucléico (ADN) y del ácido ribonucléico (ARN) respectivamente.

Notablemente Ia ARNasa A es más abundante en el páncreas de ciertas
especies como la rata, que en el hombre o en el perro (Barnard, 1969).

Este fenómeno hace del páncreas de rata un órgano particularmlente
dificil de utilizar en las extracciones del ARN.

1.1.2.2. Las proteínas no enzimáticas.

Además de las enzimas secretorias digestivas, el páncreas normal,
contiene las proteínas no enzimáticas que representan aproximadamente
un 10% de las proteínas totales.

Entre ellas. la colipasa, (el cofactor de la Iipasa pancreática) posee dos

sitos de fijación: uno para el reconocimiento de interfases lipido-agua,
que le permite fijarse sobre su substrato y el otro que une la lipasa. La
formación del complejo ternario Iipasa-colipasa-substrato es
indispensable para la actividad de la Iipasa ¡n vivo.

Otra de las proteínas no enzimáticas, el inhibidor de Kunitz, lleva el
nombre de su descubridor y fue el primer inhibidor pancreático descripto.
Este péptido tisular inhibe la actividad de Ia tripsina y también de otras
endopeptidasas como el quimotripsinógeno, Ia trombina o Ia calicreína. No

se encuentra en especies como el perro, el cerdo, la rata y el hombre, y al
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parecer su presencia es específica de los rumiantes, en donde fuera
descubierto.

Otro de los inhibidores pancreáticos, fue descubierto por Kazal y coI.,
(1948). Este inhibidor presente en el jugo pancreático de numerosas
especies, es comunmente llamado inhibidor pancreático secretorio. Su
concentración está estrechamente ligada a Ia de las enzimas secretadas,
manifestando una alta especifidad por la tripsina, a la que inhibe con una

relación molar de 1/1 en un amplio rango de pH (5,5-11). El inhibidor

pancreático secretorio desempeña un rol fisiológico fundamental ya que él
impide Ia activación de la tripsina y en consecuencia Ia de las otras

enzimas pancreáticas secretorias. Esta inhibición es temporaria, pues la
tripsina libre restante admite el complejo inhibidor-tripsina como
substrato liberandola nuevamente activa.

En 1979 De Caro y col. aislaron una nueva proteína a partir de cálculos

pancreáticos, denominada originalmente PSP por "Pancreatic Stone
Protein" y que luego trascendiera con el nombre de Lithostathina. Esta

proteína presente en el jugo pancreático normal, fue localizada en los
gránulos de zymógeno (Lechéne de Ia Porte y co|., 1986) y su rol
fisiológico consistiría, al menos en parte, en inhibir Ia precipitación de
carbonato de calcio en el jugo pancreático (Multigner y col., 1983). Se

sabía ya en esa época, que Ia presencia permanente de un inhibidor de la
cristalización de sales de calcio era indispensable. La razón se fundaba
en el grado de saturación en carbonato de calcio de la secreción
pancreática normal. La secuencia del ARNm de la Lithostathina, así como

la disminución de su expresión durante la pancreatitis crónica
calcificante, fueron comunicadas por Giorgi y col., (1989). La misma
proteina fue aislada y caracterizada bajo el nombre de Pancreatic Thread
Protein (PTP) por Gross y col. (1985) (nombre debido a Ia propiedad de

formar fibras). Más recientemente, Watanabe y col. (1990) establecieron
la secuencia del gen reg humano y demostraron que Ia Lithostathina, la

PTP humana y la proteina reg, son el producto de un mismo gen.

Las proteínas séricas (inmunoglobulinas A, G, M y la Iactoferrina),
representan aproximadamente el 3% de las proteínas del jugo pancreático
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normal. Si bien su presencia en el jugo parece ser debida a fenómenos de
trans-sudación, la hipótesis de una síntesis local no puede descartase.

Otras proteínas, fueron identificadas en el jugo pancreático en muy
bajas cantidades. Es el caso del antígeno carcinoembrionario, de la
Iisozima, de algunas hormonas como la insulina y el glucagon, y de ciertas
enzimas Iisosomales.

Finalmente, la PAP 'Pancreatitis associated Protein" clonada
recientemente en nuestro laboratorio por Iovanna y col. (1991b), es una
proteína ausente en el jugo pancreático normal, que es sintetizada en
niveles muy elevados en el páncreas inflamado (Keim y col., 1991).

1.2. La pancreatitis.

1.2.1. Generalidades.

Las enfermedades pancreáticas fueron mal comprendidas hasta una
época muy reciente, en parte debido a la posición poco accecible del
páncreas en la cavidad abdominal. Es así que las patologías inflamatorias
en el páncreas fueron objeto durante largo tiempo de infructuosos
intentos de clasificación.

En estos últimos años se realizaron importantes progresos en el terreno
de la exploración funcional y la investigación clínica del páncreas ¡n vivo.

Por otra parte el avance de la metodologia, permitió profundizar el
estudio bioquímico del jugo pancreático.

Fue recién en el año 1984 cuando, gracias a Gyr, Singer y Sarles, estas

enfermedades fueron divididas en dos grupos: la pancreatitis crónica y la

pancreatitis aguda, mientras que anteriormente eran consideradas como
estadios diferentes de una misma afección.

Desde un punto de vista clínico, la pancreatitis crónica provoca en
general, un dolor abdominal persistente. Morfologicamente, el tejido
pancreático se encuentra irregularmente esclerosado y el parénquima
exócrino parcialmente destruido. Estos eventos irreversibles, ocasionan
una pérdida progresiva y definitiva de la función exócrina y endócrina del

páncreas. En ciertos casos, se encuentran presentes cálculos (cristales
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de carbonato de calcio), caso en el cual se trata de una pancreatitis
crónica calcificante. Los factores etiológicos mayores de la pancreatitis
crónica son: el alcoholismo crónico, las enfermedades de las vias biliares

y factores genéticos generalmente asociados a nutricionales.
Por el contrario, el paciente afectado de una pancreatitis aguda sufre

dolores abdominales agudos. La crisis puede ser de intensidad variable y

las lesiones, a nivel del órgano, van del simple edema a la necrosis
hemorrágica. La principal particularidad de la pancreatitis aguda, es que
cualquiera sea su severidad, la enfermedad es transitoria y reversible si
la crisis no es fatal. La relación entre la afección de las vias biliares,

más precisamente la presencia de cálculos, y el desencadenamiento de una
pancreatitis aguda, fue claramente demostrada hace ya varios años
(Molberg y co|., 1968) (Acosta y Ledesma, 1974) (Goebell, 1976). La

obstrucción de las vias biliares por cálculos, impide que la secreción
llegue en forma normal a la ampolla de Vater. En este caso, las sales

biliares fuertemente retenidas, son capaces de alterar la integridad de la
mucosa del canal pancreático, permitiendo así la difusión de las enzimas
digestivas al parénquima (Reber y col., 1982). La presencia de cálculos es

de suma importancia en el desencadenamiento de la enfermedad, ya que
sin su presencia, el solo pasaje de sales biliares al canal pancreático, no
es causa de pancreatitis aguda (Robinson y Dunphy, 1963). Por otra parte,

los cálculos serian responsables de una hipertensión creciente, que podría
provocar la ruptura de pequeños canales pancreáticos. En este caso como
en el anterior, el parénquima será autodigerido por la enzimas liberadas al
intersticio.

El alcohol, es reconocido después de largo tiempo como agente tóxico

para un gran número de órganos, principalmente para el sistema nervioso,

el hígado y el páncreas. El desarrollo de una pancreatitis aguda puede
ocurrir luego del consumo de alcohol de forma regular y prolongada (8 a 10
años), pero en ningun caso por una intoxicación aguda (Strohmeyer y co|.,

1974). Si luego del primer ataque, el consumo continúa, el riesgo de una

recaida es muy alto, de donde surge la dificultad de diferenciar la

pancreatitis aguda de la crónica en muchos casos (Durr, 1978). Pirola y

Davis (1968) demostraron que el consumo crónico de alcohol podía
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provocar una obstrucción de los canales pancreáticos. Esto último
combinado a una estimulación de la secreción podria desencadenar una
pancreatitis aguda.

La pancreatitis aguda puede ser así mismo, uno de los primeros
sintomas de la presencia de un tumor a nivel del duodeno, del canal biliar

o de la cabeza del páncreas (Durr, 1979) o bien resultar la consecuencia de

una infección (Capner y col., 1976).

La obstrucción del canal pancreático, es otro de los factores capaces de

provocar el desencadenamiento de una pancreatitis aguda. Esta
obstrucción puede ser originada por la presencia de cálculos o de quistes
(Jordan y Spjut, 1972), como asi mismo por Ia estenosis de los canales
pancreáticos (Kozoll y co|., 1959). Las úlceras gástricas y duodenales, las
estenosis duodenales o las insuficiencias renales forman parte de los
factores de riesgo. Existen también pancreatitis agudas post-operatorias,
sobre todo en los casos donde la cirugía tiene lugar en el páncreas o en

sus proximidades. Ciertos medicamentos como los corticosteroides, los
estrógenos y ciertos diuréticos pueden inducir una pancreatitis aguda
(Nakashima y col., 1977). Se han observado asi mismo, pancreatitis
agudas en personas afectadas de hipertiroidismo, de diabetes mellitus e
incluso en mujeres embarazadas. Recientemente Mattéo y Sarles (1990)
mostraron que una alergia alimentaria podía igualmente desencadenar la
enfermedad. Esta lista se encuentra lejos de ser exaustiva pues los
mecanismos que rigen Ia aparición de la pancreatitis aguda restan aun
muy poco conocidos.

1.2.2. Fisiopatologia de la pancreatitis aguda.

Según Ia gravedad, se pueden distinguir dos tipos de pancreatitis aguda:
una ligera y otra severa, existiendo todos Io estados intermedios. En las

pancreatitis agudas ligeras, el tamaño del páncreas permanece invariante
o ligeramente superior a lo normal debido a la presencia de edema. Pueden
también observarse en algunos casos, necrosis grasas leves. Por el
contrario, en una pancreatitis aguda severa, la necrosis parenquimatosa

se acompaña de una necrosis grasa peripancreática. En este caso, el
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páncreas desarrolla un fenómeno de autodigestión y la necrosis puede
incluso llegar hasta los vasos, provocando una hemorragia.

Durante la pancreatitis, la fase aguda está caracterizada por
insuficiencia pancreática endócrina y exócrina (Gyr y col., 1984). Sin

embargo, cuando la crisis no es fatal, esta termina en una recuperación
funcional y morfológica total.

La microscopía electrónica ha permitido observar las transformaciones
celulares que tienen lugar durante la pancreatits aguda. La morfología de
los acinos se encuentra severamente modificada, las células son más

pequeñas, el diámetro de la luz acinar aumenta, el número de
microvellocidades disminuye y el reticulo endoplasmático se dilata. Los

gránulos de zymógeno, en un número disminuido, no se descargan más a
nivel de la membrana apical y se observa una disminución del 95% de la

secreción por exocitosis (Adler y col., 1982). De esta manera, mientras
que el proceso patológico se pone en marcha, la célula pierde su
compartimentalización intracelular y grandes vacuolas aparecen del lado
“trans” del aparato de Golgi, fusionandose en un primer tiempo con los

Iisosomas y más tarde con los gránulos de zymógeno para dar lugar a las

vacuolas autofágicas (Baiton, 1981). Es así que las enzimas Iisosomales
se ponen en contacto directo con las enzimas digestivas hasta entonces
inactivas (Steer y col., 1984). Se conoce después de largo tiempo, que las

enzimas Iisosomales funcionan en un entorno ácido (pH 3,5-4,5), por
ejemplo, la catepsina B es capaz de activar al tripsinógeno, en
condiciones de pH variables entre 2,5 y 4 (Greenbaum y col., 1959), pero

en tales valores de pH, la tripsina es inactiva y puede ser degradada por

las enzimas Iisosomales. Sin embargo, en condiciones patológicas, el pH
es modificado por la proporción de vacuolas y gránulos de zymógeno que se

fusionan. Es posible que una bomba de hidrógeno se active provocando una

elevación del pH hasta valores vecinos a 7.0 (Watanabe y co|., 1984). En
estas condiciones la tripsina es activada y puede a su vez activar las
otras enzimas digestivas. Las vacuolas autofágicas se derraman entonces
a nivel de la membrana apical o de la membrana lateral de la célula. Por

otro lado, la fosfolipasa A2 activada y la Iipasa digerieren la membrana
de las vacuolas autofágicas dejando escapar las enzimas activas en el
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citoplasma. El proceso de necrosis generado, puede de esta manera
automantenerse.

A través de diferentes modelos experimentales. se ha observado una
regeneración tisular entre 3 y 5 días después de la fase aguda de la
pancreatitis en la rata (Elsasser y col., 1986) (Odaira y col., 1986).
Lechéne de la porte y col. (1991), han mostrado que la aparición de los
complejos tubulares, así como el tejido conectivo que los rodea, son
responsables en gran medida de la regeneración tisular. Es así que los
acinos que escapan a la crisis, se retrodiferencian tomando un fenotipo
ductal (pérdida de microvellocidades y presencia gránulos de zymógeno

residuales) para luego comenzar a multiplicarse. Todas estas células van
luego a diferenciarse en acinos por un proceso muy similar al obervado en

la embriogénesis del páncreas (Lechéne de la Porte y col., 1991). EI
desencadenamiento de este proceso permanece aun poco conocido.

1.2.3. La reacción de fase aguda en respuesta a la
pancreatitis aguda.

La reacción de fase aguda se define como la respuesta producida por un

tejido, como consecuencia de lesiones o infecciones que ponen en peligro
su integridad. Esta respuesta es inmediata, a menudo explosiva y siempre
de corta duración aunque la agresión continúe. Ella se caracreriza por
variaciones repentinas en la expresión de ciertas proteínas. Tal es así
que, en el hígado, la inflamación induce un profundo cambio en el

metabolismo intermedio. Aparecen nuevas proteínas y otras aumentan de
manera explosiva su expresión desde el comienzo de la inflamación. En

algunos casos los niveles máximos de expreción pueden superar en varias
centenas de veces el nivel basal. Sin embargo esta respuesta no se
conserva largo tiempo y los elevados valores en la expresión decrecen
rapidamente, incluso si Ia inflamación continúa. Estas proteínas de fase
aguda, son diferentes de una especie a otra (proteina C reactiva y amiloide
serica en el hombre, a2 macroglobulina y la a1 antitripsina en la rata,

entre otras) (Glibetic y col., 1986).

Un fenómeno comparable se observa en la expresión de las proteínas de
choque térmico (HSP), por las células expuestas de manera transitoria a
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un calor excesivo. Estas proteínas, muy conservadas evolutivamente,
fueron observadas en una gran variedad de especies y de tipos celulares,
desde la Drosophila (Lindquist y col., 1988) a las células gástricas
humanas (Nakamura y co|., 1991). Ellas permiten una cierta tolerancia al

calor y posiblemente protejen a la célula contra daños ulteriores. A pesar
de conocerse un gran número de proteínas de choque térmico, sólo se
conoce la función para unas pocas.

¿Puede observarse igualmente la reacción de fase aguda en el páncreas
exócrino? Esta pregunta surge de observar que durante la pancreatitis
aguda, se producen una serie de alteraciones en la síntesis protéica
(Iovanna y co|., 1991a), que recuerdan a aquellas del hígado en fase aguda.
Desde el punto de vista de la expresión génica, el hecho más sobresaliente
de la crisis inflamatoria pancreática, es la sobreexpresión de la
'Pancreatitis associated Protein" (PAP) (Iovanna y col., 1991b). Esta
proteina que se encuentra ausente en el jugo pancreático normal es
sintetizada hasta niveles muy elevados en el páncreas inflamado (Keim. y

coI., 1991). Curiosamente, ella presenta algunas características mayores
que la diferencian de las proteinas de fase aguda del higado o a las
proteínas de choque térmico. La PAP podria ser asi, Ia representante de
una nueva categoria de proteinas de "stress", secretorias y de bajo peso
molecular.

1.3. Sintesis y secreción proteica en el curso de las afecciones
pancreáticas.

1.3.1. Generalidades.

En el curso de la pancreatitis experimental, la actividad enzimática
global de la glándula se reduce hasta menos de un 20% de su valor normal

(Marsh y col., 1968) (Adler y co|., 1979). La sintesis protéica, parece no

estar afectada durante las primeras 12 horas que siguen a la inducción de
la pancreatitis (Gilliland y col., 1980) (Saluja y col., 1985). pero esta

decrece más tarde (Machovicz y col., 1972) (Papp y col., 1972). Esta
reducción minima, en la síntesis de las enzimas, explica sólo
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parcialmente la disminución tan importante de Ia actividad enzimática
descripta en el caso de la pancreatitis aguda (Adler y co|., 1982). Es
importante notar que ni una síntesis protéica ineficaz, ni una degradación
intracelular de las enzimas neosintetizadas puede descartarse. En efecto,
la disminución de la actividad enzimática global del tejido, podría
desprenderse de la fusión de los gránulos de zymógeno con los lisosomas,
(Saluja y col., 1985) o del aumento de la actividad lisosomal en el tejido

(Adler y col., 1985).

A fin de caracterizar el patrón de expresión protéica establecida en el
curso de la pancreatitis aguda, lovanna y col. (1991a) midieron los niveles

pancreáticos del ARNm, la síntesis protéica y algunas actividades
enzimáticas, después de la inducción de una pancreatitis aguda en ratas
por inyección retrograda de ácido biliar en el canal pancreático. Ellos
encontraron para la mayoría de las enzimas, una reducción en los niveles
de sus respectivos ARNm con amplitudes diferentes. Así, mientras que el
nivel del ARNm de la elastasa decae un 90% en un día, el de Ia amilasa no

decrece más que un 20% aproximadamente. Estas alteraciones no tienen
en ningun caso relación con la tasa de síntesis enzimática.
Aparentemente, los mecanismos regulatorios a nivel transcripcional y
traduccional serian los responsales de esta disminución. Las
modificaciones en Ia vida media de ciertos ARNm, podrían ser también
importantes en esta regulación, sin embargo este punto no ha sido
estudiado hasta el momento.

No todas las proteínas mostraron el mismo comportamiento. En efecto,

mientras que la tasa de síntesis de las enzimas pancreáticas se ve fuerte
y específicamente disminuida, la de otras proteínas como la Lithostathina
(Rouquier y col., 1991) (lovanna y col., 1991a), los oncogenes c-Myc y H­

Ras, la vilina y la actina (lovanna y col., 1992) se elevan durante la

inflamación del páncreas y se observa al menos, la aparición de una nueva
proteína, la PAP.

Esto sugiere que la inflamación no induce un deterioro pasivo de las

capacidades funcionales del páncreas, si no más bien, una reorganización
completa y coordinada de su programa de expresión génica. Según este
programa, Ia producción de las moléculas que pudieran considerarse
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inútiles o perjudiciales es inhibida. Este es el caso de las hidrolasas. que

de activarse podrían agravar el fenómeno de destrucción del tejido. La
totalidad de la energía disponible es por el contrario, reservada a la
expresión de los agentes de la reconstrucción o del mantenimiento del

tejido, como es el caso de la actina y la vilina. Lo mismo ocurre con los

factores implicados en el crecimiento tales como los oncogenes c-Myc y
H-ras. Las otras moléculas especificamente expresadas o inducidas por la
inflamación (la PAP y la Lithostathina), podrían considerarse como parte
del mecanismo de defensa del páncreas frente a la agresión.

1.3.2. La "Pancreatitis Asociated Protein" (PAP), una nueva
proteína asociada a la pancreatitis aguda.

En el año 1984 Keim y col. identificaron una nueva proteína secretoria

en el jugo pancreático de rata. Esta proteína, no detectable en la glándula
sana, aparece después de la inducción de una pancreatitis aguda
experimental. Ellos la denominaron, "Pancreatitis Associated Protein"

(PAP) y su peso molecular (17 KDa) y su punto isoeléctrico (8,2) fueron
determinados a través de la técnica de electroforesis en doble dimensión

(Keim y col., 1991). Un dosaje por la técnica de ELISA (Enzymatic Ligand

InmunoSorbant Assay) se desarrolló a fin de medir los niveles de esta
proteína. Con él, se estudió su concentración en el páncreas sano, la cual

se reveló inferior al limite de detección del dosaje (<0,01 ug/mg de
proteínas totales). Contrariamente, fue detectable 6 horas luego de la
inducción de la pancreatitis aguda y su nivel siguió aumentando hasta
alcanzar un máximo de 45 ug/mg de proteinas secretorias a las 48 horas.

Estos dosajes muestran una elevación de su concentración en el páncreas,
superior a 400 veces, durante Ia fase aguda de la pancreatitis. La PAP se
encuentra presente tanto en los gránulos de zymógeno, donde fuera
localizada por inmunohistoquimica, como en el jugo pancreático. Por otro
lado, luego de la incubación de lóbulos pancreáticos aislados con
aminoácidos marcados, la banda correspondiente a la PAP, fue detectada
radioactiva en geles de SDS (Keim y col., 1991). La PAP es entonces, una

proteína pancreática secretoria de fase aguda, sintetizada durante la
pancreatitis pero ausente en la glándula normal.
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La inducción de una pancreatitis aguda, ya sea por inyección de acidos
biliares, de ceruleina o la manipulación quirúrgica, entre otros,
desencadena Ia síntesis de la PAP por las células acinares (Keim y col.,
1991). A fin de analizar la relación existente entre la producción de PAP

y la severidad de la pancreatitis experimental, se inyectaron soluciones
de taurocolato de sodio (entre 0 y 4%) en el canal biliopancreático de

ratas y se correlacionó el nivel de PAP con la mortalidad. Ambos
parámetros se mostraron más elevados en las ratas inyectadas con 4% de
taurocolato de sodio (Keim y coI., 1986). Sin embargo, este modelo se
mostró poco satisfactorio, ya que la intensidad de la inflamación y la
necrosis se distribuyen de manera heterogénea en el tejido.

Otro protocolo fue entonces ensayado, utilizando esta vez Ia perfusión

de ceruleina como agente etiológico de Ia pancreatitis. Dos dias después

del comienzo de Ia experiencia, Ia concentración de PAP en el tejido
pancreático, aumentó de manera proporcional al grado de ceruleina
perfundida (Keim y col., 1994). Esta misma correlación existe entre Ia

concentración de PAP en la glándula y Ia severidad de la pancreatitis,
estimada histologicamente por cuantificación de infiltrado Ieucocitario,
grado del edema y la presencia de vacuolas. Estos resultados sugirieron Ia

posible utilidad del dosaje de Ia PAP como marcador de Ia severidad de la

afeción pancreática en el curso de la pancreatitis aguda.
EI ADNc de la PAP fue clonado por rastreo inmunológico a partir de una

biblioteca de expresión construida en el vector lgt11. Los ARNs que

sirvieron para Ia construcción de la biblioteca fueron extraídos del
páncreas de una rata afectada de pancreatitis aguda. El ADNc aislado fue

secuenciado (Iovanna y coI., 1991b) y reveló codificar para una proteína de

tipo secretorio de 149 aminoácidos, precedida de un péptido señal N­
terminal de 26 residuos. AI ser cuantificada su expresión por la técnica de

Dot blot, la concentración del ARNm presente en el páncreas normal se
eleva en un factor de más de 200 veces durante la pancreatitis aguda.
Luego de la fase aguda, su concentración disminuye progresivamente
alcanzando después las 48 horas valores próximos a los normales.

Este rápido aumento en la concentración del ARNm de la PAP parece

deberse sobre todo a un fenómeno de regulación transcripcional. Sin
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embargo, una regulación a nivel traduccional no puede descartarse, la cual
en caso de existir, tendría una importancia menor.

1.3.3. ¿Existe un equivalente de la PAP en el hombre?.

Con la intención de verificar la existencia de la PAP en el hombre,

conocer su estructura, estudiar su expresión y evaluar su utilidad como

marcador diagnóstico y pronóstico de la pancreatitis aguda, Orelle y col.
(1992) clonaron, en nuestro laboratorio, el ADNc correspondiente a la PAP
humana. Para ello utilizaron el ADNc de la PAP de rata como sonda sobre

una biblioteca de ADNc de páncreas humano. La estructura mostró un 71%

de homología con el ADNc de la PAP de rata. El estudio de la expresión

durante la pancreatitis aguda reveló que al igual que en Ia rata, la PAP se

induce fuertemente mientras que las otras proteínas secretorias
(amilasa, quimotripsinógeno, tripsinógeno, etc.) muestran una represión
en su expresión.

Ninguna otra enfermedad pancreática de las estudiadas, induce la
expresión de la PAP. Las únicas excepciones se observaron cuando la
enfermedad presenta una reacción inflamatoria secundaria (poussé aguda
de pancreatitis crónica).

Ya que los conocimientos acumulados por los estudios realizados en
animales, no son necesariamente transponibles al hombre, se hizo
necesario estudiar Ia proteina, purificada a partir de jugo pancreático
humano. Esto presentó algunos problemas particulares, pues las
investigaciones realizadas en animales mostraron que la manipulación
necesaria para la recolección de jugo pancreático en el curso de una
pancreatitis aguda es perjudicial, agravando seriamente Ia enfermedad.
Por esta razón, el análisis del jugo pancreático proveniente de pacientes
enfermos de pancreatitis aguda no se pude realizar (Evander y co|., 1982).

Sin embargo, alteraciones comparables a las descriptas por Klóppel y
col. (1986) en pancreatitis agudas humanas, (edema de la glándula,
infiltración Ieucocitaria, vacuolización intracelular y necrosis grasa
peripancreática) fueron observadas recientemente luego del transplante
de páncreas humano. En este modelo de pancreatitis aguda, el jugo
pancreático puede ser facilmente recolectado en grandes cantidades, ya
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que Ia canulación pancreática es necesaria para el tratamiento. A partir
de esto, Keim y coI. (1992) analizaron el patrón electroforético de las

proteínas del jugo pancreático, en simple y doble dimensión. Asi pudieron
observarse, fuertes concentraciones de albúmina, un ligero aumento de los

niveles de Lithostathina y fundamentalmente, la aparición de la PAP. Es

importante remarcar, que en estas condiciones no se pusieron en evidencia
alteraciones mayores del patrón de proteínas enzimáticas se puso en
evidencia. La agresión que representa el transplante, parece así
suficiente para activar el sistema de inducción de la Lithostathina y de
expresión de la PAP. Sin embargo, ella no alcanza el umbral necesario

para desencadenar Ia inhibición general de la síntesis de enzimas
características de Ia pancreatitis aguda. Este jugo pancreático
representó una herramienta de extrema importancia. Por cromatografía
se pudo purificar suficiente proteina para iniciar los primeros estudios
bioquímicos de Ia PAP.

1.3.4. El diagnóstico de la pancreatitis aguda y la PAP.

Los resultados antes expuestos, proporcionaron fuertes indicios sobre
la posible utilidad de la PAP como marcador de la inflamación
pancreática. Para demostrarlo, se produjeron anticuerpos contra un
péptido sintético idéntico a la región aminoterminal de la PAP humana,

que se utilizaron para un dosaje inmunológico en el suero de pacientes con

distintas enfermedades. Estos estudios confirmaron el excelente poder
pronóstico y diagnóstico de Ia PAP como marcador de la pancreatitis
aguda (lovanna y col., 1994). Actualmente varios centros especializados
en enfermedades pancreáticas se encuentran realizando un proyecto
piloto, destinado a evaluar la utilidad de esta proteína como marcador del
sufrimiento pancreático.

1.3.5. ¿Cuál es el rol de la PAP?.

Las características de expresión de esta molécula llevan a pensar que
ella desempeña un rol preponderante en Ia defensa del páncreas. Podemos
desde ya pronosticar, a pesar de la parcialidad de los conocimientos
existentes, potenciales aplicaciones en actividades clínicas, sobre todo
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en el terreno del diagnóstico y del seguimiento de Ia pancreatitis. Sin

embargo poseemos muy poca información acerca de Ia función de esta
proteína.

La búsqueda en bancos de datos mostró una homología del 47% entre Ia

PAP y Ia Lithostathina de rata, pero no se observó ninguna similitud con

otras proteínas pancreáticas (Iovanna y coI., 1991b). Es interesante notar
que es solamente en la región C-terminal, donde ambas proteínas
muestran homología, mientras que la actividad de inhibición del
crecimiento de los cristales de carbonato de calcio (función adjudicada a
Ia Lithostathina) es llevada a cabo por los 11 aminoácidos N-terminales
de esta molécula.

Otras comparaciones de secuencias mostraron que la región C-terminal,
tanto de Ia PAP como de la Lithostathina, representan el equivalente del
"dominio de reconocimiento a los carbohidratos" de las Iectinas animales

de tipo C (Ca++ dependientes) (Drickamer y col., 1988) (Iovanna y coI.,

1991b). La PAP no posee actividad enzimática propia, ella no inhibe
tampoco las enzimas del jugo pancreático (amilasa, tripsina,
quimotripsina, elastasa, Iipasa, fosfolipasa A2). Por otro lado, debido a
su homología con las Iectinas, sería de esperar sobre todo una función
ligada a la capacidad de fijarse a motivos glicocídicos. A pesar de esto,
no se le encontró ninguna afinidad por la maltosa, la D-manosa, la N­

acetil-D-glucosamina, Ia N-acetiI-D-galactosamina, la D(+)me|obiosa o la

L-fructosa (Iovanna y co|., 1991b). La PAP tampoco mostró ser capaz de

aglutinar eritrocitos ¡n vitro, propiedad que caracteriza a la mayoría de

Iectinas de este tipo. Sin embargo, en concentraciones de 20 ug/ml, Ia

PAPI induce la agregación de ciertas cepas bacterianas (Iovanna y col.,
1991b). Esta propiedad es compartida con Ia Lithostathina (Iovanna y col.,
1993), dejando entrever para ambas moléculas una función relacionada
con bacterias, por ejemplo, como agentes antibacterianos endógenos. Esta
actividad sería de gran importancia ya que las complicaciones infecciosas
en el curso de la pancreatitis aguda, conducen siempre a una enfermedad
más severa y estan asociadas a los niveles más altos de mortalidad

(Banks, 1991). Grandes cantidades de PAP se encuentran presentes en el
páncreas inflamado haciendo así posible una acción antibacteriana por
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masa. Proteínas y péptidos bacteriostáticos fueron descriptos en
numerosas especies (Zasloff, 1992). Teniendo en cuenta todo lo dicho
anteriormente y entrando en el terreno de la especulación, podría
postularse a Ia PAP como integrante de un sistema de defensa primitivo
de acción rápida, fundamentalmente destinado al control de las afeciones
bacterianas.

1.4. Conclusiones.

De todos estos trabajos se se puede concluir que la pancreatitis aguda
no produce un debilitamiento general y desordenado de la función
pancreática exócrina, sino, por el contrario, una respuesta bien definida
de Ia glándula, caracterizada por un rearreglo específico del patrón de
expresión de sus proteínas. Esto sugiere que el páncreas, de la misma
manera que el hígado u otros órganos, posee un programa de emergencia.
Este debería ser ser analizado de la manera más completa posible, con el
fin de mejorar las capacidades terapéuticas, frente a una enfermedad para
Ia cual el pronóstico es frecuentemente desfavorable.



-21­

2. OBJETIVO DEL TRABAJO

El objetivo principal de este trabajo de tesis fue profundizar Ia
comprensión del programa de emergencia puesto en funcionamiento por el
páncreas durante Ia pancreatitis aguda.

La PAP, uno de los elementos claves en la respuesta del páncreas a Ia

agresión, fue utilizada como elemento de estudio ya que un conocimiento
amplio de esta proteína, tanto en lo referente a su función como a su

expresión, reviste una importancia mayor desde el punto de vista clínico y

de la investigación fundamental.
Este estudio será encarado desde tres puntos de vista principales: 1-EI

estudio de Ia expresión de Ia PAPI en diferentes condiciones fisiológicas
y en diferentes tejidos, 2-El análisis funcional y estructural de su
promotor y 3-La puesta a punto de un modelo de inducción de Ia expresión
de la PAPI in vitro.

Durante las primeras etapas del trabajo se hicieron presentes fuertes
indicios de la existencia de otros genes próximos al de la PAPI.
Decidimos entonces incluirlos en nuestro programa de investigación.



MATERIALES Y METODOS
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3. MATERlALES Y METODOS

3.1. Estudio de la expresión extra pancreática de la PAP I.

Los primeros estudios realizados sobre la expresión de la PAP I, se
focalizaron en el páncreas. En este trabajo y con la intención de ampliar
el conocimiento de su distrubución tisular y particularidades de
expresión, nosotros hemos extendido este estudio a un gran número de
órganos y situaciones fisiológicas, haciendo uso de las técnicas que se
detallan a continuación

3.1.1. Northern blot.

Con la técnica de Northern blot se analizó la presencia del ARNm de la

PAP en los siguientes tejidos: cerebro. glándulas salivales, pulmones,
corazón, esófago, estómago, duodeno, yeyuno, íleon, colon, hígado, riñones,

músculo esquelético y testículo.
Los ARN totales de los diferentes tejidos fueron extraídos según Ia

técnica de Chirgwin y col. (1979). Cuando este se extrajo de líneas
celulares, se utilizó la técnica de Chomczynski y col. (1987). La cantidad
y pureza de los ARN fue determinada espectrofotométricamente. 20 ug de

cada uno de estos ARN fueron desnaturalizados, cargados en un gel de
agarosa 1% que contenía formaldehído a una concentración de 2,2 M como
agente desnaturalizante y separados por electroforesis (Maniatis y
coI.,1982). Los ARN fueron luego transferidos sobre una membrana

Hybond® y fijados por 2 h a 80°C. Las membranas fueron prehibridizadas

durante 4 horas a 42 °C, en solución de prehibridización (50% formamida

desionizada, 5X SSPE, 0,1% BSA, 0,1% Ficoll, 0,1% PVP, 0,5% SDS y 200
ug/ul de ADN de esperma de salmón) e hibridizadas en las mismas

condiciones durante 16 h con el agregado del ADNc de la PAP (clon 4R)
(lovanna y coI., 1991b) marcado con dCTP a32P por "Random priming'

(Feinberg y Vogelstein, 1983). Las membranas fueron hechas en doble y
una de ellas fue hibridizada con el ADNc de la Bactina como control de
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calidad del ARN transferido. Solamente las membranas que no mostraron

signos de degradación fueron utilizadas. Finalmente, se las Iavó en
condiciones de alta astringencia (4 veces durante 5 min en 2X SSC y 0,2 °/o

SDS a temperatura ambiente, 2 veces durante 15 min en 0,1X SSC y 0,1%

SDS a 50 °C y finalmente 30 min en 0,1X SSC a la misma temperatura).

Una vez secas, las membranas fueron expuestas contra una película
radiográfica (Hyperfilm®, Amersham) a -80°C durante 16 h.

3.1.2. Dot blot.

Los análisis cuantitativos de los ARNm fueron realizados según la

técnica descripta por White y Bancroft (1982). AIícuotas de ARN total (5,
2.5, 1.25 y 0.625 ug/muestra) fueron depositadas, luego de ser
desnaturalizadas, sobre una membrana de nitrocelulosa, haciendo uso de

un "minifold aparatus" (Schleicher y Schuell Inc.) y luego fijados por 2

horas a 80 °C. Las membranas fueron prehibridizadas, hibridizadas,
Iavadas y expuestas de Ia misma manera que fuera indicado para el
Northern blot (ver 3.1.1.). La intensidad densitográfica de los
autorradiogramas fue medida con un densitómetro 'Multiscan®" (LKB
instruments) y los resultados analizados como fuera descripto por Calvo y
col. (1991). Las pendientes de las curvas de regresión dieron una

estimación de la masa del ARNm/ug de ARN total.

3.1.3. Análisis de la distribución tisular del ARNm de la

PAPI por RT-PCR.

LA RT-PCR fue utilizada con el objetivo de afinar el análisis de la

distribución tisular del ARNm de Ia PAP I, pues la sensibilidad de la
técnica de Northern blot sólo permitió la detección de los transcriptos en

el páncreas y en el tracto digestivo (ver más adelante 4.1.1.). Esta
técnica permite Ia detección de un ARNm mensajero particular expresado
en una cantidad menor a una molécula por célula y se basa
fundamentalmente en Ia utilización de una trascripción reversa seguida de
una amplificación en cadena del ADNc obtenido.
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3.1.3.1. Búsqueda del ARNm de la PAPI en diferentes
tejidos por RT-PCR.

El ARN total de varios tejidos fue preparado siguiendo el método de

Chirgwin (1979). Estos ARN fueron retrotranscriptos, utilizando los
reactivos del Kit de síntesis de ADNc (Boehringer Mannheim, Alemania),

siguiendo las indicaciones del fabricante y en presencia de dCTP a32P a

fin de poder controlar la cantidad de ADNc utilizado en la amplificación

por PCR. Las reacciones fueron llevadas a 70°C durante 10 min y luego
extraídas con fenol-cloroformo en relación 1:1 (vol/vol). Los ADNc fueron

purificados sobre columnas de BioGel P-30, como fuera descripto por
Orelle y col. (1992).

Un ARN sintético (neo pa, Boehringer Mannheim, Alemania) fue utilizado

como control positivo de la síntesis de ADNc. Reacciones en blanco, sin

matriz de ARN, fueron realizadas tanto en las etapas de síntesis de ADNc
como en las de PCR. Las reacciones de PCR se realizaron con los

siguientes oligonucleótidos sintéticos:
5'-GAAGACTCTCCGAAGAAAATACCC-S' y

5'-ACCTGTAAATTTGCAGACTAGGG-S'correspondientes a las posiciones

138 a 161 y 561 a 584 del ARNm de la PAP l, respectivamente. El ARNm

de la B actina utilizado como control y fue definido por el juego de
iniciadores:

5'-TGGTGGGTATGGGTCAGAAGG-S' y 5'-ATCCTGTTCAGCGATGCCTGGG-S'.

Cantidades variables de ADNc fueron utilizadas para los diferentes
tejidos: 1 pg para el páncreas en el curso de pancreatitis aguda, el

duodeno, el yeyuno y el íleon; 100 pg para el colon y el ciego y 1 ng para

los restante tejidos testeados (páncreas normal, pulmones, hígado,
riñones, glándulas salivales, cerebro, bazo, testículos, estómago, músculo
esquelético, corazón, leucocitos, la linea celular AR-42J y el control
negativo (neo pa, Boehringer Mannheim, Alemania)). Los ADNc fueron
amplificados por PCR en tampón de reacción 1X (50 mM KCI, 2mM MgCI2,

0.01% gelatina, 10 mM Tris-HCI pH 8.3) conteniendo 125 pM dNTP, 1%

DMSO, 25 pM de cada iniciador y 2.5 unidades de Taq Polimerasa

(Boehringer Mannheim, Alemania) en un volumen final de 50 ul. Los ADNc
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fueron amplificados primero, con el juego de iniciadores B actina, como

control positivo.
Las amplificaciones fueron llevadas a cabo de la siguiente manera:

1- Primer ciclo: desnaturalización a 94°C x 2 min, agregado de la enzima,

hibridización a 55°C x 2 min, elongación a 74°C x 2 min.

2- 28 ciclos siguientes: desnaturalización a 94°C x 10 seg, hibridización

a 55°C x 2 min, elongación a 74°C x 2 min.

3- Ultimo ciclo: desnaturalización a 94°C x 10 seg, hibridización a 55°C x

2 min, elongación a 74°C x 10 min.

Alícuotas de 5 ul de cada mezcla de reacción fueron analizadas por
electroforesis sobre gel de agarosa 1,5%, en tampón Tris-Borato-EDTA,
coloreados con bromuro de etidio y visualizados bajo luz ultravioleta.

Luego, los fragmentos fueron transferidos sobre membranas de nylon (PalI

East, Hill, EEUU) por capilaridad en 0,4 N NaOH e hibridizados con el ADNc

de la PAPI como sonda. La prehibridización se desarrolló a 65°C durante

1 h en una solución compuesta de 6X SSC, 0.1% BSA, 0.1% ficoll, 0.1% PVP,

0.5% SDS y 200 pg/pl de ADN de esperma de salmón desnaturalizado. La
hibridización se realizó en el mismo tampón, en presencia de 2 x106
cpm/ml del ADNc de la PAPI marcado utilizando dCTP a32P. Las

membranas fueron luego lavadas 4 veces durante 30 min a 65°C en un

tampón compuesto de 0.1X SSC y 0.2% SDS, luego autorradiografiados con

un film radiográfico Hyperl’ilm® (Amersham, Inglaterra).

La identidad de los fragmentos fue confirmada por secuencia directa a
partir de amplificación asimétrica utilizando la técnica descripta por
Orelle y col. (1992).

3.1.3.2. Quantificación de los niveles del ARNm de PAPI

en diversos tejidos por RT-PCR.

Cantidades variables de ADNc (10, 1.0, 0.01 y 0.001 ng) fueron
amplificados por PCR en las condiciones descriptas anteriormente. La
cantidad de ciclos fue fijada en 28 pues entre 22 y 30 ciclos el
crecimiento de la concentración de ADN mostró conservar una relación

lineal con respecto a la cantidad de ciclos. La cuantificación del ADN

amplificado fue realizada depositando, sobre una membrana de nylon
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alícuotas de 50, 25, 12.5 y 6.25 ul de una dilución 1:10 de la reacción de

PCR original, y haciendo uso de un Minifold apparatus® (Schleicher y

Schuell inc.). El ADN fue fijado a 80°C durante 2 horas. las membranas

fueron prehibridizadas, hibridizadas con el ADNc de la PAP I, lavadas y

expuestas como se describió precedentemente. Las autorradiografías
fueron analizadas con un densitómetro Multiscan® (LKB instruments). Los

resultados fueron expresados en unidades de absorbancia/ng de ADNc no
amplificado.

3.1.4. Clonado y secuencia del ARNm de la PAPI en el
intestino.

La búsqueda fue realizada en una biblioteca de ADNc de yeyuno de rata
construida en el vector lgt11 que fuera cedida por F. Raul (INSERM U. 51,

Strasbourg). Aproximadamente 1,5 x 104 UFP fueron transferidas a

membranas de nylon (PaII Biodyne®, East Hill, EEUU) a una densidad de

103/placa de 100 mm de diámetro,e hibridizadas con el ADNc de la PAP
marcado con dCTP a32P por "random priming" siguiendo las instrucciones
del fabricante. Las membranas fueron Iavadas en condiciones de alta

astringencia (4 veces por 30 min en 0,1% SSC y 0,2% SDS a 65°C) y

autorradiografiadas entre 8 y 16 h. Varios clones fueron así detectados y
aislados por una segunda ronda de rastreo. Sus tamaños fueron
determinados en geles de poliacrilamida 7% luego de ser digeridos con Ia
enzima EcoRI. Los insertos fueron purificados por electroelución
(Maniatis y col., 1982) y subclonados en el sistema M13mp18/mp19
(Messing y coI., 1981). Los fagos recombinantes bajo la forma de simple

cadena, fueron secuenciados en ambas direcciones con el kit "Sequenase®
2.0" según las instrucciones del fabricante (USB). El secuenciado se
inició con los iniciadores universales M13 y se continuó con
oligonucleótidos sintéticos.

3.1.5. Inducción de pancreatitis aguda experimental en la
rata.

La pancreatitis aguda se indujo en ratas Sprague-Dawley macho por
inyección retograda con 200 ul de taurocolato de sodio al 0,4%, en el canal
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pancreático principal (Lankish y col., 1974), los animales fueron
sacrificados 48 h después.

3.1.6. Manipulaciones nutricionales.

A fin de estudiar la regulación de la expresión del ARNm de la PAPI

durante el ayuno, se realizó la siguiente experiencia:
Un grupo de 5 ratas fue puesto en ayuno durante 24 h., mientras que otro

igual conservó el acceso libre a la alimentación. Los animales fueron

sacrificados y se les extrajo el estómago, el duodeno, el yeyuno, el íleon y

el colon. Los ARN de esos tejidos fueron sometidos a análisis por Dot blot

( ver 3.1.2.).

Las ratas utilizadas fueron Sprague-Dawley macho con un peso de 180 a

200 gr, fueron alimentadas de manera standard (UAR, Villemoison sur
Orange, France) y mantenidos en jaulas individuales en un cuarto con
temperatura y luz controlados.

3.1.7. Extracción de proteinas.

Los tejidos a ser procesados fueron lavados en solución salina y
homogeneizados en 50 mM Tris pH 7,4, 150 mM NaCl, 2mM PMSF. Los

sobrenadantes de los homogenatos centrifugados 10 min a 10.000 g a 4°C

fueron ultracentrifugados 90 min a 105.000 g a 4°C y finalmente se los

almacenó a -70°C hasta su utilización. La cantidad total de proteinas
contenida en estos sobrenadantes fue estimada por la técnica descripta
por Bradford (1976), la concentración de PAPI fue evaluada utilizando el

test de ELISA puesto a punto en el laboratorio (ver 3.1.8.1.).

3.1.8. Técnicas inmunológicas.

El hallazgo del transcripto PAPI en el intestino, nos llevó a
interesarnos en la caracterización bioquímica de la PAP en este órgano.
Para ello se utilizaron anticuerpos dirigidos contra la PAPI de origen
pancreático, que habían sido producidos precedentemente en nuestro
laboratorio (Keim y col., 1991).
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3.1.8.1. Dosaje de la PAPI por ELISA competitivo.

En este estudio se utilizó la técnica descripta por Keim y col. (1991).

Brevemente: las inmunoglobulinas G (lgG) del antisuero fueron purificadas

por separación sobre DEAE Afigel Blue (Bio-Rad, Alemania), siguiendo las

recomendaciones del fabricante. Estas inmunoglobulinas fueron luego
acopladas a la peroxidasa. EI ELISA (Enzime Linked InmunoSorbant Assay)

fue realizado con estas inmunoglobulinas marcadas y la PAPI purificada

fijada al fondo de la microplaca de ELISA (Nunc Dinamarca), sirviendo de

fase sólida. La captura de los anticuerpos se produjo al incubar los
sobrenadantes de los homogenatos de los diferentes tejidos, con los
anticuerpos marcados a Ia peroxidasa. La incubación se siguió luego, en
las placas que contienían el antígeno fijo. Todos los anticuerpos que
reconocieron al antígeno durante Ia etapa de captura, fueron entonces
eliminados en los lavados ya que no se fijaron a Ia placa. Se relizaron

luego las reacciones en presencia del substrato de la peroxidasa y se
procedió a la cuantificación, midiendo Ia absorbancia de la mezcla de
reacción a 492 nm.

3.1.9. Técnica de Western blot.

Las proteínas totales presentes en los sobrenadantes de los
homogenatos fueron separadas por Ia técnica de electroforesis en doble
dimensión que consiste en una focalización isoeléctrica seguida de una
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS. Las proteínas de estos geles
fueron transferidas sobre membranas de nitrocelulosa utilizando la

técnica descripta por Kyshe-Andersen (1984). La PAPI fue entonces
detectada con el antisuero anti-PAPI (1/1000) y revelada con
anticuerpos marcados a Ia peroxidasa y dirigidos contra el fragmento Fc
de inmunoglobulinas de conejo (800ng/ml) (Inmunotech, Francia).

3.1.10. lnmunohistoquímica.

Los trabajos que permitieron Ia localización inmunohistoquímica de Ia
PAPI de rata, fueron realizados gracias a Ia colaraboración de Arlette
Bosshard (U. 45 del INSERM, Lyon Francia). La técnica utilizada en esta

ocasión, fue brevemente la siguiente: cortes delgados de estómago,
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duodeno, yeyuno, íleon y colon, fueron sumergidos en una solución de

paraformaldehido al 4% en tampón fosfato (0.1M pH 7.4) a O°C durante una

noche. Luego de varios lavados en PBS, las muestras fueron deshidratadas
con alcohol y luego incluidas en parafina. Secciones de 5 um fueron

colectadas sobre portaobjetos y desparafinadaas. El suero anti-PAPl fue
aplicado sobre las secciones de tejido durante 1 h a una dilución de 1:50

en PBS que contenía 3% Tritón X-100 y 5% BSA. Los cortes fueron lavados

3 veces por 10 min en PBS, luego incubados con inmunoglobulinas de cabra

anti-conejo conjugadas al isotiocianato de fluoresceina (Nordic) y
diluidas 12100 en PBS que contenía 3% de Tritón X-100. Los cortes fueron

lavados varias veces entre cada incubación (Coons, 1958). Ninguna
coloración fue observada en las reacciones de control en las cuales el

antisuero fue omitido o agregado luego de la incubación con un exceso de

PAPI pancreática purificada (75 ug/ml de suero puro). Como control
positivo, el tejido pancreático fue tratado de la misma manera 48 horas

después de la inducción de una pancreatitis aguda, mientras que el
páncreas normal fue utilizado como control negativo.

3.2. Clonado y estudio de la expresión de los ADNc homólogos a
Ia PAP I.

3.2.1. Clonado de las PAP ll y III.

3.2.1.1. Construcción de la biblioteca de ADNc de
páncreas en el curso de una pancreatitis aguda.

Los ARN pancreáticos fueron preparados según la técnica de Chirgwin y
col. (1979) a partir de ratas sacrificadas 24 h después de la inducción de
una pancreatitis aguda experimental (Lankish y co|., 1974). Los ARN
poli(A)+ fueron purificados por cromatografía de afinidad sobre columnas

de oligo (dT) celulosa (Aviv y Leder, 1972) y utilizados para la síntesis de

ADNc en presencia de transcriptasa reversa.

La ADN polimerasa l y la ARNasa H sirvieron para sintetizar la hebra
complementaria. Los ADNc fueron insertados en el bacteriofago lgt11
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utilizando "linkers' EcoRI y empaquetados con el kit 'Amersham
Packashing Kit" (Amersham, Inglaterra). La bliblioteca contuvo un total
de 3,5 x 105 clones recombinantes independientes.

3.2.1.2. Rastreo de clones estructuralmente emparentados
a la PAP en la biblioteca pancreática.

Los clones fueron rastreados de la biblioteca según la técnica de las
playas de lisis descriptas por Huyng y col. (1985) en condiciones
adaptadas a una hibridización heteróloga. El inserto 4R, correspondiente a

la mayor parte de la secuencia del ADNc de la PAPI de rata (Iovanna y
col., 1991b) fue marcada con dCTP a32P por "random priming" y utilizada

como sonda para un rastreo sobre aproximadamente, 2.5 x 103 clones

recombinantes. Las membranas, por duplicado, fueron prehibridizadas
durante 4 horas a 65°C en una solución que contenía 6X SSC, 0,1% BSA,

0,1% ficol, 0,1% PVP, 0,5% SDS y 100 pg/ml de ADN de esperma de salmón

desnaturalizado. La hibridización tuvo lugar en el mismo tampón toda una
noche a 65°C en presencia de 5 x 105 cpm/ml de sonda.

Las membranas fueron lavadas 2 veces por 15 min a 50°C en una
solución de 6X SSC y 0,1% SDS (condiciones de baja astringencia). AI
finalizar dos rondas de rastreo sucesivas, se obtuvieron 25 clones
positivos.

3.2.1.3. Identificación del ADNc de la PAP Il.

Un microlitro de cada uno de las 25 suspenciones fágicas aisladas fue
depositado sobre un césped de bacterias E. coli Y1090 e incubado una
noche a 37°C. El ADN de los fagos fue transferido sobre membranas

Hybond® (Amersham, Inglaterra). Esas membranas fueron prehibridizadas

e hibridizadas a 65°C como se describió antes, en presencia del ADNc 4R
como sonda. Finalmente las membranas fueron lavadas 2 veces durante 60

min con una solución que contenía 0,1X SSC y 0,2% SDS a 68°C

(condiciones de fuerte astringencia). Dos clones (VOlS-D y VOlS-E) fueros
entonces seleccionados por su capacidad de hibridizar a baja astringencia
pero no a fuerte astringencia con el ADNc de la PAP I.
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3.2.1.4. Subclonado y secuencia de los ADNc que codifican
para la PAP II.

Los insertos purificados de los clones VOIS-D y VOlS-E fueron
subclonados en el sistema M13 mp18/mp19 y secuenciados como se

describió antes (ver 3.1.4.).

3.2.1.5. Rastreo de la PAPIII en una biblioteca
intestinal.

Aproximadamene 5 x104 playas de lisis de una biblioteca de ADNc de

yeyuno de rata fueron rastreadas con el fragmento EcoRI del ADNc de la
PAPI de rata (Iovanna y col., 1991b) marcada utilizando dCTP a32P, en

las mismas condiciones que fueran descriptas anteriomente para el
rastreo de Ia PAPII (Ver 2.1.2.). Las membranas fueron así mismo
lavadas en las condiciones de baja astringencia ya descriptas (ver
3.2.1.2.)

Tres clones (Pat1, Pat4, y Pat9) fueron aislados, a partir de 32 clones
seleccionados en Ia primera fase y con el mismo criterio utilizado para Ia

PAP ll (ver 3.2.1.3.). Los tres hibridizan con el ADN de la PAPI en

condiciones de baja, pero no de alta astringencia .

3.2.1.6. Subclonado y secuencia del ADNc codificante para
la PAP III.

Los insertos de los clones Pat1, Pat4 y Pat9, fueron subclonados en el
bacteriofago M13 y secuenciados siguiendo una estratégía idéntica a
aquella utilizada para el ADNc de la PAPI intestinal y de Ia PAP II.

3.2.2. Estudio de la expresión de las PAP ll y III.

3.2.2.1. Puesta en evidencia de la PAP Il en el jugo
pancreático.

Un péptido correspondiente a Ia región N-terminal (EDSQKAVPSTR)
(Néosystem, Francia) fue sintetizado por deducción, a partir de la
secuencia del ADNc de la PAP Il y utilizado para inmunizar conejos

blancos de Nueva Zelandia. Para ello 100 ug del péptido emulcionados con
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adyuvante completo de Freund fueron administrados por inyección
subcutanea a 3 conejos. Las mismas inyecciones fueron repetidas 3 veces
con 15 días de intervalo, utilizando esta vez adyuvante incompleto de
Freund. Diez días después de la última inyección, fue colectada sangre de
Ia vena principal de la oreja y fue verificada la especificidad del suero
extraido, por la técnica de Western blot.

3.2.2.2. La PAP ll y III en la pancreatitis aguda.

Este estudio fue realizado por Northern blot y Dot bIot utilizando como

sonda los clones de ADNc de Ia PAP ll (Vois-E) y el de la PAP Ill (Pat4).

Los ARN pancreáticos a analizar se obtuvieron a partir de ratas sanas y de
ratas sacrificadas: 0.5, 1.5, 3, 6, 12, 24, 48, 96, 168 y 240 horas después

de la inducción de una pancreatitis aguda. En otro experimento, destinado

a estudiar el efecto de la pancreatitis Ia expresión de la PAP II y IIl en

otros órganos, la pancreatitis fue inducida en dos ratas por el mismo
método. Estos animales fueron sacrificadas después de 24 horas y se les
extrajo en este caso, los ARN del estómago, duodeno, yeyuno, íleon, ciego,

colon, cerebro, riñón, hígado, glándulas submaxilares, corazón testículos,
bazo, músculo esquelético, pulmón y próstata.

3.2.2.3. Las PAPII y Ill en el curso de otras
inflamaciones agudas.

Una hepatitis aguda fue inducida en 2 ratas por inyección subcutanea de
Terementina en dos lugares diferentes de la región dorso lumbar como fue

descripto por Schreiber y col. (1986). Los ARN hepáticos fueron entonces

preparados como se describió precedentemente a partir de ratas
sacrificadas 24 h después de Ia inducción de la hepatitis aguda. Su
análisis fue realizado por Northern bIot utilizando como sonda los clones

de ADNc de Ia PAPI (4P), PAP II (VOlS-E) y PAP IIl (Pat4).

Por otro lado, una inflamación aguda del riñón fue inducida en dos ratas

por inyección intraperitoneal de 500 mg/Kg de acido fólico en 150 mM

NaHCOS (Cowley y coI., 1989). Los ARN fueron extraídos de los riñones de

ratas sacrificadas 36 horas después de la inducción de la inflamación
renal. Este estudio fue realizado igualmente por Northern blot,
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utililizando como sonda los ADNc de las: PAPI (4R), PAP II (Vois-E) y

PAP III (Pat4).

3.3. Clonado y determinación de la estructura de los genes
pertenecientes a la familia PAP.

3.3.1. El gen de la PAP l.

3.3.1.1. Clonado y secuencia.

Una biblioteca genómica construida en el fago XEMBLB SPS/T3

(Clontech, EEUU), con los insertos generados por digestión parcial de ADN

de hígado de rata por la enzima de restricción Sau3A, fue rastreada con el

inserto EcoRl del clon 4R (ADNc de Ia PAP I) (lovanna y col., 1991b),

marcado radioactivamente por "random priming".

Aproximadamente 106 playas de lisis fueron rastreadas según el método
clásico, (Maniatis y coI., 1982). La hibridización fue realizada a 65°C en

una solución compuesta de 6X SSC, 0,1% BSA, 0,1% ficoII, 0,1% PVP, 0,5%

SDS y 200 ug/ml de ADN de esperma de salmón desnaturalizado. Los
clones positivos fueron purificados por tres rastreos sucesivos y
caracterizados por cartografía con enzimas de restricción. Los
fragmentos que contenían cada una de las partes del gen de la PAPI
fueron subclonados en el fagemido pBIuscript KS't/SK+ (Stratagene, EEUU)

y secuenciados por la técnica de Sanger (1977) utilizando el Kit
Sequenasa (USB, EEUU) y dATP a35S según las recomendaciones del

fabricante. El secuenciado comenzó con el iniciador universal de M13 y

continuó con oligonucleótidos sintéticos específicos.

3.3.1.2. Determinación del sitio de inicio de la
transcripción.

El iniciador oligonucleotídico sintético
5'-ATCCAGGACATGACTGGGAAGGCC-3'correspondiente al nucleótido +74

del ARNm de la PAP I, fue marcado con 32P en Ia posición 5' (Maniatis y

col., 1982). Cuarenta mil cpm de este oligonucleótido fueron hibridizadas
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con 10 ug de ARN pancreático a 30°C durante 16 h en 40 mM PIPES, 1 mM

EDTA, 400 mM NaCl y 80% formamida desionizada, a pH 6,4. Luego, el

heteroduplex ARN-oligonucleótido fue aislado por precipitación y fue
sintetizado el ADNc a partir del oligonucleótido marcado, por adición de

50 unidades de trascriptasa reversa de AMV, durante 60 min a 42°C. Las

muestras fueron analizadas por electroforesis sobre gel de
poliacrilamida/urea.

3.3.2. El gen de la PAP II.

3.3.2.1. Clonado y secuencia.

Una biblioteca genómica construida en el fago Charon 4A (Clontech,

EEUU) fue rastreada con el ADNc de la PAP II (clon VOIS-E), siguiendo los

procedimientos clásicos. Los fragmentos de restricción apropiados
fueron subclonados en el vector de secuenciamiento pBIuescript KS+/SK+

(Stratagene, EEUU.) y secuenciados como fuera descripto antes para el gen
de Ia PAPI (ver 3.3.1.1.).

3.3.2.2. Determinación del sitio de inicio de la
transcripción.

El sitio de inicio de la transcripción del ARNm de Ia PAP Il fue

determinado de la misma manera que fuera descripto precedentemente
para el ARNm de la PAPI (ver 3.3.1.2.), utilizando como iniciador el
oligonucleótido sintético 5'-TTGTTGAAGGACAGACGAGGCAGC-S'
complementario a los nucleótidos 159 a 182 del ARNm de Ia PAP II.

3.3.3. El gen de la PAP lll.

3.3.3.1. Clonado y secuencia

Para el clonado del gen de Ia PAP Ill, y debido a Io extenso y dificultoso

de las técnicas de rastreo genómico existentes, una nueva técnica fue
adaptada y puesta a punto en nuestro laboratorio. Una vez en
funcionamiento, esta técnica se mostró altamente eficaz y de una rapidez
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excepcional, ya que nos permitió el clonado de 3 genes en un plazo de tan
sólo 15 días.

3.3.3.1.1. Técnica de clonado por PCR.

Esta estrategia se basa en la utilización de la PCR como herramienta de

rastreo en diluciones sucesivas de una biblioteca genómica. Para ello se
utilizan oligonucleótidos cuya especificidad se comprueba con una
amplificación del tamaño esperado a partir de ADN genómico. Luego se

estudia la presencia del gen a clonar en la biblioteca genómica.
amplificando una muestra de ADN proveniente de aproximadamente 106

fagos de Ia misma. La siguiente etapa, consiste en amplificar diluciones

sucesivas de la biblioteca, hasta obtener señal positiva sobre 104 fagos.
Finalmente a partir de esta última dilución, se realiza un rastreo clásico
aislando los fagos que contienen insertado el gen de interés.

3.3.3.1.1.1. Preliminares.

A fin de verificar la especificidad de nuestro juego de iniciadores para

el gen de la PAP III, 5 ng de ADN genómico de rata fueron amplificados

por PCR con el siguiente juego de oligonucleótidos sintéticos
determinados a partir de Ia secuencia del ADNc:
complementario 5'-GAAGATGCCAAGGAAGATGTG-B'

anticomplementario 5'-CTAGGCCTTGAACTTGCAGAC-3'

La amplificación fue realizada en tampón PCR 1X (50 mM KCI, 2 mM

MgCI, 2% gelatina y 10mM Tris pH 8.3) conteniendo 125 uM dNTP, 1% DMSO,

25 pmoles de cada iniciador y 2.5 unidades de Taq ADN polimerasa

(Boehringer Mannheim, Alemania). Las reacciones se llevaron a un
volumen final de 50 ul con agua. El programa de PCR utilizado fue el

siguiente:
1-primer ciclo: desnaturalización a 94°C x 2 min, agregado de Ia

enzima, hibridización a 55°C x 2 min, elongación a 74°C x 2 min.

2-28 ciclos siguientes: desnaturalización a 94°C x 10 seg, hibridización

a 55°C x 2 min, elongación a 74°C x 2 min.

3-último ciclo: desnaturalización a 94°C x 10 seg, hibridización a 55°C

x 2 min, elongación a 74°C x 10 min.
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El producto de PCR fue parcialmente secuenciado luego de una
amplificación asimétrica como ya fuera descripto por Orelle y col. (1992).

3.3.3.1.1.2. Primera etapa.

La presencia de al menos una copia del gen de Ia PAP Ill en la

biblioteca fue verificado de la siguiente manera: aproximadamente 106
clones recombinantes de la biblioteca fueron amplificados en medio
líquido hasta 101° UFP/ml. El ADN de una alícuota fue purificado según el

método descripto por Maniatis y col. (1982), y 5 ng fueron amplificados

por PCR con los iniciadores específicos de la PAP III como se describió

más arriba (ver 3.3.3.1.1.1.).

3.3.3.1.1.3. Segunda etapa.

Diez alícuotas de la biblioteca, con aproximadamente 105 UFP cada una,
(101051 alC10510) fueron amplificadas en medio líquido hasta 101°

UFP/ml. El ADN fue purificado y se le realizó una amplificación por PCR

como se describió antes (ver 3.3.3.1.1.1.), de esta manera se seleccionó
para la etapa siguiente Ia alícuota XB1053, que mostró la amplificación de

una banda del tamaño esperado.

3.3.3.1.1.4. Tercera etapa.

Diez alícuotas de 7t81053 que contenían cada una 104 UFP (181041 a

1810410) fueron amplificadas, ahora sobre medio sólido, y de la misma

manera que en la etapa anterior, se seleccionó la alícuota 101041.

3.3.3.1.1.5. Cuarta etapa.

En esta última etapa de clonado, 1.5 x 104 UFP de la alícuota XC1041

fueron utilizadas para un rastreo clásico realizado por el método de
Benton y Davies (1977) con el ADNc de la PAP lll como sonda. El rastreo,

el subclonado y el secuenciamiento se llevaron a cabo como se describió

para la PAPI (ver 3.3.1.1.).
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3.3.3.2. Determinación del sitio de inicio de la
transcripción.

EI sitio de inicio de la transcripción del ARNm de Ia PAPIII fue

determinado de la misma manera que fuera descripto precedentemente
para el ARNm de Ia PAPI (ver 3.3.1.2.), utilizando como iniciador el
oligonucleótido sintético 5'-AGGCTGGACAGCAGCATCCAGGAC-S'
complementario a los nucleótidos 54 a 87 del ARNm de la PAP IIl.

3.3.4. El gen de la Lithostathina.

3.3.4.1. Clonado y secuencia.

El gen de la Lithostathina fue clonado siguiendo la misma estrategia
que fuera utilizada para el Clonado del gen de la PAP IlI y bajo las

mismas condiciones de amplificación (ver 3.3.3.1.1.). Los oligonucleótidos

utilizados, definidos a partir de la secuencia del ARNm de Ia Lithostathina

(Rouquier y col., 1991), fueron los siguientes:

Complementario 5'-CAGGAGGCTGAAGAAGATCTA-a'

Anticomplementario 5'-TCAGGCTTTGAACTTGCAGAC-3'

Las reacciones de PCR realizadas sobre el ADN genómico de rata dieron

lugar a un producto de amplificación de 1,55 Kb. La secuencia directa a

partir de una amplificación asimétrica de esta banda confirmó que se
trataba del gen de Ia Lithostathina, asegurando asi la especificidad de
nuestras condiciones. Una banda del mismo tamaño se amplificó a partir

del ADN purificado de la biblioteca (primer etapa). En Ia segunda etapa,
fue seleccionada Ia alícuota ¡81055. Finalmente, la tercera etapa
permitió aislar la alícuota XC1043 a partir de la cual se procedió al
rastreo clásico. Se utilizó como sonda los clones SR227 Y SR506 que
contienen la totalidad de Ia secuencia del ADNc de Ia Lithostathina

(Rouquier y coI., 1991). Un clon genómico fue aislado, subclonado y
secuenciado de la misma forma que se describió precedentemente (ver
3.3.1.1.).
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3.4.4.2. Determinación del sitio de inicio de la
transcripción.

El sitio de inicio de la transcripción del ARNm de Ia Lithostathina fue

determinado de la misma manera que fuera descripto precedentemente
para el ARNm de la PAPI (ver 3.3.1.2.), utilizando como iniciador el

oligonucleótido sintético 5'-ACCATCAGGCATGAAAGCAGAATG-3', cuya
extremidad 5' es complementaria al nucleótido 116 del ARNm de Ia
Lithostathina.

3.3.5. El gen de la PAPI humana.

3.3.5.1. Clonado y secuencia.

La estrategia de Clonado utilizada en este ocasión fue la misma que se
expusiera precedentemente en 3.3.3.1.1. basada en Ia de amplificación por
PCR de diluciones sucesivas de la biblioteca a rastrear. Las condiciones

de amplificación, fueron las mismas que las indicadas precedentemente
para el clonado de los genes de la PAPlll y Lithostathina. La
amplificación del ADN genómíco humano con nuestro juego de iniciadores

dió lugar a una sola banda de aproximadamente 1500 pares de bases como
era esperado. Su secuencia parcial reveló en ciertas regiones, una total
homología con el ARNm de la PAPI humana (Orelle y coI., 1992)
demostrando la especificidad de nuestros iniciadores
5'- GAAGAACXIIIAGACíí-‘AATGID 3' y 5 ' - GTCATGAACTTCIIAGACATACII}3 '

correspondientes a las posiciones 140 a 164 y 564 a 587 del ADNc de la
PAPI humana.

La biblioteca utilizada fue construida en el vector XDASHTM. Los

fragmentos insertados provinieron de ADN genómíco de linfocitos
humanos digeridos parcialmente con la enzima Sau3A (Stratagene, EEUU).

En la primer etapa de amplificación, se obtuvo un producto de 1500 pares
de bases, similar al obtenido por amplificación del ADN genómíco,
indicando la presencia del gen en la biblioteca. Continuando con la
estrategia de clonado como se describió antes (ver 3.3.3.1.1.), se
produjeron las alícuotas XHB1O51 a XHB1O510 de las cuales, XHB1O57 y

XHB1o59, se mostraron positivas. AI finalizar la tercera etapa, dos
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alícuotas lHBlO41 y 1H81049 provenientes de la XHB1O57 se revelaron
positivas. A partir de la alícuota XHB1O41 se continuó con el rastreo

clásico y utilizando como sonda radioactiva el ADNc de la PAPI humana

(Orelle y col., 1992), se aisló el fago recombinante AGPAP. Fragmentos de

este clon, fueron subclonados en el vector de pBluescript KS+/SK+ y
secuenciados como ya fue descripto (Ver 3.3.1.1.).

3.3.5.2. Determinación del sitio de inicio de la
transcripción.

El sitio de inicio de Ia transcripción fue determinado de la misma forma

que para Ia PAPI, II, III y la Lithostathina de rata (Ver 3.3.1.2.),
utilizando el oligonucleótido sintético:

5'-CTCTGGGGTTCTTCACCTTGAACC-3' complementario de los nucleótidos
128 a 152 del ADNc de Ia PAPI humana.

3.3.6. Localizaciones cromosómicas

3.3.6.1. Localización cromosómica de los genes de la
PAP l, ll, lll y de la Lithostathina.

La localización cromosómica se realizó utilizando líneas celulares

hibridas rata/ratón. Estas células poseen los cromosomas del ratón. más
algunos cromosomas de rata. La técnica de detección de la presencia de
un determinado gen, se basa en la amplificación por PCR del ADN genómico

de las diferentes lineas celulares híbridas, con oligonucleótidos
especificos. A partir de las lineas híbridas que dan señal positiva y
conociendo cual o cuales cromosomas de rata poseen, se puede deducir el

cromosoma responsable de Ia señal positiva y por lo tanto portador del

gen en cuestión.
Siguiendo este principio, nosotros utilizamos en la primera etapa de Ia

localización, 50 ng de ADN genómico de las células híbridas, en reacciones
de amplificación con juegos de iniciadores específicos para las
secuencias de las PAP I, II, III y Lithostathina. Los oligonucleótidos
sintéticos utilizados en este estudio fueron los siguientes:
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para la PAP I :5'-GAAGACTCTCCGAAGAAAATACCC-3'

: 5'-ACCTGTAAA1TTGCAGACGTAGGG-3'

para la PAP Il :5'-ATCCCAGATCACTGCAAGG-3'

: 5'-CTGCGGGTCTACTGCTTGAAC-S'

para la PAP lll :5'-GAAGATGCCAAGGAAGATGTG-3'

: 5'-CTAGGCCTTGAAC'ITGCAGAC-S'

para la lithostathina :5'-CAGGAGGCTGAAGAAGATCTA-3'

El ADN de las 11 líneas celulares híbridas, tanto como las líneas

parentales nos fueron cedidas por el Dr. Claude Szpirer de la Université
Libre de Bruxelles (Bélgica). Dichas lineas celulares híbridas derivan de

Ia fusión de células de hepatoma de ratón (células parentales BWTGB)con

hepatocitos de rata adulta (Szpirer y coI., 1984) y han sido utilizadas en
varias localizaciones cromosómicas (Levan y col., 1990, 1991).

El trabajo comenzó con la verificación de la ausencia de productos de
reacción en el ADN de las células parentales, y por el contrario la
presencia en el ADN de las células de rata. A continuación 50 ng de ADN

genómico de cada uno de los híbridos fue amplificado con cada uno de los
juegos de iniciadores correspondientes a los genes a localizar. Las
condiciones elejidas para Ia reacción de PCR fueron las siguientes:

1-primer ciclo: desnaturalización a 94°C x 2 min, agregado de la
enzima, hibridización a 55°C x 2 min, elongación a 74°C x 2 min.

2-28 ciclos siguientes: desnaturalización a 94°C x 10 seg, hibridización

a 55°C x 2 min, elongación a 74°C x 2 min.

3-último ciclo: desnaturalización a 94°C x 10 seg, hibridización a 55°C

x 2 min, elongación a 74°C x 10 min.

El tamaño de los diferentes productos de reacción fue evaluado por
electroforesis en geles de agarosa 1,5% coloreados con Bromuro de Etidio

y fotografiados con qu ultravioleta.
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3.3.6.2. Localización cromosómica del gen de la PAPI
humana.

3.3.6.2.1. Análisis del ADN de células hlbridas somáticas
por PCR.

Como en la localización de los genes de la PAP l, ll, Ill y la
Lithostathina en el genoma de rata (ver 3.3.6.1.), nosotros utilizamos en
este caso, la amplificación del ADN genómico de células híbridas
hombre/roedor, para determinar en que cromosoma se localiza la PAPI
humana. Las condiciones de amplificación fueron las mismas que se
indican en 3.3.6.1. Los iniciadores específicos fueron los mismos que se
utilizaron en el clonado del gen de la PAPI humana:
5'-GAAGAA(IIBAGAGIEAACTGII>3' y 5'-GTCAGTGAAClT(I‘AGACATACH33'. Se

utilizó en este estudio, el ADN de 20 líneas celulares híbridas

hombre/rata, hombre/ratón y hombre/hamster, provenientes de 'Galton
Laboratory Hybrids Database" (MRC, Londres, inglaterra) (Gharib y co|.,

1993). Una vez realizadas las reacciones de PCR, se observó la presencia

de una única banda (aproximadamente 1500 pares de bases) en ciertos
híbridos y en el ADN genómico humano y su ausencia en el ADN de la líneas

parentales como era esperado.

3.3.6.2.2. Localización cromosómica por hibridización in
situ fluorescente.

La hibridización in situ fluorescente sobre cromosomas metafásicos,

fue realizada gracias a la colaboración de la Dra. Dallas Swallow de
Human Biochemical Genetics Unit, Londres, Inglaterra. La técnica
utilizada fue Ia descripta por Pinkel y col. (1986). El clon lGPAP, con un

inserto de aproximadamente 15 Kb, fue biotinilado por "nick translation"

(Maniatis y col., 1982). Esta sonda fue entonces hibridizada con un exceso
de ADN cot-1 a fin de saturar las secuencias repetitivas, y luego

hibridizada con la preparación de cromosomas a 37 °C durante una noche.
La señal fue detectada con isotiocianato de fluoresceina conjugado a la
avidina. Los cromosomas fueron contrastados con ioduro de propidio y

diaminophenolindol (DAPI) con el fin de obtener el bandeo R, las imagenes
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fueron finalmente colectadas por microscopía laser confocal (Biorad MRC
600).

3.4. Estudio funcional del promotor de la PAP l.

3.4.1. Condiciones de cultivo y transtección de las
diferentes líneas celulares.

3.4.1.1. Línea celular AR-42J.

Se trata de una línea celular de rata derivada de un tumor de páncreas

exócrino, inducido con azaserina (Longneker y co|., 1979).
Estas células fueron rutinariamente cultivadas a 37°C en una atmósfera

que contenía 5% C02, 95% aire. El medio de cultivo fue el de Eagle

modificado por Dulbecco con el agregado de 10% de suero fetal bovino

(GIBCO), 4,5 g/l de glucosa, 4 mM glutamina, 50 u/ml de penicilina y 50
pg/ml de estreptomicina. El medio se cambió cada 48 horas. Cuando las
células alcanzaron un 80 a 90% de confluencia fueron disociadas con una

solución 0,05% de tripsina y 0,02% EDTA en medio salino de Puck A, e

inmediatamente depositadas en placas de 100 mm. Las células fueron
repicadas como máximo 6 veces. luego de los cuales se recomenzó a partir

de los stocks congelados.
La técnica utilizada para las transfecciones fue Ia de los coprecipitados

de ADN y fosfato de calcio como fuera descripto por Graham y col. (1973)

con las modificaciones que se detallan a continuación. Se depositaron 5
X106 células sobre placas de 100 mm y cuarenta y ocho horas después se

procedió al cambio de medio. Luego de 4 horas fue agregado 1 ml de
coprecipitado de fosfato de calcio que contenía 20 ug del ADN a

transfectar; 12 hs después las células fueron lavadas con 10 ml de PBS
(137 mM NaCI, 2,7 mM KCI, 4,3 mM Na2HPO4, 1,47 mM KH2PO4, pH 7,3) y

sometidas a un shock de 2 min con glicerol al 20% (vol./vol.) en HBS (25
mM HEPES 140 mM NaCl 1,5 mM Na2HPO4, pH 7,1), se procedió

inmediatamente al lavado con 10 mI de PBS (2 veces) y las células fueron
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llevadas a las condiciones habituales de cultivo. En todos los

tratamientos las soluciones fueron estabilizadas previamente a 37°C.

3.4.1.2. Línea celular Rat2.

Es una línea celular de fibroblastos embrionaria de rata, derivada por
subclonado de la línea celular Rat1 y es de tipo 3T3 (Ahrens y col., 1981)

Las condiciones de cultivo de estas células fueron las mismas que para
AR-42J descriptas anteriormente salvo que el suero fetal bovino se
agregó al medio en una concentración del 5%.

Las células fueron transfectadas por el método de los coprecipitados de
fosfato de calcio como fuera descripto por Graham y col. (1973) con

algunas modificaciones: se depositaron 106 células sobre placas de 100
mm y 16 horas después se procedió al cambio de medio. Cuatro horas

después se agregó 1 ml de coprecipitado de fosfato de calcio que contenía
20 pg del ADN a introducir y se lo incubó durante 4 h, inmediatamente

después las células fueron Iavadas con 10 ml de PBS y sometidas a un

shock de glicerol al 15% (vol/vol) en HBS, se procedió inmediatamente al

lavado con 10 ml de PBS (2 veces) y las células fueron llevadas a las
condiciones habituales de cultivo. En todos los tratamientos las

soluciones fueron llevadas previamente a 37°C.

3.4.1.3. Línea celular IEC6.

Se trata de una línea celular epitelial de intestino delgado de rata

(Quaroni y col., 1979).

Las condiciones de cultivo de estas células fueron las mismas que para

AR-42J descriptas anteriormente salvo que el medio fue suplementado
con insulina a una concentración de 10 pg/ml

Las células fueron transfectadas con Iiposomas catiónicos (Lipofectine

Reagent GIBCO BRL) siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente
106 células fueron depositadas sobre cajas de 60 mm y 24 horas después
se les cambió el medio de cultivo por otro idéntico pero sin el agregado de
suero fetal bovino. Inmediatamente después, se procedió al agregado de
Lipofectine (30 ul (1mg/ml) por caja de 60mm). Este fue previamente

complejado con 8 pg de ADN (durante 15 min) en un volumen final de 1,8
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ml. Las cajas fueron incubadas en las condiciones antes descriptas
durante 16 horas en presencia de los complejos, y luego se procedió al
cambio del medio, retomando, en este caso las condiciones normales de

cultivo por otras 48 horas (Eagle modificado por Dulbecco con el agregado

de 10% de suero fetal bovino, 4,5 g/l de glucosa, 4 mM glutamina, 50 u/ml
de penicilina, 50 ug/ml de estreptomicina y 10 ug/ml de insulina).

3.4.1.4. Línea celular Hesz.

Es una línea celular proveniente de un heopatoma humano (Knowles y
col., 1980).

Las condiciones de cultivo de estas células fueron las mismas que para
AR-42J descriptas anteriormente.

Para la transfección de esta línea celular se utilizaron las mismas

condiciones que fueran detalladas antes para Rat2.

3.4.2. Preparación y purificación del ADN para transfectar.

El ADN utilizado en las transfecciones fue maxipreparado y purificado

con columnas de intercambio aniónico (Quiagen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las transfecciones fueron realizadas por Io
menos 2 veces, cada vez por triplicado y con dos preparaciones
independientes de ADN.

3.4.3. Ensayo CAT.

Una vez transfectadas las células fueron tratadas con 0,6 ml (para las

cajas de 100 mm) o 0,3 ml (para las cajas de 60 mm) de "Repoter lisis

Buffer" (Promega) durante 15 min y cosechadas con una espátula plástica.
Los Iisados celulares se pasaron a tubos eppendorf y se centifugaron 10
min a 10.000 g. Los sobrenadantes fueron incubados 10 min a 60°C (para

inactivar las posibles desacetilasas endógenas) y recentrifugados como
antes. Cantidades variables del sobrenadante, según la línea celular
(entre 30 y 150 ul), fueron utilizados para los ensayos CAT.

En tubos eppendorf se agregó sucesivamente: 5 ul de cloranfenicol 14C
(0,025 mCi/ml),5 ul de n-butiril Coenzima A (5 ug/ul), el extracto de
células transfectadas (30-150 ul) y Tris 0,25M pH 8, 0 hasta un volumen
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final de 180 ul. Se incubó por tiempos variables según cada línea celular

y según la eficiencia de transfección (entre 1 y 8 hs) con el agregado cada
45 min de 5 pl de n-butiril Coenzima A (5 ug/ul). Las cantidades de Iisado

celular y el tiempo de incubación fueron ajustados para que la
transformación del substrato se encuentre dentro de la región lineal del
ensayo (0,01-50%)

La reacción fue terminada con el agregado de 300 ul de xilol y agitada

vigorosamente por 30 segs. Luego, se Ia centrifugó 5 min a 10.000 g y se

recuperó la fase orgánica. Se reextrajo la fase orgánica 2 veces con Tris
0,25 M pH 8,0 en las mismas condiciones y finalmente 250 ul de la fase

orgánica fueron contados por centelléo líquido en 10 ml de lnstafluor®

(Hewler Packard).
En todos los casos la eficiencia de transfección fue controlada como se

indica a continuación.

3.4.4. Control de la eficiencia de transfección.

Cada construcción fue cotransfectada con un plásmido que contenía la
región codante para la Bgalactosidasa bajo la dirección del promotor del

Citomegalovirus (CMV) (15 al 20% del ADN total). De esta forma los
extractos celulares fueron ensayados para determinar la actividad B
galactosidasa como se detalla:

A 150 ul de extracto celular, antes de ser incubado a 60°C (ver más

arriba 3.4.3.) se les agregó 150 ul de solución de reacción B gal 2X (200

mM fosfato de sodio pH 7,3, 2 mM MgCI2, 100 mM BMercaptoetanol, 1,33

mg/ml ONPG). La reacción fue detenida cuando fue evidente la aparición
de color amarillo, con 400 ul de bicarbonato de sodio 1M. La reacción fue

medida por colorimetría a 420 nm en un espectrofotómetro.
Sólo se utilizaron para el ensayo CAT aquellos extractos que

presentaron valores similares de actividad Bgalactosidasa. Los valores
de actividad CAT fueron entonces corregidos por los valores de actividad [3

galactosidasa (CAT/[3gal).
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3.4.5. Construcciones Plasmidicas utilizadas para las
transfecciones.

En todas las construcciones el gen indicador utilizado fue el de la
Cloranfenicol Acetil Transferasa (CAT).

3.4.5.1. Vector pCATBasic.

En las siguientes construcciones, el vector utilizado fue el pCATBasic
(Promega). Este pásmido posee múltiples sitios de clonado en el extremo
5' de la región codante para la CAT. El gen CAT será expresado o no

dependiendo del fragmento de ADN subclonado río arriba. Esto permite, de

acuerdo a la actividad CAT detectada, determinar la actividad promotriz
de la región de ADN a estudiar. EI vector fue digerido con la enzima de

restricción Sal I. Los extremos fueron rellenados con el Fragmento
Klenow de la ADN Pol l de manera de hacerlos romos. Luego se Io trató con

fosfatasa alcalina para impedir así el autoligado. En este sitio fueron
insertados las diferentes regiones del promotor de la PAPI generados por
PCR como se detalla a continuación.

Deleciones del promotor de la PAPI y oligonucleótidos utilizados:
1-desde -1253 hasta +10 OLIGO 5'-CTC{‘AGATI'I'I'(IJAGITAGTO3'

2-desde -926 hasta +10 OLIGO 5'-TCT(13T(I‘AGAACTAGACAATCH'XI‘A'

3-desde -685 hasta +10 OLIGO 5'-1TA(I)AAGITG5ACAGA(IEA03'

4-desde -444 hasta +10 OLIGO 5'-AA1TC1TACTAATH1TAGAC'IT(IJA-3'

5-desde -180 hasta +10 OLIGO 5'-A(13TAATA11TATGA(‘AA1TA—3'

6-desde -118 hasta +10 OLIGO 5'-TC1TTGA(II3AATGIZAAGTG3'

7-desde -61 hasta +10 OLIGO 5'-A11TACTATGATCHIIJTGÉS'

En todas las amplificaciones el oligonucleótido 3' fue el siguiente:
5'-TGGATGGTTTGTGAGGACAGA-S'

Las condiciones de amplificación fueron establecidas buscando Ia mayor

especificidad y fidelidad posibles, especialmente para impedir las
posibles mutaciones introducidas por la Taq polimerasa. Se realizaron
bajo número de ciclos en bajas concentraciones de dNTP y se utilizó alta
concentración de matriz (Ehlen y col., 1989).



-47­

Fueron usados como matriz para la amplificación, 100 ng de ADN del

plásmido P/P el cual contiene 2859 pb del gen de la PAPI (desde -1253

hasta +1606) clonados en el sitio PstI-Pstl del vector pBIuescript KS+, y
sometidos a sólo 7 ciclos de amplificación.

1- Primer ciclo: desnaturalización a 94°C x 2 min, agregado de la
enzima, hibridización a 55°C x 2 min, elongación a 74°C x 2 min. 2- 5

ciclos siguientes: desnaturalización a 94°C x 10 seg, hibridización a 55°C
x 2 min, elongación a 74°C x 2 min. 3- Ultimo ciclo: desnaturalización a

94°C x 10 seg, hibridización a 55°C x 2 min, elongación a 74°C x 10 min.

El tampón de reacción para la amplificación contenía: 50 Mm KCI, 2mM

MgClz, 0.01% gelatina 10 mM Tris-HCI pH 8.3 conteniendo 2 uM dNTP, 1%

DMSO 25 pM de cada iniciador y 2.5 unidades de Taq Polimerasa

(Boehringer Mannheim, Alemania) en un volumen final de 100 ul.

Los productos de amplificación fueron purificados por electroelución de

geles de agarosa y tratados con T4 ADN pol y T4 polinucleótido kinasa

(Maniatis y col., 1982) para dejar sus extremos romos y fosforilados.
Luego se procedió a la Iigación con T4 ADN Iigasa durante 16 h a 21°C

(Maniatis, 1982). La orientación y la ausencia de mutaciones fueron
verificadas por secuenciamiento a partir de ADN doble cadena con el kit

"T7 sequencing" de Pharmacia siguiendo las indicaciones del fabricante.

3.4.5.2. Vector pCAT Promoter.

En las siguientes construcciones el vector utilizado fue el
pCATPromoter (Promega) que contiene un fragmento del promotor del
SV40 fusionado a la región codante del gen de la Cloranfenicol Acetil
Transferasa y múltiples sitios de clonado en el extremo 5' de la
construcción. Este vector permite estudiar el efecto del fragmento
subclonado en 5' de la construcción, sobre el promotor del SV40. El vector

fue digerido con la enzima de restricción Bgl ll y los extremos fueron
rellenados con el Fragmento Klenow de la ADN Pol I dejándolos romos.

Luego se los trató con fosfatasa alcalina para impedir el autoligado. En
este sitio fueron insertadas las regiones a estudiar del promotor de la

PAP I generadas por PCR como se detalla a continuación.
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Oligonucleótidos utilizados:

5'-AGGTAATATTTATGACAATTA-a' y 5'-CCTAGGATGATGGGAAGCACT-S'

Las condiciones de amplificación fueron las mismas que se describieron

precedentemente (ver 3.4.5.1.) y se utilizó el plásmido P/P como matriz

para la amplificación (100 ng de ADN). Los productos de amplificación

fueron purificados y tratados como se describe más arriba (ver 3.4.5.1.)
para las construcciones en el plásmido pCATBasic. Se verificó la
orientación y Ia ausencia de mutaciones.

3.4.5.3. Vector pBLCAT2.

Este vector, cedido por Schutz G. (lnstitut fur ZeIl-und Tumorbiology,

Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg, Alemania.), posee como
gen indicador a Ia región codante para la Cloranfenicol Acetil Transferasa
cuya espresión es dirigida en este caso por la región -105 +51 del

promotor de Ia Timidina Kinasa del virus del Herpes simplex (TK) (Luckow

y coI., 1987). Este vector, al igual que el pCAT Promoter, permite

estudiar el efecto sobre el promotor ligado a la CAT (en este caso el de la

TK) del fragmento de ADN subclonado en el extremo 5' de la construcción.

Este vector fue digerido con la enzima de restricción Sal l y tratado con el

Fragmento Klenow y fosfatasa alcalina. En este sitio fueron insertados:
1- el fragmento -180/-81 del promotor de la PAPI (ver 3.4.5.2.) y 2- el

fragmento -129/-92 generado por anillado de los dos Oligonucleótidos
sintéticos siguientes:
5'-GAA1TCTTGGAAACTCTTTGAGCCAATGCCAAGTGCTTCCC-S'

5'-GGGAAGCACTI'GGCATTGGCTCAAAGAGTTTCCAAGAATTC-a'

Las condiciones de anillado fueron las siguientes:
Los Oligonucleótidos, a una concentración de 2 ug/ul,fueron incubados 1
min a 90°C en 10 mM Tris pH 7,5, 50 mM NaCl y 10 mM MgClz. El producto

fue diluido con TE (10 mM Tris, 1mM EDTA) hasta una concentración de 50

ng/ul, tratado con T4 polinucleótido kinasa (Maniatis y co|., 1982) y ligado

en el vector pBLCAT2 con T4 ADN ligasa durante 16 a 21°C (Maniatis y

coI., 1982).

En ambos casos se verificó la orientación y la ausencia de mutaciones.
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3.4.6. Extracción de proteínas nucleares.

La técnica utilizada para la preparación de proteínas nucleares fue la
descripta por Roy y col. (1991) con modificaciones menores. Brevemente,

las células se cultivaron en sus respectivos medios y fueron cosechadas
cuando llegaron al 80-90% de confluencia en el tampón NE1 (250 mM

Sucrosa, 20 mM Hepes pH 7,9, 140 mM NaCI, 2mM EDTA, 5 mM EGTA, 0,15

mM Espermina, 0,5 mM Espermidina, 1mM DTT, 0,4 mM PMSF, 25 mM KCI y

2 Mm MgCI2). Una vez que las células fueron resuspendidas en este

tampón, se les agregó Nonidet P40 a una concentración final de 0,5% y se

las incubó 5 min a T. amb con agitación permanente. Luego, los núcleos y

los restos celulares fueron precipitados por centrifugación (400 g, 7 min)

y lavados con 10 ml de tampón NE1. El precipitado fue retomado en 2 ml

de solución de lisis (solución NE1 con 350 mM de KCI) y homogeneizado en

un homogenizador de Dounce con 20 pasajes. El homogenato fue luego
ultracentrifugado a 180.000 g durate 90 min El sobrenadante fue
entonces dialisado contra dos pasajes en 250 ml de solución de dialisis

(20 mM Hepes pH 7,9, 10% glicerol, 0,25 mM EDTA, 75 mM KCl, 1 mM DTT,

1 mM PMSF, 1 ug/ml de Ieupeptina, 1 ug/ml de pepstatina, 10 ug/ml de

Aprotinina y 40 ug/ml de bestatina. Los extractos fueron finalmente

recentrifugados 10 min en una microcentrífuga y el sobrenadante
alicuotado y guardado a - 70°C. Todas la operaciones de la extracción
fueron realizadas a 4°C. Se partió de aproximadamente 5 x108 células.

3.4.7. Técnica de impronta de proteínas sobre ADN.

Los fragmentos del promotor de la PAPI a estudiar por esa técnica
fueron amplificados por PCR con los oligonucleótidos que se indican a
continuación.

Fragmento distal (-685/-294): 5'-TTACCAAGCTGGACAGAGGAC-S'
5'-CTATGTCACAGAAAAATGTGTTT-3'

Fragmento proximal (-379/+10): 5'-AAATTGATTCTAAATGCACTCAG-3'
5’-TGGATGGTTTGTGAGGACAGA-3'

Las amplificaciones fueron realizadas con uno de los oligonucleótidos
marcado utilizando ATP Y32P, para tener de esta manera la molécula de
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ADN radioactiva en una sola extremidad. Los oligonucleótidos fueron

tratados de la siguiente manera: 10 pmoles del oligonucleótido a marcar
fueron incubados con 100 uCi de ATP 732P y 10 unidades de T4

poHnudeóüdo ldnasa en tampón idnasa 1X (Boehnnger Mannhemm
Alemania), durante 45 min a 37°C. La enzima fue inactivada a 65°C por 10

min. A esta misma mezcla de reacción se le agragaron los reactivos para
Ia reacción de PCR: 10 ul de tampón PCR 10X, 4 ul de dNTP (5 mM c/u) 25

pMol del otro oligonucleótido, 100 ng de ADN del plásmido P/P como
matríz, y se llevó todo a 100 ul con agua. La mezcla fue calentada a 99°C

por 5 min y puesta en hielo, en este momento se agregaron 2,5 U de Taq

polimerasa (Boehringer Mannheim, Alemania) y se procedió a la reacción
de amplificación con el siguiente programa: 1,5 min a 94°C, 1,5 min a

55°C y 30 seg a 72°C por 25 ciclos. En el último ciclo la extensión a 72°C

fue prolongada por 5 min. El producto de reacción fue purificado en gel de

poliacrilamida (Maniatis y col., 1982) y utilizado directamente en las
reacciones de protección a la ADNasa.

50 a 100 cpsfueuxiufihzadas porreacdón en un vohunen finalde 20 a
26 ul que contenía: 5 ul de solución de reacción (25 mM Hepes pH 7,5, 20%

glicerol, 100mM KCI, 0,1% Nonidet P40, 1 mM DTT, 0,1 mM ZnCl2), 1 ul de

poli dl-dC (1 ug/ul), 0,5 ul de ADN de timo (1 ug/ul), 1 ul de ADN de

esperma de salmón simple cadena (50 ng/ul, 1,5 ul de CaCI2-MgCI2 100

mM (c/u) y entre 20 y 60 ug de extractos nucleares. Luego de una

incubación de 20 min a T. amb se les agregaron cantidades variables de

ADNsa de acuerdo al caso y se ¡ncubó 1 minuto más. La reacción fue
detenida con el agregado de 140 ul de solución de inactivación de la

ADNasa 4X (768 mM Acetato de Sodio, 128 mM EDTA, 0,56% SDS y 256

ug/ml de ARNt de levadura. Luego se realizó una extracción fenol­

cIoroformo y la fase acuosa fue precipitada con Etanol. El precipitado fue
retomado en 6 pl de solución de carga (Formamida desionizada que
contenían 10 mM EDTA, 0,3% Azul de Bromofenol y 0,3% de Xilen cianol),

incubados 5 min a 80°C y migrado en un gel de poliacrilamida 8%, urea 7,5

M a 40 wats. Los geles fueron secados y luego autorradiografiados
durante 16 horas.
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3.4.8. Técnica de retardamiento en geles de poliacrilamida
nafivos.

Los fragmentos a estudiar fueron marcados por kinaseo con ATP Y32P e

incubados con extractos nucleares (1 a 5 ug) 10 min a T amb en 20 ul

finales que contenían: 8 ul de solución de unión (100 mM Tris pH 7,5, 500

mM NaCl y 5 mM DTT), 4 pl de glicerol 50%, 1,5 ul de Nonidet P40 1%, 1 pl

de MgCI2 100 mM, 1 pl de poli dI-dC (1 pg/ul), 05 ul de ADN de timo (1

ug/ul), 1 pl de ADN de esperma de salmón simple cadena (0,5 ng/ul) y H20.

La incubación se terminó con el agregado de 2 pl de solución de carga (250

mM Tris pH 7,5, 0,2% de azul de Bromofenol, 0,2% de Xilen cianol y 40% de

glicerol.
Las muestras fueron inmediatamente cargadas sobre geles de

poliacrilamida 5% en condiciones de alta fuerza ionica (40 mM Tris pH 8,5,

190 mM glicina y 1 mM EDTA).

3.4.9. Técnica de fraccionamiento de extractos nucleares con
resinas de heparina-setarosa.

La técnica utilizada fue la descripta por Roy y Col. (1991) con algunas
modificaciones. Dos gramos de heparina-sefarosa CL-GB (Pharmacia),
fueron hidratadas en agua durante 15 min a T. amb. La resina se lavó con

15 ml de tampón A (20 mM HEPES pH 7,9, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 20%

glicerol y 100 mM KCl). 150 ul de resina fueron lavados, para eliminar

posibles contaminantes, con 1 ml de tampón A (en este caso con 1 M KCI),

se los centrifugó 10 seg a 4000 g y se descartó el sobrenadante. La resina

fue luego equilibrada con 1 mI de tampón A (esta vez con 100 mM KCl) y
centrifugada como antes. Se la resuspendió en 500 ul de extractos
nucleares (3 ug/ul) y se la incubó 30 min a 4°C con agitación constante.

Luego, fue recentrifugada como antes y lavada 2 veces con 1 ml de tampón

A (100 mM KCI). Las proteínas nucleares unidas a la resina fueron eluidas
por sucesivas incubaciones de 5 min en 50 ul de tampón A que contenía

cantidades crecientes de KCI ( entre 0,1 y 1 M). Entre cada uno de los
sucesivos pasos de elución la resina fue lavada con 500 pl del último

tampón utilizado.
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3.4.10. Técnica de Southern-western blot.

Para esta técnica, 60 ug de extractos nucleares fueron fraccionados en

un gel de poliacrilamida-SDS 12,5% y transferidas electroforéticamente a
una membrana de nitrocelulosa. Esta membrana fue tratada con solución

de bloqueado (2% leche descremada en polvo, 1% BSA, 10 mM Hepes pH 7,5,

0,1 mM EDTA, 200 mM NaCI, 50 mM MgCI2, y 16 ug/ml de ADN de esperma

de salmón simple cadena) durante 2 hs. Luego se la pasó a la solución de
incubación (solución de bloqueado con 0.2% leche descremada en polvo)

que contenía el fragmento de ADN del promotor de la PAP l de rata (­
129/-92), marcado por kinaseo con ATP Y32P (aprox. 106 cpm/ml) y

utilizado como sonda. Esta incubación se realizó durante 16 horas, luego

de las cuales se procedió al lavado de las membranas 3 veces durante 30

minutos con 10 mM Hepes pH 7,5, 0,1 mM EDTA, 200 mM NaCI, 50 mM

MgCl2.

Las membranas fueron luego secadas al aire y autorradiografiadas
durante 24 horas.

3.5. Puesta en evidencia de factores que inducen la expresión de
la PAPI en la línea celular pancreática AR-42J.

3.5.1. Preparación de los sueros de rata.

Para obtener suero de ratas afectadas de pancreatitis aguda, Ia
totalidad de la sangre fue colectada luego de 12 horas de inducida una

pancreatitis experimental por inyección retrograda de taurocolato de
sodio al 2% en el canal pancreático principal (Lankisch y col., 1974)). Las

ratas fueron machos de 250 g de la cepa Sprague Dawley. El suero fue

extraido de Ia sangre por centrufugación y esterilizado por filtración a
través de un filtro de 0,22 um, alicuotado y guardado a - 70°C.

El suero control fue extraido de Ia misma manera de ratas sanas o 12

horas después de una Iaparaotomía medial.
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3.5.2. Tratamiento de las células AR-42J con los distintos
sueros.

3.5.2.1. Análisis por Northern blot.

Las células fueron plaqueadas a una densidad de 4 x 106 por placa de

100 mm. Se las cultivó bajo las condiciones antes descriptas (ver
3.4.1.1.) hasta alcanzar 50-60% de confluencia. En ese momento el medio

de cultivo fue reemplazado por medio fresco y 3 horas después se
agregaron los sueros hasta una concentración final del 10%. Las células

fueron entonces regresadas al incubador donde permanecieron por 24
horas antes de ser cosechadas.

En los experimentos con sueros precalentados, estos fueron incubados
15 min a 55 o 65 °C justo antes de ser agregados a las células. Para la

serie de experimentos con cicloheximida, esta fue agregada 30 min antes
de los tratamientos a una concentración final de 20 pg/ml.

En la curva dosis respuesta de los tratamientos con suero de ratas
afectadas de pancreatitis aguda, este fue agregado al medio de cultivo en
concentraciones variables desde 0,6 hasta 10% durante 24 horas. Para la

cinética de acción del mismo, la concentración fue del 10% y los tiempos

de incubación variaron entre 3 y 48 h.

La preparación de los ARN y el Northern blot se realizaron corno se
indica en 3.1.1.

Las sondas utilizadas en las hibridizaciones fueron las siguientes:
PAP I, inserto de ADNc de 780 pb proveniente del clon 4R (Iovanna y col.,

1991b). Amilasa, inserto de ADNc de 1100 pb proveniente del clon pCX100
(Mac Donald y col., 1980). B actina y ARN ribosomal 288. insertos de 600

y 900 pb clonados en nuestro laboratorio. Las sondas fueron marcadas por

"random priming" con el kit "redy to go DNA labeling kit" (Pharmacia).

3.5.2.2. Análisis por transfección.

Los plásmidos -1253/+10-CAT y +10/-1253-CAT, fueron costruidos
como se indica en 3.4.5.1. Las células fueron plaqueadas y transfectadas

siguiendo el protocolo detallado en 3.4.1.1. Cuarenta y seis horas después
de transfectadas las células fueron sometidas a los diferentes
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tratamientos con sueros durante 12 horas más. Cumplidas 69 horas de Ia
transfección, se prepararon extractos celulares y se midió la actividad
CAT (ver 3.4.3.). Los valores de actividad CAT fueron corregidos con la
concentración protéica presente en los extractos celulares (cpm/ug de

prots tot) determinada por el método descripto por Bradford (1976).

3.5.2.3. Inducción de la expresión de la PAPI por los
inductores de las proteínas de fase aguda.

La línea celular AR-42J fue cultivada como se describiera
anteriormente. Cuando las células alcanzaron un 50 a 60% de confluencia

se les cambió el medio de cultivo, por otro conteniendo las distintas

combinaciones de Interleuquinas 1 y 6, y Dexametasona. Después de 12
horas, las células se cosecharon y se les extrajo el ARN, el cual fue
analizado por Northern blot (ver 3.1.1.).

Del mismo modo para las células tratadas con distintas concentraciones
de H202, el medio de cultivo fue renovado por uno fresco que contenía 0,1,

0,5 o 1 mM de agua oxigenada. En estas condiciones, las celulas fueron
incubadas durante 12 horas más.

En el tratamiento con etanol, a las células se les renovó el medio de

cultivo por otro que contenía 1, 3 o 6% de alcohol etílico y se las incubó
durante una hora. El medio de cultivo fue entonces cambiado por otro

fresco, sin etanol, en el cual las células permanecieron otras 12 horas.

El shock de temperatura fue realizado durante 30 min a 45°C. Luego las

células retomaron las condiciones habituales de cultivo por otras 12
horas.
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4 . RESULTADOS

4.1. Estudio de la expresión extra pancreática de la PAPI

La PAPl fue descubierta en el año 1984 por Keim y col. como resultado

de la búsqueda de marcadores de la pancreatitis aguda. Los trabajos que
se realizaron posteriormente estuvieron centrados fundamentalmente en
el estudio de esta proteína en el páncreas, definiendo a la PAPI como una

proteina específica de Ia fase aguda de Ia pancreatitis. Así fue como,
debido a su origen, el conocimiento de la PAPI quedó limitando a este
órgano. La necesidad de una caracterización más profunda de esta
molécula se hizo inminente y dió lugar a la realización de los estudios
que se detallan a continuación.

4.1.1. Estudio de la expresión del ARNm de la PAPI en
diferentes tejidos por Northern blot.

Los ARN extraídos de cerebro, glándulas salivales, pulmones, corazón,
esófago, estómago, duodeno, yeyuno, íleon, colon, hígado, riñones, músculo

esquelético y testículos fueron analizados por Ia técnica de Northern blot

utilizando com sonda el ADNc de la PAPI (clon 4R). Señales positivas,

indicando la presencia de transcriptos de aproximadamente 920
nucleótidos, fueron observadas en: duodeno, yeyuno, íleon y colon,
mientras que no se observó señal en los ARN provenientes de los otros
tejidos. En Ia búsqueda de una mayor sensibilidad, los filtros fueron
reexpuestos por largo tiempo, obteniéndose en este caso una señal
extremadamente débil (invisibles al momento de fotografiar las
autorradiografías) en el corazón. Este resultado dió lugar al estudio que
se detalla a continuación.



-56­

920nt —'>

Figura 1 : Análisis por Northern blot del contenido en ARNm PAP l de los ARN de diferentes segmentos
del tracto digestivo. Los distintos ARN fueron extraídos de : (A) páncreas de ratas sacrificadass 48 h
después de la inducción de una pancreatitis aguda, (B) colon, (C) íleon, (D) yeyuno, (E) duodeno, (F)
estómago. La banda marcada con una flecha corresponde a un transcripto de aproximadamente 920
nucleótidos.

4.1.2. Estudio de la presencia del ARNm de la PAPI en
diferentes tejidos por FIT-PCR.

Con la intención de extremar la sensibilidad de detección de

transcriptos del gen de la PAPl se puso a punto la técnica de RT-PCR,

capaz de detectar menos de una molécula especifica de ARNm por célula.
Este método nos permitió detectar la presencia de transcriptos

expresados en cantidades variables en la mayor parte de los tejidos
analizados. Esto incluye: el páncreas afectado de pancreatitis aguda y el

páncreas normal, los pulmones, el higado, los riñones, las glándulas
salivales, el cerebro, el bazo, los testículos, el estómago, el duodeno, el

yeyuno, el íleon, el colon, el ciego, el músculo esquelético y el corazón.

Sin embargo no se detectaron, en estas condiciones, transcriptos en los
leucocitos.
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En la búsqueda de un modelo ¡n vitro para estudiar la regulación de la

expresión de la PAPl se estudió también su expresión en una linea celular

acinar pancreática de rata (AR-42J). Mientras que el transcripto no fue
detectado por la técnica de Northern blot, este si lo fue, utilizando RT­
PCR.

Los productos de amplificación fueron parcialmente secuenciados luego
de una amplificación asimétrica, mostrando identidad total con el ADNc de
la PAPl de rata

ABCDEFGHIJKLMNOPQRST

l . I y447pb—> ’9‘"”"""’ ".""’h"*
- bóióbióao.-bciiog

447pb+1 ..-..-----.-«»----. ­
Figura 2: Análisis por FIT-PCR de la distribución tisular del ARNm de la PAP l. En la fotogrfía superior
se muestra un gel de agarosa en el cual se observa una banda de ADN de 447 pares de bases, obtenida
luego de 28 ciclos de amplificaiónt El tamaño de este fragmento fue el esperado para el ADNc de la
PAP, según el juego de oligonucleótidos elejido (ver materiales y métodos 3.1.3.1.). La coloración del
gel fue realizada con bromuro de etidio. La pista A muestra el marcador de peso molecular. Las pistas
de B aT, las amplificaclones respectivas para: el páncreas afectado de pancreatitis aguda (B), el
páncreas normal (C), los pulmones (D), el hígado (E), los riñones (F), las glándulas salivales (G), el
cerebro (H), el bazo (I), los testículos (J), el estómago (K), el duodeno (L), el yeyuno (M), el lleon
(N), el colon (O), el ciego (P), el muscqu esquelético (Q), el corazón (R), los leucocitos (S) y la línea
celular acinar pancreática de rata AR«42J (T). Este gel fue transferido sobre una membrana y el ADN
fue hibridizado con el ADNc de la PAP | como sonda, una foto de la autorradlografía se muestra abajo.

La figura 2, muestra que los niveles de transcripción detectados no son

iguales para muchos de los órganos en los cuales no se observó señal por
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Northern blot. Por esta razón y con la intención de exclarecer esas

diferencias se puso a punto una técnica de cuantificación a partir del
producto de reacción de la RT-PCR (ver 3.1.3.2.).

La tabla 1 muestra los valores relativos que se obtuvieron para los 17
tejidos analizados más la línea celular AR-42J.

Tejido ARNm PAP l (UDO/ng de ADNc)

Páncreas (pancreatitis aguda) 571000
Páncreas (sano) 734
Ileon 756000
yeyuno 458000
Duodeno 116000

Colon 9110

Ciego 4550
Corazón 852

Músculo esquelético 269
Glándula salival 200

Estómago 185
Cerebro 105
Riñón 100

Testículo 84

Hígado 76
Pulmón 60

Baso 44
Leucocnos 0
AR-42J 522

Tabla 1: Cuantificación por RT-PCR de los niveles del ARNm de la PAPl en los tejidos de rata. Las
cantidades de produtos de PCR lueron estimados por densitometrla de los autorradiogramas obtenidos a
partir de Dot blot. Los valores se expresan en unidades de densidad óptica/ng de ADNc.

La posibilidad de una contaminación de todos los órganos con leucocitos
fue descartada, debido a que en las mismas condiciones del ensayo no se
detectó amplificación a partir del ARN de estos.

Los bajos niveles de expresión que muestran algunos órganos, muy
posiblemente no tengan ninguna implicancia fisiológica. Una observación



-59­

similar fue realizada por Humphries y col. (1976) para la B globina de

fibroblastos normales o transformados, y fue denominada "transcripción
ilegítima". Más recientemente con la aprición de técnicas de detección

altamente sensibles como la RT-PCR, esta observación fue generalizada a
un importante número de genes con especificidades de tejido bien
definidas (Chelly y coI., 1989).

4.1.3. Clonado del ADNc intestinal de la PAP l.

El descubrimiento de un transcripto capaz de hibridizar fuertemente y
de amplificarse con los iniciadores específicos del ADNc de la PAPI de

rata en el intestino, nos llevó a preguntarnos si se trataba del un
transcripto idéntico al de la PAPI o, por el contrario, a otro
extremadamente similar, por Io menos en ciertas regiones.

Con la intención de responder esta pregunta, 45 clones fueron aislados a
partir de aproximadamente 1,5 x 104 UFP de una biblioteca yeyunal. El

ADN de 4 fagos recombinantes positivos (RA1-2, RA1-10, RA1-11 y RA1­

48) fue purificado, digerido con la enzima de restricción EcoRI,
subclonado en el bacteriofago M13 y totalmente secuenciado. No se

encontró ninguna ambigüedad en las zonas de solapado de los 4 ADNc. Se
obtuvo de esta manera la secuencia completa de un ARNm de 729
nucleótidos (sin tener en cuenta Ia poliadenilación 3' terminal), idéntica a

la del transcripto pancreático, incluso en la región no codante. El único
marco de lectura abierto de este ARNm comienza a 27 nucleótidos de Ia

extremidad 5' del ADNc más largo encontrado y codifica para una proteína
de 175 aminoácidos idénticos al de la PAPI ya conocida.
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agagttaag ATG TTG CAT CGC TTG GCC TTC CCA GTC ATG 39

MELúMüLJUfi_AELJEH_ALíJmfi_EBLJQJ_Mfit 10
TCC TGG ATG CTG CTC TCC TGC CTG ATG CTC TTA TCA CAG 78

SaL4üILMeLJEm_LmLjmr_QEL1@quu;LmLJ@u4&u;filn 23
GTG CAA GGA GAA GAC TCT CCG AAG AAA ATA CCC TCT GCA 117

yal_filn_fily Glu Asp Ser Pro Lys Lys Ile Pro Ser Ala 36
CGC ATT AGT TGC CCC AAA GGC TCC CAG GCA TAT GGC TCC 156

Arg Ile Ser Cys Pro Lys Gly Ser Gln Ala Tyr Gly Ser 49
TAC TGC TAT GCC CTG TTT CAG ATA CCA CAG ACC TGG TTT 195

Tyr Cys Tyr Ala Leu Phe Gln Ile Pro Gln Thr Trp Phe 62
GAT GCA GAA CTG GCC TGC CAG AAG AGA CCT GAA GGA CAC 234

Asp Ala Glu Leu Ala Cys Gln Lys Arg Pro Glu Gly His 75
CTT GTA TCT GTG CTC AAT GTA GCT GAA GCT TCA TTC TTG 273

Leu val Ser val Leu Asn val Ala Glu Ala Ser Phe Leu 88
GCA TCC ATG GTC AAG AAC ACT GGA AAC AGC TAC CAA TAT 312

Ala Ser Met val Lys Asn Thr Gly Asn Ser Tyr Gln Tyr 101
ACC TGG ATT GGA CTC CAT GAC CCC ACT CTT GGT GGA GAA 351

Thr Trp Ile Gly Leu His Asp Pro Thr Leu Gly Gly Glu 114
CCC AAT GGA GGT GGA TGG GAG TGG AGT AAC AAT GAC ATA 390

Pro Asn Gly Gly Gly Trp Glu Trp Ser Asn Asn Asp Ile 127
ATG AAT TAT GTC AAC TGG GAG AGG AAC CCA TCT ACT GCC 429

Met Asn Tyr val Asn Trp Glu Arg Asn Pro Ser Thr Ala 140
TTA GAC CGC GGA TTC TGT GGC AGC TTG TCA AGA TCT TCT 468

Leu Asp Arg Gly Phe Cys Gly Ser Leu Ser Arg Ser Ser 153
GGA TTT CTA AGA TGG AGA GAT ACC ACA TGT GAA GTG AAG 507

Gly Phe Leu Arg Trp Arg Asp Thr Thr Cys Glu Val Lys 166
TTG CCC TAC GTC TGC AAA TTT ACA GGT taaaattaccagaca 549

Leu Pro Tyr val Cys Lys Phe Thr Gly 175
gcaaacagctttagtttgtcctgaagcacatcctgtcaaggggcaaaatatg 601
aagacttgcgtagaaaaagtgtattctatctacagtccacattggagctcta 653
atcattCtttagccaattttgtataagttgtgtcctcatgtcttggaaagca 705
gtaaLaaacctcagtthtcttcgaaaaaaaaaaa 740

Figura 3 : Secuencia del ADN complementario de la PAPI intestinal y secuencia deducida de la
preproteína. Las regiones no codantes 5' y 3' son representadas en minúsculas. El péptido señal está
subrayado, al igual que Ia señal de poliadenilación.
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4.1.4. Caracterización bioquímica de la PAPI proveniente
del intestino.

De los estudios de clonado y secuencia se dedujo que las estructuras
primarias de los transcriptos pancreáticos e intestinales son las mismas.

Fue entonces que nuestra atención se dirigió hacia la proteína, nuestra
primera intención fue poner en evidencia posibles diferencias post­
traduccionales. Para esto, extractos protéicos totales de intestino se
analizaron por electroforesis en doble dimensión seguidos de
inmunodetección utilizando el anticuerpo anti-PAPI pancreática (técnica
de Western blot). De estos estudios se concluyó que tanto el punto
isoeléctrico, como el peso molecular de ambas proteinas son idénticos.
Por otro lado, una sola mancha se observó en el Western blot proveniente

de una comigración de Ia PAPI pancreática purificada a partir del jugo
pancreático, con el extracto protéico intestinal.

4.1.5. Cuantiticación de la PAPI en el tracto digestivo.

De los datos obtenidos por Northern blot y por cuantificación por RT­

PCR, se observa que la expresión de la PAPI no es igual en todos los
segmentos del tracto gastrointestinal, razón por la cual, una
cuantificación precisa de Ia proteína nos pareció interesante. Para este
análisis fue utilizada la técnica de ELISA utilizando el anticuerpo anti­

PAPI pancreática. La utilización de este anticuerpo se basó en Ia
evidencia que ambas proteínas son aparentemente idénticas. Los dosajes
realizados a partir de sobrenadantes de homogenatos de diferentes
tejidos, mostraron que los niveles de PAPI son bajos en estómago y colon

(<0,01 ug/mg de proteínas totales, límite de detección del dosage) y, por
el contrario, muy elevados en duodeno, yeyuno e íleon (0,8, 0,47 y 0,98

ug/mg de proteínas totales respectivamente). Por otro lado la PAPI no
fue detectada por este sistema en bazo, riñón. corazón o músculo
esquelético.
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Figura 4 : Concentración de Ia PAPI en los differentes segmentos del tracto gastrointestinal. La
concentración de la PAP I fue determinada por dosage ELISAen los sobrenadantes de homogenatos de
estómago (A), duodeno (B), yeyuno (C), Íleon (D) y colon (E). Los resultados fueron expresados en ug
de PAP l por mg de proteinas totales (media :t error standard).

4.1.6. Regulación de la expresión del ARNm de la PAPI en el
tracto gastrointestinal.

4.1.6.1. Influencia de la pancreatitis aguda.

Conociendo la inducción que ejerce la pancreatitis aguda sobre la
expresión de la PAPl en el páncreas, nos interesó saber si esta
infiuenciaba también su expresión intestinal.

Para este análisis, Ia concentración del ARNm de la PAPI fue

cuantificado por la técnica de Dot blot, utilizando el ADNc de Ia PAPI

como sonda sobre los siguiente segmentos del tracto gastrointestinal:
estómago, duodeno, yeyuno, íleon colon y páncreas como control. Las
concentraciones de ARNm obtenidas no sufrieron modificaciones

significativas luego de 48 horas de inducida una pancreatitis aguda,
momento en el cual el gen alcanza los valores máximos de expresión en el

páncreas.
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Tejido Control Pancreatitis aguda
Estómago 28112 38118
Duodeno 312i25 258i21
Yeyuno 1607i211 14051142
lIeon 22071410 2333i255
Colon 204i21 185i12

Páncreas 41111 3955:522
Tabla 2: Efecto de la pancreatitis aguda sobre la concentración del ARNm de Ia PAPI en el tracto
gastrointestinal y el páncreas. grupos de 5 ratas fueron sacrificados 48 h después de la inducción de
una pancreatitis aguda experimental. La concentración del ARNm de la PAP l fue medida por Dot blot.
Los valores (media i error standard), estan expresados en unidades de densidad óptica por ug de ARN
total.

4.1.6.2. Influencia de la alimentación.

La ingestión de alimentos es uno de los factores más importantes en Ia

regulación de Ia expresión de la mayor parte de los genes expresados en el

intestino, por esta razón nos interesó saber si esto ocurría también con Ia
PAP I. Con esta intención, la concentración del ARNm de Ia PAPI fue

medida en los diferentes segmentos del tracto gastrointestinal en
animales alimentados ad libitum o ayunados por 24 horas. Los niveles de

PAPI se encontraron muy elevados en yeyuno e íleon (1665i415 y

22721625 UDO/ug de ARN), menos en duodeno y colon (414i130 y 322i122

UDO/ug de ARN) y casi no detectables en estómago
Como se muestra en la figura siguiente, el ayuno provoca una fuerte

disminución en la concentración del ARNm de la PAPI en todos los

segmentos del tracto intestinal. Las concentraciones representan el 25,
21, 20, y 24% de los valores controles del duodeno, yeyno, íleon y colon

respectivamente, luego de 24 horas de ayuno. Sin embargo los niveles
relativos estan conservados.
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Figura 5: Concentración del ARNm de la PAPI en los segmentos del tracto gastrointestinal de rata
alimentada o ayunada. Los ARN extraídos del estómago (A), duodeno (B), yeyuno (C), lleon (D) y colon
(D) fueron analizados por la técnica de Dot blot utilizando el ADNc de Ia PAPI como sonda. Las
concentraciones del ARNm de la PAPl fueron expresadas en unidades de densidad óptica
arbitrarias/ug de ARN total (media de 5 animales :t error standard). Animales alimentados : cuadro I;
animales ayunados : cuadro Il.

4.1.7. lnmunolocalización de la PAPI en el tracto
gastrointestinal.

Para finalizar el estudio de la expresión de la PAPI en el tracto
intestinal de la rata, nos propusimos determinar cuales son las células

que Ia expresan. Para ello, en colaboración con la Dra Arlette Bosshard de
la U.45 del INSERM, Lyon, Francia, se realizaron marcaciones
inmunohistoquimícas, sobre cortes de la mucosa gástrica yeyunal, ileal, y
colónica. El anticuerpo utilizado fue producido contra la PAPI purificada
a partir del jugo pancreático de ratas afectadas de pancreatitis aguda.
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Figura 6: Inmunolocaligacíón de la PAP! en estómago (A), yeyuno (B), ¡leon (C) y colon (D). Como
control, Ia inmunolocalisación fue realizada en yeyuno (B‘) e íleon (C') luego de incubar los anticuerpos
con un exceso de PAPl pancreática purificada. Las células marcadas se enecuentran más
frecuentemente en las bases de las criptas (flechas gruesas) que a Io largo de las bellocidades (flecha
fina).
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La PAPI se reveló presente en el citoplasma de las células epiteliales
sobre todo en aquellas localizadas en la base de las criptas. También se
observó marcación en la capa viscoelástica que recubre la superficie de la
mucosa. Ninguna marca fue observada en el tejido gástrico o colónico.

Como control, se realizaron incubaciones sin el agregado del anticuerpo
anti-PAP l, o de este preincubado con un exceso de la proteina purificada.

En ambos casos no se detectó ninguna señal.

4.2. Clonado y estudio de la expresión de los ADNc homólogos a
la PAP l.

4.2.1. La PAPII.

Una serie de evidencias aparecidas en el curso de este trabajo nos
llevaron a hipotetizar sobre la presencia de otras proteinas
estructuralmente emparentadas a la PAPI, además de la ya conocida
Lithostathina (ver 1.1.2.2.). Los análisis realizados anteriormente,
utilizando la técnica de electroforesis en doble dimensión sobre las

proteinas del jugo pancreático, mostraron la aparición de una proteína con

un comportamiento similar al de la PAPI en el curso de la pancreatitis
aguda. Esta proteina, aunque no era bien reconocida por el anticuerpo
anti-PAPI, presentaba una migración muy próxima a esta última, en
particular con un peso molecular en apariencia idéntico y un punto
isoeléctrico levemente menor (pl 6,8). Tres evidencias mostraban que no
se trataba de la Lithostathina: 1° que esta se encuentra de manera
constitutiva en el páncreas sano, 2° su punto isoeléctrico es menor (pl
5,8) y finalmente la 3° evidencia, fue Ia obtenida durante el trabajo de
clonado del gen de la PAPI, que nos interesaba para estudiar
funcionalmente su promotor. Durante el rastreo de este gen en una
biblioteca genómica, en varias oportunidades, obtuvimos clones que
presentaban una hibridización muy débil con la sonda ADNc PAPI (clon

4R) y que al momento de estudiar su carta de restricción, esta no era
compatible con la del ADNc de la PAPI ni de la Lithostathina. Estas

evidencias nos llevaron entonces, a pensar que podria haber otras
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proteínas similares a la PAPI que no sólo compartirían similitudes en la

secuencia si no también en su expresión pancreática.
La posibilidad de contar con varias proteinas de expresión similar nos

interesó, fundamentalmente por que pensamos en estudiar sus regiones
promotrices y su expresión de manera comparativa.

Para verificar esta hipótesis, realizamos rastreos a baja astringencia
con el ADNc de la PAPI como sonda, en una biblioteca de ADNc de

páncreas de rata afectada de pancreatitis aguda, descartando los clones
que correspondían a la PAP I.

4.2.1.1. Clonado y secuencia de la PAP II.

Dos clones fueron aislados (VOlS-D y VOIS-E) (ver y 3.2.1.3.),
subclonados en el vector M13 y secuenciados. Ambos clones presentaron
secuencias idénticas en las zonas de solapado y dieron lugar a Ia
deducción de un ARNm de 885 bases (sin tener en cuenta la poliadenilación

3' terminal). Este ARNm que presentó un solo marco abierto de lectura,

codifica para una proteína desconocida y con alta homología con la PAP l,
razón por la cual la denominamos PAP II.

El ADNc secuenciado, contiene el codón iniciador (metionina) precedido
por el sitio consensus de inicio de la traducción GACAAG (Kozak, 1984).
Se continúa por una serie de codones para aminoácidos hidrofóbicos, en
total concordancia con el patrón observado para las proteínas secretorias
(von Heijne, 1984). La región 3' consiste de un codon stop TAG en posición
679, seguido de 200 nucleótidos de ARNm no traducido donde se encuentra
la señal de poliadenilación GATAAA y la región 5' no codante de 156
nucleótidos. La proteina posee 174 residuos aminoacídicos mostrando una
homología del 74.3% con la PAPI de rata. Las 6 cisteínas presentes en la
PAPl se conservan exactamente en sus posiciones relativas. Además, la
homología encontrada entre Ia PAP I, Ia Lithostathina, y las Iectinas Ca++
dependientes (Iovanna, 1991b) se se observa también para esta nueva
proteina. El peso molecular estimado a partir de su secuencia es de
16.583 Daltons y su punto isoeléctrico 6,79.
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atcccagatcactgcaaggcagaccttagcaaagcagagatggggctaaga 51
ctagtgtatccctgaagacctaggcaaagggagagagggccctcgtttgct 102
tgttctcgttgactacactctctgtgccctgtttgctgcttccttgaagac 153
aag ATG CTG CCT CGT CTG TCC TTC AAC AAT GTG TCC TGG 192

MfiLLflL2nLAL1JfilJüLJmfiqüm_AflL1ELJüL4üp 12
ACG CTG CTC TAC TAC CTG TTC ATA TTT CAG GTA CGA GGT 231

1hr_Lsu_L2u_IxL_Ixr_Leu_Ehe_Ile_2h2_filn_!al_Azg_Glx 25
GAA GAC TCC CAG AAG GCA GTG CCC TCT ACA CGA ACC AGC 270

Glu Asp Ser Gln Lys Ala val Pro Ser Thr Arg Thr Ser 38
TGC CCC ATG GGC TCC AAG GCT TAT CGT TCT TAC TGC TAT 309

Cys Pro Met Gly Ser Lys Ala Tyr Arg Ser Tyr Cys Tyr 51
ACC TTG GTC ACG ACA CTC AAA TCC TGG TTT CAA GCA GAT 348

Thr Leu val Thr Thr Leu Lys Ser Trp Phe Gln Ala Asp 64
CTG GCC TGC CAG AAG AGA CCT TCA GGA CAC CTT GTG TCT 387

Leu Ala Cys Gln Lys Arg Pro Ser Gly His Leu val Ser 77
ATT CTT AGT GGA GGT GAG GCT TCC TTT GTG TCT TCC CTG 426

Ile Leu Ser Gly Gly Glu Ala Ser Phe val Ser Ser Leu 90
GTG ACA GGC AGA GTG AAC AAC AAC CAA GAC ATC TGG ATT 465

val Thr Gly Arg val Asn Asn Asn Gln Asp Ile Trp Ile 103
TGG CTC CAT GAT CCA ACA ATG GGT CAA CAA CCC AAT GGA 504

Trp Leu His Asp Pro Thr MEt Gly Gln Gln Pro Asn Gly 116
GGT GGA TGG GAG TGG AGT AAC TCT GAC GTA CTG AAT TAT 543

Gly Gly Trp Glu Trp Ser Asn Ser Asp val Leu Asn Tyr 129
CTC AAC TGG GAT GGG GAT CCT TCC TCT ACT GTC AAC CGT 582

Leu Asn Trp Asp Gly Asp Pro Ser Ser Thr val Asn Arg 142
GGT AAC TGT GGC AGT CTA ACA GCT ACC TCG GAG TTT CTG 621

Gly Asn Cys Gly Ser Leu Thr Ala Thr Ser Glu Phe Leu 155
AAG TGG GGA GAC CAT CAC TGT GAT GTG GAA TTA CCT TTT 660

Lys Trp Gly Asp His His Cys Asp val Glu Leu Pro Phe 168
GTC TGC AAGTTC AAGCAGtagacccgcagcatcctgagtttatca 705
val Cys Lys Phe Lys Gln 174
tgaaggtcaccgtgacaagggatgtacatgacaaggctgtacttgcttcac 756
agtcctgcatcagacttgctgttatgattttccatcttccttcatccgttt 807
tcttccccccatttcaggctttttttggtatagttcctgctttgcaatctt 858
gaaganaaataatacataaaatcaaaa 885

Figura 7: Secuencia del ADNc de la PAP ll y secuencia deducida de la preproteína. Las regiones no
codantes 5' y 3' se representan en minúsculas. El péptído señal se presenta subrayado al igual que la
señal de poHadenHadón.
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4.2.1.2. Regulación de la expresión de la PAP ll durante
la pancreatitis aguda.

Confirmada nuestra hipótesis sobre la existencia de otras moléculas
estructuralmente similares a la PAP l, el paso siguiente fue estudiar Ia
expresión de la PAP ll. Se comenzó por el páncreas afectado de
pancreatitis aguda. Para ello se realizó un estudio por Northern blot sobre

los ARN pancreáticos extraídos de: un páncreas con 48 horas de evolución

de una pancreatitis, y su control sano. La sonda utilizada fue el ADNc de

Ia PAP II (clon VOIS-E). El resultado mostró una fuerte inducción de la

expresión en el páncreas afectado por la enfermedad con respecto a una

señal débil o ausente en algunos casos en el control.
La cinética de Ia inducción fue estudiada por la técnica de Dot blot a

partir del ARN de páncreas, extraídos a 0,5, 1,5, 3, 6, 12, 24, 48, 96, 168

y 240 horas luego de inducida una pancreatitis aguda.
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Figura 8: Variación de la concentración del ARNm de Ia PAP II en función del tiempo, luego de la
inducción a t=0 de una pancreatitis aguda experimental. Los valores fueron obtenidos por la técnica de
Dot blot con el ADNc de la PAP ll utilizado como sonda. Los valores fueron estimados por análisis
densitoméirico de los autorradiogramas y expresados en unidades de densidad óptica/ug de ARN (media
i error standard).
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Este estudio mostró que Ia concentración del ARN de Ia PAP ll aumenta

durante las primeras seis horas que siguen a la inducción de la
pancreatitis, alcanzando el nivel máximo (más de 200 veces el valor
control) entre las 24 y 48 horas. Luego desciende progresivamente para
reencontrar los nieveles basales al cabo de 7 dias.

4.2.1.3. Distribución tisular del ARNm de la PAP Il.

Continuando con el estudio de la expresión de Ia PAP ll, la siguiente

pregunta fue si ella también se expresaba en tejidos extrapancreáticos,
como la PAP l. .

Esta hipótesis fue analizada por la técnica de Northern blot sobre
muestras de ARN totales extraidos de: páncreas afectado de pancreatitis
aguda, páncreas normal, estómago, duodeno, yeyuno, ileon, ciego, colon,
cerebro, riñones, higado, glándulas salivales, corazón, testículos, bazo,
múscqu esquelético, pulmones y próstata.

ABCDEFGHIJKLMNOPQRS
28S­

18S­

’
Figura 9: Análisis por Northern blot de la distribución tisular del ARNm de Ia PAP ll. Los ARN
utilizados provienen de la linea celular pancreática AR-42J (A), de páncreas sano (B), de páncreas en
la fase aguda de una pancreatitis (C), de estómago (D), de duodeno (E), de yeyuno (F), de íleon (G), de
ciego (H), de colon (I) de cerebro (J), de riñón (K), de hígado (L), de glándulas salivales (M), de
corazón (N), de testículos (0), de bazo (P), de músculo esquelético (Q), de pulmones (R) y de próstata
(S). Las membranas fueron hibridizadas con el ADNc de la PAP II o con el de la B-actina a fin de
verificar la calidad de los ARN utilizados.
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El único tejido que mostró señal positiva fue el páncreas (control
positivo de nuestra experiencia). idénticos resultados fueron obtenidos
con ARN extraidos de los mismos tejidos pero de ratas afectadas de

pancreatitis aguda. En paralelo se estudió la expresión en la línea celular

acinar pancreática de rata, AR-42J, caso en el cual, tampoco se encontró
expresión de la PAP ll.

4.2.1.4. Inmunodetección de la PAP ll.

Todas las evidencias nos indicaban en este punto que se trataba de una
nueva proteína secretoria de expresión exclusivamente pancreática muy
similar a la PAPl. Nuestro interés se focalizó entonces en mostrar la

existencia de esta proteina en el jugo pancreático.

AB
kDa

94
67
43

30

20

14

Figura 10: Inmunodetección de la PAP ll en el jugo pancreático de ratas afectadas de pancreatitis
aguda (A) y de ratas controles (B). Los anticuerpos dirigidos contra la región N-terminal de la proteína
fueron utilizados en un análisis por Western blot a fin de detectar la proteína en el jugo pancreático. La
posición de los marcadores de peso molecular se indica a la izquierda de la figura.
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Para ello se produjeron anticuerpos policlonales dirigidos contra la
secuencia aminoterminal deucida de la PAP ll. Estos anticuerpos fueron
utilizados en un análisis por Western blot de las proteínas totales del
jugo pancreático de ratas sanas (control) y de ratas afectadas de
pancreatitis aguda. El suero de dos de los tres conejos inmunizados con el

péptido, reconocieron una proteína de 15 Kd en el jugo pancreático de las
ratas afectadas de pancreatitis mientras que ninguna proteína fue
reconocida en el jugo de las ratas control.

4.2.2. La PAPIII.

La confirmación de la existencia de otras PAP, a través del hallazgo de

Ia PAP ll (una nueva proteína, homológa a la PAPI y de expresión
específicamente pancreática) nos estimuló en la búsqueda de otros
integrantes de esta familia de proteinas.

Sabiendo que la PAPI se expresa fuertemente en el intestino, fue allí
donde decidimos investigar Ia presencia de otros transcriptos
emparentados.

4.2.2.1. Clonado y secuencia del ARNm de la PAP Ill.

Como para la PAP II, por un rastreo a baja astringencia, aislamos 32
clones de ADNc que hibridizaron con la sonda PAPl (clon 4R). De estos,

tres (Pat1, Pat4 y Pat9) no hibridizaron al aumentar la fuerza de los
lavados. A partir de estos tres clones se dedujo la secuencia de un nuevo

ADNc de 773 pb (sin tener en cuenta la poliadenilación 3' terminal), con

alta homología por la PAPI y Il, razón por la cual la denominamos
PAP III. Ninguna diferencia fue encontrada en las zonas de solapado de
los tres clones. Este ADNc contiene 25 pb de la región 5' no codante,

seguidos de un marco de lectura abierto de 174 codones (522 pb) y una
región 3' no codante de 226 pb, donde se encuentra la señal de
poliadenilación 19 nucleótidos antes de la extremidad 3'. La proteína
deducida contiene regiones de fuerte homología con la PAPI (66%), la
PAP II (63%) y la Lithostathina (50%).
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atcccaggttcacaagacagacaag
ATG CTG CCT CGT GTA GCC CTC ACC ACC ATG TCC TGG ATG CTG CTG

MeL_L2u_ELQ_AIg_Mal_Ala_Lfin_IhL_IbI;MEL_EEL_ILR_MEL_LEH_LQH

TCC AGC CTG ATG CTC TTA TCT CAG GTG CAA GGT GAA GAT GCC AAG

5gr_Ser_Lsy_AmL_Lsu_Lgu_ser_sln_yal_filn_fily Glu Ala

GAA GAT GTG CCC ACT TCA CGT ATC AGC TGC CCC

Glu val Thr Ile

GCC GGC GCC

Gly
GAT

Asp Lys

AAG GGC TCG CGT

Pro Gly
TCC

Asp Pro Ser Arg Ser Cys Lys Ser Arg
TAT TCC TAT TGC TAT TTG TTT AGT GTA TCT

Ala val

CCA

Phe Ser Ser
AAG

Ser
AGG

Leu

CAG

Gln

GAA

Glu

GGC

Gly
GAA

Glu

AAT

Tyr Ser Tyr Lys
GGA

Gly
TCC

Cys

CTG

Tyr Ala
GCC

Ala
TGG TTT GCA GAT TGC TCA CAC

Trp Phe Asp Ala Asp Leu Cys Lys Ser His

GCT

Ala

CAA

Gln

CCC

Arg Pro
GTG GTG TCC

val
ATT

TCT GTG CTC AGT GGA

Gly
AAC

TCT TCC TTT

val
TGG

Ser
GGG

Gly
TGG

val Phe Ser

GTG

val

Ser
AAC

Ser Leu Ser Ser

AGC AGT GGT AGT ATT

Ile Lys Ser Ser Gly Asn Ser Asn Ile
GGC

Gly
GTG

val

Trp
CAT GAT CCA ACA CTG CAA

Gln

AAC AGA GGT

Gly
TGG

GGA

Gly
GAG

Glu

ACA

Thr Asn

TTC

Phe

GGG

Gly
AAT

Pro

TAC

Leu

GAT

His Pro

TGG

Asp

AGT

Arg
AAC

Trp

ACG

Thr
AAT GCT

Ala
ATG

Trp Ser Asn Asp Met Asn Asn

TCT

Tyr Trp
CCT TCT TCT GTC GGA

Gly
TGG

AGT CAC TGT ACC CTG CGA

Pro Ser Ser val Ser Ser His Cys Thr Leu Thr Arg
TCA GGA

Gly
TAT

TTT CTG AGG AGA GAG

Glu

GCC

Lys Ala

AAT TGT ATC TCA GAA

Phe Leu Asn Asn Ile Ser Glu

TGC

Ser Arg
AAG

Trp

TTC

Arg
AAG

Cys

CCA GTC tagagtacagagatgacaccatg
Pro Tyr val Cys Lys Phe

tgttgatatatacctcaccaaatcaagaaccccaatgggaagatcaacaacaacaacaa
aaagaatattctcctcacagtcaacatctgacctcctatttttctcctcatctgcccct
tccttcctctcatttgaggctcttctgtgtgtactgtggcctgagatctcacagcacaa
taaLaaaatatataactcacgctcataaaaaaaaaa
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Figura 11: Secuencia del ADN complementario de la PAP III y secuencia deducida de su preprotelna.
Las regiones 5' y 3' no codantes estan representadas en minúsculas.
subrayado así como la señal de poliadenilación.

Elpépfido señalse encuenva
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4.2.2.2. Estudio de la expresión de la PAPIII.

Con el mismo criterio utilizado para las PAPI y ll, pasamos al estudio

de la expresión de la PAPlll en diferentes tejidos y condiciones
fisiológicas.

4.2.2.2.1. Distribución tisular del ARNm de la PAP III.

Las primeras experiencias para determinar la especificidad de
expresión de la PAP lll se realizaron por Northern blot a partir del ARN de

diferentes tejidos, detectando su presencia como una banda de
aproximadamente 900 bases en: duodeno, yeyuno, ileon, y. páncreas
afectado de pancreatitis aguda. Ninguna señal fue obtenida en: páncreas
normal, estómago, ciego, colon, cerebro, riñones, hígado, glándulas
saiivales, corazón, testículos, bazo, músculo esquelético, pulmones y
próstata ni en la línea celular acinar pancreática AR-42J.

ABCDEFGHIJKLMNOPQRS

0,9Kb—>

Figura 12: Análisis por Northern blot de la distribución tisular del ARNm de la PAP Ill. Los ARN
utilizados provienen de la línea celular pancreática AR-42J (A), de páncreas sano (B), de páncreas en
la fase aguda de una pancreatitis (C), de estómago (D). de duodeno (E), de yeyuno (F), de ileon (G), de
ciego (H), de colon (I) de cerebro (J), de riñón (K), de hígado (L), de glándulas salivales (M), de
corazón (N), de testículos (O), de bazo (P), de músculo esquelético (Q), de pulmones (R) y de próstata
(S).
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4.2.2.2.2. Expresión pancreática de la PAP lll.

La sorprendente similitud en Ia expresión de las PAPI y Ill, nos llevó a

estudiar la expresión de esta última en el curso de una pancreatitis aguda
a fines de poder compararla con la de la PAPI y Il.

4.2.2.2.2.1. Cinética de expresión de la PAP lll durante la
pancreatitis aguda.

La cinética de Ia inducción fue estudiada por la técnica de Dot blot a

partir del ARN de páncreas extraídos a diferentes tiempos luego de
inducida una pancreatitis aguda.

600
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Figura 13: Variación de la concentración del ARNm de la PAP Ill en función del tiempo, luego de la
inducción a t=o de una pancreatitis aguda experimental. Los valores fueron obtenidos por la técnica de
Dot blot con el ADNc de Ia PAP III utilizado como sonda. Los valores fueron estimados por análisis
densitométrico de los autorradiogramas y expresados en unidades de densidad óptica/ug de ARN (media
:t error standard).

Este estudio mostró que la expresión del ARNm de la PAPIII, casi
inexistente en el páncreas normal, es rápida y fuertemente inducida por Ia

crisis pancreática, alcanzando el máximo nivel aproximadamente a las 48
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horas. Luego desciende progresivamente para reencontrar los nieveles
basales al cabo de 7 días.

Este comportamiento recuerda notablemante al de PAPI y Il en las
mismas condiciones experimentales.

Por otro lado los ARN de hígado durante la fase aguda de una hepatitis o

del riñón durante una inflamación aguda no presentan expresión alguna de
la PAP III.

4.3. Clonado y estructura de los genes pertenecientes a la
familia PAP.

A partir de los estudios anteriores de Clonado, secuencia y expresión se

puso en evidencia una familia multigénica integrada por 4 miembros. De
estos cuatro, tres se encuentran estrechamente relacionados (PAP I, II y
III) mientras que el cuarto (Lithostathina) posee ciertas diferencias.

Estas 4 proteinas presentan características individuales que las
diferencian, sin embargo, una es compartida sin excepción, su inducción en

el páncreas en el curso de la fase aguda de la pancreatitis.
EI conocimiento de las estructuras de sus genes y fundamentalmente la

secuencia de los promotores, permitiría por un lado identificar las
señales implicadas en la inducción durante la pancreatitis aguda y por
otro, seria también posible estudiar la evolución de esta familia
especialmente con respecto a la superfamilia de las lectinas de tipo C,
que constituyen un documentado modelo de evolución.

Estas fueron las razones principales que motivaron el clonado de los

genes correpondientes a las PAP l, II, lll, y la Lithostathina de rata y la
PAPI humana.

4.3.1. Clonado y análisis de la secuencia del gen de la PAP l.

Diez fagos fueron aislados de una biblioteca genómica (XEMBL3 SP6/T3)

luego de hibridizar con la sonda ADNc PAPI (clon 4R). El análisis
realizado con enzimas de restricción, reveló 6 clones diferentes. Estos 6

fagos (132, X72, X101, A111, X131 y M41) fueron analizados con
diferenctes endonucleasas permitiendo la realización del mapa de
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restricción de la región vecina al gen de Ia PAPI sobre aproximadamente
28 kilobases del genoma de rata. La secuencia fue determinada utilizando

oligonucleótidos sintéticos como iniciadores en diferentes fragmentos de
restricción subclondos en el plásmido pBluescript. Esta secuencia fue
realizada en los dos sentidos para la totalidad de la región transcripta y
para 1,2 Kb de la región promotora. Se encontraron 6 exones distribuidos

en una región de 3,2 Kb de ADN genómico, sus tamaños varían entre 54 y

262 pares de bases. Las secuencias donadoras y aceptadoras del 'splicing"
estan de acuerdo con la regla AG/GT (Breathnach y Chambon, 1981) y
conforme a los consensus propuestos por Mount (1982).

1 ctgcagattttccagttagtcataaagactatcaaacaaatgtacacaagatttgatatt
61 tagttcagttaactaattttctgctaacaaagtcaaatgtatttcaaagccatgatgtct
121 tcttgcgcatgtgctaatgtggaagcatcccaaggttttgcccacagcagggtttctgtc
181 ctcagacttctctctgatcttgctttgagataggctgctaataagatacccagattggcc
241 ttgaacttattcttccacatagacaggtcgtgcctacattgcaacccttctacttcagca
301 tcctgagtagtttggattgcaaatctgtgctccagaaccagacaatggctatttgctatt
361 tataagtatacaagaagaacacaggctggtgacctggaaagctatggaaccttttttggt
421 accatgagtacaaatgtcacagtgtgaaaacagaaaaggaacactcactatgaaatgaag
481 ggtagacatacacagttattgtaaaagggtccagaagattactggtcctatgagatctca
541 gtctgtacatgatatccaaggcagaaaattaccaagctggacagaggacaatgaatgaga
601 cttattcttaacctcagagaaatgtatgtaaggtaagttggttgatatgatttttcttaa
661 ggtttgtgcaagaatgtttacttaataaaagctaactttacaaaatgatatgaagcttta
721 tcaacatatctaaaatcatcatttctttctttagtatgaatatataactttgaatcattt
781 aaattacacctacaatttttaatccactcaattcttactaatttttagacttccagatga
841 atttcaagcaatctgtataaaagtgagactttttaaattgattctaaatgcactcagatt
901 tatttttcttaacttatcaggtaataaaactttaaaactatgtcacagaaaaatgtgttt
961 cccaatgccaccattttttccttgtgtttcccagaacagagtatctggaaaagggtgtgg
1021 agggttcaaacttcactcacacctgaggtaaagcagggctgctaacaggaaagaggtaat
1081 atttatgacaattatcagttgttaccagaaaagtcacctgctctttcttggaaactcttt
1141 gagccaatgccaagtgcttcccatcatcctaggctgcatacgcattccagttatttacta
1201 tgatgcccctccctcatgtcccgttataaaaacacagccatctctgtcctcacAAACCAT
1261 CCAGATCTCTGCAAGACAGCTAAGGAGGAGCAGAAAGATGATGAGAthaggcattggtt
1321 catctctcacacacagggcaggtgtctgtgtcctcagacaacacagagctttgtaactgg
1381 ctttttaggaagatctcaggggaaggaaataaaattgatttccacttaatttctatatca
1441 caggagagagacagggtgatataattttccattgagagttaatcaaagaacaggaggatt
1501 ggttctctctgaatgtcctcactaaccacagtacctggagttactctgtctgttcctccc
1561 tcacagTTAAGATGTTGCATCGCTTGGCCTTCCCAGTCATGTCCTGGATGCTGCTCTCCT
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GCCTGATGCTCTTATCACAGGTGCAAthaagacatctctgtcagaaacaataagtcttg
caagtttattgagactagaaagtctcatgtggcagttaggaggaaaatatacacaggtaa
actgcatgcaactgttctactatactgtcttcctccaggccattgttgtagaaggtatca
aagtggttggtctgtcactgtggaaagacagggtttctcatttcttcaggatgctgtaat
ttatgttgctaggataaaaagggaaaatatgatgattaataatgaactctatgggagaag
ttatgaacaactgaatttaagactctctgcccagaactggtagagtcatgaattaagata
ggaaaggagagaaatagactgctgcaccacttactatgtctgttcatcctagaaaacttt
tttcaaaaactgttggaaaacttgatattgattttcttccaaaaaattatctacaaaaat
atccctcttttgaccttccatctaaatctcacttttcatctcacccattgctttatttat
cttactccaccccagGAGAAGACTCTCCGAAGAAAATACCCTCTGCACGCATTAGTTGCC
CCAAAGGCTCCCAGGCATATGGCTCCTACTGCTATGCCCTGTTTCAGATACCACAGACCT

GGTTTGATGCAGAAgtaagtctgggaagaggaagatacatgtggatcatggggcaatgtt
aggtttcattctccctagttccttctgtctgagatgaagagctgactttaaagttaacct
ctcctcttacctacttctgtcttccagtgaagtctaaatcctctttcattttgttcctca
catagCTGGCCTGCCAGAAGAGACCTGAAGGACACCTTGTATCTGTGCTCAATGTAGCTG
AAGCTTCATTCTTGGCATCCATGGTCAAGAACACTGGAAACAGCTACCAATATACCTGGA

TTGGACTCCATGACCCCACTCTTgtatgacaccctcttctctgtttcccctcaatgctat
tatcatgtctatgcctccccagaaagaaccctaaaagacaggaatcagacactgcataac
atcaggaccagggaaactgtcatggacagttgtagagttgtgtgctatgggagccctaga
cttcagatgaagatcatgtgcctattattgacatttggagaggtctgcacaaggcactgg
aattactctctgtcagttttagaaagtctacacactgcaggatcaatacacacagaataa
agagacaacttatattttctcttgatagaatagccacctttcttccattttagattaaat
tgctgatttagcaccaattatatcttgaatacacatcaatgggtattaattccatcagta
gtttctgtgtttataaatagaagtgaagacaacaacaatttctattggtgtgctttgaaa
gctacatatattaaaccaatttctgagaggttgggagggaatgtaggatttcattgatga
tttcacaactgcggagcttacaggacccttctttttatctgcatacctcctcactagGGT
GGAGAACCCAATGGAGGTGGATGGGAGTGGAGTAACAATGACATAATGAATTATGTCAAC

TGGGAGAGGAACCCATCTACTGCCTTAGACCGCGGATTCTGTGGCAGCTTGTCAAGATCT

TCTthaagaaagcaaaaagaaagccatgatgcctaaatcatgctcctatctcaaatccc
tgagctaggaagtgaaatgtgttcttgctctctctcatctctttcttggcttctggcaga
ctgtaacactggtgggcatgaaggagtgactttctttatttttttctccatatttattaa
attgggtatttcttatttacatttcaaatgttattccatttccaagttcccaagccaaca
tcccacaacccctttccctccccttctatgtgagtgtccccatcctcactctattacctc
cctcccaccaaccatcccattcacttggtttccagtcttggcagggcaagggcttctcct
tcctctgttgccctactaggctattcattactacctatgaatttggagcccagggtcagt
ccatgtatagtctttgggtagtggcttagtcctggaagctctgattggttggcattgttg
ttcatatgggatctcaagcccctccagctctttcagtcctttctctgattccttcaacgg
gggtcccgttctcagttcagtggtttgttgctggcattcgcctatgtatttgccatattt
tggctatgtttctcaggagagataaacatccggttcctgtcagccagcacctctttactt
catccatcttatctagtttagtgactgtatatgtatgggccacatgtggggcagactctg
aatgggtgttccttcagtctctgttctaaactttgcttccctatcccctcctaagggtat
tcttgtttcccttttaaagaaggagtgaagcatccacattttcatcatcaattcaggcca
cacattgaggtgtatgttattacatttcccaagattcatggtcctcagtaacacaacctg



-79­

4201 ttttcttcccagGATTTCTAAGATGGAGAGATACCACATGTGAAGTGAAGTTGCCCTACG
4 2 6 1 TCTGCAAATTTACAGGTTAAAATTACCAGACAGCAAACAGCTTTAGTTTGTCCTGAAGCA

4321 CATCCTGTCAAGGGGCAAAATATGAAGACTTGCGTAGAAAAAGTGTATTCTATCTACAGT

4381 CCACATTGGAGCTCTAATCATTCTTTAGCCAATTTTGTATAAGTTGTGTCCTCATGTCTT

4441 GGAAAGCAGTAATAAACCTCAGTCTCTCTTCGAAttttgtgttccattaatattatcact
4501 attagtgttatgagcacacataaatgtgtctgaatgtcacagagtgaccaagaagatcag
4561 aggataactttaagaaatcagttgttgctttctatctattgagaagggactattatattc
4621 gttgcacagtaaactaacaatcatcaaagaaattgtcttatctcctctccatttttccat
4681 atcagtaatgaatttgtcaataggtactaactacattcaattaattttaagcgagtttcc
4741 tgagagcaaatggactcaatgcttctggcttgagaaagaatatttttacctaccaatcca
4801 tcttctagccctgtgcaccattctttaaattgcatttgtaaatgtgaatcagatatactc
4861 tgatcctcgag

Figura 14: Secuencia del gen de la PAP l. Los exones estan representados en letras mayúsculas.

4.3.1.1. Análisis de la estructura del gen de la PAP l.

La estructura del gen de la PAPI se describe en la figura presentada a
continuación. Los Exones se encuentran representados por rectángulos y

relacionados por líneas de puntos con el ARNm y con los distintos
dominios de la PAP I.

El primer exón codifica para la región 5' no traducida del ARNm, el

segundo para el péptido señal y el tercero para los 39 primeros residuos
del dominio N-terminal de la proteína. Los exones restantes codifican

para los 110 aminoácidos C-terminales, comprendiendo el posible dominio
de reconocimiento de azúcares y los 197 nucleótidos de la región 3' no
traducida del ARNm.



I“ fi' x131
F fi 2.141

H ' x111
a x101; 1 =H 4 ¡32I; fi' A72

b "s x B Pnds PH _s”
fl f FIN-1' wz" u 'll

........." —1kbp

—250 bp
le. V l .­

O

._<E]

d Il III I IV v V/AYÏIV/ÁAAAAAAAAA

100 nt

ei SP N'ï CRD 3| coou

-—10AA

Figura 15: Organización del gen, dei ARNm y de la preproteina PAP I. a: posición de los clones
genómicos PAPI analizados. b: mapa de restricción realizado con las endonucleasas (S=Sac I,
X=Xho I, B= Bgl I, H = Hind Ill y P= Pst I). c: Organización del gen, los rectangulos numerados
de I a Vl corresponden a los exones. d: Organización del ARNm: ios rectangulos vacios representan las
regiones traducidas y los rayados las regiones no traducidas. El exón l codifica para la región 5' no
traducida, el exón Vi para la extremidad C-terminal de la proteina y la región 3' no traducida del
ARNm. e: Los rectangulos corresponden a los diferentes dominios de la proteina: el péptido señal (SP)
está codificado por el exón II, la extremidad N-terminal por el exón lll y el dominio de reconocimiento a
los carbohidratos por los exones IV a VI.
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4.3.1.2. Determinación del sitio de inicio de Ia
transcripción del ARNm de Ia PAP l.

Un oligonucieótido sintético fue utilizado en estudios de "primer
extension" realizados sobre ei ARN extraído de páncreas en fase aguda de

pancreatitis y de intestino normal. Ocho sitios posibles fueron
detectados para ei inicio de Ia transcripción en páncreas, mientras que 4
se detectaron para el intestino. La señal más intensa fue detectada 59

nucleótidos río arriba dei codón de iniciación en los dos tejidos. EI
nucleótido así determinado fue numerado +1. No se observó señal en las

experiencias control realizadas con ARNt de levadura.

Figura 16: Determinación de la extremidad 5' del ARNm de Ia PAPi por "primer extension". La
posición dei producto marcado se encuentra indicada por una flecha. La secuencia del fago M13 mp18
fue utilizada como marcador de tamaño.
1 : ARN pancreático extraido luego de la inducción de una pancreatitis aguda.
2 : ARN de íleon.
3 : ARNt de levadura.
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4.3.1.3. Análisis estructural de la región 5' del gen de la
PAP l.

La región 5' del gen de la PAPI fue secuenciada y analizada hasta 1253
pb río arriba del sitio de inicio de la transcripción. El consensus 'TATA

box" (Breathnach y Chambon, 1981) se localizó a -29 pb y el 'CAAT box"

(McKnight y Tjian, 1986) a —110, mientras que otros 7 posibles 'CAAT

box" se encontraron a: —165,—292,-405, -445, -461, -666 y -911.

—1253 CTGCAGATTTTCCAGTTAGTCATAAAGACTATCAAACAAATGTACACAAGATTTGATATT

—1193 TAGTTCAGTTAACTAATTTTCTGCTAACAAAGTCAAATGTATTTCAAAGCCATGATGTCT

—1133 TCTTGCGCATGTGCTAATGTGGAAGCATCCCAAGGTTTTGCCCACAGCAGGGTTTCTGTC

—1073 CTCAGACTTCTCTCTGATCTTGCTTTGAGATAGGCTGCTAATAAGATACCCAGATTGGCC

—1013 TTGAACTTATTCTTCCACATAGACAGGTCGTGCCTACATTGCAACCCTTCTACTTCAGCA

—953 TCCTGAGTAGTTTGGATTGCAAATCTGTGCTCCAGAACCAGACAATGGCTATTTGCTATT

—893 TATAAGTATACAAGAAGAACACAGGCTGGTGACCTGGAAAGCTATGGAACCTTTTTTGGT

-833 ACCATGAGTACAAATGTCACAGTGTGAAAACAGAAAAGGAACACTCACTATGAAATGAAG

—773 GGTAGACATACACAGTTATTGTAAAAGGGTCCAGAAGATTACTGGTCCTATGAGATCTCA

—713 GTCTGTACATGATATCCAAGGCAGAAAATTACCAAGCTGGACAGAGGACAATGAATGAGA

-653 CTTATTCTTAACCTCAGAGAAATGTATGTAAGGTAAGTTGGTTGATATGATTTTTCTTAA

—593 GGTTTGTGCAAGAATGTTTACTTAATAAAAGCTAACTTTACAAAATGATATGAAGCTTTA

—533 TCAACATATCTAAAATCATCATTTCTTTCTTTAGTATGAATATATAACTTTGAATCATTT

—473 AAATTACACCTACAATTTTTAATCCACTCAATTCTTACTAATTTTTAGACTTCCAGATGA

-413 ATTTCAAGCAATCTGTATAAAAGTGAGACTTTTTAAATTGATTCTAAATGCACTCAGATT

—353 TATTTTTCTTAACTTATCAGGTAATAAAACTTTAAAACTATGTCACAGAAAAATGTGTTT

—293 CCCAATGCCACCATTTTTTCCTTGTGTTTCCOHTF

—233 AGGGTTCAAACTTCACTC-Eflflflmg“GGTAAAGCAGGGCTGCTAACAGGAAAGAGGTAAT

-— - TCTGGAAAAGGGTGTGG—>
—173 ATTTATGACAATTATCAGTTGTTACCAGAAAAG I ACCT TCTTTCTTGGAAACTCTTT

- 1 13 GAGEAAIGCCAAGTGCTTCCCATCATCCTAGGCTGCATACGCATTCCAGTTATTTACTA

—53 TGATGCCCCTCCCTCATGTCCCGTWCACAGCCATCTCTGTCCTCACAAACCAT
+1

Figura 17: Secuencia de la región 5' del gen de la PAP I. EI sitio principal de inicio de la transcripción
se encuentra marcado por una flecha encima del primer nucleótido transcripta. Los consensus, "TATA
box' y 'CAAT box' estan subrayados. La secuencia de especificidad pancreática se encuentra
subrayada por una Ilnea de puntos, dos consensus Pan-1 CACCTG (activador de la transcripción y
específicos de genes pancreáticos) estan recuadrados, dos posibles señales de respuesta a la fase aguda
("IL-6response element') se ven subrayadas por una flecha, finalmente un elemento de respuesta a los
glucocorticoides se encuentra sombreado.
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La secuencia (ATGCCACCATTTTTTCCTTG)localizada en la posición -289

mostró una fuerte homología con la secuencia consensus activadora que
fuera descripta como específica del páncreas por Boulet y col. (1986).
Dos motivos "Pan-1' (CACCTG), correspondientes a activadores de Ia
transcripción en células acinares pancreáticas (Meister y col., 1989) se
encontraron en la posición -139 y -214. Se observan también otros dos

motivos que mostraron homología con la señal de reacción de fase aguda

"IL-6 response element" (CTGGGAA) (Hattori y coI., 1987) en las

posiciones -860 y -249. Una secuencia (AGAACAGAGT) similar al

elemento de respuesta a los glucocorticoides (AGAACAGATG)(Speck y
Baltimore, 1987) se ubica en la posición -261. Finalmente la secuencia

TGTTTCC con homología con una señal específica para los hepatocitos
(Petropoulos y col., 1991) se encontró en -269.

4.3.2. Clonado y análisis de la secuencia del gen de la
PAP ll.

El gen de la PAP II fue rastreado en aproximadamente 5 x 105 playas de

lisis por el método clásico. El clon 831 fue seleccionado y Ia secuencia

completa de su inserto se determinó a través de su subclonado en el
vector pBluescript. La secuencia se realizó con la ayuda de
oligonucleótidos sintéticos que actuaron como iniciadores específicos. El
gen contiene 6 exones que varían entre 22 pb (exón l) a 268 pb (exón VI).

Los 5 intrones a su vez varían entre 175 pb (intrón A) y 723 pb (intrón B).

Todas la secuencias que bordean los exones estan de acuerdo con la regla
AG/GT (Breathnach y Chambon, 1981). No se encontraron diferencias entre

las secuencias de los exones y las del ADNc.

1 gaattcaggactattcatggcagagtgtgagaactgctacacatgttcctttcctgttaa
61 tccagctctgacctcagaacctgatcatgtttcaaaactgctaccctctaccaggtgtca
121 agttctgggaaatttaagtaataacaggcattcttgataccaattatgcagttttatata
181 aacaatcacaatttataaacattacaatgcttgatttttaaagaaatgtgtatagttgta
241 taaaacaaagaactcatcttcacttatattgaagaatcaactgacttctgtatatatatg
301 tgcatttttgtgcctagctaataaaattttaggtacatcaaaagtgctgaattttgtgtg
361 ctaaaacttgatttattgagtgctggagagcaagtatataatacaaagtagaattagctg
421 ttcaatgactgcttcaactttctgttagcaggacataaactgtgaagcaatcagtgagag
481 aacattttagccaggactttaaggaactgaatagatttgcttcttagctatctccatgtg
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tgaacactaagagagagtatgctagttcgtggtcagctctgagttatacttcagaatagc
acacctggcttagccagaggtggctgttctctgtcctacctgagactcaaagtcacacgg
tagttgagttctgcagcaacagagaggttactagtccatcagagctgctccatttcccta
attcatttcctatgattcacatattcatagggactttcaagcatcattcagaaattattc
tagatttattcttttaaatatgcccatgcatgtgtctatgtgaatgtttatcattatttg
agagtataaatgctcatttagattgaaagaggacattataccttctggggctggatacag
atggttataaagtacctgatttggatgctaggaaccaaaccagtcctctggaagagcact
ttgtgctattaactgttgacccatctctccagcctcctaatttctatagtatatatgtta
aatgttactagctattcactgtgctgacatttatacacatagaggaaaaggaaagatggc
taaacatgtaattgtttaatgttaactgggttagtatcatcagcatgggtaaattacatc
tatgcatttgcatttggcaaaagatagttttcttcttttttttttattaacttgagtatt
tcttatatacatttcgagtgttattccctttcccggtttccaggcaaacccccccctaat
ctccccccctccccttctttatgggtgttctcccccccatcctccccccattgccgccct
ccccgcaacaatctagttcactgggggttcagcaaaagacaattttctaagtgctcttgt
acttggtgacttcatggaatctataactgaagtaaagacctgcttataagcatctctttt
cacagtctgtgtggctgtgtaggaagtataaaattgaaactcagtggttacaatgtctaa
gacaaaaatgttgttcagttgggttgtaactcatgattttcatgcatttaaaaaattaag
caaagaaacttcagtgatttatatataggaaatatggtcagatgttccatagtgataatg
cttgtgaagtagaaaatagtttaaatgttgccattttacaatcaattgcagaatttcaaa
catcacctgcacctgtggatagagcatatttgctaacatttgtgtgttagtttctgtctt
tgccaggagtctcctgcaattttttgctgggaagctctctgaatgtatgccaagcactac
ccattatcctgacttacataagcattcacttattcacttgatgcccctccttcgaatcct
atcataaaagcagtcagttttgtcctgacgaacATCCCAGATCACTGCAAGGCAthaag
tgggagtcgaatgatgctgagagcctagcaggggatcatccctcatactatagagaaaag
atacaagagaatctctgtcctaatggaaatgaggactctgagaattagcaaagtcttcct
gggtgattttctgtgcaagggaaatattagattcctccatttccttccagACCTTAGCAA
AGCAGAGATGGGGCTAAGACTAGTGTATCCCTGAAGACCTAGGCAAAGGGAGAGAGGGCC

CTCGTTTGCTTGTTCTCGTTGACTACACTCTCTGTGCCCTGTTTGCTGCTTCCTTGAAGA

CAAGATGCTGCCTCGTCTGTCCTTCAACAATGTGTCCTGGACGCTGCTCTACTACCTGTT

CATATTTCAGGTACGAthaagtcttctctgactccggcactgaattatctgtgagtgtt
aagagaaaaggagcaaaggagtgttcttagaagtctcatgtggtaattgggaggggtctc
tgcacaccaatatcacctcatgcatctgcttgccttcttccatgctgctggcagtgaaaa
gtgtcagtgttgcatcagcactggagtgagagggtttccattttgtcaggaggctctcaa
ttatgatagatgtatgttggagtagggaagtatgagggccactaatgaggcatacagctg
gaccctgcagagaatacagtgtgacagggaatgtgtataaagtataacgaaaaaagaagc
tcttctacaccgaaaatcatttttttaaaaaaaatatgaggcacctagttaggtatagtg
gtaggtaccttgaaaactagcattcaggagggagatgcaggagggtatctgtgagttcaa
ggccaacttcttctgcatagtaaattacaggacatccaaggctacagagagaatttgtca
caaagagagcaaaaacaaacaaataaaaaaaaccaaacaacagtatcatgagaagggaag
tttagtggggctgtcacgtgcttgattgtagccacccactgcacaaaacggcctttgtaa
acattcccttgagtttttctccctgtccagctcccactctctatctcatgccatccatct
ctttatctctctccatccagGTGAAGACTCCCAGAAGGCAGTGCCCTCTACACGAACCAG
CTGCCCCATGGGCTCCAAGGCTTATCGTTCTTACTGCTATACCTTGGTCACGACACTCAA

ATCCTGGTTTCAAGCAGATgtgtgtgatgaagggtggggctgaatataccaacataaagt
gcaaattggtgacaggagaagagatttcctgttcccatggctccatggtggtggggtcag
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3241 aataactgttcttttttcatgtaatctttctacacatctaccccaccactagacaatgac
3301 tctcagtctctctctcattctcttccttaaatagCTGGCCTGCCAGAAGAGACCTTCAGG
3361 ACACCTTGTGTCTATTCTTAGTGGAGGTGAGGCTTCCTTTGTGTCTTCCCTGGTGACAGG

3421 CAGAGTGAACAACAACCAAGACATCTGGATTTGGCTCCATGATCCAACAATthgagatt
3481 ctaattatttcctgttttatctccaggagctcctgtctcccaagcacaatttttcttgtc
3541 tcctgtctgtgtataatgtcctagcactcatagtgggtgacattaggtaaggaacatcct
3601 caataccagagtgaaaggctgagttctatggaggttcctattattcagcttaatttattt
3661 tcctattttcaacttttgcatttttcttttatttaagaaagtcaattgatgacttctttt
3721 atcttcaagtaactttcacaaaaaattttgagatcattttaaattaagataagatttata
3781 tttatttattaaatattaggcttatttattttgtatgtaagttttctctaaatgtatgtg
3841 gtgcattattcttgttcttgtgattattggcaaggaggagtcttatgagataaactttaa
3901 gtcagaatttctaagggaaaagtagcctggtgaaatggataaagttccatgaagctctct
3961 tcatacctctactgtgcagGGTCAACAACCCAATGGAGGTGGATGGGAGTGGAGTAACTC
4021 TGACGTACTGAATTATCTCAACTGGGATGGGGATCCTTCCTCTACTGTCAACCGTGGTAA

4081 CTGTGGCAGTCTAACAGCTACCTCGGgtaagaaatggaataaacaccatttttgcccaat
4141 atattcagttctctcctctaccacagagtctgaccttatgattatctctggaactaggga
4201 aagcagtatggatttgtgtctttctaacgttccagtttctacctagagaatgactgaagc
4261 tgaatgaaaggctctgagcctaggacacattctaaggtgcccaatgtgatagtcctaaga
4321 gccaaggtgtctcctctctctccagAGTTTCTGAAGTGGGGAGACCATCACTGTGATGTG
4381 GAATTACCTTTTGTCTGCAAGTTCAAGCAGTAGACCCGCAGCATCCTGAGTTTATCATGA

4441 AGGTCACCGTGACAAGGGATGTACATGACAAGGCTGTACTTGCTTCACAGTCCTGCATCA

4501 GACTTGCTGTTATGATTTTCCATCTTCCTTCATCCGTTTTCTTCCCCCCATTTCAGGCTT
4561 TTTTTGGTATAGTTCCTGCTTTGCAATCTTGAAGATAAATAATACATAAAATCttttatt

4621 ttttatcttgtgttttactctcctgataagacttggccaagggttggagagtggttggga
4681 aagaaaagtacacattcacgacagctcaatgtcgacttctggtat

Figura 18: Secuencia del gen de la PAP ll. Los exones se muestran en letras mayúsculas.

4.3.2.1. Determinación del sitio de inicio de la
trascripción de la PAP ll.

Un oligonucleótido sintético complementario de la región 5' del ARNm

de la PAP Il se hibridizó con el ARN total proveniente del páncreas de

ratas afectadas de pancreatitis aguda. El heteroduplex fue elongado con la
enzima transcriptasa reversa y el producto resultó un ADNc de 182
nucleótidos (incluido el oligonucleótido). Este resultado muestra que el
clon VOIS-E contiene la totalidad de la secuencia del ARNm de la PAP Il.

Ningún producto de elongación fue observado en las reaciones llevadas a
cabo con ARN proveniente de intestino (control negativo).
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Figura 19: Determinación de la extremidad 5' del ARNm de la PAP ll por “primer extension". La
posición del producto de elongación marcado, se indica con una flecha. La secuencia del fago M13 mp18
fue utilizada como indicador de tamaño.

1: ARN pancreáticos, extraidos luego de la inducción de una pancreatitis aguda.
2 : ARN extraídos del íleon.

4.3.2.2. Estructura de la región promotora del gen de la
PAP Il.

La región secuenciada del promotor de la PAP II se extiende a 1893 pb.

No se encontraron los consensus "TATA box" ni "CAAT box", sin embargo

una secuencia similar al "TATA box" se localiza en la posición -30. En la

región promotora secuenciada, se encontraron varias secuencias
consensus conocidas. Entre ellas, una parte del motivo Pan-1 (Meister y

col., 1989) CACCTG repetido en tándem en la posición -210. Es
interesante notar que este motivo fue descripto para los genes de
expresión eSpecífica pancreática, ligado al factor proteico activador de la

transcripción PTFt (Cockell y col, 1989).
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-1393 GAATTCAGGACTATTCATGGCAGAGTGTGAGAACTGCTACACATGTTCCTTTCCTGTTAA
-1333 TCCAGCTCTGACCTCAGAACCTGATCATGTTTCAAAACTGCTACCCTCTACCAGGTGTCA
-1773 AGTTCTGGGAAATTTAAGTAATAACAGGCATTCTTGATACCAATTATGCAGTTTTATATA
-1713 AACAATCACAATTTATAAACATTACAATGCTTGATTTTTAAAGAAATGTGTATAGTTGTA
-1353 TAAAACAAAGAACTCATCTTCACTTATATTGAAGAATCAACTGACTTCTGTATATATATG
-1593 TGCATTTTTGTGCCTAGCTAATAAAATTTTAGGTACATCAAAAGTGCTGAATTTTGTGTG
-1533 CTAAAACTTGATTTATTGAGTGCTGGAGAGCAAGTATATAATACAAAGTAGAATTAGCTG

-1473 TTCAATGACTGCTTCAACTTTCTGTTAGCAGGACATAAACTGTGAAGCAATCAGTGA
TTTAGCCAGGACTTTAAGGAACTGAATAGATTTGCTTCTTAGCTATCTCCATGTG

-1353 TGAACACTAAGAGAGAGTATGCTAGTTCGTGGTCAGCTCTGAGTTATACTTCAGAATAGC
-1293 ACACCTGGCTTAGCCAGAGGTGGCTGTTCTCTGTCCTACCTGAGACTCAAAGTCACACGG
-1233 TAGTTGAGTTCTGCAGCAACAGAGAGGTTACTAGTCCATCAGAGCTGCTCCATTTCCCTA
-1173 ATTCATTTCCTATGATTCACATATTCATAGGGACTTTCAAGCATCATTCAGAAATTATTC
-1113 TAGATTTATTCTTTTAAATATGCCCATGCATGTGTCTATGTGAATGTTTATCATTATTTG
-1053 AGAGTATAAATGCTCATTTAGATTGAAAGAGGACATTATACCTTCTGGGGCTGGATACAG

-993 ATGGTTATAAAGTACCTGATTTGGATGCTAGGAACCAAACCAGTCCTCTGGAAGAGCACT
-933 TTGTGCTATTAACTGTTGACCCATCTCTCCAGCCTCCTAATTTCTATAGTATATATGTTA
-373 AATGTTACTAGCTATTCACTGTGCTGACATTTATACACATAGAGGAAAAGGAAAGATGGC
-313 TAAACATGTAATTGTTTAATGTTAACTGGGTTAGTATCATCAGCATGGGTAAATTACATC
-753 TATGCATTTGCATTTGGCAAAAGATALJTTT'l'L'l'TL, 1 J.J.1 1 1 1 .L1 ¿ATTAACTTGAGTATT

-393 TCTTATATACATTTCGAGTGTTATTCCCTTTCCCGGTTTCCAGGCAAACCCCCCQCIAM.
-533 CTCFFPPC‘PTC‘C‘C‘C‘TTC‘TTTATGC(‘r‘r‘cr‘cmmcmr‘cr‘r‘cr‘mmrmr‘r‘m
-573 CQCCGCAACAATCTAGTTCACTGGGGGTTCAGCAAAAGACAATTTTCTAAGTGCTCTTGT
-513 ACTTGGTGACTTCATGGAATCTATAACTGAAGTAAAGACCTGCTTATAAGCATCTCTTTT
-453 CACAGTCTGTGTGGCTGTGTAGGAAGTATAAAATTGAAACTCAGTGGTTACAATGTCTAA
-393 GACAAAAATGTTG’I‘TCAGTTGGGTTGTAACTCATGATTTTCATGCATTTAAAAAATTAAG
-333 CAAAGAAACTTCAGTGATTTATATATAGGAAATATGGTCAGATGTTCCATAGTGATAATG
-273 CTTGTGAAGTAGAAAATAGTTTAAATGTTGCCATTTTACAATCAATTGCAGAATTTCAAA
-213 CAGGATAGAGCATATTTGCTAACATTTGTGTGTTAGTTTCTGTCTT
-153 TGCCAGGAGTCTCCTGCAATTTTTTG GCTCTCTGAATGTATGCCAAGCACTAC

-93 CCATTATCCTGACTTACATAAGCATTCACTTATWTGATGCCCCTCCTTCGAATCCT
-33 ATCAIAAAAGCAGTCAGTTTTGTCCTGACGAACA‘I‘CCCAGATCACTGCAAGGCAGGTAAG

+1

Figura 20 : Secuencia de la región 5' de gen de la PAP ll. El sitio de inicio de la transcripción se
encuentra marcado por una flecha enzima del primer nucleótido transcripto numerado +1. Un aparente
"TATA box' está subrayado. Dos consensus CACCTG contiguos (activadores especificos de la
transcripción de genes pancreáticos), se muestran encuadrados. Una señal de respuesta a la fase aguda
("IL-6 response element") está subrayada por una flecha. Dos elementos de respuesta a los
glucocorticoides se ven sombreados y finalmente una región altamente rica en citocinas está subrayada
con una linea punteada.

La secuencia encontrada (CTGGGAA), idéntica a la señal de reacción de

fase aguda ("IL-6 response element") se encuentra localizada en la
posición -127 (Hattori y col., 1987). Finalmente, dos tipos diferentes de
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elementos de respuesta a los glucocorticoides TGTTCT (Sheidereit y coI.,

1986) y AGAACAT (Payvar, y coI., 1983) aparecen en las posiciones -608 y
-1415 respectivamente. Estas regiones podrían asociarse a factores de
activación producidos durante la pancreatitis aguda y provocar así la
activación de este gen.

4.3.3. Clonado y análisis de la secuencia del gen de la
PAP lll.

Un método rápido y eficaz basado en la uilización de la PCR como
herramienta de rastreo en diluciones sucesivas de una biblioteca

genómica, fue ideada y puesta a punto en el laboratorio para el clonado de

los tres genes que se detallarán a continuación, el primero se trata de gen
de la PAP III.

Con la intención de verificar la especificidad de nuestras condiciones
de PCR, se procedió a Ia amplificación de ADN genómico de rata con

nuestro juego de iniciadores, con lo cual se obtuvo un fragmento de ADN de

1,4 kilobases. La secuencia parcial de este, luego de una amplificación

asimétrica, fue compatible con la del ARNm de la PAP III. En el curso de

Ia primer etapa de rastreo (ver 3.3.3.1.1.), se obtuvo una sola banda
similar a la detectada al amplificar ADN genómico indicando la presencia

del gen de la PAP Ill en nuestra biblioteca genómica. En la segunda etapa

un producto de amplificación en forma de una única banda fue observado en
las alícuotas 181056 y ¡31059. Al finalizar la tercer etapa se obtuvo
amplificación solamente en la lícuota 101042. De esta manera, a partir de

104 fagos recombinantes y por rastreo clásico a través de playas de lisis,
se obtuvo el clon XPAP III que contenía la totalidad del gen buscado. Este

clon fue cartografiado por enzimas de restricción y los fragmentos
apropiados fueron subclonados y secuenciados como se describiera
anteriormente para los genes de las PAPI y Il (ver 3.1.4.).

El gen de Ia PAP lll se extiende sobre 2551 pb, que incluyen 6 exones

cuyos tamaños varían entre 21 pb para el exón I a 291 pb para el exón VI.
Todos los sitios de “splicing” siguen la regla del AG/GT (Breathnach y

Chambon, 1981) y estan de acuerdo a las secuencias consensus dadoras y
aceptadoras del “splicing” como fuera propuesto por Mount (1982).
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Estructura de la región promotora del gen de la
PAP lll.

Además de la totalidad de la región codante de este gen, fueron
secuenciadas 1075 pb de la región 5’. Un consensus TATAAAse sitúa a 32

nucleótidos río arriba del sitio de iniciación de la transcripción mientras
que no se encontró ningún “CAAT box". La secuencia consensus de

respuesta a la lL-6 se encontró a -260 pb en orientación reversa
(CTGGGAA) como se indica en la figura 20.

-1705
-1645
-1585
-1525
-1465
-l405
-1345
-1285
-1225
-1165
-1105
-1045
-985
-925
-865
-805
-745
-685
-625
-565
-505
—445
-385
—325
-265
-205
-l45
—85

-25

35
95

gaattcacacttttattttagtggttgcatctgtaataattacaacttctcaaattattt
tcctcccacaaaactttacatacacaattatctcaaattatcaatattatttacattatt
aatttttgtaacactagtcatttacaggcagtagcctagcattactgccctctattcaca
agctgactgaaacaggtgcaaatacccactgccaaacattgaacagagattacggaccct
aatggaagagttgagggaagtatctatccctgaaggttagaaacccacagaaggccaata
tgttaactaacatggacccctgggagctctcagagactgagccactaaccaaagagtata
cacaggctggacagagacccgtggcacatatgatgtgcagggtagggggatattttgggg
gacccactctttcagaggtaaaagaagggggaatggagaagatattctgtgagggggcat
ggagggggacagcatttgggatgtaaatgaataaataaatattgaatgtttgaccagttc
tatttgagcttttttaaagcatgttgttaaatgtccacatattttgaaaatcatttgtgt
tgtgtcatttaagccttgctttacctcaggacaacaattagtcctcatggactagttttt
taaagtatttaaatgataaagtttcttaacattaattatcttctttgttcgatatagttc
aaggtcattctaatataaatgttaactcgtttctgcctgaacattcatcagtatgagcac
aagttaaagaccctggctgaattaatgctaaggcacactctgtttatctacaatttcctt
aacttcatgaacacaagtgttggtaccataaaatcatcacatgcagcacttaagtatagt
tatgataattgcatcaaaaccattctaagagattctaaaagacccatgaatgcttgatta
aagtttaaggacaagactctgaacatcaagtggacaattcagaattacagtaaaccaagg
ccttgtctctcaaccttcccacaaagagtcagtaggaagaagtccattcaaccactgttc
cttgaaacctcagctaaaatatcaactcaaacgttattatcaaggttcctacaagtcttg
gtacaaagtttagacattttctccttggtttaaacttttccattttttcaactattttac
caccatcatcgattgttataattcctaactaattaaaaatttaatcattatatattttaa
atcttacaaagcaaagtaccaagaaatatacctgtgaatctacagtaacaacttcttttt
tgtggtataaaaaaagtacccagctaatatttattttcttcagtaaatccaagttagaat
attttgaaaatgttgtcacagcctaatctgtagcccagctatcactatcttaagtttccc
ngaacaaagtatctgggtgcgggtggagcaagttcaaactgcacccatacctgacaatac
atcaggactgctaacagggaagggccacacaccgtaacagtttacagtctttaccgggaa
gaaatttgtgcttttgatgggaaccccctagagtccatgccaagcaccacccacctccct
gacttgtatgagcattgtgcttactcattttggtgtccctcccttcaatcctatLaLaaa

F-ID>
agctgtcatctcagtcctgacaaatCATCCCAGGTTCACAAGACAthaagtaggagctt

+1

tgtaggggctcacccattgtaccacaggagggtacctgtccacacagaacagaggactct
gagaatcagcacaggctttctggggagttttcaggggaagggaataagatgttttctttt
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cattccacaataaaggagagaaatggagtgaaaattagtgtttcctacagttagtcaaag
gagacagaacagattcttcttctcaacatgtcctctctagaccatattctcacaccatga
cctggttgtttcttcttcacagACAAGATGCTGCCTCGTGTAGCCCTCACCACCATGTCC
TGGATGCTGCTGTCCAGCCTGATGCTCTTATCTCAGGtgcaaggtaaattcaagtgtcca
gtaaatgtcccatgagtgtccctagccaaaaagtaaaggaaggttctgcagagactcatg
tggtaaataagaagagagcctcacatcagataacagtctgacacataactgtcctcctgc
ttgacactaagtcactaatgatggacaggatcatgtcagtccattactgaaatgaaagag
gttccttttaattggtgggttgaaggaatgtgtggaagtcattaatgaactgttgagaaa
aagaaggactggatgagtcaatttagaaattgacagccctggaatttggaatctatgata
atatgagaagagtgaaacatgaaattagaagaataaaatttccaataagtaggtcaatct
caagactcagatgactgttagagagaagggtgttctgtattctgtgtagtctatactctg
atactctgtgttcttgacttaatctcaaaaggcaggcctcatcaacttttgctaaatgga
ccttcctatccatttcacgccttgctttctttatctccttccaccccagGTGAAGATGCC
AAGGAAGATGTGCCCACTTCACGTATCAGCTGCCCCAAGGGCTCGCGTGCCTATGGCTCC

TATTGCTATGCCTTGTTTAGTGTATCCAAATCTTGGTTTGATGCAGATgtgagtgcttgt
gggtgtggaggagggaaacaatgggatgtacctgtcagtctcaaaagaagtggactccaa
tttccatggttccttgagaatcacaatgaactcctgtctttcattcattacccctaccat
ctacatttgtttactgttagctaatgaagtttcagtctgtcactcattctgtccctctta
cctagCTGGCCTGCCAGAAGAGGCCATCAGGACACCTTGTGTCTGTGCTCAGTGGATCTG
AAGCTTCCTTTGTGTCCTCCTTGATTAAAAGCAGTGGTAACAGTGGCCAAAACGTGTGGA

TTGGGCTCCATGATCCAACACTthgagataccatatcttcccaacagatttcactctca
ctgattctgttcccaatctcatttgctctgtttccatgagaaaacctcccattgcatcta
gagacagtattatggattgtaactggggcaaaagaaaagtccctgagttctgtgaaggtc
cctagccttcagatgaagtccatgtgactatggacggcctttacaaattttctcagtgaa
ggtttgaaatctcttttctgggattgtgggtgtttgtactcaagattttgagagaacaca
aaagggaagatatcggcctttgttcttcacagaatctacaggtgtcttgaagttcaggaa
catgtagcatagtgggctatattcctcaaggtttatgttattttttctgggtttaaagaa
tttgtgattatcactaggcaactggtaataggagggagacattcaggttgaattttttgc
agtatctgaaagaatagatcaattttcatggtgttgaacataggtatcagctattgccag
taagagatcatgtaagcagagctttaatggctacctttttcccatggttgccccaattct
agGGCCAAGAACCCAACAGAGGTGGATGGGAGTGGAGTAATGCTGATGTGATGAATTACT
TCAACTGGGAGACGAATCCTTCTTCTGTCTCTGGAAGTCACTGTGGGACCCTGACACGAG

CCTCAthaagccagagggcagtcctctctgaaatccaatgctttttaactgttttcaat
tgttgacctctcttccttttttcatgtctctcctccctttgtttctccttcccttgaggt
gagacactggtaaagatgttgcaatgaccctaacatctagacctcttactcttctgtgtc
tgcagGATTTCTGAGGTGGAGAGAGAATAATTGTATCTCAGAATTGCCATATGTCTGCAA
GTTCAAGGCCTAGAGTACAGAGATGACACCATGTGTTGATATATACCTCACCAAATCAAG

AACCCCAATGGGAAGATCAACAACAACAACAAAAAGAATATTCTCCTCACAGTCAACATC

TGACCTCCTATTTTTCTCCTCATCTGCCCCTTCCTTCCTCTCATTTGAGGCTCTTCTGTG
TGTACTGTGGCCTGAGATCTCACAGCACAATAATAAAATATATAACTCACGCTCAT

LOS GXOHGSse muestran representados en letras
mayúsculas. El “TATAbox' está subrayado en posición -31 y un elemento de respuesta a la |L-6 se
muetra en letras negras en posición -260.



-91­

4.3.3.2. Determinación del sitio de inicio de la
trascripción de la PAPIII.

TGCA ABC

Figura 22. Determinación de la extremidad 5' del ARNm de Ia PAP lll por "primer extension". La
posición del producto marcado se indica por una flecha Los ARN utilizados provienen de páncreas
afectado de pancreatitis aguda (A), de intestino normal (B) o de levadura (C). La secuencia del fago
M13 mp18 fue utilizada como marcador de tamaño.

Un oligonucleótido sintético complementario de la región 5' del ARNm

de la PAP lll fue hibridizado con el ARN total proveniente del páncreas de

ratas afectadas de pancreatitis aguda y de intestino normal. El
heteroduplex fue elongado con la enzima transcriptasa reversa. Seis
posibles sitios de inicio de Ia transcripción fueron identificados sobre el

ARN pancreático y Cuatro sobre el ARN intestinal. La intensidad de Ia

señal fue más fuerte a -26 nucleótidos del primer codón traducido en
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ambos tejidos. Ningun producto de elongación fue observado en las

reacciones llevadas a cabo con ARNt de levadura (control negativo).

4.3.4. Clonado y análisis de la secuencia del gen de la
Lithostathina.

La Lithostathina es la única proteína pancreática secretoria presente en
el jugo pancreático normal que aumenta su expresión durante Ia
pancreatitis aguda. Además de compartir con la PAPl similitudes de
expresión, ella contiene en su estructura primaria zonas de fuerte
homología con las tres PAP conocidas hasta el momento. Por esta razón el
gen de la Lithostathina de rata fue incluido en nuestro estudio.

Este gen fue clonado por medio de la técnica que fuera puesta a punto
para el aislamiento del gen de la PAP III. Brevemente, un producto
específico de 1150 pb fue obtenido luego de la amplificación de ADN

genómico de rata durante Ia etapa preliminar. Un único producto de
amplificación y del mismo tamaño que el anterior, se obtuvo durante la
primera etapa, luego de amplificar el ADN de la biblioteca, confirmando en

esta la presencia del gen de la Lithostathina. La etapas siguientes se
desarrolaron de manera idéntica a Io realizado para el clonado de la
PAP lll. Como resultado de la segunda etapa de rastreo, se mostraron
positivas Ia alícuotas: ¡81052,181056 y 181057. Elejimos para continuar
la suspensión de fagos 181052 la cual dió lugar a la serie de diluciones
AC1041 a AC10410. La alícuota XC1043 fue la única positiva siendo

rastreada por el método de playas de lisis y dando como resultado el clon
lxyz. Los fragmentos de restricción apropiados fueron subclonados en el
sistema de fagemidos pBIuescript KS+/SK+ y posteriormente
secuenciados como se indicó para las otras PAP (ver 3.1.4.).

De esta manera se determinó la secuencia de la totalidad de Ia región

codante así como 2,43 kilobases de la región 5'. La porción transcripta de

este gen cubre 2669 pb y se compone de 6 exones y 5 intrones. El tamaño
de los exones varía entre 25 pb para el exón | a 164 para le exón VI. Todos

los sitios de "splicing" siguen la regla del AG/GT (Breathnach y Chambon,

1981) y estan de acuerdo a las secuencias consensus dadoras y
aceptadoras del "splicing" como fuera propuesto por Mount (1982).
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gatctcaattcatgtcattaatatagcttaacatttagcctactaatcactttatgaaag
gactaaggctgagatttaggtgactcacaaacttctgtgtaaatttgagtaaagactttg
tatcaagggcaatgttttctagaaattttcccagttcaccagtgacacctgtcagtttgg
agattatttccaaattctgtacagcaaaagaagcaattaataggctgaaaagacatccta
aagaatggcagaaaatattcatcattactgtgctgaacagtgaatttatatgtaaaatat
ataaacatctaaacaattaaattcaagtagtgcctaaacttcaatcaatacacaggcaag
tgaaaagcccagagagtttccaaaagaccaaatgcggtgatcattagatacatttaaaat
gttcaacagtcctaagctttatggaaaggcaaagcaaattacattaagatgccatctcac
tcctgccagaatggttgtcatgaaaagaacaagagcagtgctgacaaaacagaatgacat
ttgcagagtgtaatactggattgacagaactgagactgattgctatacactatcaaatgc
ctgtgtattaggtgcattgttatcatttacaaaacattggtccagtaacacggaaataga
ggacaataccttgaaatttatctcattccacgctcagagataaaagacctacccattatt
tcctggaggcttatggtagaaaactcagatggcaaatttcagaagctgttttcattaagg
atgggaaatgatgtcttcatagaatgcaaccctctaaatagtaccctcttttattgagaa
aatttgttctacattttgttgttgctgttcttatgaattgcgttcatatccaaaccatct
gatgataatctggagttattctattcttagaaaattctataattaattacagatatttaa
attatcttatacaaacctctttagcataagggtgaagcttctggacaagtgtggtcaaag
atgtaactgctgagccccgaataagagtgttcttagaacaaagtaaacaagtagagctat
gatcaaaccagaagcaggctttctgttctcttcagcataaaatattccaaatggggtgat
cattgtagttgcaccctcaaaacaacaaaataagcaagaatgacgttatttaatttgcag
gaatgtgtgtagaatatgacaccagtgtattaaatgaaataagttagaggtggagagaca
gatattatgttctctgttatatgtgggacctacattttagatgtatacatatgcctgtgt
gtgtgtgcctgtgcatgtgcccatgtggtttgtggggtgtgtgttLgtgtgngtgtqut
gtgkgtgtgngtgtSignatgkgcgtgfigtagaacacaatataaaacataagcactactg
tttagcaagatgaagaaagctaatggaatgaacaggagagggtaatggggactgactatg
gtcaaaatacattatgcactttaacaaaaatgttattgtgaaactcattgttttttacaa
tatttctcaacattgcctctaatttaaacattttaaaatgtgcatttttcaatactcatg
ttccaagaagatcattttaaagacttccaatacccagaaatctctcctgccatcatccaa
agatcaagtctagctaactctaaaatcttccccaatgaggaaaaactcacttttgctgta
tcctaaccatactgcttaagaaataaaaaagggaattgaagaggattCtttctgtttcag
tctttgattaaaaaggaaaatactactaatgaaaaagaatcaacacaggagaagacacat
acacggcttcacaggagactgtcagcccagagggatcaataagtgaaaagtccagagagt
tgagatttagcacttttctcagacagtaggatgggagataacatggccatgtaacttgaa
atttgcactatttctctcactgtttcaagcaggtgtgttccttaccatgttctcctataa
ctgcctctcctgtccctgcccctacagaaagccctcctctggtgcacataagactttcct
ctgttccctacctcagttagcctttttaagtttctggaaggactctgctccaacctaggc
tatccagggatatgggaactgggcacttgtttgtttctgggaatgatgaacattggtctt
taacctgggaaatttgccaactaatttgtgggaagataaccccatctgtgact-ttccca
gggtgtatcagaaatgggctgttactgctgccaggttatgtttgtcagggcag
gctttctgatattccttgcccctcccatttttcacinasgciagaltitgcanltaCtCC+1»
tt ct gtaacct accttttcctagt ccaacAACAGACTTTTGTCTCAGCCTG
CAthaagtactttttatagaaaggcatatgaaatgtaagttagttcttttacatttgag
gaatgtaacaaggaaaattttgtaaaaagcaactctgaatgatgcctcagatgagccaca



143
203
263
323

383

443

563
623
683
743
803
863

923

983

1043
1103
1163
1223
1283

1343

1403

1463

1523
1583
1643
1703
1763
1823
1883
1943
2003
2063

2123

-94­

gcttcctttgaggttcagggtccataatagccaatgatgagaaatatttaagcatatctg
gttctcaggcagcctttgtgcactgagaattgaagagccaagaggccttgaaaaggatca
agggtgtttactgcggagttttcttgttttctttaatagAGATTGTTGACTTGCATCCTA
AGCAGAAGACAGTCTGCTGCTCATCATGACTCGCAACAAATATTTCATTCTGCTTTCATG

MetThrArgAsnLysTerheIleLeuLeuSerCy
CCTGATGGTCCTTTCTCCAAGCCAAthgagcattttttcatagattatatttttggaaa
sLeuMetVálLeuSerProSerGlnG
ttatcactcaagctatcaccctatccctatcaacctgactcacttggacaaaggcagaag
caatgtcagtcatgggttgatctttactccttctctaattccatctcttctgggatttgg
gggagaaatttaaaccacctcttatcaatgggcactgacatttgattggatcatctgtgt
aactttatatactatgaaagatttgggcaggcttgtgggctaatagagatgaggaagtga
gggattcctgtataggaagaggtggcagttaaaactagtgaaataaatctcacaggacaa
ctcattattaattcttgtcttgaggaatgagagatgagagagaagatcaaagatgcaggg
aatggagtgtgtagtcatagtatgtctgtgctgtgtggaggaattccacaagttggctta
tcttctagcctaatcccagtactaagcatagctttaactactttgtcatagGCCAGGAGG

lyGlnGluA
CTGAAGAAGATCTACCATCTGCCAGGATCACTTGTCCAGAAGGTTCCAATGCCTACAGTT

laGluGluAspLeuProSerAlaArgIleThrCysProGluGlySerAsnAlaTyrSerS
CCTACTGTTACTACTTCATGGAAGACCATTTATCTTGGGCTGAGGCAGATgtgagtgagt
erTerysTererheMetGluAspHisLeuSeerpAlaGluAlaAsp
agggaaatgtacaggagggatgcatcagaatgtagatgccacggacatttcctcatgtct
tcagaagtttcactagatcacttgcctgacatataactgggatcttcttccccaagtctg
tcttttattttaaacctttccaagcagaaatcctggggattagtcggtcccatcaggaac
atgactttgttgtccttctctgactcatactttggaagaacagggtttattactcaaaac
ttctttcttcactgagtaatctatttctctcccacttacacagCTTTTTTGCCAGAACAT

LeuPheCysGlnAsnMe
GAATTCAGGCTACTTGGTGTCAGTGCTCAGCCAGGCTGAGGGCAACTTTCTGGCCTCTCT

tAsnSerGlyTereuvalSerVálLeuSerGlnAlaGluGlyAsnPheLeuAlaSerLe
GATTAAGGAGAGTGGTACTACAGCTGCCAATGTCTGGATTGGCCTCCATGATCCCAAAAA

uIleLysGluSerGlyThrThrAlaAlaAsnva1TpleeGlyLeuHisAspProLysAs
Tgtgagtatgtggcctctttctctcctaatactcagttcaagtaggagatctaggacagt
n
gatgcaagagcttgcttttgtggtgttcatagacagcaatatcttagaatgtttgaggct
tgtaaggactatcacaggtggttgtggagatgcctgaaggctcagctccttagcattcct
tacattaatgaatggtataattctatttcaaggagcctatgtttgtgggccttactctta
actctctgggtaatctctgagttagaaagaattgttttcaaatgatgcaagagaagagaa
tctactgtctgtatattagcagccaaaggtgtgccaggttataaaaaaaggtgtctttct
gtgcctccagaaagaaaacttaggaaccactttttgtaatggtatttataaattctgtct
tgaaaatgttatgttttgtggtacagatgaggaacttggacatttatttaaagtgaagct
tagagcaaaagctcatgaaacctcatcacattcagaaagatgggttggttcattcttgaa
actttttttctttggtttgtttccaaatttccacaaaggacaggttcttttcctcttttc
tagtttgtggatgctcttatcttactgcttctcttgcagAATCGCCGCTGGCACTGGAGC

AsnArgArngpHisTnpSer
AGTGGGTCTCTGTTTCTCTACAAATCCTGGGACACTGGGTATCCTAACAATTCCAATCGT

SerGlySerLeuPheLeuTerysSerTrpAspThrGlyTerroAsnAsnSerAsnArg
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2183 GGCTACTGTGTATCTGTGACTTCAAACTCAthgagagacaaagaactctcgttctacta
GlyTerysVálSerVálThrSerAsnSerG

2243 tttgcctttgttcaggtcttgtgatggagatgaggtgactttgaagagagaggcagagta
2303 attcaacttttaagaaatgaaagacagtctcctatatttcttatcccgagtcttaaggaa
2363 cctcttggtttgacttttcccacttggtttggtagGATACAAGAAATGGAGAGATAACAG

lyTerysLysTppArgAspAsnSe
2 4 2 3 TTGTGATGCCCAATTATCATTTGTCTGCAAGTTCAAAGCCTGAAATCATCTGAAAAAAAT

rCysAspAlaGlnLeuSerPhevalCysLysPheLysAla

2483 AGTCATACAGAGCCAGACAAGAAAATACTATGGAGTCAAAAGTGAAACTAGACCATCTAT

2543 CAAAAGCAAAGTCAACCCCCTCTTCCTAGACAAACATTCTTGCCTCACTGCCCTATGGTA

2603 TTTTTATCTCCATTATTGTAtGTAACCCTGCACATTTAAATAAAAATACCTTCACAATAt

2663 tgcatgtctgaatcagttatatatactgatcacacaatctcctctggtatagaagggagt
2723 ctagaattctcaggctttctttgataaagaggttgaaatatctatccacatgcatgttag
2783 tttatgagtctgttgtccaaagttggattaatacataaaaagtctatctaaaatctacaa
2843 gtgtgcatgtgtttacaagaattattagattttggggtatcttggtgctctggagtaata
2903 ttgtaagggagcttttttcattactcagttaaggaaattaaagccataaccaacatgtca
2963 ggagatc

Figura 23. Secuencia del gen de la Lithotathina de rata. La organización en intrones y exones fue
determinada a partir de la secuencia de su ADNc (Rouquier y col., 1991). Los exones se representan en
mayúsculas, las regiones 5' y 3' no codantes y los intrones, en minúsculas. La secuencia protéica
deducida se indica en itálica. En la región promotora, los motivos TATAAA y CCAAT estan
recuadrados. la secuencia especifica de genes de expresión pancreática se encuentra subrayada, dos
consensus de fase aguda se muestran en letras negras mientras que un elemento de respuesta a la lL-6
se ve en letras negras. finalmente la secuencia (TG)22 de probable conformación en ADNZ, se observa
subrayada con puntos.

4.3.4.1. Determinación del sitio de inicio de la
trascripción de la Lithostathina.

Un oligonucleótido sintético complementario de la región 5' del ARNm
de la Lithostathina fue hibridizado con el ARN total proveniente del

páncreas de ratas afectadas de pancreatitis aguda. El heteroduplex fue
elongado con la enzima transcriptasa reversa y el produto resultó un ADNc
de 71 nucleótidos (incluído el oligonucleótido).

Ningún producto del elongación fue observado en las reaciones llevadas
a cabo con ARNt proveniente de levadura (control negativo).
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TGCA 12

Figura 24. Determinación del sitio de inicio de la transcripción del ARNm de la Lithostathina. Se utilizó
como matriz ARN de páncreas de rata (1) o ARNt de levuadura (2) La posición del fragmento marcado
se indica con una flecha. La secuencia del fago M13 mp18 fue utilizada como indicador de tamaño.

4.3.4.2. Estructura de la región promotora del gen de Ia
Lithostathina.

La región secuenciada del promotor de Ia Lithostathina se extiende a
2438 pb. En esta región 5' se encuentra un “TATA box" (TATAAA)

(Breathnach y col., 1981) situado a -30 pb y un “CAAT box" (CCAAT)

(MCKnight y Tjian, 1986) en posición -107.

Una posible zona de formación de ADNZ compuesta de 22 dobletes TG,

aparece en posición -1081, esta región se encuentra precedida de una

secuencia altamente rica en TG y definida como [(TG)X(N)y]5. Como en el
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caso de ia Lithostathina, las regiones suceptibles de adoptar la
conformación Z del ADN no se distribuyen de forma aleatoria en el genoma,

si no que se snúan generahnente en las promnfidades de los años de
inicio de la transcripción (Schroth y col., 1992). Su rol en la regulación de

la transcripción génica fue recientemente confirmada, particularmente
para el caso del oncogen c-myc (Wittig y coI., 1992).

TGCí

poly(TG)22

[(TG)X(N)y]6

Figura 25: Secuencia del ADN en las vecindades de la región poiy(TG)22. Esta secuencia se muestra
precedida por una zona definida como [(TG)X(N)y]5.
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4.3.5. Clonado y análisis de la secuencia del gen de la PAPI
humana.

La similitud en la expresión de la PAPI entre la rata y el hombre, dejan
entrever una posible conservación, a través de la evolución, de las
regiones promotoras de importancia. El conocimiento de la secuencia de
ambos promotores y su comparación podría aportarnos informaciones de
valor en el estudio de las regiones génicas implicadas en su expresión.
Para ello, el gen de la PAPI humana fue Clonado por medio de la técnica

antes descripta para el clonado de los genes de las PAP lll y de Ia
Lithostathina (3.3.3.1.1.). La amplificación del ADN genómico con nuestro

juego de iniciadores (5'-GAAG€\A(III‘AGA(IB€\ATCHI>3' y
5'-GTCATG€\AC1TCI>AGACATA(II-}3')dió lugar a un solo producto de

amplificación de aproximadamente 1500 pares de bases, en las
condiciones utilizadas. A fin de determinar la identidad del fragmento
amplificado, este fue parcialmente secuenciado luego de una
amplificación asimétrica y mostró ser compatible con el ADNc de Ia

PAPI humana (Orelle y co|., 1992). En la primer etapa de clonado, se

obtuvo un producto de amplificación de 1500 pb idéntico al obtenido en el

momento de la amplificación genómica, indicando Ia presencia del gen de
Ia PAPI en nuestra biblioteca. Durante Ia segunda etapa, se obtuvieron
productos de amplificación en las alícuotas XHB1O5S, XHB1054, AHB1OS7 y

XHB1o59. En Ia tercera etapa dos alícuotas resultaron positivas: lHB1O41

y lHB1o49, de las cuales Ia primera fue elegida para dos rondas de rastreo

clásico de playas de lisis, utilizando como sonda el ADNc de la PAPI
humana (Orelle y col., 1992). Esta estrategia dió como resultado el clon
XGPAP que contiene la totalidad de la secuencia del gen de la PAPI

humana, como fuera determinado luego de su estudio por restricción. La

región secuenciada comprende, la totalidad de la región transcripta así
como 1 Kb de la región 5'. El tamaño de los exones varió desde 27 pb para

el exón I hasta 288 para el exón VI, mientras que la de los intrones está

comprendida entre 187 pb para el intrón C y 625 para el D. La secuencia
de los exones se encontró en perfecta concordancia con la secuencia del

ADNc de la PAPI humana (Orelle y col., 1992). Todas las uniones intrón­
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exón, siguen la regla del AG/GT (Breathnach y Chambon, 1981) y todos los

intrones poseen las secuencias consensus de “splicing” (Mount, 1982).
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ctgcagccttgaactcctgggttcaactgaaggtcctcctacctcagcctgctgagtagc
taggaccacaagcacacaccaccgcaactggcttaaattaaaaLaLaaattgtagagata
gggtcttaatgtgttgcccaggctgctcttgaactccttgcttcaggtgatcctcccacc
tcagcctctcaaagtgctgggattatagacctgagccacagcacctggccaactgaccta
tgattttacacaatggctgctcttcccttctttaactattattcattcttctttgatcct
cattatttgactgtagtccttcttatgtcttgttttccttcattacctcttattctatca
cattgccattgtcattctccactggggaagctctttcttgctgaagactggaaagacaag
tccattcacctgattttctgtaagattgtggctcatgtattgacttgtcagacaattctg
aagtttcatcaaaattagctatcatgcttgcataatggccctgaaccctcactcctacac
ttagcttcagtaccatctatgtcctcaactgtccatgatacttataattcccgtaaatct
tcacttaacacctaacatttatttaatcttactaggcaaggtaataagaaatacataggt
ttgcctccagaagtgggttcttaagaaacccaccagaggaactcctctttcagatgtcca
cattagaagatttcatatcacatttggtgccacaggcctttgacaaggaggatgcagagg
aaaaagcaaacttcacctcttcctagggaaagtgttggcctgccaacaggaaagaggcaa
catctgggaaaatccccagtctttgccaggaaoaotccatgccaaccccaccccatgacc
cctgtcctgcctactcattgtcactcttcactccctcccccagatcctCLaLa

r-I>>
aaatcccactctttcctgaccagaCAAACCATACCATATCCCACCAGAGAthaagtggg

+1

agctgagagaagatgagacccagggaggagctactgcacatgacacaggagaatacatgg
gagggtcccttcctcagggagcacaggaactctgagactcagcaagggtgtcctgggagg
gctcggggatgggagagtacacagattcacaactcattcagaactgtagaagatgatgga
tgtgaccaagatcactttagtcctaggggactagagaaggaaaatgacatgaggcagtgg
ggtatctgtgtgttctcccactgaccacgctttctttagTGACTCCTGATTGCCTCCTCA
AGTCGCAGACACTATGCTGCCTCCCATGGCCCTGCCCAGTGTATCTTGGATGCTGCTTTC

CTGCCTCATGCTGCTGTCTCAGGTTCAAthgagattgctttgcctctagcactgggttc
cctatgaatcctcagagctaacaagaggaggaaggctcctgtgtgtcatgtgaggtaatg
acgtggtgtctaatgaacctgcctgcagttcttgcatcatctctccttccttcaggttaa
cttgcagtgggaggctccatggtggtccactaacagtggaatgagatggcttccatttag
tcagtggactctaatatacactggtgggaaagtggactctaatatacactggagggtcag
taatgagatgtggggagggacaatgattggaggacccaatgtagagacagcccagagtga
ggagagtattgaatggttgaataaggggaaagggtaataagagactggatggtgctccat
ttactatggctattttgagataaagaatttctgaaaacataagggaagatgaaggggtgt
caggaatgtggtcttcctccccaaggacattcctaggtattccccaaggtcatctcccac
cccaagccccactcttcattttaccctcccctctcttcttccacctcagGTGAAGAACCC
CAGAGGGAACTGCCCTCTGCACGGATCCGCTGTCCCAAAGGCTCCAAGGCCTATGGCTCC

CACTGCTATGCCTTGTTTTTGTCACCAAAATCCTGGACAGATGCAGATgtgagtggttag
atgtggtgttggaggtgaccggtctcagggggaggagggtctccattcaggagagttcct
tgggaatgaggatgaacacgtttatctttcacacagtcctcctcccacctacctttgccc
tgccctccctcagcaggtctcaggctccctctcattctctttgttgccctcaaagCTGGC
CTGCCAGAAGCGGCCCTCTGGAAACCTGGTGTCTGTGCTCAGTGGGGCTGAGGGATCCTT
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CGTGTCCTCCCTGGTGAAGAGCATTGGTAACAGCTACTCATACGTCTGGATTGGGCTCCA

TGACCCCACACAthgccagtatatcctccctctctgttacctctcaaggtgctattgtt
gcccaggcccactccctgtcccctgtgcctgcccaggaagtacttcagggagcactggag
ctcagattctggggaatatttggggggaaagggaaggccatgaagcatctgaagatctga
gttctgtggaggtctctatctttcagataaaatcaatctgccttcctcaggcgtattaca
taattctcatatgaggctgggttaacaattctctgagcttcatggagtctttgcctacta
ttctgaaggaactcttaatgaagataggatcaatttttgtccccatacagaactgacatt
acttttgaggttcacaagctaatcacaaatgctacatcaattattgttctgcaaataata
tattaccttgagttgttccaaaggtcttatgtttattggctggaattttccaatagcaat
gaggagtcaaggaagagtttcctactcaccggcagcatctggaatagcagaccaactttc
ctcatgctggggagcaaatcaggtgttgcagctaaggggccatgcaagaagagctgcaat
ggccattcccttcacctggctacctcctctactctacagGGCACCGAGCCCAATGGAGAA
GGTTGGGAGTGGAGTAGCAGTGATGTGATGAATTACTTTGCATGGGAGAGAAATCCCTCC

ACCATCTCAAGCCCCGGCCACTGTGCGAGCCTGTCGAGAAGCACAthaagaaacagagg
agctgcctcttcccagtgttttccatctcatcccccattcctgggtctgaccttcaggaa
atcttcctgagctagaaaatacaatgttagtgtgtcttctcttatctcctctcttctcca
ctttctttgaatctctctcctggattgggacactggtgaaggtgagggagaggctttaac
ttctaggctaaaacctgggatgccccttcattggattcacaagcttcctcagccccattc
catttatgtcttctgtctctccagCATTTCTGAGGTGGAAAGATTATAACTGTAATGTGA
GGTTACCCTATGTCTGCAAGTTCACTGACTAGTGCAGGAGGGAAGTCAGCAGCCTGTGTT

TGGTGTGCAACTCATCATGGGCATGAGACCAGTGTGAGGACTCACCCTGGAAGAGAATAT

TCGCTTAATTCCCCCAACCTGACCACCTCATTCTTATCTTTCTTCTGTTTCTTCCTCCCC
GCTGTCATTTCAGTCTCTTCATTTTGTCATACGGCCTAAGGCTTTAAAGAGCAATAAAAT

TTTTAGTCTGCActtgtttgtcttgtatatgccagtgtcatagccatactctgagaagga
caaagtgtttgagtggaggaaactttatgggtcttgcttcttccctattcacccaggcct
ctagggaaaatgatgaagtgtgcatccctaccagtgtgttatgatgagggtgtgggtcct
gctcatgtaggatttgtgttgtggagagatgaggacatttctctcccgcgtacttactgc
cctcccattcccgtagcccaaacctgacagtgtgacatgaacagattaggaggctctgat
ggtgcttagaatagtacttctcagagaatggcatcagcaggatggtagataggactttcc
agctcttgaaccttcacagaaacattcatttgaactactacccattaaaatggaaatacc
ttcacaagagctaacaatcccaagtgagtgattaaagcatctgaatgttgcaaaaaataa
gaagggatgcatcgaagagggtagaaagaagacttttacattatttatatcacccctcca
tcaatctcagtaagcacagcatggagagacattccctaaacttggggaaagagagtgaaa
taagcacttgagttttccatggaccctaacactaggtttgcctcagtaagacccagtggc
ctctgactccaggcagacacccttggacttagactccaggctgccttgatgccaggccag
gctctgtggccccaggctctgtgaccccaggctccaggtcagcccccatgactgcag

Figura 26: Secuencia del gen de la PAP l humana. Los exones se representan en mayúsculas. EI sitio
principal de iniciación de la transcripción se indica con una flecha encima del primer nucleótido
transcripta, los 2 “TATAbox" se muestran subrayados, el 'CCAAT box" se muestra recuadrado y el
posible consensus de reacción de fase aguda aparece en letras negras.
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4.3.5.1. Determinación de los sitios de inicio de la
trascripción de la PAPI humana.

Los sitios de inicio de ia transcripción fueron determinados por
extensión de un iniciador específico de la región 5’ del ARNm de la PAPI

humana. Se utilizó como matriz el ARN pancreático proveniente de un

paciente afectado de pancreatitis aguda.

El sitio principal de inicio de Ia transcripción fue localizado a 61 bases
rio arriba del codon ATG de inicio de la traducción. Otros tres sitios

fueron detectados sugiriendo la posibilidad de múltiples inicios de Ia

transcripción.

CGT g
‘;__—i;' a-=\__ C
_—==-....=‘= C= a:‘E 9- u­ <­¿<­
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Figura 27 : Determinación dei sitio de inicio de ia transcripción dei ARNm de Ia PAPI humana. Las
posiciones de los sitios de inicio de la transcripción estan indicados por una flecha. Ei sitio principal se
muestra dentro de un círculo. La secuencia del iago M13 mp18 fue utilizada como indicador de tamaño.
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4.3.5.2. Estructura de la región promotora del gen de la
PAPI humana.

La región promotora secuenciada se extienda a 1034 pb. Se localizaron

en esta región: un "TATA box" (TATAAA) (Breathnach y Chambon, 1981) y

un 'CCAAT box" (McKnight y Tjian, 1986) que se encuentran en las

posiciones -28 y -52 respectivamente. Un segundo "TATA box" se localizó

en la posición -881. Finalmente una señal posible de respuesta a la fase

aguda (CTGGGAA), (Hattori y co|., 1987) se localizó en la región -147.

4.3.6. Localización cromosómica de los genes de las PAP I,
ll, III y Lithostathina.

La fuerte homología existente entre las cuatro proteínas, así como Ia
conservación en sus estructuras génicas, nos llevaron a pensar en la
posibilidad de una evolución por divergencia a partir de un mismo gen
ancestral. En búsqueda de evidencias en favor de esta hipótesis llevamos
a cabo, en colaboración con el Dr. Claude Szpirer de la "Université Libre de

Bruxelles” Bélgica, la localización cromosómica de los cuatro genes. Para

ello 50 ng del ADN de 11 líneas celulares híbridas (rata/ratón) fueron
amplificadas por PCR con juegos de cebadores específicos (ver 3.3.6.). Los
tamaños de los fragmentos obtenidos por amplificación fueron los
esperados: 2100 pb para Ia PAP l, 2258 pb para la PAP ll, 1401 pb para la

PAP lll y 1551 pb para Ia Iithostathina. No se observó amplificación en la

línea parental de ratón. Como se ve en la tabla 3, los cuatro genes se
encuentran presentes agrupados en los mismos clones celulares y con una
concordancia perfecta entre amplificación y presencia del cromosoma 4.
Por consecuencia podemos afirmar que los genes de las PAP l, ll, ||I y de
la Lithostathina se encuentran en el cromosoma 4.
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4.3.7. Localización cromosómica de la PAPI humana.

4.3.7.1. Análisis del ADN de células híbridas somáticas

por PCR.

Ante las siguientes evidencias: 1-Idéntica localización de los
miembros de la familia PAP/Litho en la rata. 2-Localización en la región

2p12 del cromosoma 2 humano de las dos Lithostathinas conocidas (reg I y

reg II) (Gharid y coI., 1993). 3-Correspondencia evolutiva entre los

cromosomas 4 de rata y 2 humano. Nuestro interés fue constatar si los
miembros de esta familia multigénica también se hallan agrupados en Ia
misma región cromosómica en el hombre, como ocurre en la rata.

Para ello, realizamos Ia localización cromosómica de Ia PAPI humana.

Oligonucleótidos específicos de la secuencia nucleotídica de la PAPI
humana fueron utilizados en amplificaciones por PCR del ADN de células

híbridas hombre/rata, hombre/ratón y hombre/hamster.
Se obtuvieron bandas de amplicación del tamaño esperado (1500 pb) en

los híbridos que contienen el cromosoma 2 humano (100% de
concordancia). No se observó amplificación en las líneas celulares
parentales de rata (FAZA), ratón (IR) y hamster (A23) (controles
negativos). Todos estos resultados se resumen en Ia tabla 4.
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3.3.7.2. Localización cromosómica por hibridización in
situ fluorescente.

La localización del gen de la PAPl humana en el cromosoma 2 fue
confirmada por hibridización "¡n situ" fluorescente sobre preparaciones de
cromosomas normales metafásicos. Este trabajo se realizó en
colaboración con la Dra. Dallas Swallow del "Human Biochemical Genetics

Unit, Londres, Inglaterra". Se utilizó como sonda el clon XGPAP.

Señales positivas evidentes (ver figura 29) se observan en cada uno de
los cromosomas de par homólogo 2. La comparación de la imagen
fluorescente con una coloración que permite el bandeo R, posiciona la
señal positiva para el gen de la PAPl en la región 2p12.

Figura 29: Localización del gen de la PAP l humana por hibridización ¡n situ fluorescente.



-1o7­

4.4. Estudio funcional del promotor de la PAP l.

4.4.1. El análisis funcional del promotor de la PAPI de rata
muestra una región de tejido especificidad en los primeros 180
pb.

Los estudios de expresión, clonado y secuencia del gen de la PAP I, nos

llevaron a hipotetizar sobre la presencia, en su promotor, de regiones
involucradas en la regulación de su expresión. Entre estas hipotéticas
regiones, se encuentran: 2 secuencias consensus de unión para los
factores responsables de la inducción por la interleuquina 6 (posición
-860 y -266) (Hattori y co|., 1987); una secuencia similar al elemento de

respuesta a los glucocorticoides (Speck y Baltimore, 1987) (posición
-261); una secuencia homóloga al consensus activador que fuera descripto
como específico del páncreas por Boulet y col. (1986) (posición -289) y

dos motivos "Pan-1', correspondientes a activadores de la transcripción
en células acinares pancreáticas (Meister y col., 1989) (posición -139 y
-214). Sin embargo, la presencia de estas regiones sólo nos permitió
especular sobre su posible funcionalidad. La validación de estas hipótesis
sólo podría provenir de un estudio mucho más profundo, que involucrara el

análisis funcional de este promotor.

Algunas de las técnicas clásicas para este tipo de análisis son: Ia
transfección en distintas líneas celulares de deleciones progresivas del
promotor, determinando así las regiones implicadas en su expresión;
otras, involucran la puesta en evidencia de interacciones ADN proteínas.

En búsqueda de un modelo celular que nos permitiera llevar a cabo estos
ensayos, tres líneas celulares fueron estudiadas por RT-PCR, con la idea

de poner en evidencia la presencia o no del ARNm de la PAP I. A partir de

ADN genómico, se realizaron también amplificaciones, para determinar si
este gen se encuentra presente o se perdió durante el proceso de
establecimiento de las líneas celulares.
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PAPl BActina

Gen cDNA cDNA

¿RI ARI ARI

2100pb —>
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Figura 30: Amplificaciones por RT-PCR de la PAPI (447pb) y la B actina (808 pb) a partir de ADNc de
las lineas celulares AR-42J (A), Rat2 (R) e lEC6 (I). La amplificación a partir de ADN genómico de las
mismas líneas celulares muestra una banda de 2100 pbt

Como se observa en la figura 30, si bien el gen de la PAPl se encuentra

presente en todas las líneas celulares estudiadas, solo AR-42J, de manera

similar al páncreas sano (ver 4.12.), expresa bajos niveles del ARNm de la
PAP l.

Decidimos entonces utilizar Ia linea celular AR-42J como modelo de

estudio del promotor de la PAPl, mientras que las otras dos lineas
celulares serán utilizadas como controles.

Deleciones progresivas del promotor de Ia PAPl de rata fueron
subclonadas en un vector que posee el gen de la Cloranfenicol Acetil

Transferasa (CAT) como indicador. Las construcciones que poseían las
deleciones -1253/+10, -926/+10, -685/+10, -444/+10, -180/+10,
-118/+10, -61/+1O así como los controles +10/-1253 y el plásmido sin

promotor, fueron entonces transfectados en las lineas celulares AR-42J,
[ECG y Rat2.
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Figura 31. Deleciones sucesivas del promotor de Ia PAP I de rata. ligadas al gen indicador de la
Cloranienicol Acetil Transferasa (CAT). Los números indican Ia posición de las deleciones.

La transfección del plásmido p-1253/+10PAPl-CAT en la linea celular

AR-42J, dió como resultado una fuerte expresión del gen indicador. Por el

contrario, las líneas celulares controles Fiat2 e lEC6, sólo expresaron
niveles basales de este gen, equivalentes al control negativo (p+10/—
1253PAPI-CAT). Las deleciones progresivas del promotor, provocaron una

disminución de Ia expresión del gen de la CAT en AR-42J, en particular en

la región -926 a -685 (30%) y, mas importante aun, en la región -180 a
-118 donde Ia disminución es de 5 veces. Estas mismas construcciones

transfectadas en las líneas control no muestran expresión alguna, hasta
la región -180/-118 es removida. Esta deleción produce una inducción de

5 veces para lECS y de 6 veces para Rat2. Por el contrario, las tres lineas
estudiadas se comportaron de manera similar ante la deleción (-118 a
-61) mostrando una fuerte disminución en la expresión del gen indicador.
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Figura 32. Actividad CAT de las iransfecciones realizadas con las deleciones del promotor de la PAP I
de rata. Las lineas celulares utilizadas fueron AR-42J, Rat2 e IEC6. Los resultados de transfección
son el promedio de 3 experiencias independientes realizadas por triplicado. Las desviaciones standard
nunca fueron mayores al 20%.
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Estos resultados que se observan en la figura 32 sugieren que el
fragmento de promotor -118/+10, que contiene los "TATA box" y "CAAT

box", funciona como promotor mínimo permitiendo la expresión del gen
indicador en todas las lineas celulares analizadas. Por el contrario la

región que va entre -180 y -118, muestra un comportamiento diferente
entre las líneas celulares control y nuestro modelo. Estas experiencias
ponen en evidencia una región que otorgaría la tejido especificidad al gen
de la PAP I, localizada entre los nucleótidos -180 a -118. Esta zona

dirigiría la inducción de Ia expresión de la PAPI en AR-42J a través de un

regulador positivo y la impediría, por medio de un regulador negativo, en

las otras dos donde la PAPI no se expresa.
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4.4.2. Estudio de la interacción-ADN proteínas sobre el
promotor de la PAPI con extractos nucleares de Ia línea
celular AR-42J.

Con el fin de poner en evidencia las proteínas nucleares que interactúan

con el promotor de la PAPI de rata, se realizaron ensayos de protección a
la ADNasa con extractos nucleares de AR-42J.
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Figura 33. Improntas obtenidas por protección a la ADNasa en la región proximal del promotor de Ia
PAP l (-379 +10) con extractos nucleares provenientes de la linea celular AR-42J. A+G: secuencia
Maxam y Gilbert de la región estudiada, 0: ADN sin protejer, 45 y 60: ADN protejido con 45 y 60 ug
de proteínas nucleares respectivamente Las flechas indican bandas de hipersencibilidad a Ia ADNasa.
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Figura 34. lmprontas obtenidas por protección a la ADNasa en la región distal del promotor de la PAP l
(-685 -294)con extractos nucleares provenientes de la línea celular AR-42J. AG: secuencia Maxam y
Gilbert de Ia región estudiada, O: ADN sin protejer, 45 y 60: ADN protejido con 45 y 60 ug de
proteínas nucleares respectivamente. Las flechas indican bandas de hípersencibilidad a la ADNasa.

Como se observa en la figura 33 la región proximal del promotor de la

PAP l, mostró interacción con proteínas nucleares de la línea AR-42J.
Improntas: I -21/-42, II -47/-80, III -95/-125 (que comprende el CAAT

box), IV -200/-230 (que comprende la secuencia Pan l) y v -271/—290

(que comprende el consensos páncreas específico).
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Del mismo modo Ia region distal del promotor de la PAP l (figura 34)

presentó las siguientes improntas: VI -325/—336, VII -365/-368, VIII
-461/-496, Ix-512/-543 y x -560/-588.

Finalmente la figura 35 resume todas las improntas observadas en las
primeras 685 pb del promotor de la PAP l.

-685 TTACCAAGCTGGACAGAGGACAATGAATGAGACTTATTCTTAACCTCAGA -636

-635 GAAATGTATGTAAGGTAAGTTGGTTGATATGATTTTTCTTAAGGTTT
X

AACTTTACAAAATGAT

ÉTTCTTTCTTTAGTAT

AATTTTTAATCCACTCAATTCTTAC -436

-435 TAATTTTTAGACTTCCAGATGAATTTCAAGCAATCTGTATAAAAGT
VII

,H.GCACTCAGATTTATTTTTCTTAACTTATÉÏ ­

ÏCTTTAAAACTATGTCACAGAAAAATGTGTTTCC

7153GTGTTTCCCAGAACAGAGTATCTGGAAAAGGGTGT -236

-235 GGAG ' " "' z'‘ " "'AGGGCTGCTAACAG -186
PAN1

-185 GAAAGAGGTAATATTTATGACAATTATCAGTTGTTACCAGAAAAGTCACC -136

-135 TGCTCTTTCTÉI " " " " "‘

ACAGCCATCTCTGTCCTCAC -1
TATA BOX

Figura 35: Secuencia del promotor de la PAP I. Las regiones que se muestran sombreadas indican las
improntas obtenidas en los ensayos de protección a la ADNasa. En la impronta I se remarca el 'TATA
box", en la III el 'CAAT box", en la Iv el consensus Pan 1 y en la v la secuencia páncreas específica.

4.4.3. Las improntas de proteínas en la región proximal del
promotor de la PAPI de rata se revelaron muy similares para
las líneas celulares AR-42J y Hat 2.

Los ensayos funcionales mostraron que la región más importante, de los
1253 pb estudiados del promotor de la PAP I, se encuentran en la región

que comprende las primeras 200 pares de bases río arriba del sitio cap.
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Por esta razón nuestra atención se centró en el estudio de la interacción

ADN-proteinas en esta región. Como se mostró en la figura anterior, solo

tres ¡mprontas se observan en estos primeros 200 pb con proteínas
nucleares provenientes de la lineas celular AR-42J.

En este punto decidimos estudiar el patrón de protección a la ADNasa

presentado por los extractos nucleares de Ia línea celular Rat2.
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Figura 36: lmprontas obtenidas por protección a la ADNasa en la región proximal del promotor de la
PAP l con extractos nucleares provenientes de Ia linea celular Rat2. AG secuencia Maxam y Gilbert de
la región estudiada, O ADN sin protejer, 20, 45 y 60 ADN proteiido con 20, 45 y 60 ug de proteínas
nucleares respectivamente.






























































































































	Portada
	Resumen
	Índice
	Prólogo
	1. Introducción
	2. Objetivos del trabajo
	3. Materiales y Métodos
	4. Resultados
	5. Discusión
	6. Conclusión General y Perspectivas
	7. Referencias Bibliográficas

