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INTRODUCCION:

El gen de la casefna a,, (,,-Cn) caprina se caracteriza por un extensivo polimorfismo representado
por al menos siete alelos autosémicos: A, B, C, D, E, F y 0 (alelo nulo). Existe una correlacién entre
variante alélica y contenido de a,,-Cn en leche, con un rango de variacién de 0 a 7.2 g/l, segtin el genotipo
del animal (1). Tres variantes (A, B y C) estan asociadas a un alto nivel de «,,-Cn (3.6 g/l) por alelo,
mientras que para la variante E intermedia el contenido es s6lo 1.6 g/l y para F y D 0.6 g/l. La secuencia
proteica de la variante E se distingue de las de elevado contenido por substituciones aminoacidicas (2).

La reduccién en la tasa proteica para el alelo E se encuentra correlacionada con un menor
contenido en ARNm en glandula mamaria lactante, de tal forma que el ARNm «,,-Cn E es tres veces menos
abundante que el ARNm a,-Cn A en individuos heterozigotos A/E (3).

Estudios del alelo E realizados a nivel genémico han permitido la caracterizacién de una insercién
de 457 pb localizada en el titimo ex6n del gen, que corresponde a casi la totalidad de la regién 3 no
codificante (3 UTR). Se trata de un elemento LINE incompleto, insertado en el gen de la « -Cn caprina
en orientaci6n inversa, de tal forma que la cola de poly A del retroposén se presenta en este caso en forma
de larga serie de T, s6lo interrumpida por algunas A (3).

La 3 UTR de los ARNm ha sido descrita como una regién determinante de la estabilidad y el inicio
de traducci6n (4, 5), de tal forma que la presencia de secuencias ricas en A y U en esta region confiere una
reduccién de la vida media de algunos ARNm (6, 7). La secuencia consensus descrita (S AUUUA), asf como
varios motivos ricos en A y U, se hallan presentes en el elemento LINE del alelo a,,-Cn E. En este sentido,
este elemento podria originar la reduccion de la a,-Cn en leche mediante una desestabilizacién del ARNm.
Este es el objeto de analisis de este estudio utilizando transfecciones transitorias en cultivos de células

heter6logos.

MATERIAL Y METODOS:

Las construcciones se realizaron en un plasmido de expresién eucariota por introduccién del ADNc

completo de la &, -Cn para los alelos A y E bajo el control del promotor constitutivo de Citomegalovirus
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(construcciones CMV.A y CMV.E). A partir de estos clones, la regién codificante de la «,-Cn fue
remplazada por la regién correspondiente del ADNc de la hormona de crecimiento humana (bGH) de tal
forma que en estas construcciones hibridas se conserva la 3 UTR de los alelos A y E de la «,-Cn
(plasmidos CMV.hGH.A y CMV.hGH.E).

Células Cos-7 fueron cultivadas en DMEM suplementado con un 10% de suero fetal bovino, 2mM
L-glutamina y 10 pg/m! penicilina/streptomicina.

Las transfecciones transitorias fueron realizadas por el método de precipitacién en fosfato de calcio
con shock glicerol (8). Las células y los medios de cultivo fueron recolectados 72 h después de la
transfeccién.

Para la deteccién de la «;-Cn sintetizada se utiliz6 la técnica de Western blot, mientras que la hGH
secretada al medio fue cuantificada mediante un método ELISA sandwich.

ARN totales fueron purificados de las células en cultivo utilizando RNAzol™ B (Biotecx) y analizados por
Northern blot (9). Las sondas utilizadas fueron el ADNc a_,-Cn A completo o bien la region codificante del
ADNc de la hGH (seglin las construcciones transfectadas) marcadas por”random primer' con [«-32P]dCTP.

El blogqueo de la transripcion el células transfectadas de forma transitoria se llevé a cabo segtn el

protocolo descrito en (10), con una concentracién de 10 ug/ml de Actinomicina D en el medio de cultivo.

Posteriormente se realizaron extracciones de ARN totales a diferentes tiempos.

RESULTADOS Y DISCUSION:

Para analizar con detalle los mecanismos que intervienen en la reduccién del ARNm y proteina
para el alelo E, se han realizado estudios de expresién transitoria y de bloqueo de la transcripcion en

sistemas de células Cos-7, utilizando el alelo A como referencia.

Expresién transitoria:

Mediante transfeccion transitoria de las construcciones CMV.A y CMV.E se han obtenido
diferencias cuantitativas a nivel d¢ ARNm, que reproducen las observadas en glandula mamaria lactante para
los dos alelos. La proteina (a,,-Cn) sintetizada, tanto en la fraccién intracelular como en la secretada al
medio, no ha podido ser detectada por técnicas de Western blot, debido probablemente a una cantidad
demasiado reducida de la misma.

Las construcciones CMV.hGH.A y CMV.hGH.E nos permiten observar el efecto directo de la
3 UTR del alelo E sobre la expressién de un gen reporter como el de la hGH. Ademés, se trata de una
proteina igualmente secretada al medio y cuantificable mediante una técnica ELISA, altamente sensible. La
expresion transitoria de estas construcciones muestra una reduccién equivalente de los ARNm para la
construccion CMV.hGH.E, demostrando que el efecto del elemento LINE insertado se produce también
sobre un gen reporter. La cantidad de hGH secretada al medio también es inferior para la construccién con
el alelo E que con la correspondiente al alelo A, aunque las diferencias observadas aqui no son tan

importantes como a nivel de transcritos ni como a nivel de proteina en leche. La obtenci6n de mas datos
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correspondientes a la proteina secretada es necesaria para la confirmacién de estos resultados.

Vida media de los ARNm A y E:

Para analizar posibles diferencias en la estabilidad de los ARNm de estos dos alelos, se han
realizado experimentos de bloqueo de la transcripeién 48 h después de la transfeccién transitoria de las
construcciones hibridas CMV.hGH.A y CMV.hGH E. La cinética de desaparici6n de los dos tipos de ARNm
parece muy similar, resultado que no nos permite afirmar la existencia de diferencias en la estabilidad. Sin
embargo, es posible que los periodos estudiados sean demasiado reducidos para observar un degradacién
diferencial de los transcritos, que son conocidos como muy estables en las células epiteliales de glandula
mamaria en lactacién. Ademas, cabe considerar que las células utilizadas para el estudio (Cos-7, linea
provinieate de rindn de simio), son muy distantes de las del tejido dénde normalmente se expresan estos
genes, y el efecto de posibles factores proteicos especificos que podrian tener un papel principal en la vida
media de los ARNm a-Cn no puede ser en este caso detectado.

Tampoco podemos descartar un posible efecto de la insercién en el Gltimo exon del alelo E a nivel
de la tasa de transcripcion del gen, que se produciria igualmente en los experimentos de transfeccién
transitoria, a pesar de que el promotor es el mismo para las dos construcciones comparadas. Diferencias
transcripcionales podrfan también producirse como consecuencia de mutaciones a nivel del promotor de los
alelos A y E. Esta iltima posibilidad esta siendo estudiada por anilisis de la secuencia nucleotfdica de los

dos promotores a nivel genémico.
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