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RESUMEN

Mediante la ingenieria genética se han generado diversas proteinas recombinantes con
aplicacién terapéutica, conocidas también como Biofirmacos. Dentro de éstos, se han
desarrollado nuevas formas de anticuerpos terapéuticos, cuyas aplicaciones de mayor
éxito estdn en el tratamiento del cancer y de enfermedades autoinmunes.

Los anticuerpos recombinantes son expresados principalmente en células de origen
animal como la linea celular CHO proveniente de tejido ovérico de hamster chino,
utilizando vectores de expresién cuyos genes de interés son comandados por promotores
virales como el promotor de Citomegalovirus (CMV). Sin embargo, estos genes
recombinantes disminuyen su expresién por silenciamiento luego de sucesivos
subcultivos. Para evitar esto, un campo de investigacién es el mejoramiento y
generacion de nuevo vectores de expresion con promotores optimizados.

La eleccidn de promotores de genes enddgenos de los sistemas de cultivo que presenten
una elevada expresion, junto a modificaciones racionales de los elementos del promotor
core, constituyen una las posibles aproximaciones a dicha problematica.

Se ha demostrado que el gen Rpl14 que codifica la proteina ribosomal L14 tiene una
elevada expresion en tejido ovarico, ademds presenta en su promotor un iniciador rico en
polipirimidinas denominado 5’TOP (o TCT, o simplemente TOP, de ahora en adelante)
tipico de genes de proteinas ribosomales, que le brinda caracteristicas esenciales para el

control traduccional, con el propdsito de mantener un nivel adecuado de la maquinaria

de sintesis proteica. El promotor del gen Rpl14 no contiene elementos de promotor core




como caja TATA, INR, DPE ni MTE, los cuales se han visto pueden actuar
sinérgicamente en lineas celulares de origen de humano.

Frente a esto, se propuso utilizar como base la region correspondiente al promotor core
del gen Rpli4 que contiene el motivo TOP, incorporando ademds elementos como caja
TATA, INR, MTE y DPE en diferentes conformaciones, para posteriormente afiadir la
region que contenfa parte del primer exén no traducido, primer intrén y parte del
segundo exon no traducido de dicho gen (en adelante, regién EIE). Con estos elementos
se generaron diferentes promotores con el objetivo de clonarlos en un vector de
expresién que portase el gen reportero sin promotor que codifica la enzima luciferasa, y
asi estudiar el nivel de expresién de dichas construcciones mediantc transfecciones
transientes en células CHO-K1. De ese modo, se pudo establecer que en esta linea
celular existe una complementariedad funcional entre la caja TATA y TOP, TATA e
INR, y este ltimo par con los motivos MTE-DPE, no asf entre la combinacion TATA-
TOP y MTE-DPE. Ello implica que algunos motivos que no estdn naturalmente juntos
en promotores, pueden funcionar cooperativamente a pesar de que sean diferentes las

proteinas que los unen para reclutar a la maquinaria transcripcional.




1. INTRODUCCION

1.1 Productos Biofarmacéuticos.

Los productos biofarmacéuticos son reactivos clinicos, vacunas y drogas que se elaboran
usando técnicas de ingenieria genética para usos terapéuticos, tratamientos preventivos y
diagndstico (Zhu, 2012). Dentro de éstos se encuentran las proteinas recombinantes,
incluyendo los anticuerpos monoclonales, cuyas aplicaciones de mayor éxito estan en el
tratamiento del cancer y de enfermedades autoinmunes, debido a su elevada

especificidad y afinidad.

La produccién industrial de anticuerpos monoclonales se lleva a cabo generalmente
usando sistemas de cultivo celular de origen mamifero, ya que éstos son capaces de
realizar un correcto plegamiento de las proteinas, ademas de complejas modificaciones
post-traduccionales, esenciales para la actividad biologica del producto (Hauser &
Wagner, 1997). Los principales sistemas que suplen la industria biofarmacéutica son
lineas celulares como las derivadas de células de ovario de hdmster chino; CHO (del
inglés, Chinese Hamster Ovary), de rifién de hamster; BHK (del inglés, Baby Hamster
Kidney), de hibridomas murinos, y de célutas humanas como HEK (del inglés, Human
Embryonic Kidney). De estos sistemas, el mas usado es el que emplea las células CHO,
aisladas en los afios *50 (Zhu, 2012). Estos sistemas son transfectados con vectores de
expresion portando los genes de interés, los cuales generalmente estin dirigidos por
promotores virales como CMV (Citomegalovirus) o SVA0 (del inglés, Simian

vacuolating Virus 40). Sin embargo, la transcripcidn de estos genes recombinantes




disminuye considerablemente luego de sucesivos subcultivos, ya que ocurre un
silenciamiento debido a metilaciones de la region promotora viral y/o modificaciones en
los residuos aminoacidicos de las histonas en las proximidades a dichos promotores,
entre otros causas (Yang y col., 2010).

Es por esto que un campo activo de investigacion es la generacién de vectores de
expresion cuyos promotores scan capaces de mantener una produccion sostenible de
proteinas recombinantes. Para lograr este objetivo, una de las aproximaciones es la
modificacion de la secuencia de ADN del promotor, dada su importancia en relacién con

la regulacion de la transcripeion.

1.2 La transcripcion y el promotor core: el sitio de inicio.

La expresion de decenas de miles de genes dentro de la célula estd regulada durante el
crecimiento, desarrollo y en respuesta a estimulos ambientales. En eucariontes, la
transcripcién de genes que codifican proteinas es mediada por la enzima ARN
polimerasa II (ARNPII). El proceso canénico comienza con la unién de un activador a
secuencias de ADN especificas en regiones denominadas potenciadoras o “enhancers”,
fo cual luego promueve el reclutamiento secuencial de los factores de transcripcidn
generales (TFIL D, A, B, E, Hy F) y la ARNPII a los promotores de los genes blancos

(Figura 1) (Thomas & Chiang, 2006).
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| ]
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@ Nucleosoma

Figura 1. Reconocimiento del Promotor Core (PC). En alguna region potenciadora o
“enhancer”, podria unirse un activador que eventualmente inhiba represores, o active complejos
remodeladores de cromatina y/o modificadores de histonas. lo cual favoreceria la union del
factor TFIID a los elementos presentes en los promotores, permitiendo el reclutamiento
secuencial del resto de los factores generales junto a la ARNPII (Modificado de Shandilya &
Roberts, 2012).




Una transcripcion productiva estd determinada por la formacion del complejo de pre-
iniciacion (CPI) funcional en el promotor (Figura 2), seguido por la apertura de esta
region, el escape desde alli de la ARNPII elongando los transcritos, y finalmente
deteniéndose en determinados sitios de término., donde mediante la formacion de un
bucle en el DNA, los genes podrian estar sujeto a sucesivas rondas de transcripcion
basado en la eficiencia del ensamble de CPI y de la reiniciacion (Yudkovsky y col.,
2000; El Kaderi y col., 2009). Importante es mencionar que el procesamiento (que
incluye el “capping”, seguido del corte y empalme, para escindir intrones) de los

transcritos nacientes ocurre co-transcripcionalmente.

@

[ RNAPII

Enhancer Promotor Core

Affhx Acetilacién (H3K9ac)

Metilacién (H3K4me3)

@ Nucleosoma

Figura 2. Ensamble del complejo de Pre-iniciacién (CPI). Luego de la unién del factor TFIID
a los elementos del promotor core, se favorece el reclutamiento secuencial de TFIIB, A, E,Hy F
junto a la RNAPII, formandose el CPl. Esto no necesariamente asegura el inicio de la
transcripcion, pero estabiliza a la polimerasa para que pueda ser fosforilada en la subunidad
CDT, lo cual activa y permite llevar a cabo la elongacion de la transcripcion (Modificado de
Shandilya & Roberts, 2012).




Existen varios puntos criticos en los procesos descritos anteriormente, por fo que en su
conjunto el proceso esta regulado por una amplia variedad de factores, incluyendo los
factores de transcripcion generales, proteinas de unién especifica a promotores y/o
enhancers, factores co-reguladores, complejos modificadores y remodeladores de
cromatina, entre otros (Venters & Pugh, 2009). En tltima instancia, todas las sefiales de
estos factores convergen al promotor durante la iniciacién de la transcripeion, proceso
que podria ser de dos tipos principalmente; una iniciacion focalizada o por otra parte una
iniciacion dispersa. En la primera, la transcripcién comienza desde un tinico nucleétido
o dentro de un rango restringido de nucledtidos, mientras que en la iniciacion dispersa
hay varios sitios débiles de inicio de la transcripcion a lo largo de una regién mas amplia
que la anterior (Lemon B. & Tjian, 2000; Juven-Gershon & Kadonaga, 2010). Los
estimulos de los factores mencionados anteriormente, convergen finalmente en el
promotor core (en adelante, “PC”); regioén que generalmente abarca alrededor de 100 pb
de longitud conteniendo el sitio de inicio de la transcripei6n, y es por ello que dicha
region resulta crucial en la expresion génica. Inicialmente se pensd que todos los PCs
funcionaban via un mecanismo comun, pero se ha demostrado que éste es un
componente estructural y funcionalmente muy diverso, dada la presencia de

subregiones, elementos o motivos que le confieren propiedades especificas.




1.3 Motivos canonicos de PCs.

Estudios en PCs focalizados han llevado al descubrimiento de diversas secuencias,
(denominadas desde ahora elementos o motivos) con caracteristicas conservadas entre
los diferentes reinos y/o especies. Uno de estos elementos es conocido como caja TATA,
el cual posee con una secuencia consenso igual a TATA(A/T)AA, y cuya posicion estd
ubicada alrededor del nucledtido -30 con respecto al sitio de inicio de la transcripcién
(SIT). Esta presente desde arqueas hasta mamiferos, encontrandose en éstos 1iltimos en
aproximadamente sélo el 10-15% de todos los promotores (Kim y col., 2005; Carninci y
col., 2006; Cooper y col., 2006). La secuencia de este motivo es reconocida por la
subunidad TBP (del inglés, TATA-binding protein) del complejo TFIID (del inglés,
Transcription Factor II D) de la ARN polimerasa II (ARNPII). Junto a la caja TATA,
tanto rfo arriba como rio abajo de ésta podria encontrarse otro motivo conocido como
BRE (del inglés, TFII B Recognition Element), el cual se ha reportado que puede
aumentar o disminuir los niveles basales de transcripcion logrados por la caja TATA,

dependiendo de las secuencias adyacentes (Deng & Roberts, 2005).

Otro motivo identificado en PCs de humanos, moscas y virus es INR (del inglés,
Initiator), el cual abarca el sitio de inicio de transcripcion, y es probablemente el motivo
més comiin presente en promotores de genes de humanos y levaduras (Yang y col.,
2007). Es reconocido por las subunidades TAF1 y TAF2 (del inglés, TBP-Associated
Factor) del complejo TFIID de la ARNPIL. En humanos su secuencia consenso es

(C/TXC/T)A(A/CITIGHA/TYHC/TYC/T) y en moscas es TCA(T/G)T(C/T). A pesar de
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que las diferencias entre las dos secuencias, se ha demostrado la funcionalidad del INR

de moscas en cultivo de origen mamifero (Juven-Gershon y col., 2006).

Otro elemento descrito en Ia literatura es MTE (del inglés, Motif Ten Element), el cual se
ha identificado en humanos y moscas rio abajo de INR, entre las posiciones +18 y +27
con respecto al sitio de inicio de la transcripcion, y cuya secuencia consenso es
C(C/G)A(A/G)C(C/G)(C/G)AAC. Inmediatamente rio abajo de MTE, entre las
posiciones +28 y +33, podria encontrarse €l motivo DPE (del inglés, Downstrream
Promoter Element), cuya secuencia consenso es (A/G)G(T/A)(C/TYA/C/G)T. La unién
de ambos elementos se han asociado a las subunidades TAF6 y TAF9 del complejo
TFIID (Lim y col., 2004; Theisen y col., 2010). Tanto en estudios in vifro utilizando la
maquinaria de transcripcion y traduccion purificadas, como en estudios in vivo en lineas
celulares de origen mamifero, se ha visto que la expresion de GFP (del inglés, Green
Fluorescent Protein) como reportero, comandado por un PC sintético portando una caja
TATA, DPE y MTE, presenta mayor actividad en comparacion a otros PCs de origen
viral (Figura 3), y también mayor actividad en comparacién a PCs en donde estd
presente solo uno de los tres motivos a la vez, indicando que existe una
complementariedad funcional entre dichos motivos (Juven-Gershon y col., 2006;

Malecova y col., 2007).
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Adenovirus, MTE y DPE de mosca.
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1.4 Promotores de genes codificantes de proteinas ribosomales y el motivo S"TOP.

Por otra parte, los ribosomas son organelos que catalizan la sintesis de proteinas en todos
los seres vivos. En eucariontes, éstos estin compuestos de cuatro moléculas de ARN
(ARNr) y 79 proteinas distintas. En mamiferos, los genes que codifican los ARNr estan
en multiples copias y agrupados en pocos loci, mientras que los genes que codifican las
proteinas ribosomales estan en una sola copia y dispersos en el genoma (Uechi y col.,

2001).

10




En mamiferos, un 65% de los genes que codifican proteinas ribosomales carecen de caja
TATA en su promotor, y ninguno cuenta con elementos como MTE o DPE. Ademds,
todos los ARNm de estos genes tienen en su extremo 5° una secuencia denominada
5'TOP (del inglés, 5’ Terminal OligoPyrimidine tract) (Roepcke y col., 2006),
conformada sélo de pirimidinas comenzando con una citocina (Levy y col., 1991}, y
cuyo reconocimiento no es por parte del complejo TFIID (Parry y col., 2010) como los
otros motivos de promotores core descritos anteriormente, sino que es reconocido por el
factor TRF2 (del inglés, TBP-Related Factor 2) (Wang y col., 2014). Ademas, se ha
demostrado que esta secuencia es esencial en el control traduccional de dichos
transcritos, para asi mantener una cantidad adecuada de la maquinaria encargada de la

sintesis proteica (Levy y col., 1991).

Dada la importancia que posee el ribosoma, y por ende de las proteinas que lo
conforman, la expresién de éstas es mayor cuando hay abundancia de nutrientes
(Hamilton y col, 2006), como lo que ocurre generalmente en los medios de cultivo de
lineas celulares para la elaboracién de productos biofarmacéuticos. Teniendo esto en
consideracidn, no sorprende que en la actualidad exista patentado un vector de expresioén
generado en base al gen que codifica la proteina ribosomal S30. Este vector cuenta con
una region promotora formada por el PC de dicho gen, al cual se le agregd una caja
TATA, seguido del primer ex6n, primer intron y parte del segundo exén. Se demostrd su

actividad transcripcional en células HEK293 (de origen humano), usando como gen
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reportero al gen que codifica GFP, y se obtuvo magnitudes de expresion comparables

con la del promotor del virus CMV (Figura 4) (Hitti y col., 2010).

Figura 4. Vector de expresion

construido en base a promotor

de gen Rps30.

A) Diagrama de vectores de

expresion construidos con

promotores de CMV, de SV40 y
et del gen Rps30, de arriba hacia

A Ty Fomote BURUOR TE T THEpOTEr e~ pohV

tam " W abajo, respectivamente,
2,690,500 B) Intensidad de GFP (en pixeles).
B . ; T e La actividad alcanzada por el
' 390,000 - vector con el promotor SV40 es

8 L axum :
= ] o menor a la obtenida por el
Z 1,000,050 £ ol v promotor RPS30, el cual alcanza
:{; ; = casi 1,5 millones de pixeles, tanto
i seosoo T en ausencia como en presencia de
1 - TNF. El vector construido en base
°-‘:"-‘@ - i, a CMYV alcanza alrededor de 800
& & pawz mil y casi 2 millones de pixeles,
g‘f en Jlas mismas condiciones,
respectivamente (Modificado de

Hitti y col., 2010).

1.5 Importancia del primer intrén y primer exon en los niveles de transeripeion.

La presencia del primer intron en el vector patentado descrito anteriormente, se justifica
pues se ha reportado que algunos transgenes carentes de intrones son expresados en
menores cantidades respecto a los que si poseen (Brinster y col., 1988), ademas también
se ha reportado que la remocion de intrones de genes endogenos disminuye su expresion
considerablemente (Furger y col., 2002). Los mecanismos involucrados en cémo los

intrones pueden contribuir a aumentar la transcripcién es un area de estudio ain en
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desarrollo. Segtin uno de los modelo propuestos, el aumento en la expresion se debe a la
presencia de secuencias especificas dentro del intron que permitirian la union de factores
de transcripcién o complejos activadores de la transcripcion (Parra y col., 2011). Esto se
ve reflejado principalmente en el primer intron, cuya composicion estd enriquecida con
respecto al resto de los intrones en nucledtidos C, G, sus dinucledtidos (Figura 5),

ademas de islas CpG, cajas TATA, CAAT y GC (Li y col., 2012).

Valor u

Nucledtido/Dinucledtido

Figura 5. Enriquecimiento de nucleétidos y dinucleétidos en el primer intron. Eligiendo un
valor de significancia alfa igual a 0.05, valores de u superiores a 1.96 indican un enriquecimiento
o sobrerepresentacién del nucledtido o dinucledtido en el primer intron con respecto al resto de
los intrones considerando el genoma humano (modificado de Li y col., 2012).

Un mecanismo complementario al anterior para explicar la potenciacion de la
transcripcion ante la presencia de un intron, se ha propuesto basandose en que el proceso
de splicing en si mismo favoreceria la transcripcion. Esto se logra, por ejemplo via el

complejo riboproteico Ul snRNP que participa en el splicing, pues éste se asocia con la
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ARNPII, potenciando asi la formaci6n del complejo de pre-iniciacion de la transcripcion
(Damgaard y col., 2008; Das y col., 2007). Ademas, otros componentes de la maquinaria
de splicing han sido implicados en la estimulacién de la elongacién de la transcripcién,
favoreciendo finalmente la generacién de una mayor cantidad de transcritos (Fong &

Zhou, 2001; Lin y col., 2008).

Asi como el primer intrédn de cada gen puede tener una influencia sobre los niveles
transcripcion, también el primer exdn parece tener una importancia en el proceso. Se ha
demostrado que ciertas modificaciones en algunas histonas, asociadas a genes
transcripcionalmente activos, como la tri-metilacién de la lisina 4 de la histona 3
(H3K4me3) o la acetilacion de la lisina 9 de la misma histona (H3K9ac) se ubican
especificamente en los limites del primer exdn-intrén. Estas modificaciones favorecen el
reclutamiento de los factores generales de transcripcién como TFIID a los promotores.
Junto a lo anterior, se ha estudiado la relacion entre el largo del primer exdn con la
abundancia de TFIID y ARNPII, encontrando que exones de hasta 250 pb de extension
tienen mas del doble abundancia relativa de estos factores, respecto a exones con un

largo entre 750 y 1000 pb (Figura 6) (Bieberstein y col., 2012).
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Figura 6. Largo del primer exén y presencia de TFIID o ARNPIL Distribuciones promedio
de TFIID A) y ARNPII B). Utilizando los datos de ChlP-seq del proyecto ENCODE se calculd
la abundancia de la maquinaria transcripcional relativo al sitio de inicio de tanscripcion (SIT) en
funcion del largo del primer exén (Modificado de Bieberstein y col., 2012)




Planteamiento del Problema

La produccion de proteinas recombinantes utilizando vectores de expresion con
promotores virales como CMYV, se ve fuertemente disminuida Iuego de una serie de
subcultivos debido a metilaciones de la region promotora y/o modificaciones de las
histonas, surgiendo la necesidad de generar vectores de expresidon con promotores
modificados de tal modo que la expresion se mantenga estable.

Considerando los antecedentes expuestos, se postuld que los promotores de genes que
codifican proteinas ribosomales podrian ser buenos candidatos para tomar como base e
incorporar elementos de otros PCs. Por lo tanto, se buscd un criterio que permitiese
decidir con cudl de los 80 genes existentes de este tipo trabajar. Frente a esto, un estudio
comparativo de expresién a nivel transcripcional de estos genes utilizando tejidos
humanos como retina, musculo, higado, cerebro, Utero y ovario, indicd que en ovario
existe una elevada expresion del gen Rpll4 en comparacion al resto (Bortoluzzi y col.,
2001). Junto a lo anterior, teniendo presente que la linea celular utilizada como modelo
de estudio (CHO-K1) deriva de tejido ovérico, y que ademas existe una alta homologia
de secuencia nucleotidica de dichos genes en mamiferos (Perry, 2005), se optdé por
utilizar como base el PC y una regién que contiene los dos primeros exones, y €l primer

intron del gen que codifica la proteina ribosomal L14.
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HIPOTESIS
Regiones del gen que codifica para la proteina ribosomal L14, con un promotor con
iniciador de polipiridinas; TOP, junto a elementos DPE (Downstream Promoter
Element) y MTE (Motif Ten Element), son funcionales en vectores de expresion de

proteinas recombinantes en células CHO.

OBJETIVO GENERAL
Generar un vector de expresion con un promotor optimizado para la produccion de

anticuerpos recombinantes en células CHO-K1.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Generar vectores de expresion que porten promotores core con los elementos MTE,
DPE, caja TATA y TOP en distintas combinaciones, y lnego incorporar la regién EIE

del gen Rpl14.

2. Evaluar la actividad transcripcional de los vectores generados mediante ensayos
reporteros utilizando enzimas luciferasas, luego transfectar transientemente células

CHO-K1.
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2. MATERIALES Y METODOS.

2.1. Materiales.

2.1.1 Cepa Bacteriana.

En este trabajo se utilizd la cepa comercial de E. coli DH5-a, se utilizé para la
transformacion y replicacion de plasmidios. Se cultivé a 37°C con agitacién constante
durante toda la noche en medio completo LB liquido (Luria Bertani: 5 g/L extracto de
levadura, 10 g/L triptona, 10 g/L. NaCl, a pH 7.0). Cuando los cultivos se realizaron en
placas, se adiciond agar al 1,5% al LB, y para aquellas cepas portadoras de plasmidios
que confieren resistencia a ampicilina (Sigma-Aldrich, EE. UU.), se suplement6é con
dicho antibiético a una concentracion final de 100 pg/ml. En el caso de la seleccion de
transformantes con el vector pGEM-T Easy (Promega, EE. UU.), las placas se
suplementaron ademds con el sustrato X-Gal a una concentracion final de 30 pg/ml,
junto al inductor Isopropil B-D-1-tioglactopirandsido (IPTG) (ambos de Sigma-Aldrich,
EE. UU.) a una concentracién final de 100 mM, de tal manera de seleccionar las
colonias blancas. Esto debido a que la region de miltiple clonamiento se encuentra
dentro del gen LacZ, el cual codifica la enzima P-galactosidasa por lo que se ve

interrumpida la hidrolisis del X-Gal, evitando la coloracion azul.

2.1.2 Células eucariontes.

El presente trabajo utilizé la linea celular derivada de ovario de hémster chino;
CHO-KI, la cual siempre se cultivé, a menos que se indique lo contrario, en medio

DMEM/F-12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12) (Invitrogen,
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EE. UU.), suplementado al 10% v/v de suero fetal bovino (SFB) (HyClone, EE. UU.),

1% v/v penicilina/estrepiomicina (HyClone®, EE. UU.) y 1% v/v L-glutamina

(HyClone®, EE. UU.), incubadas al 5% de CO2y a 37°C.

2.1.3 Plasmidios.

Las caracterfsticas generales de los vectores comerciales o generados previamente, tanto

para subclonamiento como para expresion utilizados en el presente trabajo se encuentran

resumidas en las siguientes tablas:

Tabla 1. Plasmidios comerciales?® utilizados en el presente seminario.

Plasmidios Caracteristicas principales Origen

pGEM-T Easy  Vector de clonamiento. Confiere Promega, EE. UU.
resistencia a ampicilina y porta LacZ
como gen reportero.

pGL 4.17 Vector de expresion. Confiere resistencia Promega, EE. UU.
a ampicilina y Neomicina. Porta LUC2
cOmo gen reportero, sin promotor.

pGL CoreCMV  Generado a partir de la incorporacién del Centro IBT".
promotor core de CMV en pGL 4.17

pGL CMV Generado a partir de la incorporacién del Centro IBT".
enhancer y promotor core de CMV en
pGL 4.17

pGL 4.74 Vector de expresion. Porta hRluc como Promega, EE. UU.

gen reportero bajo el promotor HSV-TK.

2 Vectores generados por R. Zuiiiga en el centro de InmunoBioTecnologfa (IBT) de la
Facultad de Medicina, Universidad de Chile, previos al presente trabajo.
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Tabla 2. Plasmidios generados en el presente seminario de titulo.

Plasmidios Caracteristicas principales (vector base: pGL 4.17)
pGL Corel Elementos del promotor core: TATA y TOP

pGL Core2 Elemento de promotor core: TOP

pGL Core3 Elementos del promotor core: TATA y Inr

pGL Cored Elemento de promotor core: Inr

pGL Core5 Elementos del promotor core: TATA, TOP, MTE y DPE
pGL Core6 Elementos del promotor core: TOP, MTE y DPE

pGL Core7 Elementos del promotor core: TATA, Inr, MTE y DPE
pGL Core8 Elementos del promotor core: Inr, MTE y DPE

pGL Corel-EIE pGL Corel + exonl-intronl-ex6n2

pGL Core2-EIE pGL Core2 + exonl-intronl-exén2

pGL Core3-EIE pGL Core3 + exonl-intronl-exén2

pGL Core4-EIE pGL Core4 + exonl-intronl-exon2

pGL Core5-EIE pGL Core5 + exonl-intronl-exén2

pGL Core6-EIE pGL Core6 + exonl-intronl-exén2

pGL Core7-EIE pGL Core7 + exonl-intronl-exén2

pGL Core8-EIE pGL Core8 + exonl-introni-exén2

2.1.4 Oligonucleotidos.
Todos los oligonucledtidos, usados tanto para la generacion de los diferentes promotores
core como partidores de PCR, se obtuvieron de IDT (Coralville, EE. UU.) y se

enicuentran detallados en la Tabla 3.
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2.1.5 Enzimas.

T4 ADN ligasa, tripsina (New Englands BioLabs, EE. UUJ.).

PNK, Nhel, BgllI, Hind/II, Fosfasa alcalina, (Fermentas, EE. UU.).

Tag ADN polimerasa (Invitrogen, EE. UU.).

2.1.6 Marcadores de ADN.

Marcador de ADN cuantificado, escala de 100 pb (Winkler, Chile).

Marcador de ADN Lambda/HindiIl (Winkler, Chile).

2.1.7 Otros reactivos y sistemas comerciales.

Agar (Becton Dickinson, EE. UU.).

Agarosa (Winkler, Chile).

Albiimina de Suero Bovina (BSA) (Sigma-Aldrich, EE. UUL).

Ampicilina, (Sigma-Aldrich, EE. UU.).

Bromuro de etidio (Sigma-Aldrich, EE. UU.).

dNTPs (Omega Bio-tek, EE. UU.).

Dual-Luciferase Reporter Assay System, (Promega, EE. UU.,).

Etanol, Glicerol, IPTG, X-Gal (Merck, Alemania).
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Membrana de nitrocelulosa (Millipore).

Penicilina/estreptomicina, L-glutamina, Suero Fetal Bovino (Invitrogen, EE. UU.).

PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega, EE. UU.).

Todas las sales, dcidos, bases: Winkler, Chile o0 Merck, Alemania.

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, (Promega, EE. UU.).

PGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega, EE. UU.)

2.1.8 Soluciones y Medios de cultivo.

PBS: NaCl a 250 mM, KCI a 20 mM, Na;HPO4 a 48 mM, KH2PQ4 a 1.5 mM. Se

autoclavo antes de uso.

DMEMY/F12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12): cada sobre

de medio DMEM/F12 se disolvié en 1 L de agua bidestilada estéril, se le agregd 1.42

g/L. de NaHCOs. Se ajusté a pH 7.0-7.2, se filtré y autoclavé.

LB (Caldo Luria Bertani): 5 g/L. de Extracto de levadura, 10 g/I. de Triptona, 10 g/L de

NaCl. Se ajustd a pH 7.0 y autoclavo.

Placas LB Agar: 5 g/I. de Extracto de levadura, 10 g/L. de Triptona, 10 g/l. de NaCl, 15

g/L de agar y se autoclavo.

LB-Glicerol: LB liquido + Glicerol al 15% (v/v). Se autoclavo.
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Amortiguador TBE 5x: Tris base a 89 mM, Acido bérico a 89 mM, EDTA a 2 mM, se

ajusto a pH 8.3 - 8.7.
Amortiguador TE: Tris-HCL a 10 mM, EDTA a 1 mM. Se ajust6 a pH 8.0 y autoclavé.

Amortiguador de carga de DNA 6x: 10mM de Tris-HCl (pH 7.6), 0.03% de azul

bromofenol, 0.03% de xilencianol, 60% de glicerol, 60mM de EDTA.
Amortignador Carbonato: Na,COs a 0.015 M, NaHCO; a 0.0035 M, pH 9.5.

PEI (Polietilenimina): de peso molecular 25 kDa 1,0 pg/mL en su forma lineal (Sigma-

Aldrich®, EE. UU.).

2.2 Métodos.
2.2.1 Generacion de vectores “pGL core 1-8”.

Tomando como base la secuencia de ADN del PC del gen Rpli4 (Gene ID: 100774219.
GenBank, NCBI), se agregaron diferentes combinaciones de los motivos caja TATA,
TOP, INR, MTE y DPE, y se construyeron 8 PCs, Para ello, se disefiaron secuencias de
oligonucledtidos de tal modo que cada uno de los ocho promotores se formase mediante
dos secuencias de ADN de doble hebra (ADNdh) de alrededor de 50 pb cada una, donde
el extremo 3° de un ADNdh era cohesivo y complementario al extremo 5° del otro
ADNdh. A su vez, cada ADNdh se formé por dos hebras simples de oligonucleétidos

complementarias entre si. Finalmente, cada promotor formado por las dos secuencias de
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ADN(dh, tenfa extremos 5° y 3” compatibles para ser ligado directamente en un vector
digerido por las enzimas Nhel y Bgll, respectivamente. Todo el proceso se esquematiza
en la Figura 7 y la secuencia de los 8 PCs con sus respectivos motivos se observa en la
figura 8. Brevemente, cada oligonucledtido fue independientemente fosforilado por la
enzima PNK a 37°C durante una hora. Luego, para formar las secuencias de ADNdh se
mezcld cada pareja de oligonucledtidos complementarios entre si en un tubo eppendorf
diferente, se calentd en un “termoblock™ hasta 100°C por cinco minutos, y
posteriormente se dejo enfriar a temperatura ambiente. Las dos secuencias de ADNdh
junto al vector pGL 4.17 (previamente digerido con las enzimas Nhel y Bgli/ durante 3
horas a 37°C, separado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y purificado
utilizando el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System) se utilizaron para las
reacciones de ligacion, es decir se ligaron 3 moléculas de ADN a la vez, utilizando la
enzima T4 ADN ligasa a 16°C durante toda la noche. La reaccién de ligacién se
componia de 5 pL de oligonucleétidos foéforilados a 100 pM, 2 pL de amortiguador
10X de T4 DNA ligasa, 1 pL de ligasa, 100 ng de plasmidio digerido y se complet6 con

agua hasta los 20 pL.

Posteriormente las ligaciones se dializaron contra agua bidestilada durante 15 min,
utilizando membranas de nitrocelulosa “Millipore Type-VS™ para luego llevar a cabo la

electrotrasnformacion de E. coli DH50 y posterior chequeo mediante PCR colonia.
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2.2.1.2 Electrotransformacion de E. coli DH50.

Con el propoésito de transformar E. coli DH5a con cada una de las construcciones, se f1j6
el electroporador en 2,5 KVolts y se generd una descarga durante 4.5 mseg, agregando
inmediatamente 1 mL de LB en condiciones de esterilidad al lado de mechero. El
contenido de la cubeta se transfirié a un nuevo tubo eppendorf y se incubo a 37°C
durante una hora. Luego diferentes diluciones se sembraron sobre placas LB-agar mas
ampicilina. Una vez secas las placas, éstas se incubaron de forma invertida durante toda

la noche a 37°C.

2.2.1.3 PCR Colonia.

La bisqueda de transformantes que incorporaron los promotores-en el vector pGL 4.17
se realiz6 mediante PCR colonia, utilizando los partidores LucRevOlfw sentido y
RVprimer3rv antisentido, los cuales amplifican alrededor de 300 pb a partir del vector
pGL 4.17 sin inserto, y alrededor de 400 pb si el clonamiento de los promotores fuese
exitoso. Para cada reaccién de amplificacion de ADN con la enzima Tag ADN
polimerasa se mezclaron los siguientes reactivos: tampén PCR de enzima 10X (2.5 pL),
MgClz 50 Mm (0.75 pL), mezcla ANTPs 10 mM (0.5 pL), partidor sentido 10 pM (0.5
puL), partidor antisentido 10 uM (0.5 pL), enzima ADN polimerasa SU/L (0.5 pL), agua
c.s.p. 25 ul, y con una punta estéril se pic6 una colonia y se introdujo en la mezcla de

PCR descrita. Se utilizé el programa de PCR consistente en 1 ciclo de 94°C por 5 min,
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35 ciclos de 94°C por 30 s, 55°C por 30s, 72°C por 60 s; seguido por 1 ciclo de 72°C por

10 min.

2.2.1.4 Extraccion ADN plasmidial.

Una vez confirmado por PCR colonia la incorporacion del clonamiento del inserto de
interés, se procedid a cultivar las colonias positivas en LB liquido més ampicilina
durante toda la noche, con el propdsito de extraer ADN plasmidial mediante el kit
comercial PureYield™ Plasmid Miniprep System, de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Usando ¢l ADN plasmidial, nuevamente se realizd PCR para detectar la
presencia del promotor en el vector pGL4.17, y luego se confirmé mediante

secuenciacion automatica (OMICS Solutions, Pontificia Universidad Catdlica de Chile).

2.2.2.1 Generacion de vector “pGEMT Easy-EIE”.

A partir de la secuencia del gen Rpll4 disponible en la base de datos del NCBI (Gene
ID: 100774219), se disefiaron los partidores Int2Fw sentido y Int2Rv antisentido, que
amplifican la regién comprendida desde la posicion +69 hasta +1175, ex6n 1, intrén 1 y
ex6n 2 del gen Rpll4 (de ahora en adelante; “region EIE™), las con respecto al sitio de
inicio de la transcripcion, e incorporan sitios de restriccion para enzimas Bgll y HindI/1,
respectivamente. A partir de ADN gendmico extraido de células CHO-K1, se amplifico
la regién EIE y el tamafio esperado del producto de PCR se chequeé mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%, y posteriormente se purificd utilizando el kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System. Una vez confirmado el tamafio del
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producto de PCR, se procedi6 a subclonarlo en el vector pGEMT Easy, de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Con el producto de esta ligacion, se electrotransformé E.
coli DH5a (utilizando el protocolo anteriormente descrito) y se sembraron en placas
LB/Agar/Ampicilina/X-Gal/IPTG. Esta vez las colonias positivas se seleccionaron en
funcién del color, pues la incorporacion del inserto interrumpe la regién codificante del
péptido-a de la enzima B-galactosidasa, debido a lo cual no es posible hidrolizar el
X-Gal y no se produce la coloracién azul. Luego, para confirmar la incorporacion del
producto de PCR en el vector, se procedié a realizar PCR colonia utilizando los mismos
partidores empleados en la amplificacién desde ADNg; Int2Fw sentido y Int2Rv
antisentido., Las colonias que resultaron ser positivas fueron posteriormente confirmadas
mediante secuenciaciéon automatica utilizando los partidores T7promoter sentido y SP6

antisentido (OMICS Solutions, Pontificia Universidad Catdlica de Chile).

2.2.2.2 Clonamiento de la region EIE en los vectores “pGL core 1-8”.

Con el propdsito de incorporar la regién EIE rio abajo de los 8 promotores antes
construidos, se procedié a liberar el inserto a partir del vector pGEM-T Easy que lo
contenia. Para esto se llevé a cabo una digestion doble utilizando las enzimas Bglll y
HindIII durante 3 horas a 37°C. Posteriormente, se separé mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1% y se purificé utilizando el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System. Paralelamente, los 8 vectores con los distintos promotores se digirieron con las
mismas enzimas de restriccién y purificados de igual modo. Luego se procedi6 a ligar

cada vector digerido con el inserto durante toda la noche, como lo descrito
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anteriormente. Posteriormente la ligacién se dializd, y se electrotransformé E. coli
DH5a. La presencia de la regién EIE se chequed mediante PCR colonia utilizando los
partidores utilizados anteriormente para amplificar dicha regién a partic de ADNg;
Int2Fw sentido y Int2Rv antisentido. La presencia del inserto se verificd mediante
secuenciacién automatica utilizando los partidores LucRev01fw sentido y RVprimer3rv
antisentido. Todas las colonias cuya secuencia fue confirmada por secuenciacién fueron

seleccionadas y se almacenaron a -80°C en medio LB liquido-Glicerol 15% v/v.

2.2.3 Optimizacién cantidad PEI/ADN en transfeccion de células CHO-K1.

Con el propdsito de determinar cudles era las cantidades de ADN y del polimero
catidnico usado como transportador (en este caso polietilenimina (PEI)), con las cuales
se debia transfectar las células CHO-K1 para obtener mayores unidades relativas de
luminiscencia a las 24 horas, se procedio a efectuar una optimizacion de estas variables.
En este caso el ADN utilizado fue el vector pGL CMYV, el cual contiene el enhancer y
promotor CMV comandando la expresién del gen reportero que codifica para la enzima
luciferasa de luciérnaga, y para normalizar se usé el vector pGL 4.74 cuyo gen reportero

codifica una luciferasa diferente dirigido por el promotor HSV-TK.

Previo a la optimizacion, un ensayo cualitativo se efectué para evaluar de modo general
la supervivencia del cultivo celular frente a cantidades crecientes de ADN y PEL En este
ensayo se encontrd que la cantidad de ADN no resultaba evidentemente relevante en la

sobrevida del cultivo, a diferencia de lo observado para el PEL, puesto que cantidades

31




superiores a 12 pg del compuesto resultaba en una sobrevida fuertemente reducida
(datos no mostrados) acorde a lo reportado en la literatura (Florea y col., 2002; Choi y

col., 2010).

Para esta optimizacion se utilizé un disefio central compuesto. Este disefio es uno de los
mas utilizados para la optimizacién de variables cuantitativas mediante superficies de
respuesta. Dicho método utiliza dos variables cuantitativas, cada una con 3 niveles (-1,
0, 1), y se evallan todas las combinaciones resultantes formadas por un nivel de una
variable con un nivel de lIa otra. Los niveles y cantidades utilizadas en la optimizacion se

muestran en la siguiente tabla:

Tabla 4. Cantidades de ADN y PEI (pg), clasificados en 3 niveles.

Nivel
-1 0 1
ADN((pgy 05 175 3

PEI (pg) 4 8 12

Las transfecciones utilizando las diferentes cantidades de ADN y PEI, se efectuaron
siguiendo las mismas condiciones de incubacion descritas en la siguiente seccion.

2.2.4 Transfeccién células CHO-K1.

Se cultivaron células CHHO-K1 hasta una confluencia del 90%, en una botella T-flask
T-25 con 10 mL de medio de cultivo (seccion Materiales), en una incubadora con COz al
5% y a 37°C. Luego, se extrajo el medio de cultivo y se lavé suavemente 2 veces con

tampén PBS, seguido a lo cual se agregd 1 mL de tripsina 1x y se incubé durante 3
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minutos a 37°C, tiempo después del cual se agregd medio de cultivo como bloqueador.
Se transfirié el contenido de la botella a un tubo falcon de 15 mL, y se colectaron las
células por centrifugacion durante 5 min a 1200 rpm, se contaron las células en una
camara de Neubauer y se sembraron 200.000 células en cada uno de los 24 pocillos de la
placa utilizada, agregando medio de cultivo hasta un volumen final de 500 uL. Se incubd
durante 24 horas. Posteriormente se extrajo el medio de cultivo, y se lavé 2 veces con
tampon PBS. El PEI se incubd junto al vector a transfectar durante 15 min, y luego fue
transferido sobre el cultivo celular recién lavado con PBS, y se agregd medio de cultivo
sin SFB hasta un volumen final de 500 mL. Se cuitivd durante 3 horas, y luego se
procedié a cambiar el medio de cultivo por uno nuevo suplementado con SEB al 10%
v/v. A las 24 horas se midio la actividad luciferasa con el kit Dual-Luciferase Reporter
Assay System, siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.2.5 Co-Transfeccion vectores portando los genes reporteros Luc.

Todos los vectores construidos en el presente seminario de titulo utilizaron como base el
vector de expresion pGL 4.17, el cual contiene el gen que codifica para una luciferasa de
luciérnaga (Photinus pyralis). Con el propdsito de normalizar la luminiscencia, cada una
de estas construcciones se cotransfecté con el vector pGL 4.74, el cual contiene un gen
codificante de una luciferasa distinta; uno de Renilla reniformis o “pensamiento de mar”,
dirigido por el promotor viral HSV-TK. Cabe mencionar que cada una de estas dos
luciferasas tiene un sustrato distinto por lo que la reaccién enzimética de una para

producir luminiscencia no interfiere con la de la otra. Ante lo recién dicho, es necesario
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aclarar que cada una de las luminiscencias de los diferentes vectores construidos se
reporta relativo a la luminiscencia alcanzada por la luciferasa de Renilla reniformis. Las
condiciones a las cuales es sometido el cultivo de células CHO-K1 para realizar las co-
transfecciones, son las mismas a las descritas en la seccion 2.2.4, exceptuando que la
cantidad total de ADN entre los dos vectores (vector con promotor construido en este
seminario y vector con promotor HSV-TK, dirigiendo la transcripcién de luciferasa de
luciéraga y Renilla reniformis, respectivamente) alcanza los 500 ng, los cuales se
reparten en dos cantidades equimolares de cada vector, y la cantidad de PEI fue de 12

1g, masas determinadas de acuerdo al ensayo de optimizacion.

2.2.6 Medicion de luminiscencia.

La luminiscencia de las células co-transfectadas fue medida utilizando el %if comercial
Dual-Luciferase Reporter Assay System (que contiene los compuestos LARII y
Stop&Glo y tampén de lisis mencionados en esta seccién) (Promega, EE. UU.), de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Este kit contiene Brevemente, 24 horas
después de la co-transfeccion, se removi6 el medio de cultivo de los pocillos de la placa,
y las células fueron lavadas 2 veces con tampén PBS, procurando extraer todo el liquido.
Posteriormente se agregd 100 ul. de tampon de lisis, y se incubd durante 15 min en
agitacion en balanza a temperatura ambiente. De este lisado, se transfirié 20 uL a una
placa blanca de medicidén de luminiscencia, se agregd LARII (sustrato de luciferasa de
luciérnaga), se midié la luminiscencia en lumindémetro e inmediatamente después se

agregd Stop&Glo (inhibidor de luciferasa de luciernaga y sustrato de luciferasa de
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Renilla reniformis) y se volvid a medir en el lumindmetro. La medida final de
luminiscencia reportada y graficada es la luminiscencia de luciferasa de luciernaga

dividida por la luminiscencia de luciferasa de Renilla reniformis, (Luc/Ren).
2.2.7 Calculo de lIa Concentracion de ADN por espectrofotometria.

La concentracion de ADN se obtuvo utilizando un espectrofotémetro midiendo a una
longitud de onda de 260 nm. Se calibrd el espectrofotémetro para 0% de Absorbancia
con agua ultrapura estéril y se midié la concentracién de la muestra. La pureza de la
solucion de ADN se determind obteniendo la razén de Absorbancia 260nm/280nm. Para

una solucioén pura de DNA de doble hebra esta raz6n debe estar entre 1,7 y 1,9.

2.2.8. Electroforesis en Gel de Agarosa.

Para un gel de agarosa al 1% p/v se disolvi6 1 g de agarosa en 100 mL de tampon TBE
1x (preparado segiin lo descrito en seccion 2.1.8), se agregd el bromuro de etidio al
0,003% v/v e inmediatamente se depositd sobre la camara de -electroforesis.
Posteriormente se cargd el volumen de las muestras de DNA escogido, disueltas en
buffer de carga de DNA 1x. La electroforesis se realizd a un voltaje constante de 90 V

por aproximadamente 1,0-1,5 h.
2.2.9. Reaccion de ligacion.

La reaccién de ligacién se realizé en un volumen final de 10 ul. utilizando 1,5 U de

enzima T4 ADN ligasa, 100 ng de vector digerido, DNA inserto en una relacién3 al ¢
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incubando por 14-16 h a 4°C en el caso del vector pGEM-T Easy, seglin instrucciones

del fabricante, y a 16 °C en el caso de los vectores pGL.
2.2.10. Extraccion de DNA plasmidial de E. coli.

Para la extraccion de DNA plasmidial desde cultivos de E. coli, las bacterias se
cultivaron en medio LB liquido suplementado con ampicilina y la extraccién de ADN
plasmidial se realiz6 mediante la utilizacion del kit comercial PureYield™ Plasmid

Miniprep System (Promega, EE. UU.), segiin las instrucciones del fabricante.
2.2.11. Analisis estadistico

Los resultados mostrados corresponden al promedio # desviacion estdndar de al menos
tres experimentos independientes para determinar la actividad luciferasa. El estadigrafo
utilizado para comparar multiples grupos fue ANOVA de una via, seguido de la prueba
de Newman-Keuls para las comparaciones a posteriori. Todos los datos se analizaron con el
software GraphPad Prism, versién 5.0 (EE. UU.), excepto el andlisis de optimizacién
que se realizé en el sofiware “IMP, Academic version” (EE.UU). Los valores de p <

0.05 se consideraron estadfsticamente significativos.

2.3 Recursos Materiales y financiamiento.

El presente seminario de titulo fue financiado dentro del marco del Proyecto FONDEF
D09I1190: “Desarrollo de un sistema de expresién optimizado para la produccion de

anticuerpos terapéuticos”.
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3 RESULTADOS
3.1 Objetivo Especifico 1: Generar vectores de expresion que porten promotores
core con los elementos MTE, DPE, caja TATA y TOP en distintas combinaciones, y

luego incorporar la region EIE del gen Rpl14.

Los oligonucleétidos que mediante complementariedad y sobreposicion conformaban
los 8 promotores con diferentes elementos, se clonaron en el vector pGL 4.17 como se
detalla en Materiales y Métodos (secci6n 2.2.1). Dado que cada uno de los promotores
se formaba por dos fragmentos de ADN de doble hebra dé alrededor de 50 pb, el
clonamiento de cada promotor en el vector pGL 4.17 implicaba una reaccion en donde
se ligasen tres moléculas de ADN, lo cual no fue facil de lograr, y se probaron diferentes
proporciones fragmentos:vector, puesto que la razén 3:1 recomendada por el fabricante
no dio resultados positivos en nuestro caso. Una vez logrado el clonamiento del primer
promotor, el protocolo se repitié para los 7 restantes y se obtuvieron los transformantes
en un menor tiempo que el empleado para el primero. Luego, se analizé las colonias
mediante PCR , y luego a partir de las colonias positivas se purificé ‘el ADN plasimidial
con el fin de repetir el PCR usandolo como ADN molde. En la Figura 9, se muestra el
resultado de la amplificacion a partir del PCR usando ADN plasmidial, donde se observa
que en ausencia de inserto se debiese obtener un producto de amplificacién de alrededor
de 300 pb (283 pb exactamente), y en presencia de cada uno de los promotores clonados
el tamafio debiese aumentar a alrededor de 400pb (387pb, exactamente). Como control

positivo de PCR, se utilizd el vector pGL 4.17 sin promotor, y como control negativo no
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se agregd ADN molde. Posterior a la confirmacién por PCR, se procedio a la

verificacion de la secuencia clonada mediante secuenciacion automatica, para lo cual se

enviaron dos clones por cada promotor distinto. En la figura 10 se muestran los mejores

alineamientos de las secuencias tedricas y experimentales. Los promotores core 2, 3, 4,

5, 6 evidenciaron discordancias en 2, 2, 1, 1, 1 nucleétidos con respecto a la secuencia

tedrica (de 104 pb de largo), respectivamente, pero ninguno de los motivos relevantes

(TATA, TOP, INR, MTE-DPE Yy sitios de restriccion) tuvo mutaciones.
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Figura 9. PCR usando como
ADN molde los vectores
“pgL Corel-8” purificados.
Panel A: Carril 1; pGL4.17 sin
promotor clonado  (control
positivo de PCR), carril 2 a 5;
Promotores con los elementos
TATA/TOP, TOP,
TATA/INR, INR,
respectivamente, clonados en
el vector pGL 4.17 y carril 6;
control negativo.

Panel B: Carril 1; control
positivo de PCR, pGL 4.17 sin
promotor, «carril 2 a 5;
Promotores con los elementos
TATA/TOP/MTE-DPE,
TOP/MTE-DPE,
TATA/INR/MTE-DPE,
INR/MTE-DPE
respectivamente, clonados en
el vector pGL 4.17 y carril 6;
control negativo.
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Promotor Corel

00 110 120 130

Experimental [ETATTCTAGGCTTTAGTCGATGGACCTTGCACT

Teodrica

TT('.‘TTTTTCI GTATTCTAGGCTTTAGTCGATGGACC TTGCACT
50 €0 70 80

Experimental |coTaAGOC@CGECCCGTEACCAGGATCCCATCT

Teérica GCTAGOLFCGGCCCGTEACCAGGTTCCCATCTGAGR
) 20 30
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Experimental AARACATTTTCTCTGGCCTARCTGGCCGGTACCTGAGCT
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INR 30 60 70 g0 90

Tedrica GTC'"TC‘I‘GTATTCTAGGCTTTAGTCGATGGACCTTGCACTCGGGTGAGG&GJ\CBGGC

B FE R IR R

Experimental | GTCFTCTGTATTCTAGECTTTAC LL&ATG—MCTTGCACTCGGGTGAGGAGACKGGC

IGGCCTCGGCGGCCAAG
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Bgl i
Experimental CTTGGCAATCCGGTACTGTTGETARRGCCACCATGGARGATGCCARARACATTAAGAAGGGCCCAGCGCCATTCTACCCA
180 190 200 210 220 230 240 250
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Promotor Core4
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Experimental CCAGACATTTCTCTIGGCCTAACTGEECGETACCTGAGCTOGCTAGOCGEGECCCG| :RCCRGATTCCCATCTGAGA’!TCA
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Experimental GTC CTGTATTCTAGGCTTTAGTCGATGGACCTTGCACTCGGGTGAGGAGACAGGCOR IGGCCTCGGCGGCCARG
100 110 120 130 140 150 By“' 160 i70

Experimental cTTGGCARTCCGGTACTGT TGGTARAGCCACCATGGARGATGCCAARAACATTAAGAAGGGCCCAGCGCCATTCTACCCA
i80 190 200 210 220 230 240 250
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Experimental CTTGGCAATCCGGTACTGTTGGTARAAGCCACCATGGARGATGCCAARRACATTAAGRAGGGCCCAGCGCCATTCTACCCA
180 1980 200 210 220 230 240 250
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) ! 20 30
Teorica c;c:'mu. JCEGCCCGTIGACCAGGTTCCCATCTGA:

P . .

Experimental o aGACATTTCTCTGGCCTAACTGECCEETACCTEACCTECTAGACG umu.qumcmsrrcccmcmm TTC
20 30 40 s0 6 70 g0
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160 170

Experimental CTTGGCAATCCGGTACTGT TGCTARAGCCACCATGGARGATGCCARARRCATTARGARGGECCCAGCGCCATTCTACCCA
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Promotor Core7

Nhel . TATA .. 30

Tedrica (GCTAGQGCLATARAAHGACCAGGTTCCCATCTGAGATICA

Experimental CCAGACATTTCTCTGGCCTARCTGGCCGGTACCTGAGCTOGCTAGOGCPATAARAGGACCAGGTTCCCATCTGAG.
20 30 40 50 60 0 8o

INR -, 60 M-D 4 80 %0 1

Teorica oo CTGTATTCTATCGARCCGARCGGACGT CTTGCACTCGGGTGAGGAGACAGGECOAGATCT

Experimental Erc'r;'crcfrmTcm’rccaacCGMCGGACGT“TTGCACTCGGGTGAGGAGACAGGCC@GATCE GGCCTCGGCGGCCAAG

100 110 120 130 140 15 Bglﬂ 1€0 i70
Experimental CTTGGCAATCCGGTACTGTTGGTAAAGCCACCATGGARGATGCCAARAACATTARGRAGGGCCCAGCGCCATTCTACCCA
180 190 200 210 220 230 240 250
Promotor Core8
Nhel TATAma . 5
Tedrica GCTAGOCGEGGCCOGT CCAGGTTCCCATCTGAGA ca

Experimental GCAGACATTTCTCTGGCCTARCTEGCCGGTACCTGAGCTIGCTAGOCCEGECCCGTEA-CAGGTTCCCATCTGAGA!
20 30 4C 50 6 70 80

Tebrica
C‘I‘GTATTCTAI‘CGAACCGAACGGACGICTTGCACTCGGGTGAGGAGACAGGC GATCTEGCCTCGGLGECCARG
160 170

Experimental

Experimental CTTEGCAATCCEGTACTGTTGEGTARAGCCACCATGGAAGATGCCARARACATTAAGARGGCCCCAGCGCCATTCTACCCA
180 150 200 210 220 230 240 250

Figura 10. Alineamiento de secuencias teéricas y experimentales de los promotores
core. Encerrado en rectangulos se encuentran los motivos TATA, TOP, INR y M-D
(MTE y DPE). “TATAmut” corresponde a una secuencia que reemplazé a la caja
TATA.
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Con el propésito de clonar la regién EIE (ex6n 1, intrén 1 y exén 2 del gen Rpl14) rio
abajo de cada uno de los 8 promotores de los vectores construidos en el punto anterior,
se procedié a amplificar dicha region a partir de ADNg de células CHO-K1, para
generar el vector de subclonamiento “pGEMT-EIE”, y posteriormente clonar dicha
region rio abajo de los promotores de los vectores “pGL Core 1-8” segiin lo descrito en

Materiales y Métodos (seccion 2.2.2.1 y 2.2.2.2, respectivamente).

La amplificacién de la regioén EIE a partir de ADNg y su posterior subclonamiento en el
vector pGEM-T Easy resulté mucho mds rapida que el clonamiento de un promotor
core, probablemente dado que se clonaba un producto de PCR, y no un producto de
hibridacién, ademas de la diferencia de tamafios entre los insertos; alrededor de 50 pb y
1000 pb para los inserto de los promotores y la region EIE, respectivamente.

Otro factor que hizo mas répida la obtencion del clonamiento de la region EIE a
diferencia del clonamiento de los promotores fue que el vector en donde se clono, y mas
especificamente, la region en donde se insert6, interrumpia la region codificante de la
enzima B-galactosidasa, por lo cual se podia realizar una seleccién inicial de las colonias
positivas en base al color blanco, las cuales luego eran chequeadas via PCR colonia. Es
importante mencionar que el partidor sentido con el cual se amplifico la region EIE
portaba el sitio de restriccién para la enzima Bglll y dicho sitio hibridaba en la region
del primer exén en donde se encontraba una secuencia ATG. De modo similar, el
partidor antisentido, que incorporaba el sitio de restriccién para la enzima HindlJI,

también modificaba una secuencia ATG presente en el nucledtido 15 del segundo exén.
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Ambas modificaciones se realizaron para prevenir que la traduccién del ARNm
comenzase de modo prematuro y el marco de lectura del gen LUC2 se viese corrido, y

que por ende no se produjese la proteina funcional.

A modo de ejemplo, en la Figura 11A se muestra la verificacion de la presencia de la
region EIE en el vector pGL TATA, forméndose el vector pGL. TATA-EIE. A partir de
ADN plasmidial purificado, se realizd PCR usando partidores externos al inserto;
RVprimer3 sentido y LucRv antisentido. En el vector pGL TATA, el producto de
amplificacion es alrededor de 400 pb (387 pb exactamente), y con la incorporacion de la
regién EIE dicho tamafio aumenta a alrededor de 1400 pb (1493 pb exactamente). En la
Figura 11B, se muestra la liberacion de la region EIE a partir del vector
pGL TATA-EIE, luego de una digestion doble, como segundo modo de confirmacion de

correcta incorporacion, tanto en tamafio como en sentido de insercidn.

En la Figura 12, se muestra un esquema de las construcciones generadas; cada uno de
los promotores core con la regién EIE rio abajo, comandando la expresion del gen

LUC2.
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1000 pb

1000 pb

Figura 11. Chequeo de la incorporacion de la regién EIE en el vector pGL TATA.

Panel A: PCR usando ADN plasmidial como molde. Carril 1; pGL TATA, carril 2-3; pGL
TATA-EIE, carril 4: control negativo.

Panel B: Doble digestion de pGL TATA-EIE. Durante 3 horas se digirié el vector con las
enzimas Bglll y HindIll a 37°C.

Como marcador de tamafio de banda en pares de bases (pb), se utilizé 100pb y Lambda/HindIII
(Winkler, Chile) en A y B, respectivamente, en geles de agarosa al 1%.
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Promotor LUCfly

| A 1

TATA TOP .-> LUCfly
Tor] ISR P [ucry

TATA INR -—> LUCfly

INR —JEE P cucny

TATA DPE ———-——b LUCfly
DPE —-—} Lucfly

TATA INR DPE —-—b Lucfly

INR DPE —_—-’ LuCfly

Figura 12. Esquemas vectores “pGL Core-EIE”.

Representacion esquemdtica de los 8 promotores junto a la region EIE. Fueron generados en
base a los vectores “pGL Core 1-8”, los cuales portan el gen reportero LUC2 que codifica la
luciferasa de luciernaga (“LUCly™ en el esquema).

En la zona superior de la imagen un esquema general de las construcciones, las cuales cuentan
de un promotor core, seguido de la region EIE, y luego el gen reportero.

Luego. de arriba hacia abajo se encuentras descritos los elementos de los promotores cuyos
motivos son TATA/TOP; TOP; TATA/INR: INR; TATA/TOP/MTE-DPE; TOP/MTE-DPE;
TATA/INR/MTE-DPE; y INR/MTE-DPE. Todos estos promotores tienen una extension de 104
pb, y la regién EIE de 1106 pb.
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3.2 Objetivo Especifico 2: Evaluar la actividad transcripcional de Ios vectores
generados mediante ensayos reporteros utilizando enzimas luciferasas, luego

transfectar transientemente células CHO-K1.
3.2.1 Optimizacion cantidad PEINADN en transfeccion de células CHO-K1.

EL proceso de optimizacion de las cantidades de PEI y ADN, se llevo a cabo segiin lo
descrito en Materiales y Métodos (seccién 2.2.3). Los datos de las diferentes
combinaciones de cantidades de PEI y ADN, y las respectivas luminiscencias relativas
obtenidas a las 24 horas, fueron analizadas wsando “JMP software, Academic version”

(EE.UU).

Se estimd un modelo que explicaba el 84% de la variabilidad (R?=0.844513), y que tenia

los siguientes coeficientes:
Luc/Ren = -0.85221 ADN*PEI +ADN*6.9246 +PEI*2.2494 -ADN2%0.5705 +PEI2%0.0300

La superficie de respuesta generada por el modelo se ve en la Figura 13.

46




Luc/Ren

31
'28

25
22
19

13

Luc/Ren

Figura 13. Optimizacion cantidades de PEI y ADN.

Superficie de respuesta del disefio central compuesto utilizado. A partir de las dos variables
independientes; cantidad de PEI y ADN, se modeld la variable luminiscencia (luminiscencia de
luciferasa de luciernaga dividida luminiscencia de luciferasa de “pensamiento de mar™)
utilizando un disefio central compuesto, en donde cada variable presenta tres niveles, y se

ensayan todas las combinaciones posibles para luego generar una superficie modelo que trata de
explicar la variable respuesta.
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3.2.2 Co-Transfeccion vectores Luc y medicion actividad luciferasa.

El propdsito principal del presente seminario de titulo fue determinar si promotores core con
diferentes elementos, principalmenie TOP, DPE y MTE, eran funcionales en vectores de
expresion utilizados en células CHO-K1. Para ello se empleé la actividad luciferasa como
reportero. La Figura 14 muestra la luminiscencia relativa de los ocho PCs generados, ademas de
la actividad de un vector sin promotor (pGL 4.17) y la del vector pGL CoreCMV, el cual
contiene como promotor del gen reportero al promotor core de CMV. En la Figura 15 se muestra
los 8 promotores core junto a sus respectivas versiones que incorporaron la regién EIE. Dado
que se esperaba que la actividad luciferasa fuese mayor, se midio junto al vector que contenia

enhancer y promotor completo de CMV.
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Figura 14. Actividad luciferasa en vectores “pGL Core 1-8”.

Cada uno de los vectores con diferentes promotores comandando el gen codificante de
luciferasa de luciernaga (LUC2) indicados en el eje de la abscisa fue co-transfectado con
el vector pGL 4.74, el cual porta el promotor HSV-TK comandando la expresion del gen
que codifica la luciferasa de Renilla reniformis (Ren). El eje de la ordenada representa el
cuociente entre estas dos luminiscencias (Luc/Ren). Cada experimento se realizé al
menos tres veces. Se realiz6 ANOVA de una via para las comparaciones multiples,
seguido de la prueba de Newman-Keuls para las comparaciones a posteriori. Los niveles
de significancia estan representados por: *; p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001.
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Figura 15. Actividad luciferasa en vectores “pGL Core 1-8- EIE”.

Los mismos vectores “pGL Core” fueron ensayados junto a su version que incluye la
region EIE. Al igual que en la figura 13, cada uno de los vectores indicados en el eje de
la abscisa (portando el gen LUC2) fue co-transfectado con el vector pGL 4.74, el cual
porta el promotor HSV-TK comandando la expresion del gen que codifica la luciferasa
de Renilla reniformis (Ren). El eje de la ordenada representa el cuociente entre estas dos
luminiscencias (Luc/Ren). Cada experimento se realizd al menos tres veces. Se realizo
ANOVA de una via para las comparaciones multiples, seguido de la prueba de
Newman-Keuls para las comparaciones a posteriori. Los niveles de significancia estan
representados por: *; p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001; ns: no significativa
estadisticamente la diferencia.
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4. DISCUSION

Los vectores de expresion son herramientas esenciales en la produccion de productos
biofarmacduticos como los anticuerpos recombinantes. Es por ello que el desarrollo de
sistemas de expresi6n que mantengan niveles de produccién de proteinas recombinantes
acordes con las necesidades de manufacturacion es una valiosa fuente de innovacion. El
presente seminario de titulo tuvo como propésito explorar la utilidad de diferentes
promotores core portando combinaciones de los elementos TOP, caja TATA, TOP, INR,
MTE y DPE, en uno de los sistemas de cultivo méds empleados en la industria
biotecnolégica como lo son las lineas celulares derivadas de las células CHO. Dichos
promotores fueron clonados en vectores de expresién que carecian de una region
promotora que dirigiese la transcripcion del gen reportero LUC2 que codifica la
luciferasa de luciérnaga. Mediante transfecciones transientes y la medicion de
luminiscencia se evalud la actividad transcripcional lograda por cada uno de los

promotores sintéticos construidos.

Como se mencioné anteriormente, en base a la literatura estudiada se eligic como
secuencia base a la cual agregar o quitar elementos a la regién del promotor core del gen
Rpl14 (codificante de la proteina ribosomal L.14), el cual solo contiene el elemento TOP
ubicado en el sitio de inicio de la transcripcion. Esta eleccion se efectué basandose en
los siguientes motivos principalmente; la elevada homologfa de secuencia nucleotidica

entre los genes Rpl14 de humano y hamster chino (Perry, 2005), la evidencia que en
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tejido ovarico dicho gen es uno de los genes ribosomales con mayor expresion
(Bortoluzzi y col., 2001), y el aumento de expresion a la cual se ve sujeto este tipo de
genes en presencia de un medio de cultivo rico en nutrientes, dada la naturaleza del
organelo del cual forman parte (Powers & Walter, 1999).

Sin duda alguna, en un contexto silvestre o sin intervencion, la alta expresién del gen
Rpl14 o de cualquier gen no se debe solamente al promotor, ya que también son
cruciales otras regiones regulatorias como enhancers, aisladores, y regiones transcritas
no traducidas, entre otros motivos. Cabe sefialar que este trabajo se enmarcé en la linea
de investigacion del proyecto “Desarrollo de un sistema de expresidn optimizado para la
produccion de anticuerpos terapéuticos” del Centro de ImunoBioTecnologia, de la
Facultad de Medicina, de la Universidad de Chile, en la cual también se trabaja en la
modificacién de regiones diferentes al promotor, y en ese sentido este seminario fue
complementario al resto de la investigacién, y se limit6 a estudiar sdlo el efecto del
promotor core como uno de todos los posibles blancos de mejoramiento de los vectores

?

de expresion.

Las secuencias utilizadas de los motivos de promotores fueron las secuencias canonicas
descritas en la literatura, excepto para los motivos MTE y DPE para los cuales en vez de
usar la secuencia candnica se usaron secuencias alternativas, obtenidas de un trabajo de
optimizacién de dichos motivos, en dénde se reemplazé cada nucledtido de estos dos

elementos por una de las cuatros bases nitrogenadas presentes en el ADN y se evalud su

actividad transcripcional (Theisen y col, 2010). Finalmente, las secuencias de los
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elementos utilizadas fueron; caja TATA: TATAAAAG, INR: TCAGTC, TOP:

TTCTTTTTCT, MTE-DPE: TCGAACCGAACGGACGT.

4.1 Optimizacion cantidades de PEX y ADN.

Una vez generados los vectores con los distintos promotores core, y sus versiones
respectivas con la regién EIE incorporada, fue necesario establecer las condiciones de
co-transfeccion para evaluar la actividad transcripcional de las construcciones hechas.
En la actualidad existe una variedad de agentes quimicos para la transfeccidn, los cuales
podrian ser clasificados en lipidicos y no lipidicos. Dentro del primer grupo, los lipidos
catiénicos son capaces de unirse a las células mediante interacciones electrostéticas con
componentes de la membrana cargados negativamente (Van der Aa y col., 2007),
desestabilizando 1a bicapa lipidica para permitir el ingreso del ADN (Wattiaux y col.,
1997) mediante la fusién de los liposomas catidnicos con las vesiculas endociticas
(Zuhorn y col., 2005). Dentro del segundo grupo de agentes de transfeccion se encuentra
el polimero catiénico PEI (polietilenimina), el cual a diferencia de la transferencia via
vesiculas endociticas como el caso anterior, lo hace a través de la via de las caveolas,
evitando su degradacién via endosomas tempranos y tardfos (Takei & Haucke, 2001),
permitiendo su posterior difusién al niicleo, especialmente durante la mitosis (Pollard y
col., 1998).

El PEI forma complejos con el ADN mediante una contra-condensacién, generando

estructuras con un centro eléctricamente neutro y una superficie con carga positiva
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necesaria para la unién a la célula (Behr y col,, 1989). La magnitud de esta carga
positiva superficial viene dada por la razon de las cargas de cationes presentes en ¢l PEI
y de aniones presentes en el ADN, es por ello que es de crucial importancia establecer
una adecuada razon de las cantidades de PEI y ADN.

Para transfecciones en células de origen mamifero, altos valores de la razén PEVADN
son generalmente usados (Boussif y col., 1995), a pesar de que més del 80% del PEI
permanece sin unir ADN (Clamme y col., 2003). Este exceso de PEI es esencial para la
entrega efectiva de ADN, pero también estd asociada a una elevada toxicidad celular
(Boeckle y col., 2004). En nuestro caso, cantidades superiores 2 12 pg de PEI,
comenzaron a producir mortalidades superiores al 50%, por lo cual se tomo ese valor
como limite superior en el intervalo de cantidades de PEI en el proceso de optimizacion.
Como resultado del ensayo de optimizacion, se determind que 0.5 pg de ADN y 12 pg
de PEI producian la mayor cantidad de luminiscencia relativa luego de 24 h posterior a
la transfecci6n. Dichas cantidades representan una razén PEVADN igual a 24/1 (p/p).

Es importante mencionar que las cantidades 6ptimas dependen de la naturaleza celular
del sistema de cultivo a transfectar, asi por ejemplo, para las células de origen humano
HEK?293T, la razén 6éptima de PELADN ha sido descrita alrededor de 2:1 (Aricescu y
col., 2006).

En cuanto a optimizaciones de este tipo usando células CHO, existe un trabajo en donde
se determind la razén PEIVADN 6ptima para la linea celular CHO-DXB11 (la cual

deriva de la linea CHO-K1) y resulté ser 36/1 (Reisinger y col., 2009) valor no tan
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alejado de 24/1. Interesante mencionar que la razén 24/1 fue ensaya por Reisinger y col.,
y representd €l 90% de viabilidad, y a pesar de no ser la razon que presentd mayor
actividad reportera, estuvo entre las que més lo hacian. La diferencia en la efectividad de
la transfeccién entre razones 36/1 y 24/1 podria deberse principalmente al tiempo post-
transfeccién, transcurrido para medir la actividad reportera; en nuestro caso ésta fue
medida a las 24 h, y en Reisinger y col. fue a las 72 h. Asi, a pesar del niimero de células
muertas a causa de la mayor cantidad de PEI (36/1), el nimero de células transfectadas
exitosamente fue mayor, y ellas tuvieron tiempo para reproducirse 3 veces (en vez de 1
cOmo en nuestro caso, puesto que luego de 24 horas el cultivo se reproduce) y elevar el

numero de células que produjesen la actividad reportera.

4.2 Actividad luciferasa vectores “pGL Core” y “pGL Core-EIE”.

El propésito final del presente seminario fue poder determinar la veracidad de la
hipétesis planteada inicialmente. Para ello se construyeron promotores que contaban con
la presencia de elementos TOP, MTE y DPE. Ademés se incorporaron los elementos
caja TATA e INR. Todos estos elementos se combinaron de diferentes modos, y se
construyeron 8 promotores, los cuales fueron clonados en el vector pGL 4.17 para que
dirigiesen la expresion del gen codificante de la enzima luciferasa.

Como se puede apreciar en la Figura 1;1, los ocho vectores con promotores core
construidos tuvieron una luminiscencia relativa (Luc/Ren) mayor que la del vector sin

promotor (pGL 4.17), con lo cual podriamos decir que todas las combinaciones fueron
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funcionales en los ensayos de transfeccion transientes. El promotor que logrd la menor
luminiscencia fue aquel que solo portaba el elemento INR. Por su contraparte, el
promotor que logrd la mayor luminiscencia fue aquel que contenia la caja TATA, INR,
MTE y DPE. La funcionalidad de esta altima conformacién ya habia sido reportada en
las células de origen humano HeLa S3 (Juven-Gershon y col., 2006). En aquel estudio se
utilizo la secuencia canonica de los motivos que conformaban al promotor core, y en el
presente trabajo se utilizd la secuencia optimizada de los motivos MTE, DPE y la regién
entre ellos, puesto que mediante ensayos de foto-entrecurzamiento y digestién con
DNasal se demostré un aumento de la afinidad de TFIID por dicha secuencia (Juven-
Gershon & Kadonaga, 2010).

Comparando los promotores que sélo tienen los motivos TOP e INR, los cuales ocupan
la posicion alrededor del sitio de inicio de la transcripcion, podemos ver que entre ellos
no hubo una diferencia significativa, lo cual podria deberse a que las afinidades de
TRF2 y TAF1/2 del complejo TFIID de la maquinaria basal, por los motivos TOP ¢ INR
respectivamente, son similares. Ahora bien, si a esos mismos promotores se les
incorporan los elementos MTE y DPE posicionados a partir del +18 hasta el +33, se
observa que los niveles de luminiscencia relativa aumentan significativamente (p < 0.01)
en ambos casos, y estos aumentos no son significativamente diferentes entre ellos.
Considerando el promotor con los motivos INR, DPE y MTE, el efecto positivo en el
aumento de la actividad reportera es concordante con efectos sinérgicos entre INR y

DPE reportados en la literatura (Burke y Kadonaga, 1997; Zhou & Chiang 2001), al
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igual que el efecto sinérgico entre INR y MTE en células de origen humano (Lim y col.,
2004; Theisen y col., 2010).

Por otra parte, si a los promotores que sdlo tienen los motivos TOP o INR, se les
incorporan la caja TATA, la actividad reportera aumenta en ambos significativamente
(p < 0.001), siendo mayor el incremento en la combinacion TATA-TOP con respecto a
TATA-INR. El comportamiento cooperativo entre TATA e INR ha sido reportado y se
debe principalmente a un aumento de la afinidad de complejo TFIID por el promotor
evidenciado mediante ensayos de entrecruzamiento ADN-Proteina y proteccién del
promotor de la digestién por DNasa I (O’Shea-Greenfield & Smale, 1992; Emami y col.,
1997). Es importante recordar que las proteinas que unen la caja TATA e INR, son
subunidades del mismo complejo, lo cual podria ser la razén principal por la cual se
permite la estabilizacion de la interaccion de todo el complejo en la regiéon promotora,
favoreciendo luego una formacidon del complejo de pre-iniciacidén (CPI) funcional en el
promotor. En ese sentido, es interesante el aumento mostrado por el promotor TATA-
TOP, ya que el motivo TOP es reconocido por TRF2, el cual no forma parte del
complejo TFIID, y a pesar de ello, se logra una cooperacion entre ambas proteinas para
lograr un mayor nivel de transcripcion. A pesar de desconocer el mecanismo por el cual
TATA y TOP pueden actuar sinérgicamente, en la practica este hecho se ha utilizado
con propdsitos biotecnologicos; Hitti y col., incorpord una caja TATA en el promotor
(carente de ella) del gen S30 (codificante de la proteina ribosomal S30) logrando una

mayor expresion, y un vector patentado.

57




Ahora bien, si a los promotores con los motivos TATA-TOP ¢ TATA-INR, se les agrega
los elementos MTE y DPE, vemos que el primero no aumenta, a diferencia del segundo
que logra un incremento significativo (p < 0.001), convirtiéndose en el promotor core
que consigue la expresion de luminiscencia relativa mas alta de los vectores ensayados
(Figura 14). El hecho de que los niveles de expresién logrado por los promotores con
motivos TATA-TOP y TATA-TOP-MTE-DPE no secan diferentes entre ellos, pero
mayores que el vector que sdlo contiene el motivo TOP o sélo TATA (dado por el
vector que porta el promotor core de CMV, “CoreCMV™), podria explicarse bajo un
escenario putativo en el cual TRF2 se une a TOP, y TBP se une a la caja TATA, pero las
subunidades TAF6 y TAF9, estin viendo impedido su union a MTE-DPE. Si el mismo
analisis se hace para los promotores con motivos TATA-INR y TATA-INR-MTE-DPE,
vemos que el primero logra una expresion mayor a los vectores que solo portan la caja
TATA o solo el motivo INR, y que luego al incorporar los motivos MTE-DPE la
expresion aumenta nuevamente, lo cual podria deberse a que las subunidades TAF6/9
pueden unirse a MTE-DPE, ya que TRF2 no fue reclutado puesto que no se encontraba

ningtn motivo TOP.

También fue posible determinar que al comparar las luminiscencias relativas de los
promotores con motivos TATA-TOP, TATA-INR, TATA-INR-MTE-DPE, y TATA-
TOP-MTE-DPE, con el promotor core de CMV (el cual solo contiene caja TATA como

elemento), se observd que cada uno de los cuatro promotores presentaba una actividad
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reportera significativamente mayor (p < 0.001), reforzando la idea de que TATA actiia

sinérgicamente con los elementos TOP o INR o cualquiera de ellos més MTE y DPE.

Luego de analizar la actividad reportera entre los promotores core, se quiso estudiar el
efecto de la incorporacion de la region EIE, la cual contenfa parte del primer exén,
primer intrén y parte del segundo ex6n del gen Rpll14. Para ello se volvié a transfectar
utilizando células frescas recién descongeladas. Se transfectd utilizando las mismas
condiciones, y ahora el anélisis de voico en la comparacion entre cada promotor core y
su versién respectiva con region EIE. A partir de la figura 15, podemos observar que la
luminiscencia relativa en general fue menor a los ensayos realizados previamente, quizas
por el hecho de exponer cultivos tan frescos a agentes toxicos como el PEI La presencia
de la region EIE, en general presentd tendencias a la baja en la expresion de la actividad
reportera, pero esta disminucién sélo fue significativa en promotores cuya expresion era
alta, como lo es el caso de TATA-INR-MTE-DPE, el cual era el que sin la region EIE
lograba los niveles més altos de luminiscencia. Estos resultados son contrario a lo que se
esperaba segin los reportes de potenciamiento de la transcripcion ante la presencia de
una regién intrénica mostrados inicialmente. Las razones por las cuales la incorporacion
de esa region entre el promotor y el gen reportero tuvo implicancias negativas podrian
ser: i) que la regién EIE portase secuencias de ADN que sean reconocidas por represores
de la transcripcion, ii) que ocurriese un corte y empalme alternativo al que se esperaba.

La primera de estas posibles causas, fue en alguna medida prevista y se modificaron las
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secuencias ATG, presentes en el primer y segundo exén de la region EIE mediante la
incorporacién de sitios de restriccion de las enzimas Bglll y HindZIJ en los partidores
utilizados para la amplificacion de dicha region, y tal modificacion fue corroborada via
secuenciacién automatica.

La posibilidad de que hubiese ocurrido un corte y empalme alternativo al esperado
acorde lo publicado para el gen Rpll4, no fue evaluado, pero podria haberse
determinado mediante la extraccion del ARN y su posterior uso en un RT-PCR
utilizando partidores que hibridasen en las regiones correspondientes a los exones, y
luego visualizar los productos de PCR en un gel de agarosa de tal modo que se hubiese
visto si el tamafio era el que correspondia o no luego de la escisién del intron de
alrededor de 1000 pb.

Con respecto a la presencia de secuencias que unan represores, inicialmente no se
evalud, La bisqueda de sitios de union a factores de transcripcién con actividad
represora es posible de modo bioinformético. Dicha informacién, hubiese entregado
posibles candidatos de represores, con respecto a lo encontrado en organismos modelos
mis estudiados como Mus musculus, en donde ya esta ampliamente caracterizada este
tipo de informacion en bases de datos (Dreos y col, 2015) puesto que dicho genoma se
conoce desde mucho antes que el de hamster chino que se obtuvo en afios mas recientes
ademds, dicha informacién no puede ser tomada como cierta en su totalidad para el

hamster chino, ya que no todos sus genes son homdlogos al del ratén, ademas no todos
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los genes del genoma de hamster chino se expresa en las células CIIO-K1 (Lewis y col.,
2013).

La posibilidad de que motivos en la secuencia de un intrén reprima la transcripeion no es
algo excepcional, y existen estudios que han reportado dicho fenémeno (Carstens y col.,
1998; Deyholos & Sieburth, 2000) por lo cual no podemos descartar que esto sea la

causa de 1a disminucion vista en nuestros ensayos.

Los sistemas biolégicos son sistemas complejos, y la expresion génica puede ser
regulada en diferentes niveles. Uno de ellos es el inicio de la transcripcién. Sélo
fijandonos en ese nivel ya existen multiples factores que influyen en el proceso, entre los
cuales, el presente seminario de titulo pretendié abordar la contribucion del promotor
core. A pesar lo que se pensaba en un comienzo, esta region de los genes puede
presentar diferentes motivos o elementos, y en muchos casos muy diferentes a la bien
estudiada caja TATA. Estudios a nivel genémico que busquen nuevos motivos en los
promotores evidenciarén elementos desconocidos y representaran nuevos desafios para
entender el modo en el que operan. Recientemente, Marbach-Bar y col, ha descubierto
un nuevo elemento al cual denominaron DTIE, presente en promotores sin caja TATA,
contribuyendo al entendimiento de ese gran grupo de genes carentes de caja TATA que
aun asi reclutan la maquinaria transcripcional.

La diversidad en los motivos que pueden conformar los promotores, viene de la mano

con Ia diversidad de protefnas que son capaces de unirse a ellos y reclutar la maquinaria

61




transcripcional para lograr un ensamble funcional del complejo de pre-iniciacion. En ese
aspecto, cobra sentido la idea de que los “factores de transcripcional generales™ en
realidad no son tan generales como se creyd, y en conjunto con los promotores core
conforman una nueva fuente de riqueza en la regulacion de familias de genes ya sea
dentro de una misma células o entre diferentes tipos celulares de un mismo organismo
(Goodrich & Tjian, 2010).

El entendimiento del funcionamiento de los diferentes motivos de promotores core,
puede ser aprovechado para el disefio racional de promotores, que junto a regiones mas
amplias como los enhancers, puedan servir para construir vectores de expresion, en base
a secuencias de ADN propias del organismo y as{ ser utilizado en sistemas de expresion
de proteinas de interés y de este modo evitar las adversidades presentes cuando se usan
regiones promotoras de origen viral.

En la actualidad existen métodos directos para encontrar genes con alta expresion cuyas
regiones promotoras puedan ser utilizadas con propésitos biotecnolégicos, estos
métodos son mas sofisticado y costosos que los empleados en biologia molecular clasica
como el “promoter trapping” (von Melchner & Ruley, 1989), y requieren de un grado de
conocimiento previo del organismo de estudio. En ese escenario, dado que ya se cuenta
con el genoma anotado del hamster chino (Xu y col, 2011; Rupp y col, 2014), se podrian
efectuar ensayos de RNA-seq para identificar los genes mds expresados y/o realizar
ensayos de ChIP-seq contra alguna de las subunidades de la RNA polimerasa I, de tal

modo de identificar los genes que mayormente unen a la polimerasa y con ello
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posiblemente ser los mdas expresados, y a partir de ellos analizar sus secuencias
regulatorias con el prop6sito de utilizar posteriormente en la construccién de vectores de

expresion.

5. Conclusiones

En el presente trabajo se pudo determinar mediante transfeccion transiente y ensayos
reporteros en base a actividades luciferasas, que en células CHO-K1 al igual que en
otros sistemas reportados, existe una complementariedad entre TOP y MTE-DPE, la caja
TATA y TOP, TATA e INR, y este iiltimo par con los motivos MTE y DPE. A partir de
ello podemos concluir que a pesar de que naturalmente dichos elementos no se
encuentren siempre presente en los mismos promotores, podemos mediante biologia
sintética redisefiar promotores en base a combinaciones de motivos que presenten
elevadas actividades reporteras y utilizarlas en conjunto con otras regiones regulatorias,
como por ejemplo enhancers, para construir vectores de expresion acorde a las

necesidades del modelo empleado.
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