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ARTICULO ORIGINAL

Obtencién de una sonda especifica para evaluar la
transcripcion del gen STATSb

Luis Echuardo Diaz, Blanca L. Ortiz, Myriam Sanches di Gomas

Laboratorio de Homonas, Depanamento de Quimica,
Universidad Macional de Colombia, Bogotd, D.C., Colombia

S describe la esirategia empleada para clonar, en un vector de exprasidn, wn fragmento da
306 pb del gen do STATSE de mta, amplificado por la 1G6onica da AT-PCA. S8 amplificd una
regidn en el terminal 3' donde se encuantra la mayor diferencia antre ks secuencias dol CADN
da las isoformas STATSa y STATSD de raia. Lo clonackén 8@ logrno ulizands & nuovo ssiema
TOPO-TA recomendado para productos de dificll clenacidn. El fragmanto se subclond en el
veclor pBlugScripl 1| SK v se caraclerizd mediante secuenciacion y andlisis de resticcidn. La
subclonacidn se realizd con el propdsile de poder obtener sondas sentido y antisantido de ARN
P it in wiro. Esla sonda espacifica & ampled para cuanlificar nivalas de mARN da
STATSb en higado de ratas macho mediante |a fécnica de hibridizacion en solscion o ensayo da
prodeccion de ARMasas,

Palabras clave: AT-PCH. GH, STATSE, hibrdizacién en solucidn,

Obtaining a specific probe to evaluate STATSE gene transcription

The strategy for cloning a 308 bp rat STATSE ragment, ampliigd by RT-PCR, inko an axprassion
woctor is describad. The man difference babween STATSa and STATSE lies within the T region of
thair respective cOMAS, therefore a fragmant in this region was amplified. Cloning was achieved
by using tha new system TOPO-TA recommeandead, lor products diflicull to Be cloned, Tha fragrment
was subcloned inlg pBluaScript |l SK wector and charactenized by sequancing and resiriclion
analysis. Subcloning was dong in order ko obtain sanse and antisanse AMA probaes by i wire
transcrigtion. This specific probe has been used o quantily STATSD mAMA levals in lwer from

male rats, by a sclubion fybridization RMAase protecton assay.
Koy words: AT-PCR, GH, STATED, solution hybridization assay.

La hormona de crecimiento (GH) ejarcae miltiples
funciones, entre las cuales se encuentran: el
incremento del crecimiento lineal en mamileros
(1}, el incremento del ndmers de células en los
lgjidos blanco v la accidén en el metabolismo de
carbohidratos, lipidos v proteinas (2). Pese a esta
gran vanadad de funciones alribuldas a la GH,
hasta el moments 2510 se han descilo unas pocas
vias de Iransduccidn de su sefial, entre las cuales
sa incluye la wia directa al nicleo que consiste en
la unidn deo la GH a su recoptor (GHR) en céulas
blanco, lo cual provoca la dimenzackon del receptor
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¥ la asociackin con JAKZ, una proteina de la familia
Janug, de lirosinas cinasas. Esta asociacidn
induce la fosforilacidén de la cinasa, del receptor
misma ¥ de efras proteinas ciloplasmaticas
denominadas STAT (transduciores de sefales y
activadores de transcripcion) (3). Estas dltimas
s dimerizan y se translocan al ndcles, donde se
unen a secusncias aspecilicas en el ADM para
promover la ranscripoion de genes espocificos (4).
Hasta el momento, se han clonado 8 miembros
de la familia STAT; STAT 1w, STAT1j, STAT2,
STAT3, STAT4, STATSa, STATSh, STATE y el
producto dol gen Marelle de Drosophila |5). Las
proteinas STAT han sido estudiadas en detalle y
se dispone ahora de modelos knockout para todas,
excepto para STATZ, En ratones si ha enconlrado
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que la carencia (knockouf) de STAT3 conlleva a
una letalidad fetal, y la de STAT1, STAT4 y STATG
resultan en inmuncdeficiancias consistantes con
la alteracidn en la sefializacidn de las citocinas
especificas que activan cada una de estas
proteinas. De STATS, se han identificado dos
isoformas denominadas STATSa y STATSD (3) las
cuakes posaen un 95% de idenfidad en la saecuencia
de aminodcidos y contienen 793 y TBE
aminodcidos, respectivamenta, son codificadas
por genas separados y poseen diferentes
funciones fisicldgicas (6). Estudios recentas con
ratones que carecen de STATSa, muestran un
fenotipo especifico consistente en un desarrollo
incomplete de la gldndula mamaria durante el
embarazo y problemas de lactancia, sinevidencias
de defectos en al cracimiento (7). Por al contrario,
la carencia de STATSb en ralonas, produca |a
peérdida del dimorfiemo sexual en la expresion
hepitica de genes y retardo en &l cracimiento

corporal (8).

En un trabajo previo en nuestro laboratorio,
empleando una sonda para cuantificar el mARN
de las iscformas STATS en rata, se demosird la
presencia de una mayor cantidad de mARN de
STATS en higado que en linfocitos de timo da ratas
(9). Actualmente, el interés se cantra en astablecer
&l nivel di transcripcidn diferencial de esios genes
en lajidos de rata, En aste trabajo s¢ describe la
amplificacién de un fragmento en el extremo 3'
del cADN de STATSb, regidn en la cual divergen
las secuancias de STATSa v STATSD; se describe,
asi mismo, la obtencidn de la sonda especifica,
la comprobacidn de su identidad y su utilizacion
en la cuantificacidn del mARN de STATSDb en
higado de rata, por &l método de proteccidn de
ARMasas,

Materiales y métodos
Animales

Se emplearon ratas Wistar macho, de 6 a 8
semanas de edad suminisiradas por el Bioterno
del Departamente de Farmacia de la Universidad
Macional de Colombia. En cada ocasidn, luego de
sacrificar el animal por decapitacion, se disecto
el higado, el cual s empled inmediatamenie para
la extraccidn de ARN total.

SOMDA ESPECIFICA PARA LA TRANSCRIPCION DEL GEM STATEE

Extraccion y cuantificacion del ARN total

La extraccidn de ARNM total v de ADN da higado
se realizd empleando el reactiva trizol ( Gibeo BAL,
Life Technologies), &l cual es una madificacion
del métedo de Chomezynski y Sacchi (10}, que
permite aislar ARN total, ADN y profeinas de
células y tejidos. Las muestras extraidas se
almacenaron a -70 °C hasta el momenio de
andlisis. Las conceniraciones v la calidad de ARN
total se determinarcn espectrofolomaétricaments
¥ 20 visualizaron mediante electroforesis en gel
de agarosa y bufler TBE 0,5 (Tris 0,089 M, dcido
bérien 0,089 M, EDTA 0.002 M). Los produsctos
se observaron con transiluminador de luz
uliraviolata v la imagen se capld con una camara
polarcid MP4.

Amplificacion por PCR

Sintesis de los cligonucledtidos iniciadores.
Para el diseno y la sintesis de 10s oligonucledtidos
iniciadores, se empled la secuencia publicada del
cADN da STATSb de rata (11). La secuencia del
oligonucledtida sentido (primer 5) es: 5-GAG AAA
GCT TOG TGT GAG CCC GOC ACC-3" (sitio da
corte con ka enzima Hind I, subrayado).

La secuancia del oligonucledtide antisentido
(primer3) es: 5-CGC GIAATTC GTC ATG ACT
GCG CGT-2' (sitio de corte con la enzima EcoR |,
subrayado),

La sintesis de los oligonucledtidos s& encango a

Gibco (Giboo BAL Life Technologies, Gaithersburg,
MD USA).

Técnica de RT-PCR

Para lograr la amplificacion del fragmento deseado
se utilizd la técnica combinada Acces RT-PCR
(Promega, Madison, Wl LISA). Pariendo de ARN
tofal extraido de higado de rata, 2o sintetizd la
primera cadena de ADN vy, luago, se realizd la
amplificacion con Vant ADN polimerasa. Se
emplad un termociclador marca Perkin Elmer
{Gene Amp PCR Systemn 2.400), con el siguiente
programa: un cicle: desnaturalizacidn inicial a
84 °CS/5 min; cuarenta ciclos: desnaturalizacion
imicial a 94 *Cr30 seg; alineacidn a 70 "Ci45 seqy
extansion a 72 “C/30 seg; un ciclo: exlensidn a
72 /S min. Finalizado el proceso, se realizd la
electroforesis en gel de agarcsa al 1% y buffer
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TAE 1X (Tris-acetato 0,04 M, EDTA 0,02 M, pH
8.%); los productos se visualizaron con
transiluminader de luz ultravicleta y ka imagen se
capté con una camara pelargid. El reslo dol
volumen de reaccion se purificd ulilizando al
estuche de Glass Max (Gibco BRL Life
Technologies, Gaithersbung, MD USA).

Clonacion del producto de PFCR

Sa empled inicialmente el vector pBlueScript SK
+/- (Siratagena, La Jolla, CA) que contiene al gen
de resistencia a la ampicilina, dos silios
promolores, uno para la ARN palimerasa T7 y otro
para la T3, el gen Lac £ v sitios de alineacidn
para los iniciadores M13 directo v reverso; este
vector se digind con la enzima EcoR | a 37 °C;
luego, se inactivd la enzima por calentamienio a
B5 "Gy se llewd a cabo la digestidn con la enzima
Hind Il ajustando las condiciones dplimas. El
producto de PCH se digirid con estas mismas
enzimas v, luego, diferentes relaciones molares
inserio:vector se trataron con T4 ADN ligasa y se
incubaron a 16 “C durante toda la noche. La
ligacién en estas condiciones no funciond y se
raquirid amplear gl vector pCRE2.1-TOPO
{Invitragen, Carlsbad CA) el cual se puede
traslonmar en cualguier cepa corrienta, contiena
el gen lac Z, un gen de resistencia a kanamicina,
un gen de resistencia a ampicilina, un sitic
promofor para ARM polimerasa T7, sitios de
alingacién para los iniciadores M13 direclo v
reverso. Esle vector estd especialmente indcado
para la clonacitn de amplificados con Tag ADN
polimerasa dificiles de clonar en otros sistemas.
El producto amplificado con Vent ADN polimerasa
5@ incubd por 10 min en presencia de Tag ADN
polimerasa y desoxinucledtidos trifosfato (dNTPs).
Luego, sa procedio a la igacién empleando una
relacidn inserto-vector de 100:1 & incubacidn con
T4 ADN ligasa a 16 “C duranta la noche.

Transformacion y seleccion de las
transformantes

Con 2 pl del producto ligado, se transiormaron las
células competentes JM-102 medianie eleciro-
poracién a@n un equipo E. coli puiser (Biorad,
Hercules, CA), v se seleccionaron los trans-
formantes adicionando en el medio sdlido de
cultive (LB sdélido conteniendo 100 pg/ml de
ampicilina), IPTG (8 ml de una solucién 0,5 M), y
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X-gal {100 ml de una solucidn al 2% en
dimatiformamida). Las colonias recombinanes
Gon un gen lac £ interrumpido no sintetizaron 13-
galactosidasa y dieron colonias blancas.

Algunas da las colonias blancas presentes fusron
reinoculadas individualmente en medio LB liquido
con ampicilina (100 pg/ml} para realizar la
extraccion del ADN plasmidico empleando el
estuche Plazmid mind kI (Qiagen, Chatswarth,
CA)

Este ADN plasmidico se secuencid empleando
el sisterna ABI 373A DNA sequencing systems.

Subclonacion del fragmento en pBlueScript
I 5K {+~)

Con el propdsito de emplear el producto clonado
para realizar transcripcion in vitio se procedia a
subclonaro en el vector pBlueScript Il SK (+/-).
Para asta fin, s& realizd una extraccidn de ADN
plasmidico empleando &l estuche plasmid midf
kit (Quiagen, Chatsworth, CA).

El plasmido STATSh-pCR-TOPO y el vector
pBluaScript || se digirieron, por separado, con la
enzima EcoR [; luego, se ligaron en una relacién
100:1 con T4 ADN ligasa a 16 °C durante la noche.
La transformacién de células competenies v la
seleceidn inicial de colonias transformantes s
realizo de la manera ya descrila. Postanoments,
se efeclud una segunda seleccidn tomando
akgunas de las colonias blancas v reinoculandolas
simultangamente tanio en cajas de LB-
kanamicina, 30 pg/ml como en las cajas LB-
ampiciling, 100 pg/mil. Las colonias que crecianon
en las cajas con LE-ampicilina pero no en LB-
kanamicing, fueron ulilizadas para aislar el ADN
plasmidico empleando &l estuche plasmid mini
kit {Quiagen, Chatsworth CA) .

Identificacicn del producto clonado

Andlisis de restriccion. Para determinar si los
plasmidos extraidos contenian e inserto deseado,
estos fueron fratades con la enzima Ecof | que
genara en los recombinantes un ragmeanto da 326
pb y ofro ded tamafio del vector. Se hizo tratamiento
con las enzimas Sac || v Kpn | por separado, que
tienen un Gnico sitio de corte en el vector y ninguno
en gl inserto, de tal manera que la insarcidn (en el
vector pBlueScript 1| SK +/) generard an ambos
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cas0s una unica banda de 3281 pb. Ademas, se
digiriaron los pldsmidos por separado con las
enzimas Bam Hl y Pst | las cuales cortan tanto al
inserto (en un solo sitio) coma al vector (én un
solo sitio) para determinar el sentido de insercion
del fragmenio en el vector,

Cuantificacidn del mARN de STATSD en higado
de rala

Transcripcion in vitre. Con el propdsito de
sintefizar ribosondas sentido y antisentido, sa
procedid a transcribir in vitro |a sonda o producto
clonado, siguiendo un protocolo adaplado de
Promega (Promega Corporation, 1991), Para la
sintesis de la ribosonda antisentido, la sonda de
STATSb se linearizd con la enzima Kpn L.
Apraxmmadamenta, B00 ng de este cADN plantilla
se transcribieron con T3 ARN polimerasa (50 Wil
an presencia de 35.-UTP (actividad especifica,
1.000 Cifrmmal, Amarsham, Buckinghanshire,
England) incubando por 80 min a 37 “C. Luego de
una extraccién con fenol/cloroformo, los
nucledtidos no incorporados se remaviernon por
fraccionamiento a través de una columna MNick
ampacada con Sephadex G-50 (Pharmacia,
Estocolmo, Suecia) y la actividad especifica se
determind por precipitacion con  acido
ricloroacetico (TGA), caplura sobre filiros de fibra
de vidrio (GF/C Whatman) y cuaniificacion an
contador de centelieo liquido (Beckman, modelo
LS 5000 TDY).

Para la sintesis de la cadena de ARN senlido, se
siguid &l procedimiento anfes descritd axcepto qua
la sonda de STATSh se linearizd con la enzima
Sac Il y se transcribié in vifro con T7 ARN
polimarasa (20 g de plasmido) incubando por
80 min a 37 "C. La concentracion final de franscnio
ARN senlido se delermind espectrofoto-
meétricamente. Los transcritos sentide y anti-
senfido de ARN se dividieron en aliceotas y se
almacanarcn a -T0 "C hasta su uso.

Ensayo de proteccidn de ribonucleasa A o
hibridizacion en solucion

Se siguid el método desarrollado por Dumam y
Palmiter {12}, modilicado por Maller {13).

La sonda de ARN antisentido radiomarcada
{5,2x10* cpm/pg) se hibridizd en solucidn con

SOMDA FSPECIFICA PARS LA TRANSORPCION DEL GEN STATSE

concentraciones creclentes de sonda de ARN
senfido (0-10 pg), para construir la curva patron o
con cantidades vanables de las muasiras de ARN
total de higado de rata (10, 20 v 40 pg). Las
hibridizaciones sa hicieron por 18 h a 70 “C an
presencia de 25% de formamida, 0,75 mk DTT,
0.6 M NaCl, 20 mM Tris y 4 mM EDTA, en un
volumen de reaccidn de 40 pl cubierto con aceite
de parafina. El ARN no hibridizado se degrada,
luego, por adicidn de 1 ml de ARMasa A (40 pg/
mi}, ADN de esperma de salmdn (100 pg/mi) o
incubacién a 37 *C por 45 min. Los hibridos
resistentes a la accion de la ribonucleasa se
precipitaron por adicidn de 100 pide TCAGEM @
incubacion en higlo por 30 min, Los hibridos se
capluraron por itracién a través de filtros GF/C,
Whatman; se lavaron una vez con TCA al 43% en
pirofosiato de sodio al 1% y dos veces con etanol
al 707, La radicactividad hibridizada se midio an
un contador de centedleo liquido.

La curva patrdn se construyd graficando la
radiactividad hibridizada por la nbosonda sanlido.
cpm hibridizadas, contra las concentraciones
crecianies de dicha ribosonda de ARN senbdo
expresadas en picogrames (pg). Finalmante, los
resultados se expresann coma g mARN-STATSRS
g de ARM. Como control negative, s& usd una
sonda de 316 pb dal gen gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) de rata, derivada de los
exones 5-8 (nucledlidos 369-685) (Ambion). El
fragmento de gen GAPDH esta insertado entre
los sitios Sac | y Bam HI del vedior de transcripcian
TRIPLEscript, ¢f cual contiene promotores SPE,
T7 ¥ T3 permiliendo of uso de cuakguiera de estas
Bnzimas para sinletizar los transcritos. La sonda
da GAPDH se digirid con Bam HI v 5o usd T7
ARN polimarasa para la ranscripcidn de la sonda
antisentido en presancia de 35 -UTP.

Resultados

Amplificacién por RT-PCR

Mediante la técnica Acces AT-PCH (Promega,
Madison, Wi, USA) se logrdé amplificar el
fragmento esperado de 326 pb, fal como se
muestra en la figura 1 {carriles 3-7) que
coresponde a la electroforesis de los producios
obtenides. En la amplilicacidn se empled una
unidad de YVent ADN polimaraza en 50 pl da
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Figura 1. Electroforesis do los producios da AT-PCR
pblEnidos con &l sistama Acces RT-PCH ¥ Yani AN
polmarasa. Cami 1. 5 jd macador de paso molecular 1 Kb
DA Lol | Giibon BRL Life Technologies), Camd 2. Control
negative, Carriles 3-4, 5 i producto de AT-PA,
Elnctrolodesis on gel do agarsa ol 1%, bromund da edidio
0.5 gl y Doliar TAE, duranbs 20 minuos & TS vollics

volumen de reaccidn, una concentracidn final de
Mg304 de 2 mM v una temperatura dealineacion
de T0 "C. No se chiarvaron amplificacionas no
especilicas, exceplo kas bandas de menor tarmano
cormespondantes posiblaments a dimoros de los
oligonucledlidos miciadoras,

Clopacion y subclonacidn del produecio
amplificado

El producio amplificado resultd dificll de clonar
ya que los ensayos gue se& hicieron con 8l vector
pBluaScript Il SK +/-, resultaron fallidos. Se
recurrit al vector PCRETOPO, recomendado para
productos de dificll clonaciin. Se obfuviaron
colonias recombinantes de las cuales se aisio
ADN plasmidico v la Insercion se comprobd por
secuenciacion (resullados no mostrados). FPara
la subclonacion se empled el vector pBlueScript
Il 3K +/- digeride con la enzima EcoR .
Igualmenie el pldsmido STATSb-pCREZ 1 TOPO
s@ digiric con la enzima EcoR | liberandose un
fragmento de 320 pb (inserto), junio conla banda
correspondiente al vector pCRE2 1TOPO. como
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s muesira an la figura 2, comespondiente a la
eleciroforesis de 10 pl del producio de la digestidn.

Las células fueron transformadas como g8
menciend antenormente, ampleands 2 yl ded
producto de figacién. El método de seleccidn fue
disenado con base en el color de la colonia y los
gencs de resistencia a anlibidticos de cada uno
de los vectores. La mezcla de transformacion se
sambrd en cajas de medio LB solido con
ampicilina, tras la incubacion debida fuearon
picadas las colonias blancas y sembradas
simultaneameania en cajas con ampicilina vy
kanamicina, Debido a que el pBlueScript | SK +/-
no posee &l gen de resistencia a kanamicing fueren
las colonias que crecleron en ampicilina ¥ no en
kanamicing las escogidas para llevar a cabo ol
aislamiento del ADM plasmidico, Se obiuvieron
cuatra colonigs con lales caracterislicas.

identificacion del producto clonado

Andlisls de restriccidn. Para determinar si kos
plasmidas extraidos contenian el inserto deseado,
fuerpn tratados con la enzima EcoR |, La
electroforesis de los productos cbtenidos (figura
3} mostnd para uno solo de los pldsmides la banda
da 326 pb cormespondienie al inserto iberadao
(carril 3).

Figura 2. Eloctrodareain da loa producios dio dgactitn con
Ecofi | del plasmigo pCREZ, 1 TOPO-STATSE. Cagril 1. 5 pi
maicador ie pess mlecular 100 pby DA adder | Promoga)
Carril 2. 10 (¥ do plismiio pCREE. 1 TOPD-STATSD cortado
osn Ecof | Elsciroloness an gol de sgaross al 4%, bromun
do abido 0S5 pg'ml ¥ Dufler TAE, duranle 20 menulos & 75
winltices.
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Luego, el plasmido pBlueScript || SK-STATSD se
tratd, por separado, con las enzimas Kpn | y Sac
Il obteniéndosa an cada caso, ragmentos de
tamafic mayor al vector no recombinanta,
comprobandose, asi, la insercidn (resultados no
mastradas).

Para determinar el senlido en que se ligd el
iragmento en el vector, se digirio el plasmido, por
gaparado, con las enzimas Pst |y Bam HI.En la
figura 4 se muesira la electroforasis de los
producios obtenidos. Sa observa que del corle
can Pst | resultd una banda de 250 pb y otra de
3.000 pb (caml 2) aproximadamenta, mieniras que
al cortar con Bam HI solo se observd la banda de
mayor tamano pues la otra, de menos de 200 pb
no se alcanzd a visualizar (carrl 3). De esta
manera, se determind que el fragmento s insartd
en sentido contrario al marco de lectura del vecior,

Cuantificacién del mARN de STATSb en higado
de rata

En la transcripcidn in witro, se obluvo una ribosonda
antisentido con actividad especifica de 5.2:00°
cpmiyg. Hibnidizando en solucidn esta ribosonda
antisentido marcada con cantidades conocidas (0
a 10 pg) de painin de ribosonda senlido, se obluvo

Figurn 3. Electroforesis de ks productas da la digastan
con Ecof | de los posibles plisrmidos pBlueScrpl-3TATS0
Carrl 1. 5 pil Mascador da Paso iMolacular 100 pi G, Laddor
(Promogal. Camiles 2-5, 10 4 posibios piismidas pBlusScripl-
STATSh codadas con Ecof | Elecirofonesis mn ged da pparoas
all 4%, bromuro de addio 0.5 pomi v bufler TAE; dunanta 20
mnutos 8 T vollios

SOMDA ESPECIFICA PARA LA TRANSORIPCION DEL GEN STATSU

la curva lipica dosis-respuesta o curva patnan que
&6 muasira an la figura 5.

En el cuadro 1 38 muasiran los resullados de la
cuantificacidn de mARN de STATSb en las
muestras de ARM total de higado de ratas macho
en condiciones normalas,

Figura 4. Flactoloiesis de los pmductos de la digestidn dal
plismido pRiusScripd-STATS con Pst |y BamH L Carril 1.5
Macadar de Paso Molscular 100 ph DNA Laddar [Promaga),
Camil 2, 10 gl do plismido pHlueScrpl-5TATSL corlisdo con
Pt L Caml 3 10 yl de plismide pBlusScript-STAT8b conado
oon Bam HI. Elecirobonesis en gl de aganssd &l 4%, bnrins
o plidio 0.8 pg'mil y baftar TAE; disanta 20 mirfos a 7h

voltios

10000
i y = 1007,9% - 5.4006
e A = 0.0800

g 800D

T 4000

2000

[ B o= ol = milh = o= =l

a2 ) 6 B 10
pg de mRANA de STATSD

Figura 5. Curva patrdn dal ensayo de projeccidn de
rbonucleasa A La sonda STATSD ansenbdo mdicmascads
an hibdidizd con canbdades creceenbas de patnon de sonda
STATSE sontido. Se muasta coms conired negalive (linoa
pundomda) of nesulacs do hibeidizar ln sonda anlisenido de
GAPDH con canlidades crocianies da tonda sontido de
STATSE, Cada delerminacicn comesponds al promedis de
COS replcados.
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Cuadre 1. Cuantificacsdn da mRNA de STATSh an higada
die ratas machs (n=d4). Cada musstia e analizd &n tres
nivelas 4a concentrackin y sa indica el promeda + DUE.

Muestra g de mARN de STATSWg ARN tolal
1 T80 + D48
4 868 + 0UE2
3 7754135
| HIE + 112
Discusion

Los estudios realizados hasta el momenio, han
evaluado principalmenta la presancia y estado de
activacion de las isolormas STATSa y STATSh en
diversos tejidos. De esta forma, s& ha encontrado
que la STAT 5a es la principal forma de STATS que
58 activa por accidn de la prolactina en ka glandula
mamaria, dornda sa requisre para su desarrolla y
para la lactogénesis (7). Por el contrario, la STATSb
&5 la principal forma de STATS en el higada (11),
donde s€ activa en respuesta al estimulo por el
patrén intermitente de secrecién de GH,
caracteristico de las ratas macho adullas, pero
no por @l palrdn de Secrecidn casi continuo
caracteristico de las ratas hembra adullas (14).
Los modelos de mutlacidn especifica de cada uno
de los genes de STATS, han permitido eslablecer
que la STATSb se requiare para mantenar el
dimorfismo sexual an las respuesta ala GH (8) y
concluir que las isoformas STATSa y STATSb se
requiaran, individual o conjuntamente, an casi
todas las respuastas bioldgicas asociadas con la
GH (15,16).

Los trabapos realizados para medir |a expresidn
de los genes de STATS, por Northern blot, han
mosirado que ambos se expresan en forma similar
en casi todos los tejidos de ratén, con excepaitn
del cerabro ¥ el musculo, donde STATSa es
predominanie (3). En ratas, el gen de STATSb s&
copresa mucho mas en el higado (11). Por ensayos
que reconcee tanto la forma a como la b, se ha
encontrado una mayor expresion de STATS en
higado que en linfocilos de timo de ratas hembra
{9).

En este trabajo, el disefio de los digonucledtidos
iniciacdores para amplificar el fragmento de STATSD
por PCR, se dificultd por la alta homologia de las
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isoformas STATSa y b, las cuales divergen
unicamente en 8 aminodcidos en al terminal
carboxilo, El considerar sédo esta secuencia daria
un amplificade muy corto (20 pb), inadecuado para
&l usa fulurd de asta sonda en la hibnidizacidn en
solucidn, para la cual se requieren sondas de ARN
de minimo 200 pb (17). Por tanto, hubo necesidad
do ampliar la zona a considerar y finalmente, se
decidio amplificar la region entre los nucledlidos
2.179 a 2.475, con la cual 3¢ esperaba oblanar
un amplificado de 326 pb. El diseno de los
cligonucledtdos fue el adecuado puesto que dasde
un principio e obtuvo la amplificacion por PCR
del producto esperado de 326 pb.

La sintesis se realizd empleando una combinacion
del sistema Acces RT-PCR y Vant ADN
paolimerasa, con lo cual s logrd reducir la reaccidn
de amplificacion de los dimeros de los oligo-
nucledtidos iniciadores y los problemas de
inestabilidad del cADN do primera cadena. EI
producto de PCR no pudo clonarse en los veclores
cormantes, pGem 42, pBlueScript 1| SK y pMos
Blug, y sdlo se logrd con el vector pCR2.1-
TOPOTA, especifico para clonar fragmentos de
PCR obtanides aon Tag ADN polimarasa y dificiles
de clonar en ofras condiciones. La secuancia del
plasmido recombinante asi obtenido maostrd
confener la secuencia cormecta del fragmento de
STATSb, El resultado mostrd, ademdas, que
realmente &l fragmento de STATSb era muy dificil
de clonar ya gue a pesar de la alta eficiencia de
transformacion del vector pCR2.1-TOPOTA, sa
obluvieron muy pocas colonias blancas (5,4%) y
al realizar la secuencia complata de los ADN
plasmidicos aislados, sélo dos contenian el
insarto (1,8% dal 1otal de colonias). Se podria
pensar que el nimerg tan bajo de colonias
recombinantes podria debarse a quo ol plasmido
fuera téxico para las células.

Se pudo asegurar la especificidad de la sonda
oblenida puesto que su secuencia coincide exacta
y Unicarmente con la de STATSb (cédigo Genbank
RANSTATSBG) vy, ademas, al amplear cADN de
STATSa, como plantilla en la PCR, no s obtuvo
ningln amplificado (resullado no mostrado).

Cuando esle trabajo s& encontraba avanzado, se
publicd un estudio an ratdn, en el cual se ulilizd
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también el mélodo de RT-PCR, pero seguido de
una etapa de digestién con la enzima Nco | sifio
presante en el amplificado de STATSa. La digestion
selecliva de los productos de PCR permite
distinguir ¢l fragmento de PCR amplificado del
cADN da STATSa, del fragmento amplificado del
cADM da STATSS (18). Mediante esle andlisis de
rastriccin v la alectroforasis de los fragmentos
digeridos y no digeridos, es posibla avaluar
patrones relativos de expresion por madio de
densitometria. En dicho estudio, s& enconird un
mayor nivel de mARN de STATSb en higado de
ratones macha y hembra. La estrategia
seleccionada en el presenie trabajo permitia
amplificar una regidn del cADN con un polencial
de discriminacion alto para reconocer ranscritos
de la isolorma STATSD de rata. El empleo de esta
ribosonda en la cuantificacion del mARN de
STATS5b en higado de ratas macho, mosing un nivel
promedio de 82,72 + 0.9 fg de mARN de STATSH/
pg ARN fotal, para dicha expresién. En la
actualidad, con la sonda cbienida, se avanza en
el estudio de la oxprosicn dilerencial del gen
STATSb en diversos lefidos de rata y en cultivas
celulanes, on condiciones basales y postestimulo
con GH.
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