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RESUMEN: TESIS DOCTORAL

Especificidad Tisular de la Expresién de Genes Eucariotas en Ratones Transgénicos: 1) 3,8
kilobases del Promotor de p-caseina Bovino Dirigen la Expresion de Proteinas
Recombinantes a la Glidndula Mamaria y 2) Expresion Especifica del Gen de
Proopiomelanocortina en el Sistema Nervioso Central

Marcelo Guido Cerdan
Universidad de Buenos Aires, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Durante este trabajo se estudio la regulacion tejido especifica de dos genes mediante la utilizacion de ratones
transgénicos.

[) Se estudio con que eficacia un fragmento de 3,8 kb del promotor bovino de f3-caseina puede dirigir una expresion
tejido especifica a la glandula mamaria. El patron de expresion espacial, temporal y hormonal del gen de fusion,
resulto atamente regulado y confinado cstrictamente a células cpitcliales de la glandula mamaria lactantc. En
estudios previos realizados sobre una linea celualar de glandula mamaria de raton, se habia demostrado que con 1,7
kb del promotor bovino de P-caseina era posible obtener expresion celular especifica, a su vez regulada
hormonalmente. Esta misma construccion no funcion6 al intentar dirigir la expresion especifica a glandula mamaria
de ratones transgénicos. En este trabajo utilizamos un promotor de mayor tamafio del mismo gen. 3.8 kb, para
direccionar la expresion del gen de la hormona de crecimiento humana (hGH) a glandula mamaria de ratones
transgénicos. Por medio de un ensayo de Northern blot se determinoé la presencia de ARNm de hGH Gnicamente en
glandula mamaria de hembras en periodo de lactancia. Este ARNm no se detectd en glandula mamaria de hembras
virgenes. Un analisis durante el desarrollo de la glandula mamaria demostré que el transgén sigue un patron de
expresiOn que se asemeja mucho mas al bovino que al murino. En estudios de hibridizacion in situ, realizados sobre
secciones de glandula mamaria, se observé que el patron de expresion del transgén resulto homogeneo en todos los
lébulos, tanto en animales heterocigotas como homocigotas. La cantidad de granos de plata contados sobre tejido
mamario se correlaciond altamente con el contenido de hGH en leche, previamente determinado por
radioinmunoensayo (=0 996) Por lo tanto, las 3,8 kb del promotar hovino de f3-caseina pueden direccionar altos
niveles de expresion de proteinas terapéuticas a la glandula mamaria de ratones transgénicos con especificidad
celular y regulacion correcta durante el desarrollo.

2) Se evalud la expresion celular especifica del gen de Pro-Opiomelanocortin (POMC) en neuronas. El gen de
POMC se expresa en una serie de neuronas del hipotalamo y tracto solitario, y en corticotrofos y melanotrofos
hipofisarios. En estudios previos se determino que una porcion proximal del promotor de POMC de rata o raton era
suficiente para dirigir expresion celula-especifica, regulada hormonalmente y en forma correcta durante el
desarrollo, a melanotrofos y corticotrofos, pero no a reuronas. Mas recientemente se identifico la presencia de
posibles activadores de la transcripcion dentro de una zona de 11 kb en la region 5’flanqueante del gen de POMC
(entre —13 kb v -2 kb) En el presente trabajo, por medio de un analisis delecional se ubicé el elemento neuranal
especifico a una resolucion de 4 kb. Se generaron 3 construcciones conteniendo secuencias gendémicas de POMC (6
kb de la unidad transcripcional y 2 kb de la region 3’flanqueante) con diferentes longitudes de la region
5’flanqueante, 13 kb (-13/+8POMC-EGFP), 9 kb (-9/+8POMC-EGFP) y 5 kb (-5/+8POMC-EGFP). A estas
secuencias se les introdujo en el exon 2, previo al sitio ATG, una version mamiferizada de la proteina verde
fluorescente de medusa (EGFP). Esta innovacién permitio visualizar la expresion transgénica en el cerebro e
hipofisis en forma inmediata luego de realizar los cortes de los tejidos. En tres de un total de cuatro lineas de
animales transgénicos generados para las construcciones -5/+8POMC-EGFP y -9/+8POMC-EGFP se observo
fluorescencia en corticotropos y melanotropos. Estos transgenes se expresaron en neuronas. Contrariamente, la
caostruccian -13/4+8POMC-EGFP se expreso correctamente en hipdfisis v peuranas de POMC  Este resnltado nos
sugiere que la presencia del elemento neuronal especifico buscado se encuentra entre -9 y ~13kb del inicio de la
transcripcion. En experimentos futuros, nuestro objetivo sera clonar e identificar el factor de transcripcion neuronal
que interaca con los elementos en cis. Nosotros proponemos inmortalizar un linea celular neuronal que exprese
POMC mediante oncogénesis dirigida en ratones transgénicos. Hemos generado 4 lienas de ratones transgénicos
con una construccion similar a —13/+8POMC-EGFP, pero conteniendo una version termo-sensible del antigeno T
largo (AgT-tsA58) insertada en el segundo exon del gen de POMC de raton. En estas 4 lineas se desarrollaron



tumores prematuramente en la region hipofisaria-hipotalamica, a pesar de que la temperatura corporal del raton es
no permisiva. Tres de estos ratones murieron antes de reporoducirse. S6lo una liena pudo ser mantenida con un
programa de apareamientos utilizando machos jovenes. En estudio realizado con un Norfhern blot se observo una
expresion considerable de POMC en esos tumores, En prdximos experimentos evaluaremos la prsencia de
marcadores neuroneles e hipofisarios para determinar la naturaleza de dichos tumores.




Abstract: Doctoral Thesis

Tissue specific expression of eucaryotic genes in transgenic mice: 1) 3.8 kilobases of the
bovine B-casein gene direct the expression of recombinant proteins to mammary gland and
2) Tissue-specific expression of the pro-opiomelanocortin gene in the Central Nervous
System

Marcelo Guido Cerdan

Universidad de Buenos Aires, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

During this study the tissue specific regulation of two different promoter genes were studied using transgenic mice.
1) The ability of a 3.8-kilobase promoter of the bovine B-casein gene to drive cell specific expression to the
mammary gland was evaluated in transgenic mice. The spatial, temporal, and hormonal pattem of expression of the
fusion gene is highly regulated and confined to the epithelial cells of the lactating mammary gland. Previous studies
have shown that 1.7 kb of the bovine B-casein promoter were able to drive cell-specific and hormone-dependent
expression in a mouse mammary cell line but failed to induce accurate expression to the mammary gland of
transgenic mice. We investigated here the ability of a larger sequence consisting of 3.8 kb of the bovine B-casein
gene promoter to drive the expression of the human growth hormone (hGH) gene in transgenic mice. A Northem
blot analysis using total RNA obtained from different tissues of lactating and non lactating females revealed the
presence of hGH mRNA only in the mammary gland of lactating females. hGH mRNA was not detectable in the
mammary gland of virgin females. A developmental analysis showed that hGH mRNA only peaked on parturition,
resembling more closely the bovine [-casein temporal expression pattern rather than the murine. In situ
hybridization studies performed on mammary gland sections showed that the cellular pattern of hGH expression was
homogeneous in all lobules from heterozygous and homozygous transgenic mice. Silver grain counts on the tissue
sections highly correlated with the hGH contents in the milk determined by radioimmunoassay (r = 0.996). Thus 3.8
kb of the bovine (3-casein promoter direct a high-level expression of therapeutic genes to the lactating mammary
gland of transgenic mice in a tissue-specific and developmentally regulated manner.

2) The cell-specific expression of the Pro-Opiomelanocortin (POMC) gene in hypothalamic neurons was evaluated
in transgenic mice. The POMC gene is expressed in a subset of hypothalamic and hindbrain neurons and in pituitary
melanotrophs and corticotrophs. Previous studies demonstrated that the presence of a proximal promoter of the rat or
mouse POMC gene was sufficient to drive cell-specific, developmentally and hormonally regulated expression in
melanotrophs and corticotrophs of transgenic mice, but not in neurons. More recently we identified the presence of a
putative neuron-specific enhancer/s within 11 kb of 5‘flanking sequences of the mouse POMC gene (-13 kb to -2
kb). In the present work, by using a deletional analysis in transgenic mice we localised this site/s within a 4 kb
resolution. Three different constructs were generated containing genomic sequences of the POMC gene (6 kb of the
transcription unit and 2 kb of the 3’flanking region) with different lengths of the 5’flanking region, 13 kb (-
13/+8POMC-EGFP), 9 kb (-9/+8POMC-EGFP) and 5 kb (-5/+8POMC-EGFP). We also introduced in the exon 2 of
the POMC gene, previous to the ATG site, a “mammalianized” version of the green fluorescent protein (EGFP).
This innovation allowed us to visualise transgenic expression in the brain and the pituitary immediately after tissue
sectioning. Three out of four lines of transgenic mice generated with each of the constructs, -9/+8POMC-EGFP and
-5/+8POMC-EGFP showed green fluorescence in pituitary melanotrophs and corticotrophs. These transgenes failed
to direct expression of EGFP to POMC neurons. However, the construct —13/+8POMC-EGFP showed correct
expression in pituitary and hypothalamic neurons, suggesting that a specific neurone element is located between -9
kb and —13 kb from the transcription tnitiation point. In future experiments our goal is to clone and identify the
neuronal transcription factor that interacts with the cis-acting elements. We propose to immortalise neuronal cell
lines expressing POMC by targeted oncogenesis in transgenic mice. We have generated 4 transgenic mouse lines
with a construct similar to the —13/+8POMC-EGFP, but containing the temperature sensitive version of the
oncogenic large T antigen (tsA58-Tag) inserted into the second exon of the mouse POMC gene. These four lines
showed premature tumors in the pituitary-hypothalamic region despite the non-permissive temperature of the mouse
body. Three of these mice died before breeding. Only one line could be maintained by mating young males.
Interestingly, Northern blots experiments showed high POMC expression in these tumors. In further experiments we
are going to evaluate the presence of neuronal and pituitary markers to establish the nature of these tumors.



INTRODUCCION

La diferenciacion celular es un proceso regulado por la expresion diferencial de distintos
genes. La expresion célula—especifica de estos genes depende de la interaccion entre
secuencias de ADN presentes en las cercanias de la unidad transcripcional y factores de
transcripeion nucleares existentes en un subtipo particular de células. La region ubicada
hacia el extremo 5' del sitio de inicio de la transcripcion es el promotor, quien resulta
csencial para ensamblar al complcjo mayor dc transcripcion formado por la ARN
polimerasa Il e iniciar el proceso de transcripcion. Los promotores de una amplia
variedad de genes comparten secuencias consenso como la TATAA box, la CAAT box y
la CG box, quec reconocen factores de transcripcion ubicuos. Sin cmbargo, csta region
sola es ineficiente para promover la expresion de genes en células transfectadas y en
ratones transgénicos. Secuencias nucleotidicas capaces de interactuar con factores
nuclcares presentes sélo cn una subpoblacion restringida de células son las responsables
de asegurar un patron de expresion espacial y temporal unico para cada gen. Ofras
secuencias de ADN participan en la regulacion de los niveles de expresion de acuerdo a
cstadios fisiologicos particularcs dcterminando aumentos (enhancers) o disminucioncs
(silenciadores) en la actividad transcripcional. Para entender las bases moleculares de
estas interacciones, es necesario identificar las secuencias nucleotidicas que, actuando en
cis, son reconocidas por proteinas transactivadoras. Asi, las regiones flanqueantes que
controlan la transcripcion de un gen pueden ser testeadas en sistemas de expresion
adecuados y proporcionar una herramienta muy atil para el aislamiento de factores de
transcripcion. El sistema de expresion mas apropiado para el estudio de regiones de ADN
regulatorias es el de ratones transgénicos. Este modelo permite analizar las regiones de
ADN deseadas in vivo, en el contexto del animal entero, contrariamente a lo que ocurre
cuando se emplean lineas celulares. Una vez identificadas las regiones de ADN capaces
de dirigir correctamente la expresion del gen estudiado se utilizan varias metodologias
experimentales complementarias que operan en base a la union especifica entre ADN y
proteinas, como son los ensayos de retardamiento en geles, in vivo e in vitro footprinting,

identificacion de sitios hipersensibles a la ADNasa [ y el clonado de genes por expresion,



2

que permiten la caracterizacion de los motivos de ADN y factores de transcripcion
involucrados en dicha regulacion.

St bien estos elementos regulatorios que participan en c¢is se encuentran por lo general en
la vecindad de la unidad transcripcional de los genes, pueden cxistir regiones de control
de un locus (LCR) ubicados a grandes distancias de las secuencias codificantes que
resultan esenciales para la correcta expresion de ciertos genes, como por ejemplo los
encontrados para los genes de B-globina humano y de lisozima de pollo (Grosveld er af.,
1987, Blom Van Asscndfelt, 1989). Rccientcmente sc han identificado regiones dc
asociacion a la matriz nuclear (MARSs) en los limites de zonas transcripcionalmente
activas para varios genes que también se encuentran a grandes distancias de la unidad
transcripcional. La presencia de LCRs y MARs cspecificos a ambos cxtremos de un
transgén garantizaria una actividad transcripcional independiente del sitio de integracion
cromosomal del transgén.

La genceracion de animales transgénicos no solo constituyc una podcrosa herramicnta que
permite la identificacion de elementos regulatorios tejido especificos en el contexto de un
organismo entero, sino que también posibilita, a través de la utilizacion de los mismos
clementos, dircccionar la cxpresion de genes heterdlogos a determinados tejidos. Esto
tiene una gran implicancia en el campo de Ia biotecnologia y en la ciencia bdsica.

En el campo biotecnologico podemos mencionar algunos ejemplos, como la generacion
de cerdos transgénicos con drganos aptos para xenotransplantes en paciente humanos
(Vanhove ef al., 1998); el direccionamiento de genes especificos en animales de interés
comercial que permitan un mejor aprovechamiento de los mismos o de sus productos
derivados, como por ejemplo, produccion de leche con bajo contenido de lactosa por
expresion de lactasa intestinal en glandula mamaria (Jost et a/., 1999), o la expresion de
IGF-1 en musculo esquelético para generar animales con mayor proporcion de carcasa
Pursel et al., 1998); la generacion de animales transgénicos como modelos de
enfermedades para ser utilizados por la industria farmacéutica para estudiar el efecto de
nuevas drogas o terapias (Van Steeg er al., 1998; Riekkinen er al., 1998), el
direccionamiento de la expresion de genes de interés terapéutico a la glandula mamaria

lactante de animales transgénicos de granja, o sea, la utilizacion de la glandula mamaria
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como biorreactor (Paleyanda er /., 1997, Wright er al., 1991; Ebert et al., 1991; Buhler
et al., 1990, Clark e al., 1989), etc.

En ciencia basica las posibilidades son innumerables. Basta con mencionar la posibilidad
de direccionar genes reporteros para cstudiar expresion temporal y espacial de genes
durante el desarrollo y determinados estadios fisiologicos (Young et al., 1998), de
generar modelos de animales para el estudio de enfermedades humanas (Bates et al.
1998; Batcs ef al. 1997; Borchelt et dl., 1998; Chen er al. 1998); de direccionar la
expresion de genes citotoxicos para gencrar animales deficientes en un determinado tipo
celular (Lowell er al., 1993); o de direccionar la expresion de oncogenes para generar
lineas celulares inexistentes (Cairns ef al., 1994; Son ef al., 1996); etc.

En cl presente trabajo sc utiliza la gencracion de animalces transgénicos para cstudiar la
regulacion de la expresion de genes que codifican para proteinas lacteas haciendo
hincapié en el gen de B-caseina, y para estudiar la regulacion célula—especifica de la
expresion del gen de proopiomelanocortina (POMC), que codifica para un precursor
multipeptidico que da lugar a una variedad de hormonas y neuropéptidos en corticotrofos
y melanotrofos hipofisarios (Civelli ¢ al,, 1982), en neuronas del nicleo arcuato del
hipotalamo (Watson er ul., 1978) y en neuronas del nacleo del tracto solitario
(Shwartzberg y Nakane, 1983).

El estudio de las regulacion de la expresion de los genes mencianados anteriormente nos
ha permitido, en el primer caso, cimentar las bases para un proyecto biotecnoldgico de
gran envergadura, mientras que el segundo caso, nos ha permitido acercar a un objetivo
planeado a largo plazo, que es el aislamiento de un factor transcripcional especifico de

neuronas.

Estudio de la regulacion de la expresion de genes que codifican para proteinas ldcteas

La glindula mamaria
Si uno considera la escala filogenética evolutiva de los o6rganos, la glandula mamaria es
una adquisicion reciente. Este organo aparecio hace aproximadamente unos 200 millones

dc afios para provcer alimicnto en forma de leche a los recién nacidos.
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El desarrollo funcional de la glandula mamaria se produce en diferentes etapas que estan
determinadas por el estado hormonal del animal.

La glandula mamaria de un recién nacido consiste en unos pocos ductos rudimentarios en
las vecindades del pezon. Antes de la la pubertad, los ductos se elongan dentro el tejido
graso mamario con una velocidad de expansion que acompaiia al crecimiento del
organismo. Con la llegada de la pubertad e inicio de la secrecion de hormonas gonadales,
aparecen brotes terminales (TEBs; del inglés: terminal end buds) y los ductos se
cmpiczan a clongar cn forma acclerada y sufren ramificaciones. El crecimicnto sc¢ detiene
cuando el tejido graso esta cubierto por estructuras ramificadas. Los TEBs son estructuras
especializadas que se encuentran al final de los ductos en crecimiento y consisten de dos
tipos celulares, las células dcl cuerpo, que originan las células cpitcliales mamarias, y las
células cap, que son las precursoras de las células mioepiteliales. (Humphreys er of.,
1996). Los arborizacion de los ductos es iniciada por los altamente proliferativos TEBs
(Danicl y Silberstcin, 1987). La morfogénesis dc los ductos y formacion del lumen sc
lleva a cabo gracias por un proceso de proliferacion y muerte celular regulado en los
TEBs (Bresciani 1968, Humphreys es al., 1996). Durante la prefiez se producen
ramificaciones adicionales de ductos y una gran prolifcracion lébulo-alvcolar, que, al
momento del parto, llena completamente el tejido graso. La division celular persiste en
las poblaciones de células que forman los ductos y alvéolos durante toda la prefiez y
lactancia temprana.

La diferenciacion funcional en un epitelio secretorio coincide con el parto y como
consecuencia, se producen altos niveles de leche durante el periodo de lactancia. Luego
del destete, el compartimiento epitelial alveolar se remodela y la glandula mamaria
vuelve a asemejarse a la existente en estado virgen. En cada prefiez ocurre un nuevo ciclo
de desarrollo lobulo-alveolar.

En 1928, Stricker y Grueter demostraron que la inyeccion de extractos de pituitaria en
conejos virgenes castrados inducia la liberacion de leche. Este hecho evidencid la
importancia de la prolactina como hormona lactogénica. Sin embargo, la presencia de
hormonas lactogénicas no es suficente para explicar el complejo proceso de desarrollo o
la regulacion de la expresion temporal observada en la glandula mamaria emergente

durante la prefiéz.
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La prolactina es una molécula clave en el proceso de proliferacion alveolar e induccion
de la diferenciacion terminal, como queda evidenciado por la activacién transcripcional
de los genes de proteinas lacteas (Burdon er al., 1991; Topper y Freeman, 1980; Andres
et al., 1987; Schmitt-Ney er al., 1991; Pittius er al., 1988[1]; Pittius er al., 1988[2];
Vonderhaar, 1987). Existen varios factores transcripcionales que se pegan en forma
especifica a diferentes secuencias del promotor de estos genes (Schmitt-Ney er al., 1991;
Altiok y Groner, 1993; Meier y Groner, 1994; Welte er al., 1994; Raught et al., 1995).
Uno de cllos, quc sc pega a sccuencias conscrvadas cn los promotores dc genes lacteos,
es indispensable para la induccion de tipo hormonal. Este factor transcripcional se llama
factor de glandula mamaria (MGF; del inglés: mammary gland factor) o Stat 5, un
miembro dec la familia Stat (del ingiés: signal transducer and activator of transcription;
Wakao ef al., 1992; Groner y Gouilleux, 1995). En tejido mamario de raton se encuentran
dos isoformas de Stat5, Stat5a y StatSb (Liu et al., 1995). Ambas proteinas estan
presentes cn animales virgenes puberes y adultos. Durante la preii¢z tardia y lactancia sc
puede detectar un pequefio aumento de ias mismas, que luego del destete disminuye.

La prolactina, hormona de crecimiento (GH; del inglés: growth hormone), factor de
crccimicnto epidérmico (EGF; dcl inglés: epidermal growth factor), critropoyctina y
otras citoquinas, regulan la transcripcion especifica de varios genes a través de la via
Janus kinasa (JAK)-Stat (Schindler y Darnell, 1995). El ligando desencadena una
dimerizacion u oligomerizacion de los receptores. Como consecuencia, las quinasas de
tirosinas asociadas a los receptores (JAKs) se fosforilan a ellas mismas, en forma
cruzada, y fosforilan a los residuos tirosina de los receptores. A continuacion, las
proteinas Stat presentes en citoplasma son reclutadas por el complejo del receptor y
luego fosforiladas. Dos proteians Stat pueden dimerizarse, ser translocadas al nuacleo y
luego activar la transcripcion especifica de genes por interaccion con sitios GAS (y
interferon activation site: secuencia consenso: TTCNNNGAA) en los promotores (lhle er
al., 1994; Schindler y Darnell, 1995).

Si bicn distintos receptores activan grupos de Stat que pueden superponcrse, ¢s posible
lograr una sefial especifica a través de la activacion de distintos sets de homo vy

heterodimeros.
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En glandula mamaria, la prolactina activa las Stat5 a y b, y luego de la dimerizacion son
translocadas al nucleo, donde se pegan a los sitios GAS y activan la transcripcion de los
genes blanco, y consecuentemente la proliferacion, diferenciacion y lactogénesis. En la
glandula funcional postparto se encuentran altos niveles de Stat5 a y b fosforilado, y
bajos niveles de Statl y Stat3 fosforilados (Liu er al., 1996). En ratones, el estado de
fosforilacion de Stat5 a y b es muy bajo en la glandula mamaria virgen y durante el inicio
de la preii¢z, pero aumenta sustancialmente el dia 14 de la prefiéz. Estas evidencias hacen
suponer quc la activacion dc Stat5 cs un paso critico en la diferenciacion tecrminal del
epitelio mamario secretorio (Liu et al., 1996).

Los estrogenos y la progesterona también son necesarios para el crecimiento de los
ductos (Korach, 1994) y la prolifcracion alveolar (Lydon, 1995), respectivamente.
Durante la pubertad, el crecimiento de los ductos y, en parte, la proliferacion alveolar son
controlados por hormonas esteroides (Daniel y Silberstein, 1987). En animales
ovariocctomizados ocurrc una rcgresion del crecimicnto de los ductos y alveolos, que a la
vez puede ser reinducido por estrogenos y progesterona (Mixner y Turner, 1942).
Mientras tanto, la oxitocina cumple un rol fundamental en la eyeccion de leche y
desarrollo postparto como quedd demostrado cn ratones mutantcs para cse gen (Young ef
al., 1996; Nashimori et al., 1996). A su vez, la ausencia de eyeccion de leche lleva a una
rapida involucidn de la glandula (Wagner e al., 1997). Por lo tanto, la oxitocina es
también esencial para la proliferacion alveolar.

Por otro lado, también es imprescindible la presencia de reguladores del crecimiento y de
la progresion del ciclo celular para la proliferacion alveolar y diferenciacion.

Ratones deficientes en CSF-1 (factor estimulante de colonias de macrofagos) tienen
crecimiento disminuido de los ductos, desarrollo procoz de los lobulos y ausencia de
secrecion de leche (Pollard y Hennighausen, 1994).

También se han adjudicado funciones especificas en el proceso de mamopoyesis al TGF[3
(Gorska er al., 1998) y otros miembros de la misma familia, como las inhibinas y
activinas (Robinson y Hennighauscn, 1997).

Las cascadas y redes de sefiales que llevan a la respuesta nuclear y subsecuente
activacion de programas de desarrollo no se conocen mucho, a pesar que distintos roles

morfogénicos y lactogénicos han sido asignados a hormonas sitémicas y factores de
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crecimiento locales. Ain no han sido caracterizados genes blanco para el control del
crecimiento y diferenciacion. Es factible que los factores de transcripcion y componentes
de la maquinaria del ciclo celular sean los responsables de dichos eventos. Ratones
deficientes en los factores de transcripcion A-myb y C/EBPB poseen un desarrollo
alveolar y proliferacion disminuidos durante la prefiez (Toscani er al., 1997,
Hennighausen y Robinson 1998), mientras que ratones deficientes en el gen de la ciclina
D1 no pueden desarrollar alveolos funcionales durante la prefiez (Fantl ¢r al., 1995;
Sicinsky et al., 1995)

Finalmente, hay que destacar que las interacciones célula—célula y célula—matriz
extracelular cumplen un rol importante en la regulacion de la expresion especifica de
genes, morfogénesis y apoptosis en cada una de las etapas del desarrollo de la glandula
mamaria (Roskelley ef al., 1995).

Por lo tanto, el desarrolio de la glandula mamaria durante la prefiez se produce en forma
progresiva y las células epiteliales alveolares llegan a una diferenciacion terminal ai final
del periodo de gestacion. Esta transformacion se puede definir como un proceso de
activacion secuencial de genes que codifican para proteinas lacteas (Robinson er al.,
1995).

Composicion de la leche

El producto de secrecion de la glandula mamaria, la leche, esta compuesta, en bovinos,
por 86% de agua, 5% de lactosa , 4,1% de grasas, 3,6% de proteinas, 0,7% de minerales y
0,6% de otros compuestos, dentro de los cuales tienen gran importancia las vitaminas
liposolubles. Las proteinas lacteas se dividen en dos grandes grupos. El primero de elios
esta constituido por las caseinas, que se caracterizan por formar una suspension coloidal
de micelas y por precipitar en medio acido, y en algunas especies, como en bovinos,
pueden llegar a representar cerca del 80 % de las proteinas totales de leche. El segundo
grupo lo conforman las proteinas de suero que se encuentran en solucion.

Las cascinas son cadenas polipeptidicas quc ticnen una cstructura sccundaria poco
compleja, con alta hidrofobicidad y una carga neta negativa. Otra caracteristica es que
poseen un alto contenido de prolinas, que interrumpen la formacion de estructuras

sccundarias, abundancia dc amino acidos csenciales y bajo contcnido dc cistinas.
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Normalmente son fosforiladas en Golgi, en residuos de serina accesibles que tengan la
secuencia Ser/Thr-X-Ser/Thr, siendo X cualquier amino 4cido. La fosforilacion es
esencial, ya que les permite acomplejar Ca?* y otras funciones (Mercier |, 1981).

La presencia de las caseinas en la leche se produce en forma de micelas con un didmetro
que varia entre 20 y 600 nm. Estas micclas se mantienen unidas por interacciones
hidrofébicas y puentes de hidrogeno. A su vez, las caseinas, que se encuentran en una

proporcion og_;::a ¢,k de 3:1:3:1, se agregan a ellas mismas o a otras caseinas por

interacciones hidrofobicas, puentes de hidrogeno, atracciones electroestaticas (entre Caz*

y Ser PO,) o repulsiones (entre grupos PO,) y puentes disulfuro. Los componentes del
cuerpo de las micclas son las ag_,, B, o 5_, caseinas, mientras que la k—caseina, debido a

su naturaleza hidrofilica, permanece en la superficie de las mismas. [.a proteolisis
especifica de la k—caseina por la renina, una combinacion de quimosina y pepsina,
desencadena la precipitacion de las caseinas por desestabilizacion de las estructuras
micelares.

La funcion dec las micclas cs secucstrar calcio y transportarlo cn forma utilizablc para cl
recién nacido, que lo utiliza para el desarroilo de los huesos.

El otro gran grupo de proteinas lacteas, las proteinas de suero, tienen una estructura
globular y compacta, con una distribucion uniforme de los residuos cargados (Fox,
1982), contrariamente a lo que ocurre con las cascinas que mantienen aminoacidos con
propiedades similares agrupados en su estructura. Las proteinas de suero tienen un alto
contenido de cistinas, cuyos puentes disulfuro contribuyen al sabor de la leche. Por otro
lado, las proteinas de suero son mas hidrofilicas que las caseinas, ya que los residuos
hidrofébicos se mantienen escondidos dentro de sus estructuras globulares, lo que
permite que se mantengan en solucion.

Quizas, la proteina mas importante en suero sea la a—lactalbamina, que se ha encontrado
en la leche de todas las especies estudiadas. Esta proteina es una metaloproteina de calcio
que interactita con UDP-galactosiltransferasa para fromar la lactosa sintetasa (Kuhn,
1983 review). También se le ha adjudicado una participacion clave en el proceso de
lactogéncesis (Haysscn y Blackburn, 1985)

I.a B-lactoglobulina, otra de las proteinas componentes del suero, se encuentra presente

en muchas especies, pero no es encontrada en leche murina y humana. En rumiantes es la
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proteina de suero predominante, y junto con la a-lactalbumina, contribuye
aproximadamente a un 20% del total de las proteinas lacteas. Su funcion se desconoce,
aunque con certeza, aunque por su similitud estructural con la retinol binding protein
(Hayes et al., 1993, Pervaiz y Brew, 1985) y lipocalicinas, se le adjudica un determinado
rol en el transporte de acidos grasos y vitamina A.

Por altimo, la proteina acida de suero o WAP (del inglés: Whey Acidic Protein) sélo ha
sido encontrada en raton, rata y conejo. Nunca ha sido detectada en leche de otras
especies mucho mejor estudiadas, como la de rumiantes. En roedores constituye la
proteina de suero mas abundante, superando varias veces la expresion de la a-

lactalbumina (Zamierowsky y Cbner, 1980)

Genes que codifican para proteinas ldcteas

Estudios genéticos y estructurales de las proteinas de leche bovinas y otras especias han
contribuido enormemente al conocimiento de los genes relevantes. Fn la década del 70 se
conocio la estructura primaria de los componentes de las caseinas. Por intermedio de

estos estudios se lograron identificar solo cuatro tipos de caseinas (ag_, & g5, By K)',

pesc a la gran heterogeneidad del total de las mismas, quc es debida, principalinentc, a
fosforilaciones incompletas e hidrdlisis parciales por plasmina.
En 1964, Grosclaude et al. lograron demostrar un alto ligamiento entre los genes de las

caseinas og_; ¥ B bovinas, y nueve afios mas tarde se postulo el primer orden reiativo del
locus de las mismas, sicndo este ag_;, B y x (Grosclaude e al., 1973). Postcriormente,

por analisis de paneles de células somaticas hibridas, se encontrd sintenia en ratén (Gupta
et ul., 1982) y conejo (Dalens y Gellins, 1986). En la tabla 1 se muestra la ubicacion
cormosomal del locus de las caseinas en diferentes especies estudiadas y sus respectivas

referencias.



Tabla 1: Ubicacion del locus de las caseinas en distintas especies

Especie Cromosoma Referencia
Raton 5 Geissler ef ul., 1988
Conejo 12 Gellin er al., 1985
Hombre 4 Menon et al., 1992
Oveja 4 Hayes ef al., 1993
Vaca 6 Threadgilt y Womack, 1990

Mas rccientemente, por analisis de restriccion de clones bovinos insertados en

cromosomas artificiales de levadura, se ha establecido el orden final ag_|, B, a g, y x del

locus de las caseinas, en un agrupamiento que comprende aproximadamente 200 kb
(Ferretti ef al., 1990, Threadgill y Womack, 1990).

Los genes de las caseinas son estructuralmente diferentes, ya que el tamafio de las
unidades transcripcionales se encuentran en un rango que varia entre 8,5 a 18,5 kb y el
namero de intrones varia de 4 a 18. Sin embargo, se supone la existencia de un gen

ancestral coman para los genes ag |, a5, ¥y B (Gaye ¢t al., 1977). Esta hipdtesis esta

basada en la presencia de motivos comunes en la regiones 5’tlanqueantes y un patron de
organizacion similar en los primeros cuatro exones, principalmente el exén 2 que
contiene parte de la region 5’no traducida y la region codificante del péptido sefial y los
dos primeros amino acidos de la cadena polipetidica madura (Jones et al., 1985).

Actualmente, se cree que las ag_;, o s, y B—caseinas evolucionaron a partir de un gen

primitivo compuesto de unos pocos exones, uno de cllos correspondiente a la region 5’ no
traducida y otros codificando para un sitio de fosforilacion y un péptido hidrofébico. Este
gen, probablemente aumento su tamaifio por duplicaciones intragénicas y luego, mediante
duplicacioncs intergénicas, aparccicron nucvos genes (Jones ef al., 1985).

Contrariamente, el gen de la k—caseina no contiene motivos o patrones estructurales
comunes a las otras caseinas. Este gen esta relacionado evolutivamente con la familia del

gen del fibrinogeno, que codifican para genes con funciones similares a la x—caseina
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(Jolies et al., 1974). Por ejemplo: la proteolisis limitada de estas proteinas desencadena la
coagulacion sanguinea.
Los genes que codifican para proteinas de suero no estan agrupados dentro de familias
como es el caso de las caseinas. En la tabla 2 se menciona en qué cromosoma se ubican

eslos genes en distintas especies y sus respectivas referencias.

Tabla 2: Ubicacion de los loci correspondientes a genes que codifican para proteinas de
suero en distintas especies

Locus Especie Cromosoma Referencia
B-lactoglobulina Vaca 11 Hayes ef al., 1993 (2)
B-lactoglobulina Oveja 3 Hayes et al., 1993 (2)
3—lactoglobulina Cabra 11 Hayes et al., 1993 (2)
a—lactalbimina Vaca 5 Threadgill y Womack, 1990
a—lactalbamina Oveja 3 Imam-Ghali er al., 1991
a-lactalbumina Hombre 12 Davies et al., 1987

WAP Raton 11 Mepham et al., 1993

Es importante destacar que se han encontrado importantes similitudes estructurales entre
el gen de la a-lactalbumina y el de la lisozima, abtribuyéndose a ambos un origen
evolutivo comin (Brew er al., 1967), mientras que la P-lactoglobulina, como se

menciond anteriormente tendria un origen comun con la la retinol binding protein (Hayes

et ul., 1993; Pervaiz y Brew, 1985).

Regulacion de la expresion de genes ldcteos

Los genes que codifican para proteinas lacteas constituyen un modelo paradigmatico para
el estudio de la expresion tejido especifica de genes eucariotas. Como se menciono
anteriormente, las células epiteliales de la glandula mamaria sufren un intenso proceso de

proliferacion y diferenciacion luego de que una hembra progresa hacia los estadios de
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prefiez y de lactancia, proceso que esta controlado principalmente por hormonas
lactogénicas y glucorticoides.

Este proceso lleva aparejado un aumento elevado de la transcripeion de varios genes que
codifican para proteinas presentes en la leche. Los niveles de expresion de genes de
proteinas lacteas estan regulados por insulina, prolactina, progesterona y glucocorticoides
(Vonderhaar y Ziska, 1989). Las primeras inducen o modifican factores transcripcionales
a través de mecanismos de transduccion de sefiales intracelulares mientras que las
hormonas cstcroides intreractian dircctamente con su sitio de reconocimicnto ¢n ¢l ADN
a través de la union de un complejo esteroide-receptor.

Un ejemplo de los cambios dramaticos que operan sobre estos genes, lo ilustra el
aumento de 250 veces del ARNm de B—cascina al comparar los niveles presentes cn la

glandula mamaria de rata virgen con los del dia 8 de lactancia, momento en el cual el

ARNm de B-caseina constituye el 20 % del ARN poli- (A)* presente en la glandula
(Hobbs ef al., 1982).

A su vez, la expresion del gen WAP también esta regulada durante el desarrollo glandular
por hormonas lactogénicas pero su patron de expresion es diferente al de las caseinas. Por
ejemplo, la expresion de caseinas aumenta enormemente el dia 10 de la prefiez en ratones
mientras que el ARNm de WAP no aumenta significativamente hasta el dia 16 (Pittius ¢/
al., 1988). La expresion de WAP depende mas fuertemente del entorno extracelular que
la expresion del gen de B-caseina: mientras el gen de B-caseina logra expresarse
adecuadamente en cultivos primarios de células epiteliales de glandula mamaria
sembradas sobre colageno, el gen de WAP se mantiene silente (Lee ef al., 1985).

La regulacion de la expresion de genes que codifican proteinas de la leche esta mediada
por la combinacion de elementos de respuesta que contienen maultiples sitios de union a
factores de transcripcion. En las secuencias promotoras de los genes de proteinas del
suero hay sitios de union para el factor nuclear I (NF-I; del inglés: Nuclear Iactor 1),
para el reccptor de glucocorticoides (GR) y para Stat5, mientras que en las secuencias
promotoras de los genes de las caseinas se encuantran sitios de unidn para Stat5, Yin
Yang | (YY), la proteina activadora CCAAT (C/EBP; del inglés: CCAAT enhancer
binding protein) y GR (Rosen et al., 1998).
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En la figura | se muestra el caso especifico del gen de la 3-caseina bovino, donde se han
identificado varias regiones importantes en la parte 5° proximal del promotor que serian

responsables de la expresion del gen.

CTF/ CTF/ Ex-1 Ex-2 Ex-7 Ex-8
GR NF1 NF1 Stats YY1 Stats OCT T
SAOH RN T A WA B o) ..
I T T T T T 1
-300 -250 -200 -150 -100 -50 0

Figura 1: Representacion esquematica del gen de B—caseina bovino. El gen tiene 8
exones y 8,6 kb. Los rectangulos corresponden a los exones (ex). Las zonas negras son
las regiones 5’y 3’ no traducidas, mientras que la zona blanca corresponde a la zona
traducida. En la zona 5’ flanqueante se muestran las ubicaciones de los sitios involucrados
en la regulacion transcripcional del gen entre el inicio de transcripcion y la la base —300.
Abreviaturas: Gr, sitio de binding a glucocorticoides; OCT], sitio consenso; NFI, sitio de
binding del factor nuclear 1; Stat5, sitio de binding a Stat5; YY; sitio Ying Yang; T: tata
box.

La falta de una linea celular mamaria que recapitule completamente los distintos estadios
fenotipicos de diferenciacion que se llevan a cabo durante la prefiez y la lactancia en la
glandula mamaria, retraso las investigaciones en esta area. Sin embargo, en los uitimos
afios, la utilizacion de ratones transgénicos como sistema de expresion posibilito el
direccionamiento de proteinas heterdlogas a la glandula mamaria. Por ejemplo, se han
generado modelos animales en ratones transgénicos para estudiar el papel especifico que
ciertos oncogenes desempeiian en la ctiologia del cancer de mama (Andres ef al., 1987,
1988). Mediante esta estrategia se podria lograr la inmortalizacion de lineas celulares
mamarias capaces de mantener un fenotipo de maxima diferenciacion de manera similar a
lineas celulares inmortales que se han obtenido a través de la formacion de tumores en
otros oOrganos de ratones transgénicos. Otra aplicacion novedosa con importantes

consecuencias en el drea de la biotecnologia, es la utilizacion de la glandula mamaria de
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animales de granja como biorreactores que sobreexpresen proteinas humanas
recombinantes de interés farmacéutico. La identificacion de los elementos regulatorios de
genes de proteinas lacteas resulta crucial para el disefto de vectores Optimos capaces de
direccionar la expresion de proteinas heterologas a la glandula mamaria y ser, a su vez,
secretadas en la leche. Mediante esta estrategia se ha logrado producir ratones
transgénicos capaces de secretar en la leche las siguientes proteinas humanas
biologicamente activas: activador tisular del plasmindgeno (Gordon et al., 1987), al-
antitripsina (Archibald er al., 1990) y uroquinasa (Meade ef al., 1990). A partir de estos
resultados, distintos laboratorios intentaron reproducir esta estrategia en animales de
granja capaces de producir grandes volumenes diarios de leche y por lo tanto grandes
cantidades diarias de proteinas transgénicas. Asi, durante los ultimos afios se generaron
varios animales de granja que secretan en la leche compuestos proteicos de interés
farmacéutico tales como ovejas productoras de factor IX de coagulacion humano (Clark
ef al., 1989) y al-antitripsina humana (Wright er al., 1991), conejos con interleukina-2
humana (Buhler er al., 1990) y cabras productoras de activador tisular del plasminogeno
humano (Cbert ef al., 1991).

l.os vectores de expresion optimos capaces de direccionar la biosintesis de proteinas de
valor comercial a la leche de animales de granja deben cumplir con tres caracteristicas: 1)
la expresion transgénica decbe estar exclusivamente acotada a las células epiteliales de la
glandula mamaria, lo cual asegura la secrecion exdcrina de la proteina recombinante. 1.a
expresion ectopica del transgén, debido al uso de promotores incompletos, puede
interferir con los procesos fisioldgicos normales del animal; 2) las proteinas transgénicas
deben ser secretadas a la leche en altas cantidades y 3) las proteinas secretadas deben ser
bioldgicamente activas. En este ultimo sentido, el grado de procesamiento
postraduccional de las células epiteliales mamarias es muy completo. Un buen ejemplo
para destacar es el factor [X de la coagulacion (FIX) humano producido en leche de
ovejas. Este factor se sintetiza normalmente en higado y sufre una serie prolongada de
modificaciones postraduccionales que incluyen glicosilacion, B-hidroxilacion y y—
carboxilacion dependiente de vitamina K. Estas modificaciones complejas suponen que la
produccion de [FIX bioldgicamente activo pueda obtenerse s6lo en células de animales.

Asi, mientras distintas lineas celulares transfectadas con varios vectores producen factor
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IX de muy baja actividad biologica, las ovejas transgénicas para F1X secretan en leche un

factor con alta actividad especifica (Clark ¢/ al., 1989).

La glindula mamaria como biorreactor

Como se mencioné anteriormente, la leche estda compuesta por una suspension coloidal
de micelas de caseina, una emulsion de lipidos y vitaminas liposolubles y una solucion de
proteinas, minerales y lactosa. Esta composicion varia segun la especie. Por ejemplo, la
lcche de cabra conticne 29 g/l dc protcina, 45 g/l de lipidos y 41 g/l de lactosa. Para
producir un litro de leche de cabra, es necesario que circulen unos 400 | de sangre por la
glandula mamaria transportando los nutrientes necesarios. La glandula toma
aproximadamentc un 25% o mas dc la glucosa sanguinca quc pasa por clla, destinada a
incrementar la sintesis proteica y la produccion de lactosa y lipidos. En promedio, una
cabra adulta produce unos 600-800 | de leche anualmente, mientras que una vaca
producc aproximadamente unos 8000 I.

Durante el periodo de lactancia, las células epiteliales de la glandula mamaria son
capaces de sintetizar grandes cantidades de proteinas lacteas en las paredes del reticulo
cndoplasmatico rugoso, que son destinadas a la lechc mediantc transportc vacuolar y
fusion con la membrana plasmatica. También es importante destacar que sumado a la alta
tasa de sintesis proteica, existe una aita densidad celular, aproximadamente 100-1000
veces mayor que la alcanzada en cultivos celulares, que permite producir grandes
cantidades de proteinas en comparacion a otros sistemas de expresion. Por otro lado, la
glandula mamaria también es capaz de llevar a cabo modificaciones posttraduccionales
complejas, como glicosilaciones y y—carboxilaciones.

Por lo tanto, la glandula mamaria constituye un biorreactor incomparable, abastecido por
nutrientes obtenidos de la dieta normal del animal huésped. Considerando la produccion
promedio anual de leche de una vaca (6000-8000 L) y que el contenido de 3-caseina en
leche es de aproximadamente de 10 gr/L, una vaca con un transgén bajo el control
transcripcional del promotor de B—caseina con niveles de expresion que lleguen solo al
10% del gen enddgeno, deberia producir hasta 8 kg de proteina recombinante

anualmente.
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En la tabla 3 se comparan algunos datos de diferentes especies elegidas normalmente
para utilizar la glandula mamaria como biorreactor. Una de las primeras consideraciones
que se tienen en cuenta es la produccion anual de leche. En ese aspecto, la vaca es muy
ventajosa en comparacion a otros mamiferos, pero en contrapartida, tiene intervalos
generacionales muy largos que no permiten obtener resultados a corto plazo y es
necesario manejar una gran cantidad de vientres para obtener un animal transgénico,
debido a que en general nace sélo un ternero por madre y a que el porcentaje de
transgénesis cs muy bajo. Los cerdos tienen la ventaja de parir camadas numcrosas pero a

su vez, no son empleados normalmente para la produccion lechera.

Tabla 3: Datos de reproduccion y produccion de leche en reatones, cabras y vacas

Animal Tamafo de ‘lItansgénesis Gestacion Madurez Primer periodo  Produccion de leche
camada (%) (meses) reproductiva lactante por periodo lactante
(meses) (meses) (meses)
Raton 8-10 10-25 0,75 1 3-6 0,0015
Cabra 1-2 5-10 5 6-8 12-15 600-800
Vacas 1 5-10 9 15 30-33 8000

Para realizar la eleccion debe considerarse que requerimientos de la proteina
recombinante a producir existe en el mercado, rapidez en que se tienen que obtener
resultados y facilidaes locales, como provision de embriones y disponibilidad de lugar
para mantener manadas de animales.

Cuando uno trabaja con animales grandes, los resultados son a muy largo plazo, debido a
los grandcs intervalos gencracionales. Por lo tanto, los ratoncs, si bicn no son aptos para
utilizarse como biorreactores por la poca cantidad de leche que producen, constituyen un
modelo excelente para testear promotores y construcciones, y por otro lado, la eficiencia
dc la glandula mamaria para producir una protcina biolégicamente activa. Es dccir, cn
poco tiempo se puede determinar la viabilidad de un proyecto y a muy bajo costo, para
luego llevar a cabo el scale up en animales de granja con una alta probabilidad de éxito.

Entrc los datos que sc pueden determinar en modclos de ratoncs transgénicos podemos
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mencionar los inherentes al promotor o construccion, como la expresion espacial y
temporal, expresion a nivel celular dentro de la glandula mamaria, independencia del sitio
de insercion y niveles de proteina recombinante en leche, y los inherentes a la glandula
mamaria, como capacidad de procesamiento posttraduccional, actividad bioldgica,
estabilidad de la proteina, etc.

La mayoria de los promotores que codifican para proteinas de la leche se utilizaron para
dirigir la expresion de genes a la glandula mamaria. (tabla 4). Algunos de ellos han sido
cmplcados extensivamente y han producido nivcles altos de protcinas recombianantes cn
la leche (por encima de 1 mg/ml) de animales transgénicos, como los promotores de -
lactoglobulina dc ovcja, B—cascina de cabra, y asl—cascina bovina (Simons ef al., 1983;
Persuy et al., 1992; Meade e/ ul., 1990). En general la expresion resulta mejor cuando se
utilizan secuencias gendmicas en vez de ADNc del gen que se desea expresar (Whitelaw
et al., 1991; Hurwitz ef al., 1994) y cuando se incluyen intrones y exones no traducidos
(Whitelaw er al., 1991).

Con las secuencias promotoras del gen WAP de raton se obtuvieron niveles de expresion
bajos (por debajo de los 100 ng/ml) e intermedios (por debajo de 1 mg/ml). Pese a esto
fue utilizado en animales de granja para producir proteinas de interés terapéutico
(Velander er al., 1992[2]). Contrariamente, cuando se utilizé el promotor de WAP de
conejo se obtuvieron niveles elevados de proteinas recombinantes en ratones (Bischoff ef
al., 1992; Devinoy et al., 1994)

Hasta el momento el promotor de a-lactalbimina no ha sido caracterizado
extensivamente como otros y solo se lograron obtener niveles de expresion considerables
cuando se utilizé el gen completo bovino (Bleck y Bremer, 1993) o caprino (Soulier ef

al., 1992). Con respecto a los promotores de la ag_,—caseina y k--caseina, solo se intento

generar ratones transgéncos con clones gendmicos de los mismos, y los resultados fueron
poco alentadores, ya que se detectaron bajos niveles de ARNm transgénico en el caso de
la ag_,—caseina y no se detectd expresion de ARNm transgénico de k—caseina (Rijnkels ef
al., 1995).

Contrariamente a lo quc ocurrc con cl promotor caprino de f3—cascina, con las versiones

de rata y conejo no se lograron buenos resultados (Lee er al., 1988; Lee e ul., 1989;

Buhler er al., 1990).
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Con respecto al promotor bovino de [3-caseina, experimentos de transfeccion estable
llevados a cabo en una linea celular de glandula mamaria demostraron que las secuencias
5 proximales contienen los elelmentos necesarios para producir eventos transcripcionalcs
regulados por componentes de la matriz extracelular y un balance definido de hormonas
lactogénicas (Schmidhauser ef al., 1990; Schmidhauser er al., 1992). Mediante analisis
delecionales se observo que los niveles de expresion de los genes reporteros utilizados en
esos experimentos dependen altamente de la presencia una porcidon proximal al promotor
de 1,7 kb (Ball er dl., 1988, Devinoy er ul., 1988; Doppler er al., 1989; Doppler ef dl.,
1990; Eisenstein y Rosen 1988; Schmidhauser ef al., 1990; Schmidhauser ef al., 1992).
Esto concuerda con el hecho que varios de elementos actuantes en cis y sus
correspondientes enhancers y represores transcripcionales se encuentran dentro de dicha
area (Altiok y Groner 1993; Meier y Groner 1993; Schmitt-Ney er al., 1992). Sin
embargo, cuando se utilizo 1,7 kb de la regidn proximal 5’flanqueante del gen bovino de
-caseina para direccionar la expresion de genes heterdlogos a la glandula mamaria de
ratones transgénicos, los resultados no fueron del todo muy claros. Maga er al. (1994)
intentaron direccionar la expresion de lisozima en ratones transgénicos, pero el promotor
resulto transcripcionalmente inactivo. Por otro lado, Ninomiya er al. (1994), utilizando
las mismas secuencias de B—caseina lograron expresar hGH en ratas, aunque los niveles
de expresion fueron muy variables, desde muy bajos (0.11 pg/ml) a muy altos (10
mg/ml), y ademas, no se logré detectar expresion en todas las lineas. Los resultados mas
claros fueron otenidos por Rijnkels ef al. (1995), pero utilizando un clon genémico de 34
kb que abarca la unidad transcripcional completa del gen bovino de f3--caseina, 16 kb de
la region 5’flanqueante y 8 kb de la region 3’ {lanqueante. En general, cuando se utilizan
clones gendémicos que abarquen la unidad transcripcional completa y una buena porcion
de secuencias flanquenates de un mismo gen lacteo, se logran niveles de expresion
elevados (Bayna y Rosen, 1990; Wall er al., 1991; Bleck y Bremer, 1993; Soulier ef al.,
1992; Simons ef al., 1987; Shani et al., 1992; Persuy et al., 1992; Roberts et ul., 1992)

Por otro lado, en ninguno de los trabajos previos en que se estudio la region 5’proximal
del gen de B-caseina se caracterizé el promotor mas alla de los niveles de expresion

producidos.
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En el presente trabajo se pretende analizar si 3,8 kb de la region 5 proximal del gen de -
caseina son capaces de dirigir la expresion de genes heterdlogos a la glandula mamaria, e
intentar recapitular la exprsion espacial y temporal correcta en el contexto de un animal
entero, asi como obtener niveles altos de expresion de las proteinas recombinantes.
Posteriormente, en base a los resultados obtenidos, se evaluara la posbilidad de llevar
adelante un proyecto de caracter biotenoldgico con el promotor estudiado, que implique
la utilizacion de la glandula mamaria como biorreactor destinado a la produccién de

proteinas de uso terapéutico.
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Estudio de la regulacion de la expresion del gen de proopiomelanocortina (POMC)

Expresion enddcrina y neuronal de POMC

El gen de POMC codifica para un precursor multipeptidico capaz de generar una
variedad de productos biolégicamente activos luego de un complicado procesamiento
post-traduccional especifico de tejido. Los corticotropos del 16bulo anterior de la
hipdfisis y los melanotropos del 1obulo intermedio liberan dos de los péptidos mejor
caracterizados: ACTH y la hormona estimulante de melanocitos (a-MSH),
respectivamente. En el cerebro, POMC se expresa en neuronas del nucleo arcuato del
hipotdlamo y del nicleo del tracto solitario para producir B endorfina, un potente péptido
opioide que estimula preferencialmente a los receptores opioides de tipo p (Watson ef al.,
1978, Civelli et al., 1982; Shwartzberg y Nakane, 1983). ACTH, a, B, y y -MSH y las
formas opioides y no opioides de B-endorfina secretadas por estos grupos celulares
desarrollan funciones pleiotropicas en la respuesta adaptativa del organismo al estrés
agudo tales como aumentar la disponibilidad de glucosa, elevar el umbral al dolor
(analgesia) y postergar la generacion de procesos inflamatorios (Watson et al., 1978). Cn
el cerebro, ademas de B-endorfina, las neuronas de POMC liberan melanocortinas que
participan en el control de la alimentacion y el ayuno (Fan er al., 1997). Las neuronas
hipotalamicas de POMC expresan receptores de leptina (Cheung ef al., 1997) y el ayuno
inducido por leptina es prevenido por antagonistas de receptores a melanocortinas
(Seeley et al., 1997). Ademas, agonistas del receptor MC—4 reducen el consumo de
alimento (Fan er a/, 1997), mientras que ratones deficientes en receptores a MC—4 son
obesos (Huszar er al., 1997). La desregulacion de la expresion del gen de POMC es
observable clinicamente en la enfermedad de Cushing como resultado de adenomas
hipofisiarios hiperproductores de POMC o de tumores neuroendocrinos extrahipofisarios.
Durante el desarrolio embrionario la expresion de POMC muestra un patron espacio—
temporal caracteristico (Japon et al., 1994). Al dia 10,5 postcoitum (e10.5) ya se detecta
ARNm de POMC en la base del diencéfalo de raton, sitio que dara origen al nucleo
arcuato del hipotalamo; al dia el2.5 se comienza a observar ARNm de POMC en
corticotropos de la hipofisis en desarrollo y un dia después aparece en el lobulo

interimedio. Esta expresion temprana de POMC sugire una participacion en la ontogenia y
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diferenciacion de los sistemas nervioso y endocrino relacionados con la respuesta al
estrés (Elkabes et a/, 1989). Sin embargo, esta hipodtesis perdio solidez luego de que la
generacion de ratones mutantes deficientes en B—endorfina (Rubinstein ef al., 1996) o del
receptor a melanocortinas MC—4 (Huszar ef al., 1997) no mostraron ninguna anomalia

durante el desarrollo embrionario.

Estudios transcripcionales del gen de POMC

Experimentos rcalizados por nuestro grupo cn los ultimos afios demostraron que los
requerimientos transcripcionales del gen de POMC a nivel neuronal son diferentes a los
necesarios a nivel endocrino (Rubinstein er ofl., 1993; Young er al., 1998). Nuestro
objetivo general cs entender porqué un mismo gen sufre una rcgulacion transcripcional
distinta en tejidos de origen diverso y nuestra hipotesis de trabajo sugiere que cada tipo
celular controlaria la especificidad transcripcional, al menos en parte, mediante
mccanismos molcculares independientes.

La disponibilidad de una linea celular de origen corticotropico, AtT20, permitié que
varios grupos lograran avances importantes en el conocimiento de las regiones
rcgulatorias dcl promotor de POMC. La acumulacion de cstudios dclecionales y
mutacionales del promotor de POMC en células AtT20 transfectadas y en ratones
transgénicos revela similitudes y diferencias. La region 5' {lanqueante contenida entre los
nucledtidos 408 y —-34 se ha caracterizado en su tercio distal, central y proximal.
Deleciones sucesivas de esas regiones resultan en una pérdida gradual de la actividad
promotora en células AtT20, aunque ain la region comprendida por los nucledtidos —43
al 164 mantiene algin nivel de actividad. Therrien e/ a/ (1991) sugirieron que
combinaciones de elementos en los dominios distal y central son importantes para la
expresion especifica de POMC en la hipofisis. Sin embargo, datos obtenidos en ratones
transgénicos son consistentes con un importante rol de los dominios proximal y central
para la determinacion de la expresion especifica en hipofisis (Liu er a/.,1992). Entre las
diferencias encontradas en estudios in vitro e in vivo se incluye la observacion de Riegel
et ul (1990), quienes sugieren que un sitio ubicado en la posicion —15 a -3 del gen de
POMC contribuye a la actividad basal del gen en células AtT20. Estudios en ratones

transgénicos mostraron, sin embargo, que el reemplazo de esta region por el promotor
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viral de la timidina kinasa no modifica la expresion célula—especifica de POMC en la
hipofisis (Liu er al., 1992).

Estudios de interaccion entre el promotor de POMC con proteinas presentes en extractos
nucleares de células AtT20 permitieron caracterizar la inhibicion transcripcional de este
gen mediada por glucocorticoides. La union del receptor de glucocorticoides en la
posicion -60 fue identificada como el elemento de respuesta negativa a glucocorticoides
(nGRE; Charron y Drouin, 1986; Drouin et «/.,1989). La union dcl receptor de
glucocorticoides al nGRE ticne propicdadcs particularcs, ya que la estructura del receptor
es homotrimérica y resulta de la union de un homodimero a un lado del ADN y la
posterior union de otro mondmero al lado opuesto (Drouin ef «l.,1993). También parece
haber multiples clementos responsables dc la activacion por el factor estimulante
corticotrofico (CRH) en el promotor de POMC. No obstante, ninguno de ellos parece ser
el clasico elemento de respuesta a AMP ciclico (CRE), TGACGTCA, que une a la
protcina CREB. Utilizando dcleciones secucnciales en la region 5° del promotor de
POMC de rata, Roberts er al. (1987) localizaron un elemento que confiere inducibilidad a
CRH sin alterar la expresion basal, en la region comprendida entre los nucledtidos 263 y
-133. Mas tardc identificaron un factor presente cn extractos de células AtT20 que sc
unia a este clemento en respuesta a la induccion por CRH (Jin er al.,1994). Utilizando
ensayos de proteccion a DNasas se identificaron sitios de union a AP-1 y AP-2 en la
region comprendida entre los nucledtidos —141 y—106 del promotor murino, homologa a
la region --169 / —134 del gen de rata (Bishop ef a/.,1990). También fue descripto un sitio
consenso de union al factor AP-1, TGACTCA, centrado en el nucledtido +43 del exon 1
(Boutillier er al.,1995; Riegel ef al., 1991), pero igual que el sitio de union a PO-B
localizado entre la TATA box y el sitio de iniciacion de la transcripcion (Riegel ef
al.,1990), parece ser dispensable para la expresion regulable por hormonas y célula—
especifica en ratones transgénicos (Liu er al,1992). Mas recientemente fueron
identificados dos sitios de unidn al factor SPI y un sitio de unién a un factor aun no
identificado denominado PPl (putative pituitary POMCI). Estudios en animales
transgénicos demostraron que la union del factor PPl es requerida para la expresion
célula especifica de POMC en la hipéfisis, mientras que el rol de SP1 parece ser menos

importante. PPl fue encontrado Unicamente en células que expresan POMC (Liu et
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al.,1995). Recientemente se propuso la existencia de otros factores de transcripcion que
interactuarian con el promotor de POMC como CUTE, Brn3.0 y Ptxl. La proteina CUTE
(del inglés: corticotroph upstream transcription element- binding) se une a secuencias del
tipo caja E, de union a factores helix- loop helix, en el promotor de POMC (Therrien y
Drouin, 1993). Sin embargo, estudios en animales transgénicos mostraron que el CUTE
no es requerido para la expresion correcta de los transgenes (Liu er al.,1992; Liu er
al,1995). Brn-3.0 pertenece a la familia de factores de dominios POU. Se expresa en
c¢lulas AtT20 y sc unc a una regidon nccesaria para la cxpresion célula cspecifica de
POMC, aunque su significancia funcional no esta clara (Guerrero ef a/.,1993). Que un
factor POU se una al promotor de POMC es interesante ya que un miembro de esa
familia de factores de transcripcion, Pit—1, controla la prolifcracion y difcrenciacion de
tres tipos celulares de la hipofisis anterior (lactotrofos, tirotrofos y somatotrofos) y
funciona como activador transcripcional de los genes de hormona de crecimiento y de
prolactina (Li er al.,1990). Sin embargo, ¢l sitio de uniéon a Brn—3.0 puede ser climinado
del promotor de POMC sin perder la expresion hipofisaria especifica en ratones
transgénicos (Liu er al.,1995). Mas tarde fue identificado Ptx1 (pituitary homeo box 1),
una homcoproteina rclacionada con los genes bicoid y orthodenticle de Drosophila
melunogaster, y Otx—1 y Otx-2 en mamiferos (Lamonerie ef al.,1996). Pix1 activa la
transcripcion uniéndose a una secuencia del gen de POMC relacionada con los sitios de
unién de bicoid en Drosophila melanogaster (Lamonerie et al,1996). Como es
expresado en todas las células del bolsillo de Rathke (primordio de la hipofisis) y su
expresion es muy temprana, los autores proponen que interviene en el desarrolio de la
glandula y que posteriormente los corticotrofos lo reclutan para regular la expresion
célula especifica del gen de POMC. En 1997 Poulin er al. demostraron que CUTE era un
complejo proteico que contenia NeuroD1 asociado a otros factores ubicuos del tipo
helix -loop helix y que actuaba sinérgicamente con Ptx1 en la expresion célula especifica
de POMC.

Regulacion de la expresion neuronal del gen de POMC
l.os mecanismos que controlan la expresion de genes en el sistema nervioso central

(SNC) son muy poco conocidos en comparacion con aquellos que se expresan en tejidos
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periféricos. Esto es debido, en parte, a la falta de lineas celulares neuronales de fenotipos
definidos. Estudios anteriores mostraron que en 7 lineas independientes de ratones
transgénicos portadores de 4 kb del promotor de POMC de rata fusionado al gen lacZ, la
expresion de B-galactosidasa resultd adecuada en melanotrofos y corticotrofos
hipofisarios pero nunca se observd su expresion en el nicleo arcuato del hipotalamo
(Rubinstein ef al., 1993). La falta de expresion en neuronas del nicleo arcuato a partir de
este transgén sugiere la existencia de un elemento especifico para neuronas en una region
diferente del gen de POMC. Esto fue confirmado con la produccion de 6 lincas de ratoncs
transgénicos con un clon genomico de POMC de 10.2 kb, conteniendo la unidad
transcripcional completa y 2 kb flanqueantes a ambos lados, marcado por la insercion de
un oligonuclcoétido dentro del tercer exon (HAL*). Ensayos dc hibridizacion in situ en
secciones seriadas de cerebro e hipofisis mostraron que la expresion de HAL* en cada
una de las 6 lineas estuvo limitada a la hipéfisis y ausente en el hipotalamo (Rubinstein ef
al., 1993). Estos datos sugicren que la expresion ncuronal auténtica de POMC requicre
de, por lo menos, un elemento distal adicional que no es necesario para la expresion
célula—especifica en la hipodfisis. Existen distintos ejemplos en donde enhancers tejido-
especificos dentro de un mismo gen son rcesponsables de dirigir la expresiéon a tipos
celulares distintos, como el gen de glucagon (Lee er «l.,1992), apolipoproteina E
(Simonet et al,1991) y la subunidad a de la hormona glicoproteica (Hamernik er
al 1992),.

Recientemente nuestro laboratorio ha producido ratones transgénicos con un fragmento
genémico de 27 kb del gen de POMC. Por primera vez logramos observar una expresion
auténtica de un trangén de POMC en el SNC, tanto en el nacleo arcuato del hipotdlamo
como en el nucleo del tracto solitario (Young er al., 1998). Esta observacion se realizo en
tres lineas de ratones transgénicos independientes. En este mismo estudio demostramos
que el elemento neuronal especifico de POMC (nPOMC) esta localizado en regiones 5'
distales del promotor. Contamos, entonces, con la posibilidad de dirigir la expresion de
transgenes a ncuronas dc POMC hipotalamicas y asi gencrar modclos animales para cl
estudio de la fisiologia del dolor/analgesia, de la alimentacion y de la reproduccion y para
poder identificar al gen maestro que controla la diferenciacion de neuronas

endorfinérgicas. En cstc trabajo desarrollamos una cstrategia que nos permitira, por un
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lado, continuar con el analisis delecional de POMC vy asi lograr acotar la ubicacion del
elemento nPOMC a 4 kb, y por otro, generar herramientas para producir una linea celular
de tipo neuronal que exprese POMC. El objetivo de nuestro laboratorio a largo plazo es
identificar y aislar el factor transcripcional involucrado en la expresion neuronal de
POMC.

Esta estrategia esta basada en en el direccionamiento de genes heterdlogos a neuronas del
nucleo arcuato que expresen POMC, utilizando genes reporteros para el analisis

dclccional y oncogencs para generar la linca cclular de tipo ncuronal.

Direccionamiento de genes heterdlogos a neuronas del niucleo arcuato que expresan
romc

Hay muy pocos ejemplos de direccionamiento preciso de genes heterologos a neuronas
del SNC. Un ejemplo exitoso lo constituye las neuronas de GnRH. En este caso, el
promotor dc GnRH, muy bien caractcrizado (Mason ef al., 1986; Whytc ef al., 1995), fue
utilizado para dirigir la expresion del antigeno T del virus SV40, y asi generar lineas
inmortales, para expresar lucifereasa como gen reportero (Mellon et al., 1990) vy,
rccicntemente, para dirigir la expresion de la proteina verde fluorescente (GFP; del inglés
green fluorescent protein; Spergel et al., 1999).

Nuestro laboratorio, como se ha mencionado anteriormente, ha sido el primero en dirigir
la expresion de transgenes contenientdo un fragmento genomico del gen de POMC de
raton a neuronas de POMC de ratones transgénicos (Young ef al., 1998). En estos
experimentos se ha determinado que una region comprendida entre -2 y —13 kb del inicio
de transcripcion contiene el elemento nPOMC. Por lo tanto, utilizando estas secuencias
seria posible dirigir la expresion de genes heterdlogos a neuronas de POMC y abre
numerosas puertas para que sean investigadas en un futuro.

Por ejemplo, el direccionamiento de proteinas fluorescentes permitira obtener registros
fisiologicos de neuronas de POMC facilmente identificables en cortes de hipotalamo, tal
cual se lograron obtener en neuronas de GnRH (Spergel er al., 1999).

En un principio se pretende desarrollar una estrategia para direccionar la expresion de
proteinas fluorescentes a neuronas de POMC y avanzar en el analisis delecional de

nPOMC a una resolucion de 4kb. Esta estrategia nos permitiria obtener resultados a muy
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corto plazo y en forma mucho maés simple en comparacion a lo que se realizaba
anteriormente.

Hasta el momento, el andlisis de los animales transgénicos se realizaba mediante
hibridizaciones in situ (Young et al., 1988). La estrategia desarrollada por nuestro
laboratorio consistia en utilizar un set de 3 oligonucleotidos especificos que hibridaban
contra distintas zonas del mensajero transgénico y el gen endogeno (figura 2).

El primero, dirigido al exon 2 de POMC (E2-POMC), detecta tanto ARNm transgénico
como no transgeénico. El segundo, 553-TG, esta dirigido contra un oligo heter6logo
insertado en el exén 3 de los transgenes. Por lo tanto, sélo detecta ARNm transgénico. El
tercero, E3—-POMC, hibridiza con las secuancias flanqueantes al oligo insertado. Por lo
tanto, detecta muy eficientemente el ARNm transcripto a partir del gen endogeno, y en
forma muy ineficiente el ARNm transcripto a partir de los transgenes.

Esta estrategia utilizada por varios afios, si bien resultaba muy eficiente, era muy costosa
en tiempo. Una hibridacion in situ requiere, aproximadamente, entre 3 y 4 semanas de
exposicion. Para agilizar la tarea, aprovechando las poderosas herramientas existentes
hoy en el area de genes reporteros, hemos decidido desarrollar un sistema que nos
permite analizar los patrones de expresion a medida que se van desarrollando los cortes

del material.

E1 E2 I E3 « POMC endgeno
] ]

E1 I E2 . E3 . -13/+14 POMC*
| [

Figura 2 . Estrategia de hibridizacion utilizada para revelar los mensajeros de
POMC mediante sondas de oligonucleétidos. La hibridizacion in situ se realizaba
utilizando los oligonucleétidos E2-POMC (cuadrado azul), E3-POMC (cuadrado verde)
y 553-TG (cuadrado rojo); que hibridizan con secuencias pertenecientes a los mensajeros
de POMC (E2-POMC y E3-POMC) y de POMC27* (E2-POMC y 553-TQG). Las cajas
blancas rotuladas E1, E2 y E3 representan los exones del gen de POMC, las zonas
coloreadas indican las secuencias reconocidas por las sondas. El 6valo rojo con asterisco
representa el oligonucledtido de 30 pb insertado en el exon 3.




29

El gen reportero fluorescente mas utilizado es el de la GFP de la medusa Aequorea
victoria. La proteina codificada por este gen fue descubierta por Shimomura er al. (1962).
Sin embargo, permanecio en la oscuridad durante mucho tiempo. Recién en los altimos
tres afios paso a ser una de las proteinas mas estudiadas en biogimica y biologia celular.
La GFP se caracteriza por generar un fluoréforo de emision interno muy visible y
sumamente eficiente, lo que la hace que sea considerada fascinante, y a la vez
tremendamente valiosa como herramienta para la investigacion. Como reportero se
emplca para monitorear la expresion dc genes y localizar protcinas in vivo, in situ 'y cn
tiempo real (Chalfie er al., 1994; Prasher er al., 1992; Inouye y Tsuji, 1994; Wang y
Hazelrigg, 1994).

Con una simple cxposicion a luz azul o UV, la GFP cmitc fluorescencia verde,
contrariamente a lo que ocurre con otros reporteros bioluminiscentes que para emitir luz
requieren en forma adicional otras proteinas, cofactores o sustratos.

A pesar que sc requicre la GFP intacta para cmitir fluorescencia, ¢l cromoforo activo es
un tripéptido determinado por la secuencia primaria de aminoacidos (Cody et al, 1993).
La formacion del cromoforo es dependiente de oxigeno y ocurre en forma gradual luego
dc la traduccion (Inouye y Tsuji, 1994). Por otro lado, la fluorcscencia emitida parcce no
depender de un proceso enzimatico (Heim er al., 1994). También, la fluorescencia
emitida por GFP es estable, especie independiente y puede ser monitoreada en células
vivas en forma no invasiva. Por otro lado, resiste la fijacion con formaldehido y puede
ser empleada en experimentos de colocalizacion.

La GFP wild type tiene un pico maximo de excitacion en 395 nm y un pico maximo de
emision en 508 nm. En la actualidad se han generado numerosas variantes de GFP en
diferentes laboratorios (Yang ef al., 1996; Cormmack ef al., 1996; Crameri et al., 1996).
Una de ellas, la EGFP (del inglés: enhanced green fluorescent protein; Yang et al., 1996)
comercializada por Clontech Laboratories (Palo Alto, CA), tiene un pico unico de
excitacion de 488 nim, desplazado hacia el rojo con respecto a la proteina wild type. Por
otro lado, fluoresce aproximadamente 35 veces mas que la GFP wild rype a 488 nm (Haas
et al., 1996), debido a un incremento en el coeficiente de extincion. Para asegurar una
maxima expresion en mamiferos, la EGFP también contiene 190 mutaciones silenciosas

que corresponden a las preferencias por el uso de codones en humanos (Haas er dl/.,
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1996). Por lo tanto, el cambio hacia el rojo y el aumento de expresion de EGFP convierte
a esta proteina en una reportera ideal para utilizarse en experimentos de microscopia de
florescencia y fluorescence: activated cell sorting (FACS; Yang ¢t al., 1996; Galbraith ¢/
al., 1995).

Para realizar el andlisis delecional de las secuencias 5’flanqueantes de POMC se insertara
el gen EGFP en el sitio de restriccion Stu I ubicado en ¢l exdn 2 de POMC, previo al
ATG que demarca el inicio de la traduccion. Con los transgenes construidos se
produciran lincas dc animales transgénicos que scran cvaluadas para determinar
expresion hipotalamica de EGFP por microscopia de fluorescencia y ubicar el elemento
nPOMC con una resolucion de 4kb.

En futuros trabajos sc intentara con la misma estratcgia localizar nPOMC a resolucion de
2 kb, también analizando la expresion de EGFP en animales transgénicos.

Sin embargo, para lograr aislar completamente el elemento nPOMC actuante en cis y los
factorcs de transcripcidon nccesarios para activar la transcripcion de POMC, cs nccesario
la utilizacion de una linea neuronal de nucleo arcuato que a su vez exprese POMC. Esta
linea celular no ha sido generada hasta el momento.

Inicialmente, las lincas celulares cran obtenidas solamentc como células tumoralcs o
variantes inmortalizadas espontaneamente que crecian en cultivo. (Darnel er al., 1986).
Con el avance de las técnicas de biologia molecular se empezaron a generar lineas
celulares con la insercion de genes capaces de producir inmortalizacion celular mediante
transfecciones celulares o utilizacion de vectores rctrovirales. (Glover, 1987; Jat y Sharp,
1986, Frederiksen er al., 1988; Bayley ef al., 1988, Birren y Anderson, 1990; Burns et
al., 1989; Evrard et al., 1988; Lemoine ¢f dl., 1989; Santerre ef al., 1981; Williams er dl.,
1988). Sin embargo, para que la transfeccion sea eficiente se requiere un gran numero de
células blanco, para asegurar que el gen inmortalizador sea integrado en forma estable y
en una posicion adecuada para su expresion dentro del genoma. Con la utilizacion de
vectores virales es posible transfectar un bajo namero de células blanco mediante co-
cultivo con células productoras del virus. Sin embargo, esta ultima estrategia no evita que
las células blanco tengan que atravesar peridos de division celular para lograr la
intergracion del gen deseado. Aun mas, ambas tecnologias requieren que las células sean

capaces de crecer en cultivo por periodos largos de tiempo, para obtener un sustancial
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numero de ellas que expresen el gen inmortalizador. Otro problema radica en que células
idénticas pueden tener diferentes sitios de integracion y, consecueniemente, distintos
niveles de expresion del gen inmortalizador lo que podria llevar aparejado un distinto
comportamiento.

En nucleo arcuato hay varios tipos celulares, dentro de los cuales se encuentran las
neuronas endorfinérgicas, que en total son solamente 3000. Por lo tanto, la complejidad
de nuestro caso es evidente y, a priori, no seria posible generar una linea neuronal con las
técnicas convencionales descriptas antcriormentc.

Una alternativa ampliamente utilizada para generar lineas celulares consiste en la
generacion de animales transgénicos. Mediante oncogénesis dirigida es posible aislar
clones inmortalizados dcl tipo cclular descado evitando los problecmas mcncionados
anteriormente.

Considerando que nuestro laboratorio posee las herramientas moleculares necesarias para
dircccionar la expresion de genes en forma precisa a ncuronas de POMC del nicleo
arcuato, intentaremos construir nuestra propia linea celular mediante la generacion de
animales transgénicos. La estrategia consiste en inmortalizar neuronas de POMC
mcdiantc oncogénesis dirigida con cl antigeno T largo (AgT) dcl virus SV40, que ticne la
propiedad de ser transformante debido a que interfiere en la regulacion del ciclo celular
bloqueando el control de la proteina p53.

La construccion de transgenes conteniendo el gen del AgT bajo el control transcripcional
de promotores especificos ha servido principalmente para direccionar la formacion de
tumores a determinados tipos celulares en ratones transgénicos. En algunos casos se
lograron aislar lineas celulares a partir de dichos tumores. Por ejemplo, Low ef al. (1993)
obtuvieron ratones con tumores del lobulo intermedio hipofisario utilizando 706 pb del
promotor de POMC de rata fusionado a la unidad transcripcional del AgT.
Posteriormente, a partir de estos tumores se aislo una linea celular de melanotrofos y otra
productora del factor regulador de la prolactina (Hnasko e al., 1997).

Un problema comin radica en que, a pesar que los tumores se originan sdlamente a partir
del tipo celular donde es dirigida la expresion del AgT, generalmente se pierden los
marcadores tipicos de diferenciacion, porque estas células progresan a estadios de

indiferenciacion. Esto determinaria que las lineas aisladas no sirvan como fuente de
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factores de transcripcion que activen los genes a estudiar, haciéndolas inutiles
considerando nuestros objetivos. Este problema puede evitarse con el uso de genes
inmortalizadores condicionales. Por ejemplo, la variante termosensible (tsA58) del gen
del AgT del virus SV40 produce una proteina termolabil a temperaturas por encima de
los 38,5 °C (Cairns et al., 1994). Esta ventaja permite realizar cultivos primarios que
pueden mantenerse en condiciones permisivas a 33,5 °C hasta seleccionarse una linea
celular inmortal. Luego estas c¢lulas pueden ser incubadas en condiciones no permisivas
y asi perder su capacidad prolifcrativa y rccuperar su cstado de diferenciacion. Esta
estrategia ha sido exitosa en la generacion de numerosas lineas transgénicas. Entre ellas
se pueden nombrar lineas celulares de progenitores eritroides (Cairns et al., 1994),
cpitcliales de colon ¢ intestino (Whitchead er al., 1993), ostcoclastogénicas (Chambers er
al., 1993), neuro-enddcrinas adrenales (Cairns er al., 1997), gliales (Bronstein e al.,
1998), de la granulosa (Walther ef al., 1999), etc.

Con respecto al SNC, por transfecciones con ¢l gen del AgT o gencracion de animales
transgénicos se han aislado exitosamente lineas celulares de astroglia (Galiana er al.,
1990), de astrocitos (Kitamura ef al., 1997) y células de Schwann (Thi er al., 1998).
También se ha logrado cstablccer lincas ncuronales hipotalamicas que expresan GnRH
(Mellon er al., 1990), neuronales de retina (Hammang er al., 1990) y de neuronas
amigdalares (Mulchahey er ul., 1999).

En este trabajo desarrollaremos una estrategia para generar animales transgénicos con
tumores hipotalamicos. Estos se caracterizaran mediante la utilizacion de marcadores
neuronales para, en un futuro, intentar aislar la linea nueronal que nos permita aislar
completamente el elemento nPOMC vy fatores transcripcionales necesarios para activar la

transcripcion de POMC.
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OBJETIVOS

Poner a punto las distintas etapas necesarias para producir ratones transgénicos

mediante la microinyeccidn pronuclear de fragmentos de ADN.

Identificar las regiones 5'flanqueantes del gen de B-caseina capaces de dirigir
selectivamente la expresion de genes heterologos a células epiteliales de la glandula

marnaria en modelos de ratones transgénicos.

Utilizar los modelos de ratones transgénicos generados para evaluar la penetrancia y

potencia de las secuencias flanqueantes estudiadas.

Determinar la capacidad de procesamiento post traduccional de proteinas heterologas

que posee la glandula mamaria.

Determinar, en base a los resultados obtenidos en los puntos previos, si ¢s factible el
uso de las secuencias 5'flanqueantes estudiadas, para la utilizacion de la glandula
mamaria de animales de granja como bioreactores productores de proteinas humanas

de interés farmacéutico.

Avanzar con el analisis delecional del elemento nPOMC, responsible de la expresion
neuronal del gen de POMC, mediante la generacion de ratones transgénicos
(actualmente el unico método posible). Durante este trabajo se pretende acotar la

ubicacion del elemento mencionalo a una resolucion de 4 kb.

Desarrollar un sistcma rapido y cficientc para rcalizar cl analisis dclccional de
POMC. Se pretende usar la tecnologia de las protcinas fluorescentes que nos
permitiria analizar rapidamente los animales transgénicos sin la necesidad de recurrir

a hibridizaciones in situ.
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Empezar a generar herramientas para, en un futuro, generar una linea celular de
neuronas endorfinérgicas del nucleo arcuato que nos permita aislar el elemento
nPOMC vy los factores de transcripcion con los que interactia. Proponemos producir
un modelo de raton transgénico que exprese un el oncogén AgT tsA58. El promotor
de 13 kb de POMC sera utilizado para dirigir la expresion de la variante
termosensible tsA58 de la proteina transformante antigeno T del virus SV40 a
neuronas hipotalamicas de POMC. El objetivo en inmortalizar neuronas de POMC, la

primera etapa para producir la linea celular deseada.



MATERIALES Y METODOS

Técnicas de biologia molecular empleadas para la construccion de los transgenes

Cortes con enzimas de restriccion y aislamiento por electroelucion

La preparacion de fragmentos para futuras reacciones de ligacion y vectores portadores
de los mismos, se realizan mediante cortes con enzimas de restriccion de acuerdo a las
instrucciones del proveedor, partiendo como minimo de 5 pg y maximo de 20 pg del
fragmento descado o vector, y posterior clectroclucion en geles de agarosa.

El aislamiento por electroelucion de fragmentos y vectores se lleva a cabo mediante una
electroforesis preparativa del ADN digerido, en geles de agarosa con 0,1 pg/ul de
bromuro de etidio, utilizando TBE 0,5X (45 mM Tris borato, | mM EDTA, pH 8) como
buffer de corrida. Luego de efectuada la separacion, se identifican las bandas con un
transiluminador de UV y se corta, con una hoja de afeitar, el bloque de agarosa
conteniendo la banda deseada. Este se coloca dentro de un tubo de dialisis de 0,25
pulgadas de diametro (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) con buffer TBE 0,5 X, se cierran
los bordes con agarraderas y se realiza una electroforesis, también en TBE 0,5 X,
orientando la membrana de forma tal que el campo eléctrico generado sea perpendicular
a la longitud maxima de la bolsa de dialisis. La electroforesis se realiza durante 30 min a
10-12 V/cm; luego se extrae el medio liquido, se le hace una extracciéon con 1 vol dec
fenol equilibrado con Tris-HCI, pH 8-cloroformo-isoamilico 25:24:1 (PIC), seguida de
una extraccion con | vol cloroformo—isoamilico 24:1 (IC), y se precipita la fase acuosa
con 0,1 vol de acetato de sodio 3 M, pH, 5,2, y 2,5 vol de etanol 100 %. Se mantiene a -
70 °C durante 10 min y se centrifuga a maxima velocidad durante 10 min. Se lava el

pellet con etanol 70% y se resuspende en 10-20 ul de TE de acuerdo a la masa inicial.

Generacion de extremos romos

Para generar extremos romos o bh/unt, a partir de cortes con enzimas que dejan extremos
protruyentes, se utiliza la enzima Klenow (Gibco BRL, Gaithersburg, MD). En el caso de
extremos 5’protruyentes, se hacen reacciones de rellenado o fi// in, utilizando la actividad

polimerasa de la Klenow, como se especifica a continuacion. En un tubo eppendorf se
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agrega 0.5-1 ng de ADN con los extremos 5’protruyentes, 0,5 mM de cada dNTP, el

buffer apropiado y 1 U de Klenow. Se lleva a 30 pl con H,O y se incuba 15 min a

temperatura ambiente. La reaccion se termina por extraccion con un vol PIC. Se incuba
por 5 min a temperatura ambiente y se centrifuga a maxima velocidad. Se toma la fase
acuosa y, para eliminar trazas de fenol, se hace una extraccion con 1 vol de IC.
Nuevamente, se vuelve a centrifugar a maxima velocidad por 1 min y se toma la fase
acuosa. EI ADN se precipita agregando 0,1 vol de una solucion 3 M acetato de sodio, pH
5,2, y 2,5 vol de etanol 100%. Luego de enfriar por 10 min a —70 °C se centrifuga a
maxima velociad, se lava el pellet con etanol 70% y se resuspende en TE (10 mM Tris—
HCI, pH 8, | mM EDTA). En el caso de extremos 3’ protruyentes, se digieren las colas
simple cadena utilizando la actividad 3°’— 5’ exonucleasa de la enzima Klenow, como se
detalla a continuacion. En un tubo eppendorf se agrega 0.5-1 ug de ADN con los

extremos 3’protruyentes, el buffer apropiado y 5 U de Klenow. Se lleva a 30 pul con H,O

y se incuba 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se termina la reaccion y se

precipita el ADN de la misma forma que para los extremos 5’ protruyentes.

Defosforilacion de vectores

Las reacciones de defosforilacion se realizan con la enzima fosfatasa alcalina intestinal
de ternero (CIAP) de Gibco BRL (Gaithersburg, MD), incubando en el buffer provisto
por el proveedor, 0,01 U de CIAP por pmol de ADN con extremos 5’ protruyentes, a 37
°C durante 30 min, o 1 U de enzima por pmol de ADN con extremos romos, a 50 °C por
una hora. La inactivacion de la CIAP se realiza por medio de una doble extraccion con un
vol de PIC. Posteriormente se eliminan trazas de fenol y se precipita el ADN como se

especifica anteriormente.

Reacciones de ligacion

Para realizar las reacciones de ligacion, se utilizan 20 a 50 ug de vector. El inscrto se
agrega en una proporcion molar, con respecto al vector, de 3:1 (estas proporciones se
calibran corriendo previamente un gel de agarosa). La mezcla de vector e inserto se
incuba con 1 U de la ligasa de ADN del fago T4 (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) en el

buffer de ligacion provisto, que contiene ATP, en un volumen final de 10 pl. Los tubos se
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incuban overnight a temperatura ambiente y luego se procede a realizar la transformacion

de bacterias competetentes.

Preparacion de bacterias competentes

Partiendo de un stock de glicerol de la cepa DHSa de /5. (‘oli, se obtienen colonias
independientes. Con una de estas colonias se realiza un inoculo en 3 ml de medio LB
(1% bactotriptona, 0,5% extracto de levadura, 1% NaCl) y se crece a 37 °C con agitacion
hasta alcanzar una ODs;, de 0,3. Con este cultivo se inoculan 100 ml de medio LB y se
crece con agitacion a 37 °C hasta alcanzar una OD;5, de 0,48. El cultivo se enfria en
hielo y se centrifuga a 3000 rpm en rotor GSA durante 5 min a 4 °C. El medio se descarta
y el pellet se resuspende cuidadosamente en hielo con 40 ml de Tfb I (30 mM acetato de
potasio, 100 mM de KCl, 10 mM de CaCl,, 50 mM de MnCl, y 15% glicerol, ajustado a
pH 5,8 con 4cido acético 0,2 M). Se deja reposar brevemente en hielo y se centrifugan en
tubos tipo corex de 30 ml, nuevamente a 3000 rpm por 5 min a 4 °C. El pellet se
resuspende cuidadosamente en hielo con 4 mil de Tfb 11 (10 mM MOPS, 75 mM CaCl,,
10 mM KClI, 15% glicerol, ajustado a pH 6.5 con | M KOH) y luego, las células se
reposan en hielo por |5 min. Posteriormente, se alicuotan en tubos eppendorf y se

guardan a -70 °C.

Transformacion de células competentes

Las bacterias competentes se descongelan en hielo y se alicuotan de a 50 pl en tubos
eppendor estériles. Se agregan 5 ul del producto de la ligacion y, sin sacar las bacterias
del hielo, se mezcla suavemente con una punta de pipeta estéril. Las células se dejan
reposar en hielo por 45 min y luego se procede a realizar un shock térmico, que consiste
en colocar las bacterias a 42 °C durante 90 seg y luego enfriarlas en hielo rapidamente.
Las bactcrias sc¢ rccupcran con | ml dc LB fresco durantc una hora, con agitacion y a 37
°C. Posteriormente, se centrifugan a 3000 rpm durante 5 min, se descarta el medio y se
resuspenden en 100 pl de LB fresco. Las células recuperadas se plaquean en medio LB

agar con 50 pg/ul de ampicilina y se incuban al menos 16 hs a 37 °C.



Identificacion de colonias con el producto de ligacion deseado

Para identificar las colonias que llevan el producto de ligacion deseado, se procede a
realizar un inoculo de 3 ml de medio LB, 50 pug/ml de ampicilina, con las colonias
crecidas a partir de la transformacion. El cultivo se crece overnight a 37 °C y luego se
proccde a aislar ADN plasmidico dc los mismos como s¢ describc a continuacion. Sc
reparten los 3 ml de cultivo en 2 tubos eppendorf'y las bacterias se centrifugan durante
30 seg a maxima velocidad. Ambos pellets se resuspenden en 200 pl de solucion Pl (25
mM Tris, pH 8, 10 mM EDTA, 0,1 mg/ml de RNAsa A). Luego se agrega 200 pl de
solucion P2 (0,2 N NaOH, 1% SDS), se mezcla suavemente por inversion, seguido de
otros 200 pl de solucién P3 (acetato de potasio 3 M, pH 8), que también se mezcla por
inversion. Los tubos se centrifugan a maxima velocidad durante 10 min. Se toma el
sobrenadante y se hacc una extraccion con 1 vol de PIC seguid de una extraccion con 1
vol de IC. La fase acuosa se precipita con 0,8 vol de 2—propanol, se deja reposar 5 min a
temperatura ambiente y se centrifuga a 14000 rpm durante 10 min. El pellet se lava con
etanol 70%, se seca y se rcsuspende en 40 pl de TE.

La identificacion de las construcciones deseadas se realiza mediante cortes con enzimas
de restriccion, como se detalla mas arriba, y visualizacion en geles de agarosa con

bromuro de etidio.

Obtencion y construccion de transgenes

Obtencion de un transgén conteniendo secuencias 5'flanqueantes del gen de
metalotioneina y la region estructural del gen hGH

El plasmido pXGHS que contiene secuencias 5'flanqueantes del gen de metalotioneina de
raton (mMT-1) fusionadas a las secuencias codificantes completas del gen de hormona
de crecimiento humana (hGH) fue adquirido a Nichols Institute (San Juan Capistrano,
CA).



Construccion de un transgén conteniendo secuencias 5'flanqueantes del gen de -

caseina y la region estructural del gen hGH

El transgén 3,8bBcas-hGH contiene 3,8 kb de las secuencias 5’flanquantes del gen de 3

cascina bovino, fusionadas a las sccucncias codificantcs complctas del gen de la hormona

de crecimiento humana (hGH, ver figura 9).

La construccion del plasmido p3,8bBcas-hGH, albergando el transgén mencionado

anteriormente, se realizé como se detalla a continuacion:

1. El gen hGH completo se obtuvo del plasmido pOGH (Nichols Institute, San Juan
Capistrano, CA), mediante una doble digestion con Su/l/L-coR]. El fragmento de 2.15
kb obtcnido, conteniecndo la unidad transcripcional complcta, sc¢ subclond cn un
vector pBS sin el sitio de restriccion BamH], previamente abierto con las enzimas
Sall/l:coR]1, para generar el plasmido pBS/hGH.

2. Se aislo el fragmento de 3,8 kb de la region 5’flanqueante del gen bovino de f3—
caseina del plasmido p3611/CAT (Schmidhauser ¢f al., 1990; gentilmente cedido por
Connie Myers), con las enzimas de restriccion BamHI/Sall. El fragmento, que ademas
de 3,8 kb de la region 5' flanqueante contiene el sitio de inicio de la transcripcion y
40 pb del 1<r exon del gen bovino de B-caseina, se subclono en el plasmido pBS/hGH

abierto con las enzimas 3amHI1/Sall para generar el plamsido p3,8bBcas—hGH.

Construccion de transgenes conteniendo secuencias flanqueantes y codificantes de
POMC con un casette de EGFP

Los transgenes -13/+8POMC-EGFP, -9/+8POMC-EGFP y -5/+8POMC-EGFP,
contienen fragmentos genoémicos del gen de POMC que abarcan: 13, 9 y 5 kb,
respectivamente, de las secuencias 5’flanqueantes, la unidad transcripcional completa y 2
kb de la region 3’flanqueante, y una insercion de un casette de EGFP, conjuntamente con
secuencias de poliadenilacion de SV40, en el exdn 2, previo al inicio de traduccién de
POMC.

La construccion de plasmidos p-13/18POMC-EGFP, p-9/18POMC-EGFP y p-
5/+8POMC-EGFP para realizar los analisis delecionales se realizo como se detalla a

continuacion.
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Se construy6 el plasmido pBS/SV40, insertando en el vector pBS, abierto con

BamHVXbal, un fragmento BamHI/Yhal de 300 pb del plasmido pBbpolyA
(gentilmente cedido por Connie Myers). Este fragmento abarca la region entre las
bases 2533 y 2770 del genoma de SV40 (GenBank, Acceso # J02400), con sitios de
poliadenilacidn que funcionan en ambas direcciones.

Sc liberd un fragmento de 0.8 kb del plasmido pEGFP-1 (Clontech, Palo Alto, CA),
que contiene las secuencias de la proteina verde fluorescente en su version
mamiferizada (EGFP), con las enzimas de restriccion Smal/Notl. Posteriormente, se
realizé una reaccion de rellenado sobre este fragmento con la enzima Klenow, para
convertir el extremo 5’ protruyente dejado por el corte con Norl, en un extremo romo.
El fragmento resultante se insertd en el plasmido pBS/SV40, abierto con la enzima
Smal y defosforilado por acciéon de la enzima fosfatasa alcalina. La orientacion
correcta se obtuvo mediante analisis de restriccion y.se llamo a este plasmido
pBS/EGFP-SV40.

Se genero un sitio de corte para Nhel en el sitio de policlonado del vector pBS,
cortando con Hindlll, rellenando los extremos protruyentes con Klenow y religando.
El vector obtenido se abrid con las enzimas Nhel y Kpnl, y se le iserté un fragmento
del gen de POMC de 2,35 kb, también liberado con Nhel y Kpnl, del plasmido pHAL
(Young et al., 1998; ver figura 19), y que contiene el exén 2 completo,
conjuntamente con 1.45 kb y 0.75 kb del intron 1 y 2, respectivamente. Ll plasmido
generado se llamo pBS/Ex2POMC.

El fragmento de 1,1 kb EGFP-SV40 se libero del plasmido pBS/EGFP-SV40 por
doble digestion con Xbal/Smal y se hizo una reaccion de rellenado del extremo
5’protruyente, dejado por el corte con Xbal, con la enzima Klenow. El fragmento con
extremos romos se insertd en el plasmido pBS/Ex2POMC, abierto con la enzima Srul
y defosforilado con fosfatasa alcalina. La orientacion correcta se determind por
analisis de restriccion. Este plasmido se [lam6 pCx2POMC-EGFP.

Se genero un vector pBS sin el sitio de clonado para Kpnl, cortando con la misma
enzima, digiriendo el extremo 3’ con Klenow y religando. El plasmido resultante se
abrio con LcoRl y sc le inscrtd cl transgén Hal* dc10 kb, liberado del plasmido pHal*

con [-coRI, que contiene 6 kb de la unidad transcripcional de POMC mas 2 kb de las
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regiones flanqueantes (Young ef al., 1998; ver figura 19),. El plasmido resultante se

denomin¢ pHal*/Kpnless.

El plasmido pEx2POMC-EGFP se cortd con las enzimas Nhel y Kpnl, y se aislo el

fragmento de 3.45 kb, que contiene parte de los intrones [ y 2, mas el exon 2 de

POMC con la insercion de EGFP y secuencias de poly A de SV40. Este fragmento se

inserto en ¢l vector pHal*/Kpnless, abicrto con las cnzimas Nhel/Kpnl, y aislado del

fragmento de 2.35 kb con el exon 2 y parte de los intrones 1 y 2. El plasmido
resultante se llamé pHal*/EGFP.

Se corto pHal*/EGFP con Notl/Smal y se separo dcl fragmento de 1.25 kb generado,

que abarca las secuencias 5’flanqueantes entre —0,75 y -2 kb del sitio de inicio de la

transcripcion. El vector aislado se ligo a los siguientes fragmentos 5’flanqueantes:

7.1. Un fragmento de aproximadamente 12 kb, que contiene las secuencias
5’flanqueantes de POMC, desde -0,75 hasta aproximadamente —13 kb del inicio
de transcripcion, proveniente de una digestion total con Norl y parcial con Smal
del clon cosmidico #13, que fue previamente clonado en el laboratoiro a partir de
una biblioteca gendmica de raton (Young er al., 1998). El plasmido resultante se
denominé p-13/+8POMC-EGFP.

7.2. Un fragmento de aproximadamente 8 kb, que contiene las secuencias
5’flanqueantes de POMC, desde —0,75 hasta —8.75 kb del inicio de transcripcion,
proveniente de una digestion total con Norl y parcial con Smal del clon
cosmidico #1, que fue previamente clonado cn el laboratoiro a partir de una
biblioteca genomica de raton (Young ef al., 1998). El plasmido resultante se
denominé p-9/+8POMC-EGFPO.

7.3. Un fragmento Notl/Smul de 4.25 kb, que contiene las secuencias 5’flanqueantes
de POMC, desde 0,75 hasta -5 kb del inicio de transcripcion, proveniente del
plasmido pBS/-5kb POMC (construido por insercion del fragmento de 4,25 kb
obtenido por digestion BamHUVSmal del clon cosmidico #13 en el vector pBS

abierto con Notl/Smal). El plasmido generado se llamo p-5/+8POMC-EGFP.
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Construccion de un transgén conteniendo secuencias flanqueantes y codificantes de
POMC con un casette AgT del virus SV40
Ll transgén —13/1 8POMCAgGT contiene fragmentos gendomicos del gen de POMC que

abarcan: 13 kb de las secuencias 5’flanqueantes, la unidad transcripcional completa y 2

kb de la region 3’flanqueante, y una insercion del gen del AgT del virus SV40 en el exon

2, previo al inicio de traduccion de POMC (ver figura 29).

La construccion del transgén —13/+8POMC-AgT, se realizd como se detalla a

continuacion:

El plasmido pBS/Ex2POMC se abrio con la enzima Srul, que corta sobre el exon 2 de
POMC, 16 pb rio arriba del inicio de la traduccon, y, luego de defosforilarlo con la
fosfatasa alcalina, se le inserto un fragmento de 2932 pb, que abarca la zona
comprendida entre las bases 2258 (sitio Apa 1) y 5190 (sitio Srul) del genoma del
virus SV40 (GenBank, Acceso # J02400), contenicndo cl gen complcto del AgT con
una mutacion que le confiere termosensibilidad (1sAS8). El plasmido resultante se
llamo6 pBSEx2/AgT.

El plasmido pBSEx2/AgT se corté con las enzimas Nhel y Kpnl, y se aislo el
fragmento de 5.3 kb, que contiene parte de los intrones | y 2, mas el exon 2 de
POMC con la insercion del gen del Agt de SV40. Fste fragmento se insertd en el
vector pHal*/Kpnless (abierto con las enzimas Nhel/Kpnl, y aislado del fragmento de
2.35 kb con ¢l ¢xon 2 y parte dc los intrones 1 y 2. El plasmido resultantc sc llamo
pHal*/AgT.

Se corto pHal*/AgT con Notl/Smal y se separd del fragmento de 1.25 kb generado,
que abarca las secuencias 5’flanqueantes entre -0,75 y -2 kb del sitio de inicio de la
transcripcion. El vector aislado se ligd a un fragmento de aproximadamente 12 kb,
que contiene las secuencias 5’flanqueantes de POMC, desde -0,75 hasta
aproximadamente —13 kb del inicio de transcripcion, proveniente de una digestion
total con Notl y parcial con Smal del clon cosmidico #13, que fue previamente
clonado en el laboratoiro a partir de una biblioteca gendmica de raton (Young ef dl.,

1998). El plasmido resultante se denomino p—13/+8POMCAgT.



Preparacion de los transgenes para la microinyeccion pronuclear

Los transgenes a microinyectar se obtuvieron a partir de digestiones de
maxipreparactones de ADN plasmidico. Estas preparaciones se realizan a partir de un
cultivo de 500 ml en medio Terrific Broth (1,2% bactotriptona, 2,4% extracto de
levadura, 0,4% glicerol), cn presencia de ampicilina 50 pg/ml, crecido por 20 hs a 37 °C.
Una vez saturado, el cultivo se enfria durante 5 min en hielo, se separa en dos mamaderas
de 400 ml y se centrifuga en rotor Sorvall GS-3 a 5000 rpm durante 5 min y 4 °C. Luego
se descarta el sobrenadante y las células se resuspenden en 50 ml de solucion P1 (25 mM
Tris, pH 8, 10 mM EDTA, 0,1 mg/ml de RNAsa A). Posteriormente, se agregan otros 50
ml de solucion P2 (0,2 N NaOH, 1% SDS), se mezcla suavemente por inversion, seguido
de otros 50 ml de solucion P3 preenfriado (acetato de potasio 3 M, pH 8), también se
mezcla por inversion, y sc incuba en hiclo durantc 30 min. Los tubos sc centrifugan
durante 20 min a 7000 rpm a 4 °C y el sobrenadante se filtra a travez de un embudo con
una malla de lana de vidrio. Posteriormente, se precipita el ADN plasmidico con el
agregado de 0,7 vol de isopropanol, se deja 20 min a temperatura ambiente y se
centrifuga, en dos mamaderas de 250 ml, en rotor Sorvall GSA a 10000 rpm durante 30
min a 4°C. El pellet se lava con etanol 70 %, se deja secar y se resuspende con un total de
8 ml de TE (4 ml por mamadera).

Para obtener una preparacion limpia del ADN plasmidico, se realizan dos extracciones en
gradiente de CsCl como se detalla a continuacion. Al ADN plasmidico resuspendido en
TE se le agrega 250 ul de bromuro de etidio (10 mg/ml), y luego una cantidad en peso de
CsCl equivalente al peso de la solucion de ADN en TE. Se disuelve a 37 °C y se
ultracentrifuga a 40000 rpm durante 48 hs en rotor Sorvall T-865.1 a 18 °C. Al finalizar
la corrida, la posicion de la banda de ADN plasmidico se ubica en el gradiente de CsCl
con la ayuda de una lampara de UV y se extrae cuidadosamente con una pipeta pasteur.
El material extraido se mezcla con una solucion nueva de TE-CsCl (1 gr de CsCl cada |
ml de TE) y se vuelve a ultracentrifugar como se explica anteriormente. La banda se
extrae nuevamente con pipeta pasteur, se coloca en tubos corex y el bromuro de etidio se
elimina mediante extracciones sucesivas de butanol saturado en agua. Luego, la solucion
de ADN obtenida se coloca en tubos eppendorf 'y, para eliminar las sales de cesio, se

precipita, al menos dos veces, con 2,5 vol de etanol. El pellet, luego de lavarlo con etanol
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70 %, y secarlo, se resuspende en 500 pl de TE. Finalmente, el ADN se cuantifica por

espectrofotometria a 260 nm.

Los transgenes 3,8bBcas—hGH, --13/+8POMC-EGFP, -9/+8POMC-EGFP, -5/+8POMC-
EGFP y -13/4+8POMCAgT sc liberaron dc las sccucncias plasmidicas con las cnzimas
Notl 'y Sall, mientras que el transgén mMT-I/hGH se liberd cortando con /ZcoRL

Los transgenes se separan de las secuencias plasmidicas por electroelucion, como se
especifica anteriormente, y luego de la precipitacion, se resuspenden en 400 pl de
solucion baja sal (20 mM Tris-HCI, pH 7,4; 0,2 M NaCl; | mM EDTA). Posteriormente,
se pasa por una minicolumna de intercambio idnico tipo elutip (Schleicher & Schuell,
Keene, NII) y se eluye, de acuerdo a las instrucciones del proveedor, con buffer alta sal
(20 mM Tris-HCI, pH 7,4; 1 M NaCl; 1| mM EDTA). Finalmente, el producto eluido se
precipita con 2 vol de etanol 100 %, se centrifuga 10 min a maxima velocidad, se lava
con etanol 70 % y se resuspende en TE microinyeccion (5 mM Tris—HCI, pH 7.,4; 0,1
mM EDTA). Se cuantifica por espectofotometria a 260 nm y por gel, y se lleva con el
mismo buffer a una concentracion de 500 moléculas/pl.

El transgén rMT/B-gal fuc gentilmente cedido por cl Dr. Malcom J. Low listo para scr

microinyectado.

Produccion de animales transgénicos

Animales y bioterio

Las ccpas endogamicas nccesarias para la obtencion de embriones (C57B1/6 y CBA/)) y
la cepa exogamica Swiss Webster para la obtencion de hembras pseudoprefiadas se
encuentran en una sala exclusiva del bioterio del Instituto de Biologia y Medicina
Experimental (IBYME CONICET). En esta sala, los animales se mantienen con un
sistema de ventilacion permanente, un ciclo luz/oscuridad de 12 hs (7:00 AM-7:00 PM) y
una temperatura controlada que se mantiene entre 19 y 23 °C. Los ratones reciben una
dieta comercial de mantenimiento, salvo las madres en periodo de lactancia que reciben

una dieta mas rica en proteinas y grasas.
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Para obtener embriones aptos para la microinyeccion se aparean hembras C57B1/6 con

machos CBA/J y se obtienen hibridos de primera generacion (F1) B6CBF1. Los machos
Fl se mantienen en jaulas individuales y se los utiliza como padrillos para fecundar
hembras Ft superovuladas. I.a superovulacion se induce en hembras B6CBF1 jovenes
(entre 4 y 5 semanas de edad) mediante un tratamiento hormonal que comienza tres dias
antcs de la recoleccion dc ovulos fecundados con una inycccion de 5 Ul i.p. dc PMS
(pregnant mare serum) a las 2 PM. Dos dias mas tarde los animales reciben 5 Ul i.p.de
hCG (human corionic gonadotrophin) a la | PM. Inmediatamente estas hembras se
colocan en jaulas individuales con machos B6CBF1. A la maiiana siguiente, las hembras
que fueron copuladas por el macho (se verifica mediante la presencia de un tap6n vaginal
de semen) son sacrificadas por dislocacion cervical y mediante una incision abdominal se
exponen los tractos reproductivos. Los oviductos son aislados y se colocan en una placa
de 35 mm con medio Whittens precalentado en un incubador a 37 °C y 5 % CO,.
Mediante el uso de una lupa de diseccion, un par de forceps y un par de agujas de 25 G,
se disocian los oviductos para liberar los ovocitos fertilizados rodeados por una masa de
células del cumulus. Estos son aspirados con una pipeta Pasteur previamente estirada
sobre una llama y se colocan en una gota de medio Whittens con 1% de hialuroninasa por
5 min para separar los embriones de las células del cumulus. Posteriormente los ovocitos
sc pasan a través de 4 o 5 gotas de medio Whitlens y se guardan en incubador cn grupos
de 20 hasta el momento de la microinyeccion. La cantidad obtenida de ovocitos
fertilizados aptos para ser microinyectados es de aproximadamente 20 por hembra

superovulada.

Microinyeccion pronuclear

Para la microinyeccion pronuclear se utilizan micropipetas sujetadoras e inyectoras
prcparadas a partir dc capilarcs de borosilicato y cstiradas con un cstirador vcrtical dc
micropipetas. Los ovocitos se colocan en una gota de medio Whithens equilibrado con
Hepes ubicada en el centro de una depresion semiesférica convexa de un portaobjetos, se
observan bajo un microscopio y se seleccionan aquellos que tengan ambos pronucleos
bien visibles. Con la ayuda de la pipeta sujetadora y un micromanipulador se introduce la
pipeta microinyectora en los embriones y se descarga 1-2 pl de la solucion de ADN

(aproximadamente 500 moléculas del transgén/pl) dentro del proniacleo mas visible
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(figura 3). Los embriones microinyectados son colocados en el incubador hasta el

momento de la transferencia. Se calcula que entre el 50 y el 70 % de los embriones

sobrevive a la microinyeccion.

Transferencia embrionaria a hembras pseudopreiiadas

Para obtener hembras pseudoprefiadas se ponen en contacto la noche anterior a la
recoleccion de embriones varias hembras jovenes (de 6 y 9 semanas) con machos
vasectomizados. A la mafiana siguiente se seleccionan las hembras con tapon vaginal,
signo de copulacion.

Las hembras pseudoprefiadas son anestesiadas con avertina 300 mg/kg, i.p.. Luego de una
incision lateral de aproximadamente 1 cm y con la ayuda de una lupa, se expone el
oviducto a transferir. Se rompe la membrana que recubre el oviducto, se identifica la
ampula y sc inserta a través de ella una pipeta pasteur fina cargada con los embriones. Se
descargan en total unos 10 a 15 embriones por oviducto. Luego de la transferencia se

cierra la incision con sutura.

Figura 3: Microinyeccién pronuclear de ovocitos fertilizados

Fotografia de un embrion de ratén con ambos pronicleos bien visibles en el instante
previo a la microinyeccion pronuclear. A la izquierda se observa la pipeta sujetadora que
sostiene el embrion por presion negativa. A la derecha la pipeta microinyectora cargada
con una solucién de ADN a punto de penetrar la zona pelicida. Esta fotografia fue
tomada en nuestro microscopio del INGEBI durante una sesion de microinyeccion.
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Identificacion de ratones transgénicos. Andlisis de la presencia del transgén

Extraccion de ADN

Los ratones nacidos de embriones inyectados se apartan de sus madres adoptivas a los
18-20 dias y se separan por sexo. Luego de anestesiados con avertina 300 mg/kg i.p., se
corta la porcion terminal de la cola (0,5-1 cm) con un bisturi y se la cauteriza. Los
ratones son marcados en las orejas para su posterior identificacion. Los segmentos de
cola se incuban a 55 °C en buffer de digestion (50 mM Tris-HCI, pH 8; 100 mM EDTA,
0.5% SDS; 0,5 mg/ml proteinasa K) durante 12-14 hs. El ADN se extrae por métodos
comunes (Low, 1992). Brevemente, el producto de la digestion se centrifuga para
eliminar los pelos, se hace una extraccion con | vol de PIC seguida de | vol de IC, y se
precipita con 0,7 vol de 2-propanol. EI ADN se resuspende en TE y se cuantifica
espectrofotométricamente. La presencia del transgén se detecta por hibridizacion del
ADN gendmico con una sonda radiactiva, quc reconocc sclectivamente al ADN foranco
(dot blot hybridization y southern blot hybridization o utilizando la reaccion en cadena

de la polimerasa (PCR) con oligonucleodtidos especificos de secuencias transgénicas.

Southern Blot

Para realizar los Southern blots, se digieren 10 pg de ADN genomico con 50 UE de la
enzima de restriccion deseada por 12-14 hs. Luego se realiza una digestion adicional por
2 hs, agregando 20 UE de la misma enzima. Las digestiones se precipitan con 2,5 vol de
etanol, se resuspenden en agua y luego se siembran en geles de agarosa 0,7 % a 3-5
V/cm. Al finalizar la corrida, los geles se desnaturalizan por 40 min (0,5 N NaOH; [,5 M
NaCl), con agitacion suave. Posteriormente, se sumergen en una solucion neutralizante
(0,5 M Tris-HCI pH 8; 1,5 M NaCl; | mM EDTA), 2 veces por 30 min y se transfieren
por capilaridad (Sambrok e7 a/., 1988) a membranas de nylon no cargadas. Luego de la
transferencia, el ADN se fija a las membranas con luz UV (120 mlJ/cm?) y

posteriormente se hibrida como se especifica abajo.

Dot blot
Para realizar dor blots, se desnaturalizan 10 pg de ADN gendmico obtenido de la cola de

cada raton a 100 °C y luego, las muestras se siembran sobre una membrana de nylon en
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forma manual o mediante una cuba de tipo mini fold conectada a una trampa de vacio.

Una vez sembradas todas las muestras, la membrana se pasa en forma sucesiva sobre
papeles Whattman 3MM embebidos en soluciéon desnaturalizante (5 min) y luego en
solucion neutralizante (2 x 5 min). EI ADN se fija con luz UV (120 mJ/cm?2) y se hibrida

como se detalla a continuacion.

Hibridacion de ADN

Todas las sondas radiactivas para hibridar Southern blots, Northern blots y Dot blots, se
preparan a partir de fragmentos de ADN mayores de 200 pb, aislados de los plasmidos
que los contienen, por digestion con enzimas de restriccion seguida de electroelucion, tal
cual se especifica anteriormente, o por PCR seguido de electroelucion.

Las sondas radiactivas se marcan por el método de iniciacion al azar (random priming),
utilizando un kit comercial de Gibco BRL (Rad-Prime) como se detalla a continuacion.
Se hierve 25 ng del fragmento a marcar en un tubo eppendorf durante 5 min, y luego se
coloca rapidamente en hielo. El fragmento se incuba en una mezcla de marcacion
(preparada con reactivos

e instrucciones provistas por el proveedor), que contiene hexanucledtidos, dNTPs
(excepto dCTP) y la enzima Klenow, conjuntamente con 5 ul de o ?P)dCTP 10 uCi/ul
(DuPont—-NEN, Boston, MA), durante 30 min a 37 °C. La reaccion se detiene con 5 pl
buffer stop (provisto por el proveedor) y se guarda en hielo hasta ser utilizada.

Las prehibridaciones e hibridaciones se realizan en botellas rotatorias dentro de un horno
de temperatura controlada. Las membranas se prehibridan entre 1 y 2 hs en una solucion
conteniendo 25 mM buffer fosfato, pH 7,2; 6X SSC; 1| mM EDTA; 5X Denhardt (0,1%
ficoll, 0,1 % polivinilpirrolidina, 0,1 % seroalbamina bovina); 0,5 % SDS y 100 mg/ml
de ADN de esperma de salmon. Las hibridaciones se llevan a cabo en la misma solucion
de prehibridacion durante 16 hs con el agregado de la sonda, previamente hervida por 5-
10 min y enfriada otros 2 min en hielo. Los lavados de la membrana se realizan de la
siguicntc mancra: 2 lavados iniciales de 15 min cada uno con 2X SSC, 0,1% SDS, a
temperatura ambiente, y un lavado final de alta rigurosidad con 0,1X SSC, 0,1% SDS, a
65 °C). Una vez finalizados los lavados, las membranas se exponen en peliculas

autorradiograficas, junto con pantallas intensificadoras de seiial, a --70 °C. El tiempo de
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exposicion de las peliculas autorradiograficas varia segun la marca radiactiva detectada

en los filtros luego de los lavados.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La deteccion de animales transgénicos para el caso del transgén de fusion 3,8bfcas hGH
se lleva a cabo mediante la amplificacion de una region interna del transgén de 412 pb
(figura 9), utilizando los primers #149 (5'CCTGTGTATTTCTGGTGTG-3") y #150 (5'-
AGTGGTTCGGGGAGTTGG 3", y para la identificacion de animales portadores de
transgenes de POMC se utilizan los primers M329 (5-GAAGTACGTCATGGGTCACT-
3") y M330 (5'~-AGCTCCCTCTTGAACTCTAG-3"), que amplifican una banda de 180 pb
para el alelo endogeno de POMC y una banda de 210 pb para el alelo transgénico de
POMC (figura 21).

Las condiciones de reaccion son: 100 ng de ADN gendmico en buffer PCR (50 mM Tris—
HCIl, pH 8,3; 0,25 mg/ml BSA; ImM tartrazina y 2 mM MgCl,); 0,2 mM dNTPs; 2,5 mM
de cada primer y 1 U de Taq polimerasa de Gibco BRL en un vol. final de 10 pl. Las
muestras se amplifican en un termociclador de capilares Idaho 1605 (Ildaho
Technologies, Idaho, USA) como se detalla a continuacion: desnaturalizacion inicial a 94
°C por 5 min, 35 ciclos dec desnaturalizacion a 94 °C por 0 scg, annealing a 65 °C por 10
seg y elongacion a 72 °C por 15 seg, y una elongacion final a 72 °C por 10 min. Los
productos de elongacion se corren en un gel de agarosa 2% con bromuro de etidio (0,1 pg

de bromuro de etidio/ul de agarosa) y se visualizan a la luz UV.

Estudio de la expresion espacial y temporal de los transgenes

Extraccion de ARN

Para extraer tejidos destinados a la extraccion de ARN total, se sacrifican por dislocacién
cervical, ratones del sexo y estadio fisiologico deseado. Los tejidos se extraen
rapidamente con elementos de cirugia y se guardan a -70 °C hasta el momento de su
procesamiento. La extraccion de ARN total se realiza por el método del fenol acido

(Chomczinsky y Sacchi, 1987), como se describe a continuacion. Los tejidos, excepto
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hipofisis e hipotalamos, se homogenizan con un polytron en solucion D (4 M de

tiocianato de guanidina, 25 mM citrato de sodio; 0,5% lauril sarcosina y 0,1 M 2

mercaptoetanol) y, en forma sucesiva, se agrega: 0,1 vol de una solucion 2 M de acetato
de sodio, pH 4, 1 vol de fenol saturado con agua y 0,2 vol de una mezcla cloroformo—
isoamilico 49:1. Luego, se mezcla con vortex vigorosamente durantel0 seg y se deja en
hiclo por 15 min. Las muestras sc centrifugan a 10000 rpm cn rotor Sorvall SS34 o a
14000 rpm en microcentrifuga, de acuerdo al volumen de la muestra, por 20 min a 4 °C;
posteriormente, la fase acuosa se transfiere a otro tubo, con cuidado de no arrastrar la
interfase donde se encuentran el ADN vy proteinas, y el ARN se precipita con 2 vol de
isopropanol. Los tubos se dejan a =70 °C durante 2 hs, y luego se centrifugan a 10000
rpm en rotor Sorvall SS34 o a 14000 rpm en microcentrifuga, de acuerdo al volumen de
la muestra, por 20 min a 4 °C. EI pellet se resuspende en solucion D, 30% del volumen
original utilizado, se trasfiere a tubos eppendorf, en caso de haber empezado con
volumenes grandes, y se reprecipita con | vol de isopropanol. Las muestras se dejan otras
2 hs a-70 °C y se vuelven a centrifugar a 14000 rpm en microcentrifuga por 10 min a 4
°C. El pellet se lava con EtOH 75% y se resuspende en H,O libre de RNAsas. El ARN se

cuantifica por espectrofotometria (A260).

La homogenizacion de hipotalamos e hipdfisis se realiza pasando el tejido, inmerso en
200 pl de solucidon D, varias veces por una jeringa de 1 ml, utilizando sucesivamente,
agujas de 25 G y 30 G. El resto de la extraccion se realiza por el método de tenol acido,

como se cxplica antcriormentc.

Northern blots

10 a 20 pg de ARN total de los distintos tejidos o la totalidad del ARN obtenido de
hipofisis e hipotdlamos, se precipitan con 0,1 vol de 3 M acetato de sodio, pH 5,2,y 2,5
vol de EtOH. Las muestras se dejan a =70 °C durante 20 min y luego son centrifugadas a
14000 rpm en microcentrifuga refrigerada. Los pellets son lavados con EtOH 75% y
rcsuspendidos cn 10 pl de una solucidn al 80% dc formamida con 50 pg/ml dc bromuro
de etidio.

Antes de correr las muestras en geles de agarosa, para lograr una desnaturalizacion total

del ARN, éstas se calientan a 65 °C durante 15 min y se dejan en hielo hasta el momento
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de la siembra. La electroforesis del ARN es realizada en geles de agarosa 1,2%,

formaldehido 16% y buffer MOPS 1X, corriendo a un maximo de 5 V/cm en el mismo
buffer MOPS.

Una vez terminada la electroforesis, ¢l gel es fotografiado con una regla lateral para
poder calcular, posteriormente, el peso molecular de las bandas detectadas por la
hibridacion con sondas radiactivas. Lucgo, sc procede a rcalizar la transferencia del ARN
a una membrana de nylon por capilaridad (Sambrok ef al., 1989), utilizando como medio
acuoso 20X SSC. El fijado del ARN a la membrana, marcacion de sondas,
prehibridacion, hibridacion y exposicion de los Northern blots  se efectuan como se

especifico anteriormente para ADN, en la seccion Southern blots.

Hibridizacion in situ de ARNm

Para hacer las hibridizacioncs in situ de glandula mamaria, los animales sc sacrifican por
dislocacion cervical el dia 11 del periodo de lactancia e inmediatamente se procede a
extraer la glandula mamaria. Las glandulas se fijan durante una noche en 4%
paraformaldehido (Sigma, St. Louis, MO) a 4 °C y luego se deshidratan pasandolas en
forma sucesiva por etanol 70%, 95% y 100 %, aproximadamente 1 hora en cada paso.
Finalmente, se colocan | hora en xileno y luego se embeben en parafina. Se hacen cortes
seriados de glandula parafinada de 6 pm de espesor y se montan sobre portaobjetos
cubiertos con polilisina. Los cortes se guardan a temperatura ambiente hasta ser usados.
Previo a la hibridacion, los cortes se deparafinizan, se rehidratan pasando en forma
sucesiva por etanol 100%, 95% y 70% (10 min en cada paso) y luego se fijan 30 min en
10% formalina (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ).

Para la hibridacion in situ de ARNm endogeno de POMC, se extraen por separado,
hipofisis y cerebros de animales adultos, o cabezas enteras de animales postnatales. Los
tejidos se congelan inmediatamente en recipientes plasticos conteniendo medio de
congelamiento TBS (Triangle Biomedical Sciences, Durham, NC) y se mantienen a —70
°C hasta el momento de su utilizacion. Los tejidos y embriones se cortan en forma seriada
utilizando un cridstato a —20 °C. Las secciones se montan en portaobjetos previamente
tratados con vectabond (Laboratorios Vector, Ca, USA) y se fijan en 10% formalina por

30 min a temperatura ambiente.



52
Luego de fijar las muestras, ya sean de glandulas mamarias, hipofisis, cerebro o cabezas

de animales postnatales, se realizan 3 lavados de 10 min en PBS (140 mM NaCl, 3 mM
CaCl,, 10 mM Na,HPO, y 1,8 mM KH,PO,) y 2 lavados de 10 min cada uno en 2X SSC.

Los portaobjetos se dejan drenar por 5-10 min y luego se prehibridan (50 % formamida,
4X SSC, 1X Denhardt, 250 pg/ml de ARN de transferencia, 10 mM DTT, 500 pg/ml de
ADN de esperma de salmon y 10% de sulfato de dextrano) cubiertos con cubreobjetos
por | hora a 37 °C. Luego se incuban durante toda la noche a 37 °C con 11000-20000
cpm/ul de la sonda oligonucleotidica correspondiente marcada con of*S]dATP.
Finalmente se realizan los siguientes lavados: 1X SSC, ImM DTT (4 X IS min a
temperatura ambiente); 2X SSC, 50 % formamida (4 X 15 mina 37 °C); 1X SSC (3X 20
min a temperatura ambiente). A continuacion, los portaobjetos se deshidratan a través de
sucesivos pasajes por soluciones conteniendo concentraciones crecientes de etanol (70,
95 y 100%; 5 min en cada pasaje), se secan a temperatura ambiente por 30 min y se
cxponcn a una placa autorradiografica cntrc 7 y 10 dias. Lucgo dc revelarse ¢l film
radiografico, los portaobjetos se sumergen en emulsion radiografica (Kodak NTB3). Los
portaobjetos se exponen entre 14 y 19 dias y son luego revelados y contratefiidos con rojo
neutro.

Las muestras de glandula mamaria se hibridaron con oligos antisentido especificamente
disefiados  para  detectar el  transcripto  transgénico de hGH  (5'-
TGTTGCGAAGACACTCCTGAGGAACTGCA-3', hibrida con el exon 4 de hGH) o el
ARNm de B-caseina murino (5-CAGGAGAAATGACAGGCCCAAGAGATGGCA-3',
hibrida con el exdn 7 de B-caseina).

Para detectar el ARNm endogeno de POMC se utilizé un oligonucledtido de 26 pb
antisentido de secuencias pertenecientes al exon 3 (E3-POMC: 5-
CGGAAGTGCTCCATGGAGAGCGCTTG-3'; ver figura 2).

Las sondas oligonucleotidicas se generan por marcacion con la enzima nucleotidil
transferasa terminal (rTdT, Gibco BRL, Gaithersburg, MD) como se detalla a
continuacion. En un tubo eppendorf se incuban 5 pmol del olionucleétido sintético, 1X
Buffer TdT, 50 pmoles [*S]dATP (1300 Ci/mmol; Dupont-NEN, Boston, MA), 50 U de
rTdT. Se incuba durante 15 min a 37 °C. Luego se agrega | ul de tRNA (10 mg/ml) y 150

ul de H,O. Se extrae 2 veces con | vol de PIC seguido de una extraccion con | vol de IC
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y se precipita agregando 16 pl de 5 M NaCl y 540 pl (2,5 vol) de ETOH 100%. Se deja

30 min a -70 °C y se centrifuga a 14000 rpm durantel5 min. Los pellets se lavan con
ETOH 70%, se secan y se resuspenden en 50 ul de TE mas 50 pl de DTT 100 mM. Se

toma | pl del material resuspendido y se mide en contador de centelleo.

Analisis cuali y cuantitativo de la proteina transgénica

Obtencion de muestras de leche

En el dia 11 del periodo de lactancia, las madres son separadas de sus crias y
anestesiadas con avertina 300 mg/kg ip.. Luego de una inyeccion con oxitocina
(syntocinon), 0,6 1U ip., se comienza a colectar las muestras de leche en tubos capilares
mediante masajes suaves de las glandulas. Las muestras destinadas a la determinacion de
actividad biologica son guardadas sin ningun tipo de procesamiento a —~70 °C hasta su
utlilizacion. Las muestras de leche que se analizan en geles de poliacrilamida y que se
utlilizan en los radioinmunoensayos son diluidas en Buffer Milk (25 mM Tris—HCI, pH
7,4; 125 mM NaCl; 5 mM KCl y 2 mM PMSF), desgrasadas con dos centrifugaciones a
2000 rpm por 10 min y guardadas a —70 °C hasta su utlilizacion.

Para obtener lactosuero (fraccion de la leche libre de caseinas), las muestras crudas de
leche se diluyen 10 veces en un buffer que contiene 10 mM Tris-HCI, pH 8 y 10 mM
CaCl; y son centrifugadas a 20.000 rpm durante 40 min. En el sobrenadante quedan las

proteinas de suero, mientras que el pellet con todas las caseinas se descarta.

Deteccion de la proteina transgénica en geles de poliacrilamida

Las muestras de leche y lactosueros se fraccionan en un gel de SDS-PAGE 15% de
poliacrilamida (Laemmlt, 1970) luego de la determinacion de su concentracion proteica
por el método de Bradford (Bradford, 1976). Una vez separadas, las proteinas se tifien
con Cloomasie blue o se realiza un Western blot como se detalla a continuacion. l.as
proteinas se transfieren a una membrana de nitrocelulosa por el método de transferencia
semi-seca (Bjerrum y Schafer—Niclscn, 1986), quc es lucgo bloqucada durantc 12-14 hs
a4 °C en TBS 1X (Tris—HCI, pH 8; 0,9 % NaCl), 5% leche en polvo desgrasada. Como
primer anticuerpo se utiliza un antisuero de conejo especifico contra hGH diluido 1:1000

en la misma solucion de bloqueo por 2 hs. Como segundo anticuerpo se usa un anti
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conejo conjugado a peroxidasa diluido 1:2500 en solucion de bloqueo durante | hora. El

revelado del Western blot  se realiza con un kit de quimioluminiscencia con reactivos

Renaissance (DuPont-NEN) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Cuantificacion de hGllI en leche y en suero por Radioinmunoensayo (RIA)

Las concentraciones de hGH en leche se determinan por duplicados usando un
radioinmunoensayo (RIA) especifico contra hGH (Diagnostic Products Corporation) de
acuerdo a las especificaciones del fabricante. Para medir las muestras de leche
provenientes de hembras transgénicas y no transgénicas se realizan diluciones seriadas de
la muestras de leche procesadas (dilucion 1/5; ver "Obtencion de muestras de leche") de
hasta 1/100000. Para cuantificar hGH en suero se extrae sangre por puncion cardiaca de
tres grupos de ratones diferentes (machos, hembras virgenes y hembras lactantes) entre
las 9 y 12 scmanas dc cdad. La sangre sc deja coagular a tcmpceratura ambicnte y lucgo cl
suero se extrae por centrifugacion (10 min a 14000 rpm). Los sueros se guardan a —20 °C
hasta el dia del ensayo. Las concentraciones de hGH en suero se determinan por
duplicados usando un RIA especifico contra hGH (Diagnostic Products Corporation) de
acuerdo a las especificaciones del fabricante. Este RIA cuantifica hGH en

concentraciones que van desde 1,6 a 30 ng/ml.

Determinacion de la actividad biologica in vitro de hGH recombinante (Ensayo
realizado en colaboracion con la empresa BIOSIDUS)

Previo al ensayo la viabilidad de las células NB; sc evalta al microscopio teniendo cn
cucnta su morfologia scmi ovalada, rcfringentes y con membranas lisas. El dia antcrior al
ensayo las células se ayunan con 1% Suero Fetal Bovino en estufa gaseada (5 % CO;) a
37 °C por 24 hs. El dia del ensayo, las células se lavan tres veces por centrifugacion en
medio Fisher suplementado con 10% Suero de Caballo (20 ml/lavado) y finalmente se
resuspenden en 20 ml del mismo medio. Una alicuota de las células es utilizada para
determinar su concentracion mediante una camara de Neubauer y posteriormente las
cClulas sc diluyecn cn ¢l mismo medio Fisher con 10% Sucro dec Caballo a 50.000
células/ml. Los estandares (Somatropin, estdndar internacional de la OMS para hGH
recombinante humana) y las muestras de leche cruda, se diluyen también en medio
Fisher, 10% Suero de Caballo (los estandares de hGH se diluyen entre 1 10 ng/ml). En
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una placa de ELISA de 96 pocillos se siembran por triplicado 100 pl las distintas

diluciones de las muestras de leche y hGH estandar. También se siembran por triplicado
100 pul de medio Fisher con 10 % de Suero dc Caballo (blanco negativo) y 100 ul de
medio Fisher con 10 % de Suero de Caballo y 10 % de Suero Fetal Bovino (control
positivo de maximo crecimiento), en ambos casos sin muestras o estandar. A cada pocillo
sc lc agrcga 100 pl de la resuspension de células y sc incuba la placa cnvuclta cn papcl
aluminio durante 72 hs a 37 °C en estufa gaseada. Al término del periodo de incubacion,
se agrega a cada pocillo 10 pl de una solucion de 5 mg/ml de MTT (3 /4,5

Dimethylthiazol 2-yl]-2,5 diphenyltetrazolium bromide) en PBS y se incuban 4 hs a 37
°C en camara hiumeda. Al término de la incubacion, las placas se centrifugan a 3000 rpm,
se elimina el sobrenadante por volcado, se resuspenden los cristales precipitados en 200
ul de etanol 96% y se lee la placa en espectrofotometro de placa a 570 nm. La
cuantificacion de la actividad biologica se realiza correlacionando los valores obtenidos
de las muestras de leche con la curva dosis respuesta obtenida con el estandar de hGH.
Esto permite estimar un valor de Actividad Bioldgica comparativa en masa o unidades

(pg/ml o Ul/ml).

Visualizacion de la proteina EGFP en animales transgénicos

Los animales adultos utilizados para extraer tejidos se anestesian con avertina 300 mg/kg
i.p. y luego se perfunden con 10 ml de solucion fisiologica, seguido de 50 ml de 4%
paraformaldehido en PBS. Posteriormente, se extraen los tejidos deseados y se guardan a
4 °C overnight en 4% paraformaldehido en PBS, 10% sacarosa. Al dia siguiente se
incluyen en medio de congelamiento TBS y se guardan a —70 °C hasta el momento de ser
procesados. En el caso de animales postnatales, se extrae la cabeza y se congela a -70°C
en medio TBS.

Los tejidos, ya sean hipofisis, cerebros o cabezas postnatales se cortan en criostato y se
montan en portaobjetos cubiertos con vectabond. Posteriormente se fijan en formalina

4% y, se cubren con un cubreobjetos y se visualizan en microscopio de fulorescencia
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Localizacion del péptido f-endorfinay AgT por inmunohistoquimica

La deteccion del péptido P-endorfina y el AgT de SV40 se realiza por
inmunchistoquimica, utilizando antisueros anti-B-endorfina o anti-AgT. Los animales
utilizados para obtener los tejidos se perfunden con 4% paraformaldehido (excepto las
cabezas postnatales) como se describe en la seccion “Visualizacion de la proteina I:GI-P
en animales transgénicos”. Las muestras extraidas se guardan overnight a 4 °C con 4 %
paraformaldehido en PBS, en el caso que sean destinadas a cortes con parafina, o con 4%
paraformaldehido en PBS y 10% sacarosa, cuando destinadas a congelamiento y cortes
en cirostato. La inclusion cn parafina se realiza como se describe en la seccion
“Hibridizacion in situ de ARNm”, mientras que los tejidos destinados a ser cortados en
criostato se guardan a -70 °C.

Los tejidos parafinizados o congelados se cortan y se montan en portaobjetos, y se
procesan como se menciona en la seccion “Hibridizacion in situ de ARNm". Luego de
fijados, los cortes se someten a los siguientes lavados: 2 de 45 min en PBS, | de 30 min
en KPBS (0,9% NaCl, 16 mM K,HPO, y 3,6 mM KH,PO,). Posteriormente se incuban
en 1% H,0; en KPBS por 20 min, se vuelven a lavar en KPBS (3 veces por 5 min) y se
preincuban por 2 hs en 0,3% 'I'riton X-100, 2% suero normal de cabra en KPBS. Luego
se incuban durante toda la noche a 4 °C con la dilucion apropiada del antisuero anti—3-
endorfina o anti-AgT (1/1000 en 0,3 % Triton X-100, 2 % suero normal de cabra en
KPBS). El antisuero se lava en KPBS (2 x 20 min) y los complejos antigeno-anticuerpo
se incuban con una solucion de inmunoglobulinas biotilinadas anti-conejo hechas en
cabras (17200 en 0,3 % Triton X-100 en KPBS) por 2 hs a temperatura ambiente, y luego
de un lavado de 20 min en KPBS se incuban por | hora con avidina—peroxidasa (1/1000
en 0,3 % Triton X-100, 0,1 % BSA cn KPBS). Finalmente se lavan cn TBS y sc incuban
en una solucion conteniendo 25 mg/ml de diaminobencidina en TBS, 0,05 % H;0,;. La
reaccion es detenida sumergiendo los portaobjetos en TBS y luego de ser deshidratados
en alcohol con concentraciones crecientes (70, 95 y 100 %), son cubiertos con

cubreobjetos utilizando permount como adhesivo.
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RESULTADOS

Puesta a punto de las distintas etapas necesarias para producir ratones transgénicos

mediante microinyeccion pronuclear de fragmentos de ADN

Durante la primera parte de mi Tesis de Doctorado se pusieron a punto las diferentes
etapas necesarias para producir ratones transgénicos. Dichas etapas son: la obtencion de
cigotas, microinyeccion pronuclear y transferencia de embriones a hembras

pseudopreiiadas.

Recoleccion de cigotas

Con respecto a la obtencion de cigotas, hemos decidido trabajar con crias hibridas entre
las cepas C57BL/J y CBA/6JFI (crias FI B6CBF1) que, tal cual se especifica en la
literatura (Hogan er al., 1994), responden muy bien al tratamiento superovulatorio.
Particularmente, en nuestro laboratorio hemos determinado que las hembras F1 B6CBF1
prepuberes, de 3 a 4 semanas de edad, son las que mejor responden. En promedio se
generan se generan 20 embriones aptos para ser microinyectados por hembra. Por otro
lado, la viabilidad de los embriones, medida in vitro como porcentaje de los embriones
que llegan a blastocisto expandido, en general supera el 90%.

También hemos hecho una breve experiencia con la cepa NII. En este caso, si bien la
calidad del embrion es superior, ya que la transparecia de los mismos y el tamafio mayor
de los pronucleos facilita la tarea de microinyeccion, no se producen mas de 15

embriones por hembra, y algo muy importante, la viabilidad in virro, no supera el 60%.

Microinyeccidén pronuclear de ovocitos fertilizados

Quizas, la etapa limitante en la produccion de animales transgénicos rcsulta la
microinyecciéon pronuclear. Con respecto a esta etapa hemos realizado un experimento
para evaluar la expresion de transgénes inyectados y determinér otros datos como % de

lisis.
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Se inyectaron cigotas de raton utilizando un gen de fusion entre el promotor del gen de

metalotioneina de rata (rMT) y el gen de B-galactosidasa (B—gal) de /-. coli. Las cigotas

microinyectadas se incubaron en medio Whittens suplementado con 50 mM ZnSO4 para

inducir la expresion de B-galactosidasa. Al dia siguiente, los embriones de dos células
fueron fijados en paraformaldehido 4% y luego incubados en presencia del sustrato
cromogénico incoloro X-gal. El producto tiene un color azul intenso indicativo de la
actividad del transgén. Los embriones que expresan el transgén se tifien de un fuerte
color azul a un débil celeste, dependiendo del grado de expresion, mientras que los que
no lo expresan mantienen su coloracion blanco amarillenta idéntica al de las cigotas no
inyectadas (figura 4). Los resultados de este ensayo piloto (tabla 5) indicaron que el 80%
de los embriones microinyectados se tifieron en tonalidades que variaron desde celeste
hasta azul intenso. Solo el 15% de los embriones se lisaron por la microinyeccion,
resultado por demas alentador, considerando que el promedio de lisis en distintos
laboratorios alcanza un 30%. Estos valores nos indicaron que las microinyecciones en
nuestro laboratorio eran exitosas, pero esto de ninguna manera nos aseguraba la
produccion de animales transgénicos, ya que para que esto sea posible era necesario
garantizar otros aspectos tales como la integracion del transgén en el genoma del
embrion, la supervivencia de los embriones microinyectados y el mantenimiento de las

pseudoprefieces a término.

Produccion de ratones transgénicos

Para testear la capacidad de producir ratones transgénicos ¢n nuestro laboratorio, sc
eligio la microinyeccion de un transgén con secuencias regulatorias del gen de la
metalotioneina murina (mMT-I) y las secuencias codificantes del gen de la hormona de
crecimiento humana (hGH) (figura 5). Este transgén se aislo de las secuencias

plasmidicas cortando con la enzima de restriccion f-coRL
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Figura 4: Microinyeccion de embriones de raton con el transgén rMT/—gal
Embriones murinos de dos células microinyectado (izquierda) y no microinyectado
(derecha) con el gen de fusion rtMT/B—gal. En presencia de metales pesados se induce la
expresion del transgén y la B—galactosidasa producida es capaz de convertir el sustrato
incoloro X-gal en un producto de color azul.

Tabla 5: Resultados obtenidos de la microinyeccion pronuclear de ovocitos fertilizados
de raton con el gen de fusion rMT/B—gal

Embriones microinyectados Lisados Embriones de dos ~ Embriones azules

con rMT/f3—gal célulasa E1.5

20 3 15 (75%) 12 (80%)
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Figura S: Transgén mMT-IVhGH

Transgén mMT-I/hGH con las secuencias promotoras del gen de metalotioneina I de
raton y las secuencias codificantes del hGH. El transgén se aislo de las secuencias
plasmidicas cortando con la enzima de restriccion /<coRIl. En la figura también se
muestra la sonda Sucl de 0,65 kb, utilizada para hacer el screening de animales
transgéncos, que abarca la region de fusion del transgén. Abreviaturas: S, Sacl; E, /<coRI;
ATG, inicio de la traduccion.

En total se produjeron 15 nacimientos de embriones microinyectados, 8 machos y 7
hembras. A las tres semanas se les extrajo ADN de la porcion terminal de la cola y se
realizé un dot blot, utilizando una sonda radiactiva de 0,65 kb correspondiente a un
fragmento Sacl del transgén (figura 5). La hembra #9 resulto ser transgénica (figura 6).

El promotor de la metalotioneina se induce en presencia de metales pesados en varios
tejidos. Sin embargo, existe una determinada expresion basal hepatica que seria capaz de
mantener altos niveles de hGH en circulacion. Esto determinaria una mayor tasa de
crecimiento de la hembra transgénica #9 con respecto a sus hermanas no transgénicas. En
la figura 7 se muestran graficos de curvas de pesos separados por sexo entre el dia 18
postparto (destete) y el dia 45 (fin de la pubertad), periodo de mayor actividad de hGH.
En el grafico correspondiente a las hembras se observa un mayor crecimiento de la ratona

transgénica #9 en relacion a sus hermanas no transgénicas. En la figura 8 se muestra una
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fotografia la hembra #9 con dos de sus hermanas. El aumento de peso de la hembra #9

con respecto a la mayor de sus hermanas fue del 30% a los 45 dias.

T o b
TS 7 ) |I 10
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Figura 6: Deteccion de ratones transgénicos para mMT-1/hGH

Dot blot de muestras de ADN de ratones nacidos a partir de embriones microinyectados
con mMT-I/hGH. Se sembraron 10 ng de ADN gendémico de cada raton y se hibridaron
con una sonda mMT-I/hGH Sacl de 0,65 kb que abarca parte del promotor de mMT-I y
parte de las secuencias codificantes de hGH (ver figura 5). De los 15 animales, la hembra
#9 resultd transgénica.

Uno de los trastornos mas comunes que se observan en ratones transgénicos que
sobreexpresan hGH es la fertilidad reducida en hembras (Brem ez al., 1989). Pese a que
estos animales ciclan en forma normal, generalmente tienen deficiencias durante el
proceso de implantacion de los embriones al utero, produciéndose abortos naturales. La
hembra #9 resultd estéril, por lo tanto no fue posible expandir esta linea en nuestro
laboratorio y no pudieron determinarse los niveles de hGH en circulacion. De todas
maneras, este experimento nos permitio corroborar que estdbamos en condiciones de
producir ratones transgénicos en nuestro laboratorio y asi poder estudiar la regulacion de

la expresion tejido—especifica de nuestros genes de interés.
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Figura 7: Crecimiento diferencial de la hembra transgénica mMT-I/hGH
Seguimiento de pesos de los ratones nacidos a partir de embriones microinyectados con
el transgén mMT-I/hGH entre los dias 18 y 43 postparto, periodo del desarrollo con
mayor actividad de la hormona de crecimiento (pubertad). El unico animal transgénico
detectado por dot blot, la hembra #9 (ver figura 6), tuvo un mayor crecimiento durante
dicho periodo con respecto a sus hermanas no transgénicas.
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Figura 8: Hembra transgénica mMT/hGH
Fotografia de la hembra transgénica mMT/hGH #9 a los 45 dias postparto (derecha) junto
a dos de sus hermanas no transgénicas (centro e izquierda).

Identificacion de las secuencias flanqueantes del gen de [(-caseina capaces de dirigir
selectivamente la expresion de genes heterdlogos a las células epiteliales de la

glandula mamaria

Construccion de transgenes capaces de dirigir la expresion de proteinas heterologas a
la glandula mamaria de ratones.

Para estudiar si las secuencias 5’flanqueantes del gen bovino de B—caseina eran capaces
de dirigir la expresion de proteinas de interés farmacéutico a la glandula mamaria de
ratones transgénicos y cumplir con los requisitos fundamentales para el aprovechamiento
de la glandula mamaria como biorreactor (altos niveles de expresion, expresion espacial
y temporal correcta y alta penetrancia), se generd un transgén de fusion utilizando y 3,8
kb de las secuencias 5’flanquantes del gen de B-caseina bovino, fusionadas a las
secuencias codificantes completas de un gen de interés terapéutico, el gen de hGH (figura

9).




64
El transgén, llamado 3,8bfcas—hGH, se liberd de las secuencias plasmidicas con las

enzimas Notl y Sall 'y se generaron animales transgénicos por microinyeccion

pronuclear.
SBBAB sesorvecsassosrssansrasercasvossusmusasssansrassere +40/4] oervierersrserninne +2855
hGH
region 5'flanqueante de (-caseina
ATG
SEE E P EN

sonda [}-caseina / \sonda hGH
0.84 kb 1.05 kb
p149 p150
412 pb 1 kb

Figura 9: Estructura del transgén 3,8bcas-hGH

Simbolos: linea gruesa roja, 3,8 kb de la region 5’flanqueante del gen bovino de B—
caseina; linea negra fina, secuencias intronicas y 3’flanquenates del gen hGH; rectangulo
negro, exon 1 del gen bovino de B—caseina; rectangulos blancos, exones del gen hGH.
pl49 y pl50, primers sentido y antisentido utilizados para el screening de animales
transgénicos por PCR. El inicio de la traducciéon se marca con ATG. Abreviaturas: B,
BamHI;, E, EcoRl; H, Hindlll; N, Notl, P, Pvull; S, Sall. Los fragmentos de 0,84 kb
EcoRV/Hindlll de la region 5’flanqueante del gen de B—caseina y Pvull de 1kb del gen
hGH se usaron como sondas para detectar animales transgénicos.

Produccion de animales transgénicos con el transgén 3,8bfcas-hGH

El transgén 3,8bBcas—-hGH se microinyectdé en el prontcleo de ovocitos fertilizados.
Estos se transfirieron al oviducto de hembras pseudoprefiadas y a las tres semanas del
nacimiento se detecto la presencia de animales transgénicos por dot blot o PCR.

En total nacieron 58 animales de embriones microinyectados; dos hembras (#3 y #50) y

un macho (#45) resultaron transgénicos. La presencia del transgén en la hembra #3 fue
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detectada por dor blot (figura 10) hibridado con un fragmento Pvull de 1,05 kb del gen

hGH (figura 9). En los ratones #45 y #50, la presencia del transgén se detecté por PCR
(figura 11), al amplificarse una banda de 412 pb que abarca parte del promotor de B—
caseina y el primer exon de hGH (figura 9). Estos resultados se confirmaron por medio
de un Southern blot de ADN gendmico obtenido de biopsias de cola de estos animales
(figura 12). El ADN se digirié con EcoRI, luego se transferiéo a membranas de nylon y fue
hibridado con una sonda de 0,84 kb EcoRI/HindIll, correspondiente al promotor de B
caseina, o un fragmento Pvull de 1,05 kb, correspondiente al gen hGH. Una banda de 2,5
kb, con la sonda de 0,84 kb (figura 12A), y otra de 2.3 kb, con las sonda de 1,05 kb
(figura 12B), ambas diagnosticas del transgén, se detectaron en las mismas muestras que
habian resultado positivas por dot blot y por PCR. En la muestra correspondiente al FO #3
del Southern blot hibridado con la sonda interna de hGH, también se observan dos
bandas no esperadas, una de 1,3 kb y otra de alto peso molecular (figura 12B), sugiriendo
la ocurrencia de un evento intrarecombinatorio. No obstante, no se visualizaron bandas
extras para la misma muestra, en la membrana hibridada con la sonda interna de B-
caseina (figura 12A).

Por densitometria de Southern blots de ADN de colas provenientes de crias transgénicas
de los animales fundadores, siempre utilizando la sonda interna de B-caseina, se
determind que las lineas #3 y #45 poseen entre 2 y 3 copias del transgén insertadas en

tandem, mientras que la linea # 50 posee entre 6 y 10 copias (tabla 6).

Figura 10: Deteccion de ratones transgénicos 3,8bBcas-hGH

Dot blot de una camada de ratones (FO #1 hasta FO #5), nacidos a partir de embriones
microinyectados con el transgén 3,8bfcas—hGH, hibridado con una sonda de Pvull/Pvull
de 1 kb del gen de hGH (ver figura 9). La hembra #3 result6 el unico animal transgénico
de esta camada.
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Figura 11: Deteccion de ratones transgénicos 3,8bpcas-hGH

PCR de muestras de ADN de dos camadas de ratones nacidos a partir de embriones
microinyectados con el transgén 3,8bBcas—hGH. El macho FO #45 y la hembra FO #50
resultaron transgénicos. Los primers utilizados fueron el #149 (sentido), que aparea sobre
el promotor de B—caseina, y el #150 (antisentido), que aparea sobre el exon 1 de hGH
(ver figura 9). También se incluyé una muestra de ADN con el transgén exogeno como
control positivo (+).

A B
nt #3 #45 #50 nt #3 #45 #50

i 12.0 kb— —

: ”‘ ~2.5kb
s 2.3kb” -

1.6 kb— e

Figura 12: Analisis de animales transgénicos por Southern blot

Southern blot de muestras de ADN digeridas con £coRI de los ratones FO #3, transgénico
por dot blot y FO #45 y #50, transgénicos por PCR. Para hibridar se utilizaron las sondas
radiactivas mostradas en la figura 6: un fragmento del promotor bovino de B—caseina
EcoRl/Hindlll de 0,85 kb (A) y un fragmento del gen hGH Pvull/Pvull de 1,05 kb (B).
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Heredabilidad del transgén

Para generar colonias de animales transgénicos y estudiar la heredabilidad del transgén se
aparearon los animales transgénicos obtenidos por microinyeccion (FO) con ratones no
transgénicos y se analizo ADN de las crias por PCR para detectar la presencia del
transgén. En la tabla 6 se resumen los datos de heredabilidad del mismo. En todos los
casos el transgén se hered6 a la filiacion 1 (F1), indicando que este se integrd en los
embriones en un estadio que asegurd la presencia del transgén en las células germinales.
En las lineas #45 y #50 pareceria que el evento de integracion fue producido previamente
a la primera division mitética de la cigota microinyectada, debido a que el porcentaje de
transgénicos Fl es cercano al 50%. Mientras tanto, en la linea #3 el porcentaje de
transgénesis de los animales F1 resulté del 38%. Por lo tanto, si bien no se realizé ningin
analisis estadistico, existe la posibilidad que el FO generado sea un mosaico. En la tabla 6
también se observa que el transgén se heredo en forma exitosa a todas la generaciones
analizadas obtenidas a partir de la cruza de ratones heterocigotas para el transgén con

ratones no transgénicos.

Tabla 6: Datos de heredabilidad de los transgenes en las distintas lineas de transgénicos.

Linea #3 Linea #45 Linea #50
transg./n tot. (%) transg./n tot. (%) transg./n tot. (%)
Fl 8/21(38) 7/14 (50) 6/12 (50)
F2 51/87 (59) 13/21 (62) 3/5 (60)
F3 14/30 (47) 4/8 (50)
F4 4/6 (67)

F: filiacion; transg.: ratones transgénicos diagnosticado por PCR; n tot.: nimero total de ratones analizados.

Deteccion de hGH en leche
Se obtuvieron muestras de leche de hembras transgénicas y no transgénicas en el dia 11

del periodo de lactancia y se sometieron a un radioinmunoensayo utilizando un
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anticuerpo especifico contra hGH. Los niveles de expresion de hGH encontrados en

leche, que se detallan en la tabla 7, indican que en la linea #3 estos valores oscilaron
entre 0,2 y 0,5 mg/ml para muestras de leche obtenidas de hembras pertenecientes a
diferentes generaciones. Estos valores equivalen a un 2-5% de los niveles de B-caseina
que se encuentran en leche bovina. Los niveles de expresion de hGH en la linea #50
resultaron cercanos a los 2 mg/ml, aproximadamente un 20% de los niveles de B—caseina
en leche bovina. Mientras tanto, los niveles de expresion de hGH en muestras de la linea
#45 resultaron muy bajos, entre 105 y 121 ng/ml, o sea 0,001% de los niveles de B-
caseina bovina.

Estos resultados indican que la expresion del transgén depende en forma considerable del
sitio de integracion, ya que las cantidades de hGH detectadas en leche no se
corrclacionan con la cantidad relativa de copias en taindem insertadas en las distintas

lineas.

Tabla 7: Determinacion de hGH en leche por RIA

Linea Nuamero de copias  Niveles de hGH en leche
del transgén * (mg/ml)
#3 (+/-) 2 0,382 + 0,027 (10)
#3 (+/+) 2x2 0,764 + 0,228 (4)
#50 (+/-) 6 222(2)"
#45 (+/-) 2 113x1074 (2) ©
nt - ND (2)

Los resultados son promedios de valores obtenidos para un numero de muestras de leche indicado entre
paréntesis. Cada muestra de leche corresponde a un raton distinto. El error estandar fue calculado solo
cuando mas de 3 muestras fueron analizadas.

& El numero de copias del transgén se determind por Southern blot y posterior densitometria.

b Los valores individuales fueron de 1,80 y 2,63 mg/ml.
€ Los valores individuales fueron de 1,04 x 107 y 1,21 x 1074 mg/ml.
nt: no transgénico

(+/-): heterocigota para el transgén.
(+/+): homocigota para el transgén.

ND: <1.4 x 1076 mg/ml
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Para detectar la presencia de hGH recombinante en la leche de las distintas lineas de
animales transgénicos, también se separaron muestras de proteinas totales de leche y
lactosuero (leche descaseinada) en un gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) y posteriormente, se tifieron con el colorante Coomasie
blue (figuras 13A y B). En los animales transgénicos que expresan hGH es de esperarse la
aparicion de una banda de 22 kD. En la figura 13A, se observaron bandas de
aproximadamente 22 kD en las muestras de proteinas totales de leche de una hembra no
transgénica y una hembra transgénica de la linea #3. Estas no se encuentran en los
lactosueros de las mismas. Sin embargo, en la muestra de proteinas lacteas totales de una
hembra transgénica de la linea #50 se detectaron 2 bandas muy proximas en la misma
zona, mientras que en el lactosuero de la misma solo aparecio la banda mas baja de las
dos. Si la carga de proteinas sembradas aumenta en forma considerable (figura 13B)
también es posible visualizar una tnica banda de 22 kD en el lactosuero de las muestras
de la linea #3. Por lo tanto, la hGH recombinante con un tamaiio correcto de 22 kD
comigra con una proteina lactea que no se encuentra presente cuando la leche es
descaseinada. Un extracto proteico de proteinas hipofisarias de ratdn se usé6 como patron
de hormona de crecimiento. La banda mayoritaria correspondiente a hormana de
crecimiento de raton que tiene el mismo tamaiio que su par humana comigro con la hGH
recombinante (figuras 13A y B).

La presencia de hGH recombinante en muestras de proteinas totales de leche obtenidas el
dia 11 de la lactancia fue también detectada por Wesrern blot (figura 13C). Como primer
anticuerpo se usO un antisuero de conejo especifico contra hGH. Como segundo
anticuerpo se uso un anticonejo acoplado a peroxidasa . En la figura 13C se observa que
mientras en la leche de animales no transgénicos no se detecta ninguna banda, en las
muestras de leche de animales transgénicos de las lineas #3 y #50 aparece una banda de
22 kD correspondiente a hGH recombinante. Adicionalmente, por Western blot se

detecto una banda extra de 44 kD en la muestra de la linea #3.
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Figura 13: Caracterizacion de hGH en leche de ratones transgénicos

Muestras desgrasadas de leche (0,3 plen Ay Cy 2 ul en C) y lactosuero (0,5 plen Ay 2
ul en B) de ratonas transgénicas de las lineas #3 y #50 y no transgénica (nt) fueron
sometidas a electroforesis en 15% SDS-PAGE, bajo condiciones reductoras.
Adicionalmente un extracto proteico de hipofisis de un raton no transgénico fue incluido
(50 y 150 pg de proteinas en A y B, respectivamente). Los geles fueron tefiidos con el
colorante Coomasie Brillant Blue (A y B) o transferidos a un filtro de nitrocelulosa para
un Western blot (C) con un antisuero especifico contra hGH.
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Expresion espacial del transgén

Para estudiar la expresion tejido especifica del transgén se analizé la presencia de ARNm
de hGH en glandula mamaria de ratones transgénicos de las lineas #3 y #50.

Se extrajo ARN total de glandula mamaria lactante (dia 11) y se realizd un Northern
Blot, utilizando para hibridar, una sonda correspondiente al exon 5 de hGH. Como se
observa en la figura 14, se detectaron altos niveles de una banda de aproximadamente 1
kb, correspondiente a mensajero maduro de hGH, solamente en las muestras transgéncias
analizadas; mientras que el mensajero de B—caseina de raton se detectd en todas las
muestras estudiadas, tansgénicas y no transgénicas.

En la muestra correpondiente a la linea #3 también se observa una banda extra de
aproximadamente 1,44 kb, que probablemente corresponda a un producto transcripcional
que se origind como consecuencia del evento recombinatorio ocurrido en esta linea, tal
cual se demuestra en el Southern Blot (figura 12B). Este mensajero relacionado con hGH
probablemente explique el origen del producto proteico inmunoreactivo de alto peso
melecular visualizado en el Westen Blot.

La expresion tejido especifica fue estudiada con detalle en las lineas #50 (figura 15A) y
#3 (figura 15B). Se analizaron muestras totales de ARN de varios tejidos de hembras
lactantes (dia 11) de la linea #50 y #3 por medio de un Northern blot hibridado con una
sonda del exon 5 de hGH. En ninguna de las dos lineas se detecto expresion ectopica del
transcripto de hGH. Si fue detectada una fuerte sefial de 1.00 kb, correspondiente a hGH,
en las calles donde fueron separadas las muestras de glandula mamaria incluidas como
control positivo.

Muestras de ARN de hipofisis (tejido donde normalmente se expresa la hormona de
crecimiento) de hembras lactantes (dia 11), tansgénicas y no transgénicas, se incluyeron
en los Northerns correspondientes a la lineas #50 y #3. Una leve seiial de
aproximadamente 0.92 kb correspondiente al transcripto de la hormona de crecimiento
murina (mGH) fue detectada en ambas. Contrariamente, en ninguna de las muestras de

hipofisis transgénicas, se observo la sefial del transcripto de hGH.
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Figura 14: Expresion de hGH en glindula mamaria de ratones transgénicos

Andlisis por Northern blot de muestras de ARN aisladas de hembras en el periodo medio
de la lactancia (11 dias postparto), transgénicas de las lineas #3 y #50 y no transgénica
(nt). El ARN total fue separado por electroforesis en geles de agarosa en condiciones
desnaturalizantes y transferido a una membrana de Nylon, posteriormente hibridada en
forma secuencial con sondas radioactivas del exén 5 del gen hGH, un fragmento de 200
pb del exén 7 de B—caseina murina (mfB-caseina) aislado por PCR y un ADNc del gen de
la gliceraldehido 3—fosfato deshidrogenasa de raton (G3PDH).

La determinacion de hGH en suero constituye una alternativa para determinar expresion
ectopica en aquellos tejidos cuyos productos de secrecion son liberados al torrente
circulatorio. La concentracion de hGH se determind en suero por radioinmunoensayo
(RIA) en muestras de machos, hembras virgenes y lactantes de las lineas #3 y #50,
utilizando ratones de no mas de 12 semanas (Tabla 8). Las muestras de suero obtenidas
de ratones control no presentaron inmunoreactividad contra hGH. En la linea #50 se

encontraron bajos niveles de hGH en las muestras de hembras prefiadas, mientras que en
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hembras virgenes y lactantes no se detecto la presencia de hGH en la mayoria de los

sueros. Contrariamente, en todas la muestras transgénicas de la linea #3 se encontraron
niveles muy estables de hGH en suero, de aproximadamente 10 ng/ml,
independientemente del sexo y estadio fisiologico. En las muestras de suero de animales
no transgénicos no se detectd hGH. Estos resultados indican un cierto grado de expresion
ectopica que puede ser el resultado de una expresion basal minima en diferentes tejidos.
No obstante, estos niveles de hGH en circulacion no produjeron ninguno de los
transtornos fisioldgicos observados en ratones que sobreexpresan hGH en circulacion,

como fertilidad disminuida y mayor crecimiento (Brem er al., 1989).

Tabla 8: Determinacion de hGH por RIA en suero de animales transgénicos de las lineas

#3y #50.
Linea Niveles de hGH en suero (ng/ml)
Hembras Machos
Virgenes Prefiadas Lactantes
#3 (1) 10.33+092(13) 7.49+0.99 (4) 10.18+£0.54(9) 9.92+0.99(5)
#50 (t) ND (6) 4.49 (2)b ND (1) ND (7)
nt ND (14) NE ND (4) ND (6)

Los resultados son promedios + errores estandar (solo para n>3) de valores obtenidos para un numero de
muestras de suero indicado entre paréntesis de ratones transgénicos (t) de las linea #3 y #50 y no
transgénicos (nt).

ND: <1.6 ng/ml

NE: no evaluado

: La concentracion de hGH en uno de los sueros medidos, no incluido en la tabla, fue de 8,51 ng/ml.

b Los valores individuales fueron: 3,89 y 5,08 ng/ ml.

Expresion temporal del transgén
La expresion de los genes de caseina en glandula mamaria sigue un patrén estricto de
desarrollo fuertemente dependiente de las accions hormonales que ocurren durante la

prefiez y lactancia.
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Figura 15: Expresion tejido especifica de hGH en ratones transgénicos

Analisis por Northern blot de muestras de ARN obtenido de varios tejidos de hembras
transgénicas de las lineas #50 (A) y #3 (B) en el periodo medio de la lactancia (11 dias
postparto). Adicionalmente, ARN de hipofisis de un animal no transgénico (nt) fue
incluido en cada corrida. E1 ARN total fue separado por electroforesis en geles de
agarosa en condiciones desnaturalizantes y transferidlo a membranas de Nylon,
posteriormente hibridadas en forma secuencial con sondas radiactivas del exon 5 del gen
hGH (A y B), un fragmento de 200 pb del exén 7 de B-caseina murina (mB-caseina)
aislado por PCR (A) y un ADN copia del gen de la gliceraldehido 3—fosfato
deshidrogenasa (G3PDH) de ratéon (A y B). En B, el recuadro pequefio a la izquierda
corresponde a la porcion de la membrana que contiene las hipofisis no transgénicas y
transgénicas hibridadas con la sonda de hGH luego de triplicar el tiempo de exposicion
observado a la derecha.
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La expresion temporal del transgén se estudio durante el desarrollo de la glandula
mamaria en hembras de la linea #3 (figura 16A) y #50 (figura 16B). Muestras de ARN
total de glandula mamaria fueron tomadas durante varios estadios de la prefiez y
lactancia y sujetas a un analisis por Northern Blot. Una fuerte induccion de la expresion
del transgén ocurre durante el parto. Los niveles de hGH se mantienen en el limite de
deteccion hasta el dia 17 de la prefiez y aumentan mas de 50 veces luego del parto (dia 1
de la lactancia). Contrariamente, el transcripto de B-caseina de ralon empieza a
detectarse a partir del dia 10 de la prefiez y se incrementa gradualmente hasta llegar a
niveles maximos el dia del parto. Este patron de expresion del gen murino de B~caseina
fue descripto anteriormente (Persuy ef al., 1992). En bovinos, el nivel de ARNimm de B-
caseina durante la gestacion es bajo y se incrementa en forina abrupta al comenzar la
lactogénesis. (Goodman y Schanbajer, 1991). Por lo tanto, estos datos indican que el
transgén sigue el patron de desarrollo bovino pese a encontrarse en un entorno

heterologo.

Expresion celular especifica del transgén

En trabajos previos se ha descripto en forma extensiva, a través de estudios
histoquimicos, que el direccionamiento de la expresion de genes reporteros a un cierto
tipo celular, en determinadas ocasiones resulta en un patréon de expresion heterogéneo o
de mosaicismo celular (Faerman el al., 1995; McGowan er a/., 1989). Para determinar
con qué grado de homogeneidad las 3,8 kb del promotor bovino de B-caseina son
capaces de dirigir la expresion de hGH a las células epiteliales de la glandula mamaria,
se llevaron a cabo estudios de hibridizacion in situ. en secciones de parafina de glandulas
mamarias control y transgénicas. Las autorradiografias de las secciones hibridizadas con
el oligo antisentido contra fB-caseina murina muestran una expresion uniforme
independientemente del genotipo o linea analizada (figura 17). Contrariamente, la seiial
de las secciones hibridadas con el oligo antisentido hGH muestran un patron de expresion
que depende del genotipo y linea analizada, aunque como se observa en los controles,

este patron resulta siempre homogéneo.
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Para corroborar lo observado anteriormente, las secciones se sumergieron en una

emulsion fotografcia y se expusieron durante dos semanas. Los cortes se observaron al
microscopio y se contaron granos de plata sobre tejido. Los datos obtenidos confirman
que la expresion del transgén sigue un patron homogeneo en todas las lineas y que no hay
mosaicismo celular. En la figura 18 se muestra que existe un alto grado de correlacion
entre numero de granos de plata encontrados y el nivel de expresion de hGH en leche
determinado por RIA.

Por lo tanto, la diferencia de expresion observada en las distintas lineas y genotipos se
debe a una expresion variable dentro de cada célula y no a diferentes grados de

penetrancia en el tejido.

Determinacion de la actividad biolégica de hGH recombinante

El bioensayo aplicado proporciona un método cuantitativo de la actividad biologica de
hGH medida en funcion de su actividad proliferativa. Este se basa en el efecto de
estimulacon de la proliferacion especifica sobre la linea celular Nb,, desarrollada a partir
de un linfoma de rata y que contiene receptores a prolactina capaces de ser estimulados
por hGH. El agregado de hormonas lactogénicas u hGH desencadena una respuesta
proliferativa en esta linea celular. La concentracion final celular, estimada por la
capacidad de las mitocondrias de las células vivas de reducir sales de MTT a cristales de
formazan (son de color azul y la coloracion resultante se puede medir por
espectrofotometria), luego de las 72 hs de incubacion con la hormona es directamente
proporcional a la concentracion de la misma. Por lo tanto, es posible establecer una
relacion dosis-respuesta y de esa manera cuantificar actividad biologica de una muestra

en relacion a un estandar.
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Figura 16: Expresion temporal del ARN transgénico

Northern blot de muestras de ARN total de glandula mamaria de hembras transgénicas de
las lineas #3 (A) y #50 (B), virgenes (V), prefiadas (P) y lactantes (L) y de hembras no
transgénicas (nt), virgen y lactante. El nimero entre paréntesis indica el dia de prefiez
(postcoito) o lactancia (postparto). Ambas membranas fueron hibridadas en forma
secuencial con sondas radiactivas del exén 5 del gen hGH, un fragmento de 200 pb del
exon 7 de B-caseina murina (mB-caseina) aislado por PCR y un ADNc del gen de la
gliceraldehido 3—fosfato deshidrogenasa (G3PDH) de raton.
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Figura 17: Hibridaciéon in situ de B—caseina murina y el transgén 3,8bf—caseina—
hGH en glandula mamaria de hembras lactantes

Las secciones de parafina de glandula mamaria tomadas a media lactancia (dia 11) se
hibridaron con oligodeoxinucledtidos antisentido contra el exén 7 de B-caseina murina
(mB—caseina) o el exon 4 de hGH, ambos marcados con o[**S]dATP. Las secciones se
expusieron a placas autorradiograficas entre 7 y 10 dias. nt (—/~), glandula no
transgénica; 3 (+/-), glandula proveniente de un ratén de la linea #3 heterocigota para el
transgén; 3 (+/+), glandula proveniente de un ratén de la linea #3 homocigota para el
transgén; 50 (+/-), glandula proveniente de un raton de la linea #50 heterocigota para el
transgén.
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Figura 18: Curva de correlacion entre niveles de ARNm de hGH transgénico
encontrados en células epiteliales de glandula mamaria y niveles de hGH transgénica
encontrados en leche. Los niveles d¢ ARNm de hGH transgénico se estimaron por
hibridizacion in situ y se cuantificaron por medicion de cantidad de granos de plata por
mm?. Cada cuantificacion corresponde a un promedio de 100 mediciones independientes
al azar, obtenidas de cuatro secciones diferentes de una misma glandula. Los niveles de
hGH en leche fueron determinados por RIA, como se muestra en la tabla 3. 3 (+/-),
glandula proveniente de un ratén de la linea #3 heterocigota para el transgén; 3 (+/+),
glandula proveniente de un ratén de la linea #3 homocigota para el transgén; 50 (+/-),
glandula proveniente de un raton de la linea #50 heterocigota para el transgén; nt (—/-),
glandula proveniente de un ratén no transgénico.

La actividad bioldgica fue determinada en muestras de leche obtenidas el dia 11 de
lactancia de hembras transgénicas de las lineas #3 y #50 y de una hembra no transgénica.
Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 9. No se detectd actividad bioldgica
lactogénica en la muestra de leche de la hembra no transgénica. Si se detecto actividad
lactogénica proliferativa en las muestras de leche de las lineas #3 y #50: 1051 — 1060
mU/ml y 7900 mU/ml, respectivamente. Cabe destacar que estos valores equivalen a
0,350 mg/ml y 2,6 mg/ml de la hormona estandar utilizada en el ensayo, valores que son
coincidentes con los determinados por RIA en las muestras de leche de hembras
transgénicas. De estos datos se puede concluir que la actividad lactogénica de la hGH
recombinante producida en la leche de ratonas de las lineas #3 y #50 es similar a la hGH

estandar utilizada en el ensayo.
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Tabla 9: Actvidad biolégica de la hGH recombinante. Actividad bioldgica in vitro de
hGH recombinante en muestras de leche de ratonas transgénicas de las lineas #3 y #50.

Linea Actividad Bioldgica Masa equivalente de hGH
(mU/ml) estandar (mg/ml)
FO #3 (t) 1060 0,353
F3 #3 (1) 1051 0,350
#50 (t) 7900 2,633
nt <1 <33x10-3
nt <1 <3,3x10-3

Abreviaturas: FO y F3, Generacion 0 y Generacion 3; t, tansgénico; nt, no transgénico.
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Hdentificacion de secuencias en cis necesarias para la expresion neuronal del gen de

POMC

Recientemente hemos demostrado en nuestro laboratorio que es posible direccionar
transgenes a neuronas de POMC de ratones transgénicos, utilizando 13 kb de la region 5'
flanqueante del gen de POMC de raton (Young e al., 1998). Los transgenes utilizados, -
13/+14POMC* y —13/+8POMC* (figura [9), también dirigieron una correcta expresion
transgénica en células hipofisarias de POMC (tabla 10 ). En cambio, cuando la longitud
del promotor se redujo a 2 kb, utilizando la construccion —2/+-8POMC* (figura 19), la
expresion fue solo adecuada en células endocrinas hipofisarias, sin observarse expresion
transgénica en neuronas del SNC (tabla [0). Sabiamos, entonces, que la informacion
necesaria para activar la transcripcion de POMC en neuronas endorfinérgicas reside
dentro de las 11 kb existentes entre -2 y —13 kb de la region S' flanqueante. La intencion
de nuestro laboratorio, a largo plazo, consiste en aislar este elemento responsable de la

expresion de POMC en neuronas (nPOMC).

Tabla 10: Analisis delecional realizado en ratones transgéncos que permitié ubicar
nPOMC dentro de un fragmento de 11 kb de la region 5’flanqueante de POMC (entre —
13 y -2 kb).

Transgén # de lineas Hipofisis Hipotdlamo
-2/+8POMCH* 6 6/6 0/3
—13/+14POMC* 3 373 3/3
—13/+8POMCH* 3 3/3 3/3
—-2/+14POMC* 3 373 0/3

*El asterisco denota la presencia de un oligo heterodlogo de 30 pb insertado en exon 3 de POMC.

En una primera etapa planeamos, mediante un analisis delecional en ratones
transgénicos, llegar a aislar a nPOMC a una resolucion de 4 kb. Para ello dividimos a las
11 kb a estudiar en 3 segmentos contiguos: distal (de ~13 a -9 kb), medio (de -9 a -5 kb)
y proximal (de -5 a -2 kb).
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En los experimentos previos, la expresion transgénica era determinada por hibridizacion

in situ usando sondas oligonucliotidicas, marcadas con a[**S]dATP, que reconocen una
secuencia heterologa de 30 pb insertada en el exon 3 de los transgenes de POMC (figura
2). Las secciones de cerebro eran sumergidas en una emulsion fotografica y para resolver
los transcriptos a nivel celular se requerian tiempos de exposicion de aproximadaimente
20 - 30 dias.

Para lograr disminuir los tiempos de trabajo, se inserté un casete con la el gen de la
proteina verde fluorescente de medusa en una version humanizada (EGFP), que permite
analizar la expresion del transgén en forma inmediata a los cortes con criostato por
visualizacion en microscopio de fluorescencia

Construimos 3 transgenes nuevos para cubrir los segmentos distal (—13/+8POMC-EGFP)
medio (-9/+8POMC-EGFP) y proximal (-5/+8POMC-EGFP) de la region 5’
flanqueante del gen de POMC de raton (Figura 19).

El casete de EGFP, que ademads contiene secuencias de poliadenilacion del virus SV40,
se inserto en un sitio Stul del exon 2 de POMC, previo al ATG que funciona como inicio
de traduccion.

Para determinar si las maquinarias de transcripcion y traduccion eran capaces de
interpretar la informacion del gen de fusion y producir EGFP, previo a la generacion de
animales transgéncos, se hizo una transfeccion transiente en la linea celular
corticotropica de raton AtT20, que expresa POMC. Considerando que las tres
construcciones fueron realizadas por inserciones de secuencias 5’flanqueantes, de POMC
de diferente tamaifio, al plasmido p-2/+8POMC-EGFP (figura 19, ver materiales y
métodos), que ya tenia el casete de EGFP insertado, la transfeccion se hizo solamente
con el plasmido p-5/+8POMC-EGFP.

Como control de transfeccion se incluyo un plasmido conteniendo el gen de la B-
galactosidasa bajo el control transcripcional del promotor de CMV. También, para
determinar la especificidad de la expresion de EGFP, se hicieron transfecciones
transientes con ambos plasmidos en la linea celular fibroblastica de raton SNL/76.

Como era de esperarse, la expresion de EGFP solo se produjo en células AtT20, mientras

que en ambas lineas celulares se detectd B—galactosidasa (figura 20).
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Figura 19: Transgenes utilizados para el analisis delecional destinado a encontrar el
elemento regulatorio nPOMC

Los transgenes —2/+8POMC*, —13/+14POMC*, —13/+8POMC* y —2/+14POMC* fueron
utilizados en analisis delecionales previos y permitieron ubicar al elemento nPOMC en
entre —2 y —13 kb del inicio de transcripcion del gen de POMC (Rubinstein et al.,1993;
Young et al., 1998). El transgén —2/+8POMC-EGFP, una version de —2/+8POMC* con
un casete de EGFP insertado en el exén 2 previo al ATG que demarca el inicio de la
transcripcion,fue generado durante el presente trabajo y se utilizO para construir los
transgenes, —13/+8POMC-EGFP, —9/+8POMC-EGFP y —5/+8POMC-EGFP, destinados
al analisis delecional para resolver el elemento nPOMC dentro de las porciones distal (—
13/-9 kb), media (—9/-5 kb) y proximal (-5/-2 kb). Simbolos: rectangulos negros, exones
de POMC; rectangulo verde, EGFP; rectangulo rojo, secuencias poly A de SV40; linea
azul, oligonucleotido heterdlogo de 30 pb insertado en el exon 3; lineas negras, intrones y
regiones flanqueantes de POMC. Abreviaturas: B, BamHI; E: EcoRI; N, Notl; Nh, Nhel;
Sa, Sall, Sm, Smal.
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Figura 20: Tansfecciones transientes con la construccion —-5/+8POMC-EGFP

A: Células Att—20 transfectadas con el plasmido —5/+8POMC-EGFP, visualizadas en
microscopio de fluorescencia. B, células Att—20 transfectadas con la construccion CMV-
B—gal. C, células SNL76 transfectadas con la construccion CMV—3—gal.

Una vez que se pudo constatar que las construcciones funcionaban correctamente, se
procedié a generar animales transgénicos. Se realizo la microinyeccion pronuclear de
embriones de una célula que fueron transferidos a hembras pseudoprefiadas. Los ratones
nacidos a partir de embriones microinyectados se diagnosticaron por PCR, para la
presencia, luego del destete. Como los transgenes, al igual que los usados en trabajos
previos, contienen insertado un oligo heterélogo de 30 pb en el exdén 3, la estrategia
utilizada se baso en la utilizacion de primers a ambos lados del oligo. De esta forma se
amplifica una banda de 210 pb a partir de los transgenes insertados y 180 pb a partir del
gen enddgeno, que por otra parte sirve como control positivo de la reaccion de PCR

(figura 21).
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210 pb

Figura 21: Estrategia por PCR utilizada para realizar el screening de animales
transgénicos.

La insercion de un oligonucledtido heterologo de 30 pb en el exén 3 del gen de POMC,
en los transgenes, permite amplificar por PCR bandas de diferente tamafio a partir del
gen endogeno (A) y de los transgenes (B), utilizando el mismo set de primers (ver
materiales y métodos). Simbolos: rectangulos negros, exones de POMC; rectangulo
verde, EGFP; rectangulo rojo, secuencias poly A de SV40; linea azul, oligonucledtido
heterélogo de 30 pb insertado en el exdn 3; lineas negras, intrones y regiones
flanqueantes de POMC. Abreviatura: E3: exén 3 de POMC; 329, primer sentido; 330,
primer antisentido.

En la tabla 11 se muestra el resultado de los secreenings realizados por PCR. En total se
detectaron 9 animales transgénicos, 4 para la construccion —5/+8POMC-EGFP, 4 para —
9/+2POMC-EGFP y una para —13/+8 POMC-EGFP.

Una camada de 6 ratones nacidos a partir de embriones microinyectados con —
5/+8POMC-EGFP debio¢ ser sacrificada luego del parto (animales en estadio P1), porque
la madre se encontraba en mal estado. El analisis por PCR a partir de ADN extraido de

cola diagnostico dos animales transgéncos, los FOs #7 y #8 (figura 22). A estos animales
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se les extrajeron las cabezas enteras y se guardaron a —-70 °C hasta el momento de

procesadas. El evento de transgénesis en estos ratones no se confirmd posteriormente por
Southern blot por falta de ADN. Otro de los animales transgénicos para la misma
construccion, el macho [F0 #13, fue diagnosticado con mucha dificultad. Apenas pudo
visualizarse por PCR una banda diagnostica del transgén (figura 23A). Este animal no
pudo ser detectado por Southern blot (figura 23B), utilizando una sonda de 1,2 kb
BamHI/Nhel correspondiente al primer exéon de POMC. Sin embargo, la transgénesis en
este raton se confirmé porque dejo descendencia transgénica (tabla 12). Es probable que
el FO #13 haya tenido bajo numero de copias insertados en tandem, que sumado a un alto
grado de mosaicismo, mantendria la concentracion del transgén en el ADN extraido por
debjo del umbral de deteccion por Southern blot. Otra explicacion posible seria la
insercion de un transgén con la zona homologa a la sonda deletada por algin evento de
recombinacion, lo que determinaria, probablemente, que el transgén no se exprese
correctamente.

El resto de los animales transgénicos, el [FO #18 para la construccion —5/+8POMC-EGFP,
los FOs #1, #4, #7 y #8 para la construccion -9/+8POMC-EGFP y FO #5 para la
construccion —13/+8POMC-EGFP se detectaron por PCR y Southern blot (tabla 11).

Tabla 11: Screening de animales nacidos a partir de embriones microinyectados con
transgenes de POMC/EGFP

Transgén Nacimientos de  Animales transgénicos  Animales transgénicos
embriones FO detectados por PCR FO detectados por
microinyectados Southern blot
-5/+8POMC-EGFP 18 4 If
-9/+8POMC-EGFP 8 4 4
—13/+8POMC-EGFP 1 1

¥ S6lo fueron sometidos a analisis por Soutehrn blot dos de los animales FO detectados por PCR.
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Figura 22: Detecciéon por PCR de ratones postparto transgénicos —5+/8 POMC-
EGFP

PCR de muestras de ADN de una camada de ratones postparto nacidos a partir de
embriones microinyectados con el transgén —5/+8POMC-EGFP. Los FO #7 y #8
resultaron transgénicos. Los primers utilizados fueron el #329 (sentido) y el #330
(antisentido), que aparean sobre el exon 3 de POMC (ver figura 21).

<« POMC endégeno

<3 kb (transgén)

Figura 23: Analisis de ratones transgénicos para —5/+8 POMC-EGFP por PCR y
Southern blot

(A): PCR de muestras de ADN de una camada de ratones nacidos a partir de embriones
microinyectados con el transgén —5/+8POMC-EGFP. El FO #18 resulté transgénico,
mientras que el FO #13 se diagnostico como dudoso. Los primers utilizados fueron el
#329 (sentido) y el #330 (antisentido), que aparean sobre el exén 3 de POMC (ver
figura2l). (B).Southern blot de muestras de ADN digeridas con BamHI de los ratones FO
#13, dudoso segun el diagnostico por PCR, y FO #18, transgénico por PCR. Para hibridar
se utiliz6 una sonda radiactiva BamHI/Nhel de 1.54 kb, correspondiente al intrén 1 del
gen de POMC (ver figura 19).
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Heredabilidad de los transgenes

Todos los animales fundadores diagnosticados, excepto los animales #7 y #8 de la
construccion -5/+8POMC-EGFP sacrificados en P1, fueron capaces de heredar el
transgén a crias FIl. Por lo tanto, en todos los casos el evento integratorio se produjo en
un estadio que asegur6 la presencia del transgén en la linea germinal. Mientras tanto,
algunos de FO resultaron mosaicos debido a que la frecuencia de transgénesis en las crias

F1 resulté muy por debajo del 50% (Tabla 12).

Tabla 12: Heredabilidad de las distintas lineas transgénicas obtenidas con las distintas
construcciones

Transgén Animal fundador Sexo F1 transgénicas/ F1 totales
(%)
FO #7 - Sacrificado en P1
FO #8 - Sacrificado en P1
~5/+8 POMC-EGFP FO #13 M 5/25 (20)
FO#18 M 4/9 (44)
FO #1 M 6/18 (33)
FO #4 M 9/13 (69)
-9/+8 POMC-EGFP FO #7 M 3714 21)
FO #8 H 2/7(29)
—13/+8 POMC-EGFP FO # M ND

Abreviaturas: M: macho; H, hembra; F, filiacion; P1, postparto 1; ND, no determinado.

Estudio de la expresion de EGFP en los ratones transgéncos

Para visualizar la expresion de EGFP, se extrajo la cabeza de animales P1 o el cerebro
por y la hipofisis, en forma separada, de animales adultos previamente fijados in vivo
con paraformaldehido. En todos los casos se hicieron cortes coronales de cerebros
adultos a la altura de nucleo arcuato, de hipofisis adultas y de cabezas enteras de
animales Pl a la altura de la hipofisis y nualcleo arcuato. Los cortes se visualizaron
inmediatamente en microscopio de fluorescencia para determinar o no presencia de

EGFP.
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En la tabla 13 se resumen los datos obtenidos de expresion de EFFP en hipdfisis e

hipotalamo.

Tabla 13: Resumen de los resultados obtenidos de expresion de EGFP en las diferentes
lineas de animales transgénicos generados para realizar en andlisis delecional propuesto

Transgén Expresion hipofisaria Expresion hipotalimica
-5/+8POMC-EGFP 3/4 0/4
-9/+8POMC-EGFP 3/4 0/4

-13/+8POMC-EGFP 1/1 1/1

Los primeros animales estudiados correspondieron a la construccion —-5/+8POMC-EGFP.
Se realizaron cortes coronales de animales de las 4 lineas generadas y se observaron al
microscopio de fluorescencia. En tres lineas, los animales FO P1 #7 y #8 y en animales
adultos F1 de la linea #18 se detecto expresion de EGFP en hipdfisis (figura 24).
Mientras tanto, en varios animales de la linea #13 no se visualizd expresion de EFFP en
hipéfisis. Cuando se observaron cortes coronales de cerebro a nivel del nucleo arcuato de
las cuatro lineas, no se detecto expresion alguna de EGFP. Adicionalmente, se realizé un
experimento de hibridizacion in situ de secciones de cerebro e hipdfisis de los 2 animales
Pl y de un F1 de la linea #18, utilizando el oligo E2-POMC (ver figura 2), que detecta
ARNm de POMC endogeno. Como era de esperarse, en las hipofisis se detecté una fuerte
expresion de POMC en el I6bulo intermedio y en corticotropos. Cuando se anailizaron
secciones seriadas de estos mismos cortes al microscopio de fluorescencia, se observo
una perfecta expresion de EGFP de acuerdo a los patrones transgénicos descriptos
anteriormente (Young ef al. 1998). Contrariamente, cuando se observo la expresion de
EGFP en secciones seriadas que contenian nucleo arcuato y expresion de POMC, la
fluorescencia verde resultd negativa. En la figura 25 se muestra la hibridizacion in situ

realizada para la linea #18.
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Figura 24: Deteccion de EGFP en hipéfisis transgénicas para -5/+8POMC-EGFP
Cortes coronales de cabezas enteras, a la altura de la hipdfisis, de los animales
postnatales FO #7 (A) y FO #8 (B), y de hip6fisis de animales adultos de la linea #13 (C) y
de la linea #18 (D), todos visualizados en el microscopio de fluorescencia.

El analisis de las lineas correspondientes a la construccion —9/+8POMC-EGFP, resultd
muy similar al observado para la construccion —5/+8POMC-EGFP. Las cuatro lineas
generadas se visualizaron al microscopio de florescencia. En tres de ellas se detectod
expresion de EGFP (figura 26). Como ocurrid en la anterior linea, no se detectd
expresion de EGFP en nucleo arcuato de ningun linea.

Estos resultados, a priori, nos indicaban que el elemento nPOMC estaria ubicado en la
porcion distal (entre —9 y —13 kb de la region 57), ya que en trabajos previo se habia
descripto la expresion del transgén —13/+8POMC* (ver figura 19) en nicleo arcuato de
animales transgénicos (Young ef al., 1998). Sin embargo, la expresion de este transgén se
detecto por hibridizacion in situ 'y no por fluorescencia. Por lo tanto, para descartar que
los resultados obtenidos no se deben a la falta de expresion de EGFP en neuronas de
POMC del nucleo arcuato, por alguna cuestion particular de esas células, se generdé una
linea de animales transgénicos con un transgén conteniendo EGFP y las mismas regiones

flanqueantes que el transgén —13/+8POMC*.
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Figura 25: Hibridacion in situ de ratones transgénicos para -5/+8POMC-EGFP
Cortes coronales de hipofisis y cerebro de un animal adulto de la linea #18, transgénica
para —5/+8POMC-EGFP. Los cortes se hibridaron con el oligonucledtido E3 (ver figura
2), que esta dirigido contra secuencias del exon 3 de POMC. En la foto se muestra uno de
los cortes de hipofisis (A), y otro de cerebro en la zona de nucleo arcuato (B). Los puntos
negros revelan la presencia de células que expresan POMC. Una vez realizada la
hibridizacion in situ, se analizaron cortes seriados de las secciones positivas de cerebro
para POMC. En ningun caso se detecto presencia de EGFP en hipotalamo. Abreviaturas:
LI, I6bulo intermedio; Co, corticotropos; NE, neuronas endorfinérgicas.

En la figura 27 se muestra el patron de exprsion de EGFP en cortes coronales de la
cabeza un animal P1 de la linea generada con el transgén —13/+8POMC-EGFP. Como se
observa, la expresion fue detectada tanto en hipéfisis como en el nucleo arcuato.

Para determinar si las neuronas que expresan EGFP son las endofinérgicas, se hizo un
ensayo de colocalizacion con un anticuerpo policlonal anti f—endorfina (figura 28). Los
resultados muestran muy claramente que aproximadamente el 95% de las neuronas que

expresan POMC en hipotalamo pueden tranducir el gen endégeno de POMC. Por lo
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tanto, este control realizado, nos permition acotar la resolucion del elemento nPOMC,

acuatnte en cis, a una resolucion de 4kb.

Figura 26: Deteccion de EGFP en hipofisis transgénicas para —-9/+8POMC-EGFP.
Cortes de hipofisis de animales adultos de las lineas #1 (A), #7 (B), #4 (C) y # 8 (D)
visualizados en el microscopio de fluorescencia.

Figura 27: Deteccion de EGFP en embriones transgénicos —13/+8POMC-EGFP

Expresion del gen —13/+8POMC EGFP en una seccion coronal de cerebro de un embrion
transgénico (e14.5). La fluorescencia verde es evidente en neuronas que rodean al tercer
ventriculo del hipotalamo medio basal y en el los l6bulos anterior y medio de la hipofisis
en desarrollo. Abreviaturas: 3V, tercer ventriculo; IL, l6bulo intermedio y AL, Iébulo

anterior.
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Figura 28: Ensayo de colocalizacion en nicleo arcuato de animales adultos
transgénicos para —13/+8POMC-EGFP

(A), Expresion de EGFP en nicleo arcuato de un animal adulto transgénico para —
13/+8POMC-EGFP. (B), la misma seccion luego de una analisis inmunohistoquimico
utilizando un antisuero anti f—endorfina, un suero de cabra biotinilado anti—conejo como
anticuerpo secundario y un conjugado estreptoavidina-Cy3 como fluoroforo.
Abreviaturas: 3V, tercer ventriculo.

Oncogénesis dirigida en ratones transgénicos

La ausencia de una linea celular neuronal que exprese POMC impide, por el momento,
identificar las interacciones que ocurren entre el elemento nPOMC, actuante en cis, y los
factores de transcripcion especificos necesarios para activar la transcripcion de POMC en
neuronas. Considerando que hoy contamos con una herramienta que nos permite dirigir
la expresion de genes heterélogos a neuronas del nucleo arcuato que expresan POMC,
hemos desarrollado una estrategia que nos permitiria inmortalizar neuronas de POMC a
partir de cultivos primarios hipotalamicos de ratones. Esta estrategia esta basada en el
direccionamiento de la expresion de un oncogén a neuronas hipotalamicas de POMC en
ratones transgénicos, mediante el empleo de un promotor tejido especifico. El oncogén
utilizado es el antigeno largo T del virus SV40 (AgT), que interfiere en la regulacion del
ciclo celular bloqueando el control de la proteina p53. Para evitar que las células a las
cuales se dirige la expresion del AgT desarrollen tumores tempranamente y progresen
hacia estadios de indiferenciacion, se opté por utilizar una variante de este gen que

produce una proteina termosensible, el antigeno T tsAS58. Esta version del AgT es
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termolabil a la temperatura corporal del raton. Por lo tanto, permitiria aislar cultivos

primarios e inmortalizarlos a una temperatura permisible de 33,5 °C, para luego crecerlos
en condiciones no permisivas y recuperar el estadio de diferenciacion.

Para lograr el objetivo propuesto se construyd un transgén insertando el gen tsA58 en
segundo exon del gen de POMC, previo al inicio de la traduccion (figura 29). Este
transgeén, —13/+8POMC-tsAS58, también contiene 13 kb de la region 5’flanqueante, la
unidad transcripcional completa (6kb) y 2 kb de la region 3’flanqueante del gen de
POMC. Estas secuencias, como ha sido demostrado en experimentos previos (Young ef
al., 1998) y en el presente trabajo con el transgén —13/+8POMC-EGFP, pueden

direccionar eficientemente la expresion de genes a neuronas hipotalamicas de POMC.

Sonda Bam HI/  Sonda Hind Il
Nhe | (1.54 kb) (0.52 kb)

Figura 29 : Transgén utilizado para dirigir oncogénesis a neuronas endorfinérgicas
El transgén —13/+8POMC-tsAS8, generado para dirigir oncogénesis a neuronas
endorfinérgicas, se construyé insertando una version termosensible del gen del AgT
(tsA58) del virus SV40 en el exén 2 de POMC, previo al ATG que demarca el inicio de
la traduccion. Simbolos: rectangulos negros, exones de POMC; rectangulo rojo, gen
tsA58 del virus SV40; linea azul, oligonucleétido heterélogo de 30 pb insertado en el
exon 3; lineas negras, intrones y regiones flanqueantes de POMC. Abreviaturas: B,
BamHI; H, Hindlll; N, Notl; Nh, Nhel; Sa, Sall; Sm, Smal.

El transgén se microinyectd en el pronucleo de embriones de ratén y se transfirio a
hembras pseudoprefiadas. Los animales nacidos se analizaron para la presencia del
transgén por PCR, utilizando la misma estrategia para diagnosticar los transgenes

utilizados en el analisis delecional previo (figura 21). De un total de 13 ratones nacidos,
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se diagnosticaron 4 animales transgénicos (figura 30A), 3 hembras (#1, #2 y #12) y un

macho (#10).
Estos resultados se confirmaron por un Southern blot hibridado con la sonda

BamHI/Nhel, correspondiente al intrén 1 del gen de POMC (figura 30B).

A

12 3 4 5 6 78 9 10 11 12 13

1 2 10 12 ()

<POMC endégeno

< 6 kb (transgén)

Figura 30: Deteccion de animales transgénicos para —13/+8POMC-EGFP

(A): PCR de muestras de ADN de una camada de ratones nacidos a partir de embriones
microinyectados con el transgén —13/+8POMC-tsAS58. Los FO #1, #2, #10 y #12
resultaron transgénicos. Los primers utilizados fueron el #329 (sentido) y el #330
(antisentido), que aparean sobre el exon 3 de POMC (ver figura2l). (B): Southern blot de
muestras de ADN digeridas con BamHI de los ratones FO #1, #2, #10 y #12, transgénicos
por PCR. Para hibridar se utiliz6 una sonda radiactiva BamHI/Nhel de 1.54 kb,
correspondiente al intron 1 del gen de POMC (ver figura 19).

Todos los animales transgénicos obtenidos se pusieron a aparear para generar los

distintos pedegrees. Infelizmente, las hembras murieron durante el intento a la edad de 8




96
semanas. Las autopsias de los cadaveres de estos animales revelaron la presencia de

tumores en el area hipofisaria—hypotalamica.

El macho FO #10 logré dejar varios descendientes transgénicos F1, que permitieron
establecer esta unica linea. Sin embargo, a las 12 semanas de edad el macho FO #10
empez0 a perder peso y a exhibir una protuberancia craneal de importancia. A los pocos
dias murid, probablemente debido a la compresion cerebral ejercida por el tumor
desarrollado en el area hipofisaria—hypotalamica.

En total, el macho FO #10 dejo una descendencia de 17 crias F1 transgénicas, 9 hembras
y 8 machos. Cuatro de esas hembras se pusieron a aparear a las 5 semanas de vida. A las
9 semanas, todas ellas, pese a poseer sintomas evidentes de tumores (protuberancia
craneal y bajo peso), lograron parir crias. Sin embargo, 3 de las hembras no
sobrevivieron el periodo de lactancia (murieron entre la semana 10 y 11) y la cuarta, a
pesar de haberlo resistido con dificultad murié en la semana 13. Contrariamente, las
hermanas transgénicas no apareadas empezaron a manifestar sintomas de tumor al tercer
mes y murieron todas entre el tercer y cuarto mes. Los machos parecen ser mas
resistentes a los tumores. En general pueden ser apareados sin problemas a partir de la
semana 7 de vida y en varios casos mostraron capacidad de copular hembras ain con
sintomas evidentes de tumor. En general resisten hasta el quinto mes sin problema. Por lo
tanto, la expansion del pedigree se realizo siempre por medio de machos jovenes.

En la figura 31A se muetra como se observa el avance del tumor fenotipicamente. El
primer sintoma de tumor se detecta por la protuberancia que sale de la parte superior del
craneo, como se observa en el raton de la izquierda;, posteriormente, los animales
avanzan hacia un cuadro donde muestran una gran pérdida de peso, dificultades para
movilizarse, curvatura a nivel de la espina dorsal y logicamente, una mayor
protuberancia (figura 31A, izquierda y figura 31B).

Cuando se disecta el cerebro de los animales con sintomas avanzados del tumor, se
puede detectar que la protuberancia surge como consecuencia del crecimiento
desmesurado de la zona hipofisaria~hipotalamica en la base del craneo. A simple vista o
utilizando una lupa, no es posible diferenciar entre hipotalamo e hipofisis. De hecho,

ambas partes no pueden separarse en estos ratones. Sin embargo, si pueden separarse
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juntas del resto del cerebro. Cuando esto se realiza queda en evidencia una hendidura

debido a la compresion ejercida.

Figura 31: Ratones transgénicos con tumores en la region hipofisaria—hipotaldmica
(A): A la izquierda se muestra un raton transgénico para —13/+8POMC-tsAS58 con una
pequeiia protuberancia craneal, primer sintoma visible del tumor en la zona hipofisaria—
hipotalamica. A la derecha se muestra otro raton transgénico para —13/+8POMC-tsAS8
con sintomas mas avanzados del tumor, una protuberancia craneal de gran tamafio y
curvatura a nivel de la espina dorsal. En el centro se muestra un raton wild type. (B): Se
muestra otra posicion del raton transgénico mostrado en (A) con sintomas avanzados del
tumor hipofisario—hipotalamico.

Expresion de tsA58 en tumores

Para detectar la expresion del tsASS8, se hizo un Northern blot a partir de ARN total
extraido de hipofisis e hipotadlmos de animales transgénicos jovenes, aln sin sintomas de
tumor, y tumores de animales con la enfermedad avanzada. También se incluyeron
muestras de hipofisis e hipotdlamo de animales no transgénicos. El Northern blot se
hibridé con una sonda preparada a partir de un fragmento Hindlll de 526 pb

correspondiente a una region interna del tsA58 (figura 32A) y posteriormente con una
























































































	Portada
	Resumen:Tesis Doctoral
	Abstract: Doctoral Thesis
	Introducción
	Objetivos
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Conclusiones
	Referencias

