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RESUMEN

El colesterol es un componente esencial de la membrana celular y el esterol más
abundante en organismos superiores a partir del cual se sintetizan los ácidos
biliares, las hormonas esteroides, la vitamina D y la mielina. El citocromo
P450scc (el producto del gen CYP11A1) forma parte de un sistema de transporte
de electrones intramitocondrial que cataliza el rompimiento de la cadena lateral del
colesterol para formar pregnenolona. A su vez la conversión de colesterol a
pregnenolona se considera como el paso limitante para la biosíntesis de todas
hormonas esteroides en los órganos esteroidogénicos. Como paso inicial para
determinar si la glándula Harderiana tiene la capacidad de expresar esta actividad
enzimática, en el presente trabajo de tesis se reporta el aislamiento y clonación de
un DNA complementario (DNAc) para el citocromo P450scc, el cual fue obtenido
a partir de tejido adrenal de hámster Sirio (Mesocricetus auratus). El aislamiento
del RNAm se llevó a cabo mediante el uso de oligonucleótidos sintéticos
degenerados y el procedimiento de la amplificación rápida de los extremos 5'- y
3'- del DNAc (RACE 5'- y 3'-). El DNAc del p450scc fue insertado en el vector
de clonación pcDNA3.1, amplificado y purificado para la determinación de su
secuencia nucleotídica.
El análisis de secuenciación indicó que el DNAc completo contiene un marco
abierto de lectura de 1563 pares de bases que codifica para un polipéptido de 520
residuos. La secuencia deducida de aminoácidos mostró la existencia de dominios
funcionales bien conservados, incluyendo un dominio de unión al hemo y un
dominio de unión al esteroide y comparte una homología de secuencia mayor ai
80% con la enzima de otros roedores. Estudios de transfección transitoria de
células HEK-293 con el P450scc clonado, muestran la transformación del substrato
25-hidroxicolesterol en pregnenolona. Usando una sonda específica marcada y el
método de transferencia Northern se demostró la presencia de un transcrito de
aproximadamente 1.8 kb, cuya expresión se detectó en los principales tejidos
endocrinos clásicos como el ovario, el testículo y la suprarrenal. Asimismo,
mediante el análisis de transferencia Southern y la reacción en cadena de la
polimerasa/transcriptasa reversa (RT-PCR) se encontró que el RNAm de esta
enzima también se expresa en otros órganos considerados no-esteroidogénicos,
entre los que se encuentran el pulmón el epidídixno y la glándula Harderiana. La
abundancia relativa de transcritos específicos en estos tejidos sugiere que el
P450scc podría desempeñar un papel importante en la regulación de la síntesis de
hormonas esteroides a nivel local.



ABSTRACT

Cholesterol is an essential component of the cell membrane and the most abundant
sterol in Mgher organisms from which bile acids, steroid hormones, vitamin D and
myelin are synthesized. Cytochrome P450scc (the gene product of CYP11A1) is
part of an intramitochondrial electrón transport system that catalyzes the
conversión of cholesterol to pregnenolone. This reaction represents the fírst, rate-
limiting and hormonally regulated step in the biosynthesis of all steroid hormones
in steroidogenic tissues. As an initial step to establish whether this enzymatic
activity is accomplished by the Harderian gland, in the present study we carried
out the cloning and sequencing of the cDNA for cholesterol side-chain cleavage
cytochrome P450scc of the Syrian hámster. Isolation of P450scc mRNA was
performed using degenerate primer PCR together with 5'- and 3'-RACE system.
The entire P450scc cDNA was ínserted within the pcDNA3.1 cloning vector,
ampliñed and then purifyied to determine its nucleotide sequence.
Sequencing analysis disclosed an open reading frame of 1563 bp encoding a
polypepüde of 520 residues. The molecular weight of the mature form of P450scc
was calculated to be 60,270 Da. Cytochrome isolated from hámster adrenals shows
about 77 % amino acid sequence homology to those of mammalian and chicken
P450scc. The deduced amino acid sequence predicts the existence of various well
preserved functional motifs, including a heme-binding domain, a steroid-binding
domain and a mitochondrial leader sequence located towards the NH2-region.
Transient transfection of HEK-293 cells with the cloned cDNA, resulted in the
formation of pregnenolone from the precursor 25-hydroxycholesterol. By Northern
blot analysis a major transcript of 1.8 kb was detected in RNA preparations from
primary endocrine organs (gonads, adrenal glands). In addition, tissue distribution
analysis using the coupled reaction of RT-PCR and Southern blotting, showed the
expression of specific mRNAs in sites other than the classical steroidogenic
organs, such as the epididymis, lung and Harderian gland. The relative abundance
of transcripts for both P450scc and StAR protein, suggests that cytochrome
enzymatic activity may be relevant for local production of steroid hormones at
these non-endocrine sites.



ANTECEDENTES

Los esteroides constituyen un grupo muy importante de reguladores metabólicos,
esenciales para el mantenimiento de la homeostasis y la capacidad reproductiva,
y que incluye a los ácidos biliares, vitamina D, esteróles, saponinas y hormonas
esteroides. La actividad de estas últimas es determinante durante la embriogénesis
y etapas subsecuentes del desarrollo posnatal. Desde el punto de vista fisiológico,
los esteroides son considerados como moduladores del crecimiento, metabolismo
y diferenciación celular. En mamíferos, los órganos endocrinos especializados en
la producción de esteroides son la corteza adrenal y las gónadas. Durante el
embarazo la placenta se desempeña como una fuente adicional de producción de
estas hormonas (Albrecht & Pepe, 1990).

Así, los glucocorticoides y mineralocorticoides producidos en la corteza adrenal
son importantes en el metabolismo de carbohidratos, la producción de surfactantes
pulmonares, el manejo del estrés, la reabsorción de sodio y la presión sanguínea.
Los andrógenos sintetizados en el testículo son responsables de la diferenciación
del fenotipo masculino y el mantenimiento de la función reproductiva. Por último,
los esteroides sexuales femeninos, estrógenos y progestagenos, sintetizados en el
ovario y la placenta, son esenciales para la reproducción y funcionan para inducir
los caracteres sexuales secundarios (Stocco & Clark, 1996; Whitfield et al., 1999).

Ya que las células esteroidogénicas no almacenan cantidades significativas de
esteroides, la secreción de estos depende directamente de su capacidad de síntesis
y producción. Se considera que la biosíntesis de todos las hormonas esteroides
comienza con el rompimiento de la cadena lateral del colesterol (Burstein & Gut,
1971).

Los tejidos esteroidogénicos pueden sintetizar colesterol de novo a partir de
acetato, pero en humano las células esteroidogénicas obtienen la mayor parte de
su colesterol de las lipoproteínas plasmáticas de baja densidad (LDL). A nivel
celular, las concentraciones de LDL reducen la actividad de ia 3-hidroxi~3~
metilglutaril coenzima A reductasa (HMGCoA), una enzima paso limitante en la
formación del colesterol. Las hormonas tróficas que estimulan la esteroidogénesis
también regulan los niveles de la HMGCoA reductasa asi como el receptor de
LDL y la captación de colesterol-LDL (Hanukoglu, 1992; Miller, 1998)).

Los esteres de colesterol que son captados por endocitosis pueden entonces ser
almacenados directamente, o bien, pueden ser convertidos a colesterol libre y
usados para la síntesis de hormonas esteroides. Se piensa que el principal
mecanismo responsable para la salida de colesterol-LDL de los endosomas o los



lisosomas, involucra la participación de la proteína NPC1, la cual facilitaría su
transporte hacia el aparato de Golgi (Simons & Ikonen, 2000).

El almacenamiento del colesterol como esteres de colesterol en vesículas lipídicas
es controlado por la acción de dos enzimas contrarias, la colesterol esterasa (C27~
ester hidrolasa) y la colesterol ester sintetasa. En términos generales, las hormonas
tróficas (LH, ACTH) estimulan la esterasa e inhiben la ester sintetasa,
incrementando de esta manera la disponibilidad de colesterol para la síntesis de
esteroides. La colesterol esterasa puede ser también activada por la 5-MSH, un
péptido derivado de la POMC, el precursor de la ACTH (MUler, 1988).

El colesterol libre, el cual es insoluble en el citoplasma es transportado hacia la
mitocóndria muy probablemente a través de la proteína acarreadora de esteróles
2 (SCP2), del receptor periférico de benzodiazepinas (PBR) y de la proteína StAR.
Se ha observado que en fibroblastos normales, la SCP2 es capaz de transportar
colesterol recién sintetizado, del retículo endoplásmico hacia la membrana
plasmática, lo cual ha sugerido que esta proteína podría ser un transportador de
colesterol no tan específico. La SCP2 ha sido descrita en tejidos donde el recambio
de colesterol es alto, tal como sucede en el hígado o los tejidos esteroidogénicos,
y se ha encontrado asociada con las fracciones microsomal y citosólica
(Chanderbhan et al., 1982; Stocco & Clark, 1996). También se ha sugerido que
la PBR podría estar involucrada en la translocación del colesterol, de la membrana
externa hacia la membrana interna de la mitocóndria (Gravish, 1995).

Independiente del tejido de origen, todas las hormonas esteroides son sintetizadas
a partir de un substrato común, la pregnenolona. El rompimiento de la cadena
lateral del colesterol por el citocromo P450scc, es la reacción inicial así como el
paso limitante en la producción de pregnenolona (y por lo tanto de los demás
esteroides), y su síntesis esta regulada en forma crónica y aguda. La regulación
aguda inducida por hormonas hipofisiarias, depende exclusivamente de la
disponibilidad del colesterol para la reacción del rompimiento de la cadena lateral,
y no del cambio en los niveles de P450scc. Esta respuesta aguda es mediada por
la proteína reguladora de la esteroidogénesis aguda (StAR) y probablemente
también por una proteína similar al receptor de benzodiazepinas tipo-periférico
(PBR), las cuales facilitarían el movimiento del colesterol al interior de la
mitocóndria. Por otro lado, la regulación lenta o crónica, la cual toma de horas a
semanas para llevarse a cabo, es mediada por un incremento en la transcripción
de los diferentes genes que codifican las enzimas esteroidogénicas (Omura &
Morohashi, 1995; Miller, 1998; Arakane etal., 1998; Culty etal., 1999).

Para la síntesis de las hormonas esteroides en tejidos endocrinos intervienen por
lo menos seis formas distintas de citocromos P450. La expresión específica de
estas enzimas, la cual esta bajo el control de la hipófisis y regulada principalmente



a nivel transcripcional, determina ia formación de los productos finales de la vía
biosintética en cada órgano. Tres de los seis citocromos P450, el P450scc, P450UB

y el P450a[do están localizados en la membrana interna de la mitocondria mientras
que los tres restantes se encuentran en el retículo endoplásmico (Simpson et al.,
1991; Omura & Morohashi, 1995).

Características Generales de los Citocromos P450
El término "citocromo P450" se emplea en forma genérica para designar a un gran
número de enzimas oxidativas con una talla aproximada de 500 aminoácidos y que
contienen un grupo hemo único. Se les nombra P450 (pigmento 450) ya que todas
ellas exhiben un desvío característico en el pico de absorbancia (de Soret) de 420
a 450 nm después de la reducción con monóxido de carbono (White & Coon,
1982; Miller, 1988).

Los citocromos P450 pertenecen a una superfamilia de proteínas que son
importantes en el metabolismo oxidativo, peroxidativo y reductivo de múltiples
compuestos endógenos tales como ácidos biliares, esteroides, ácidos grasos,
prostaglandinas, leucotrienos y aminas biogénicas. Muchas de estas enzimas
rnetabolizan también una gran variedad de compuestos exógenos incluyendo
fármacos, contaminantes ambientales y productos vegetales naturales. El
metabolismo de productos químicos externos puede llevar a producir metabolitos
tóxicos, algunos de los cuales se les ha implicado como posibles agentes
responsables para la iniciación, la promoción y la progresión tumoral (Nelson et
al., 1993).

En el sentido estricto de la terminología, estas proteínas no son de hecho
citocromos por lo cual la Unión Internacional de Bioquímica (NC-IUB) recomienda
el termino "proteína hemo-thiolato" en lugar de "citocromo" para los P450s
(Palmer & Reedijk, 1989). No obstante el segundo término es el mas ampliamente
aceptado y su uso se ha generalizado en la literatura.

Los genes de la superfamilia de los P450s codifican para un grupo de enzimas que
comparten ciertas características distintivas, ya que todas ellas: (i) contienen un
grupo hemo unido en forma no covalente, (ii) son proteínas de membrana unidas
firmemente a membranas intracelulares y (iii) utilizan equivalentes reductores de
NADPH y un átomo de oxígeno para oxigenar los sustratos. Así, todos los
citocromos P450 reducen O2 atmosférico con electrones del NADPH de acuerdo
a la siguiente reacción:

NADPH + H+ +O2 + RH -» R - OH +H.0 + NADP+

P450



Los electrones del NADPH alcanzan el P450 vía uno o mas intermediarios del
transporte de electrones, uno de los cuales es siempre una flavoproteína. En base
a su localización intracelular y a la enzima a partir de la cual reciben electrones,
los P450 pueden ser subdivididos en dos clases principales. La gran mayoría de
los P450s se encuentran principalmente en el retículo endoplasmico en donde son
sintetizados por polirribosomas unidos a membranas y se insertan directamente en
la bicapa lipídica, vía señales de reconocimiento. A la segunda clase pertenecen
el P450scc (Müler, 1988), la llfí-hidroxilasa (Chua et al., 1987) y la aldosterona
sintetasa (Curnow et al., 1991), las cuales son sintetizadas en poíirribosomas libres
como grandes precursores, y solo después del rompimiento y remoción de un
extrapeptido NH2-terminal, son transportados hacia la mitocondria (Omura &
Morohashi, 1995).

Los citocromos mitocondriales están involucrados en la formación de las
principales clases de esteroides y reciben electrones de la ferredoxina a través de
la NADPH-ferrodoxina reductasa. Gran parte de estas proteínas provienen de
genes ancestrales que han existido por mas de 3500 millones de años (González,
1990; NelsonetaL, 1993).

Conversión de Colesterol a Pregnenolona
La formación de pregnenolona a partir del coíesterol representa el paso inicial y
limitante en la biosíntesis de todas las hormonas esteroides. Esta reacción involucra
tres pasos secuenciales distintos; 20a-hidroxilación, 22B-hidroxilación y el
rompimiento de la cadena lateral del colesterol entre los carbonos 20 y 22 para
formar pregnenolona (5-pregnen~3J5~ol~20-ona) y aldehido isocaproico (Fig. 1).

Colesterol 20o¡22js-d¡hfdroxicolesieral Pregnenolona Aldehido isocaproico

P450scc

Figura 1. Conversión de Colesterol a Pregnenolona



Los resultados de estudios metabólicos indicaron que los derivados del colesterol,
el 20a-hidroxicolesterol, el 226-hidroxicolesterol y el 20,22-dihidroxicolesterol,
podían ser aislados de tejido adrenal de bovino en cantidades significativas, lo cual
sugería que esta conversión era llevada a cabo por tres enzimas diferentes; 20a-
hidroxilasa, 22fí-hidroxilasa y 20,22-liasa. (Burstein & Gut, 1971). Estudios
posteriores de purificación de proteínas indicaron la existencia de una sola especie
de citocromo inmunologicamente identificable (Lambeth et al., 1982; Miller, 1988
Stocco & Clark, 1996).

En la actualidad esta bien establecido que la transformación enzimática de
colesterol a pregnenolona es catalizada por el sitio activo único del citocromo
P450scc (side-chain cholesterol cleavage), el cual se encuentra unido a la
membrana interna de la mitocondria como un multímero de 16 subunidades que
llega a totalizar cerca de los 850,000 Daltones (Miller, 1998).

Citocromo P45Qscc

El citocromo P450scc es una hemoproteína de localización mitocondrial codificada
por el gen CYP11A1 (John et al., 1984; Chung et al., 1997). La actividad de esta
enzima [EC 1.14.15.67], conocida anteriormente como 20,22-Desmolasa se ha
documentado en los principales órganos esteroidogénicos y su expresión es
regulada a nivel transcripcional por hormonas tróficas, vía AMPc como segundo
mensajero (Omura & Morohashi, 1995).

El CYP11A1 humano es un gen de copia simple, localizado en la región q23-q24
del cromosoma 15 y estructuralmente esta constituido de 9 exones y 8 intrones que
abarcan cerca de 20 kilobases del DNA genómico (Chung et al., 1986; Morohashi
etal., 1987).

El DNAc del P450sec humano, rata y bovino codifica para precursores de 521,
526 y 520 aminoácidos respectivamente (Morohashi et al., 1984; Chung et al.,
1986; OonketaL, 1990).

Se considera que el citocromo P450scc funciona como la oxidasa terminal en un
sistema de transporte de electrones intramitocondrial, constituido de tres
componentes funcionales básicos, incluyendo una flavoproteína (NADPH-
Ferredoxina Reductasa), una proteína hierro-sulfurada (Ferredoxina) y el citocromo
P450scc (Tabla I). Para las oxidasas rnitocondriales de función mixta, los
electrones necesarios para la reducción del oxígeno molecular son derivados del



NADPH, generado muy probablemente dentro de las mitocondrias a partir de
intermediarios del ciclo del ácido tricarboxílico (Henry, 1997; Miller, 1998).

Tabla 1. Características de los genes del complejo enzimático mitocondriaí P450scc*.

Enzima

F-Reductasa

Ferredoxina

P450scc

Gen(n)

1

1

1

Cromosoma

17

11

15

Gen(kb)

12

>20

>20

RNAm(kb)

2.0

1.7

1.8

#a.a.

459

124

521

Peso Mol.

52,000

11,900

60,200
Datos referidos del sistema mitocondriaí humano.

En sistemas mitocondriales reconstituidos conteniendo ciertos detergentes y
fosfolípidos, la actividad máxima del P450scc se desarrolla a un pH óptimo de 7.0-
7.4. A 37°C, la enzima exhibe una K^ para colesterol de entre 30 y 70 ¿¿mol/L.
Cuando se utiliza 25-hidroxicolesterol o bien 24~cetocolesterol, la K^ estimada
para ambos substratos es de 15.8+2,6 y 4.8±0.3 respectivamente (Tuckey, 1992;
Tuckey & Cameron, 1993).

El modelo actual para las hidroxilasas mitocondriales (Fig. 2) involucra la
transferencia secuencial de electrones del NADPH a la NADPH-ferredoxina que
esta asociada débilmente a la membrana mitocondriaí interna. La ferredoxina
reductasa transfiere entonces los electrones a la ferredoxina la cual se encuentra
en solución en la matriz mitocondriaí. A su vez la ferredoxina transfiere los
electrones al citocromo (Miller, 1988 ; Hanukoglu, 1992). El citocromo P450scc
reduce el oxígeno molecular a H2O y al grupo hidroxilo a ser incorporado al
esteroide; esto le confiere la estereoespecificidad de la reacción de hidroxilación.
En su forma reducida el citocromo P450scc une monóxido de carbono y en esta
forma absorbe la luz de 450nm (Miller, 1988; Hanukoglu, 1992).

NADPH-Ferredoxina Reductasa
La adrenodoxina reductasa es una flavoproteína mitocondriaí que acepta electrones
del NADPH generado dentro de la mitocondria. De acuerdo a los patrones de
hibridación del DNA genómico cortado con diferentes enzimas de restricción, el
genoma humano contiene únicamente un solo gen de ferredoxina reductasa situado
sobre el brazo largo del cromosoma 17 (cen->q25). El gen de esta enzima codifica
para una proteína de 497 aminoácidos, 32 de los cuales, localizados en la región
NH2-terminal constituyen el péptido señal y los restantes 465 representan el
péptido maduro (Solish et al., 1988). Estas presecuencias son requeridas para el
transporte específico hacia el interior de la mitocondria y son desensambladas por
proteasas una vez que el precursor ha entrado a la mitocondria (Matocha &



Waterman, 1985; Ness & Weiss, 1987, Komoya & Minara, 1996).

La asociación específica de los precursores mitocondriales parece estar mediada
por los extremos polares de la cardiolipina, un fosfolípido de la membrana
mitocondrial interna (Milier, 1998). Se ha establecido que los péptidos señal del
complejo presentan poea similitud de secuencia, no son hidrofóbicos e
invariablemente contienen varios residuos básicos los cuales son esenciales para
el transporte iníramitocondrial (Hendrick et al., 1989, Hanukoglu, 1992).

' i * *
• t » i î t

Fig 2. Modelo del complejo P450 de la membrana mitocondrial interna

Estudios realizados en cultivos de células de la granulosa humana indican que el
estímulo con gonadotropinas o con AMFc tienen poco efecto sobre los niveles de
RNAm de la ferredoxána reductasa (Solish et al., 1988).

Las ferredoxinas mitocondriales son proteínas ferro-sulfuradas (sin grupos hemo)
de entre 170 y 190 aminoácidos incluyendo una secuencia líder de transporte
mitocondrial de 58 a 62 residuos dependiendo de la especie. La ferredoxina se
encuentra más abundantemente en la corteza adrenal, placenta y gónadas y en
menor cantidad en riñon e hígado (Yeh et al., 1995). El gen de la ferredoxina
abarca mas de 20 kilobases del DNA genómico y estrucmralmente esta constituido
por cuatro exones y tres intrones. El primer exón codifica al péptido señal de 60
aminoácidos que dirige el transporte del precursor hacia la matriz mitocondrial
interna. El péptido maduro de 124 aminoácidos está codificado por los tres exones
restantes. Aparentemente el exón 3 del gen codifica dos dominios funcionales
importantes para la unión de proteínas y la coordinación del hierro. El centro
ferro-sulfurado de la adrenodoxina (ferredoxina adrenal) bovina parece radicar en
las cisteínas 46, 55, 56 y 92 (Chang et al., 1988). En el humano, el gen de la



ferredoxina se encuentra en la región ql3 del cromosoma 11 y existen además dos
pseudogenes en los cromosomas 20 y 21 (Chung et al., 1997). Al igual que los
citocromos esteroidogénicos la expresión de la ferredoxina es estimulada en forma
retardada por AMPc. Esta se lleva por lo menos seis horas antes que el incremento
del RNAm de ferredoxina sea aparente (Yeh et al., 1995; Chung et al., 1997). A
nivel mitocondrial, la ferredoxina forma un complejo 1:1 con la ferredoxina
reductasa y después se disocia para posteriormente re-asociarse en un complejo
análogo 1:1 con el P450scc, funcionando como un mecanismo de intercambio de
electrones difuso e indiscriminado. Se piensa que la ferredoxina reductasa y la
ferredoxina sirven como proteínas genéricas para el transporte de electrones para
todos los P450s mitocondriales y no solo para aquellos involucrados en la
esteroidogénesis (Hanukoglu, 1992).

DOMINIOS Y REGIONES FUNCIONALES DEL P450scc

Como se mencionó con anterioridad el CYP11 Al es un gen de copia simple que
se extiende mas de 20 kilobases del DNA genómico. En humano y rata su región
codificante comprende 9 exones y 8 intrones de longitud variable (Oonk et al.,
1990). Estudios moleculares en el promotor del gen de la rata, han determinado
que el sitio principal de iniciación de transcripción es un residuo de adenosina,
localizado aproximadamente 32 pb corriente arriba del primer codon de iniciación
ATG, y 24 pb corriente abajo de la caja TATA (Oonk et al., 1990). En el
promotor del bovino este sitio corresponde al nucleótido -52 (Ahlgren et al.,
1990), en el humano corresponde al residuo -62 (Chung et al., 1989) y en ratón
este se localiza 42 pb corriente arriba del codon de iniciación (Rice et al., 1990).

El análisis funcional de la región reguladora adyacente 5' del CYP11A1 ha
mostrado la existencia de varios elementos de respuesta o secuencias consenso que
le confieren sensibilidad al AMPc. Los resultados de numerosos estudios
experimentales indican que los mecanismos que controlan la expresión del P450scc
y en general de los citocromos P450, son procesos complejos, tejido-específicos,
especie-específicos y hormonalmente regulados (Waterman, 1994; Kermey et al.,
1995; Omura & Morohashi, 1995; Chen & Guo, 2000; Hu et al., 2001; Manna
etal., 2002).

En humano y en rata, el promotor basal contiene secuencias CATT y TATAAT,
las cuales funcionan muy posiblemente como cajas CAT y TATA respectivamente
y se encuentran 129 y 91 pb (humano) y 95 y 61 pb (rata) corriente arriba del
codón de iniciación ATG (Morohashi et al., 1987; Oonk et al., 1990). Por el
contrario, en la región promotora/regulatoria del CYP11A1 de bovino y ratón la
caja TATA putativa se localiza en la posición -31 y -28 respectivamente (Ahlgren
etal., 1990; Rice etal., 1990).
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En 1987 Chung et al., realizaron los primeros experimentos tendientes a
determinar las secuencias regulatorias involucradas en la activación del P450scc.
Mediante ensayos de transfección transitoria de constructos unidos a un gen
reportero y utilizando diferentes líneas celulares, estos autores concluyen que al
menos en las células Y-l de origen adrenal, se requiere la presencia de un
segmento de alrededor de 2,500 pb para inducir activación transcripcional
completa (Chung et al., 1987).

Se. ha estimado también que el o los elementos de respuesta (cis) activados por
AMPc se encuentran distribuidos sobre un tracto de al menos 5.4 kb de la región
5' no traducida del CYP11A1 (Inoue et al., 1988).

Hasta ahora hay descritas al menos dos secuencias consenso GGGGCGGG,
similares a los sitios de unión para el factor de transcripción Spl que se localizan
entre las bases -118/-100 y mas distalmente, entre las bases -1860/-1890. La
deleción de la región próxima! -111/-100 del promotor, reduce o elimina la unión
del Spl y también reduce marcadamente la transcripción inducida por AMPc; la
región más distal parece ser un potenciador selectivo constituido por dos sitios de
unión para Spl, el cual tentativamente podría funcionar como un dominio de
activación (Momoi et al., 1992; Guo et al., 1994; Venapally & Waterman, 1995).

El factor de transcripción Spl (Selective promoter factor-1) es una proteína que
se une a secuencias específicas del DNA e inicialmente fue aislada de células HeLa
humanas. En cada célula parece haber de 5,000 a 10,000 moléculas de Spl, las
cuales potencian la actividad transcripcional de 10 a 50 veces de promotores que
contienen por lo menos una caja GC dentro del motivo GGGCGG (Kadonaga et
al., 1986; Kriwacki et al., 1992).

Se sabe que al igual que otros transactivadores, la proteína Spl modula la
expresión del P450scc inducida por AMPc a través de la proteína cinasa A (PKA)
(Moore et al., 1992; Waterman et al., 1994; Venapaíly & Waterman, 1995).

Además existe evidencia de un mecanismo de cooperación entre la proteína Spl
y el factor esteroidogénico-1 para regular la expresión del CYP11A1 bovino. Al
parecer el coactivador CBP/p300 potencia la actividad transcripcional del complejo
Spl/SF-1 (Chou et al., 1996; Monté et al., 1998; Liu & Simpson, 1999).

Hay descritos otros elementos con una secuencia consenso TCAAGGTCA,
localizados hacia los nucleótidos -45 y -1610 del promotor y que corresponden a
sitios de unión del factor esteroidogénico-1 ó SF-1. El SF-l/AdBP4 fue
identificado originalmente como un factor de transcripción tejido específico
involucrado en la regulación de hidroxilasas P450 esteroidogénicas en células
adrenocorticales (Morohashi et al., 1992; Honda et al., 1993; Ikeda et al., 1994).
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El SF~1 de mamíferos es un homólogo del factor 1 fiizi-tarazu (Ftz-Fl), uo
receptor nuclear que regula el gen fiizi-tarazu de la Drosophila, y estructuralmemte
pertenece a la superfamilia de receptores nucleares que incluye a los receptores
para hormonas esteroides, hormonas tiroideas y ácido retinoico (Lala et al., 1992;
Morohashi & Omura, 1996; Nawata et al., 1997).

En ratón el gen para el SF-1 esta constituido por 6 exones y 5 intrones y su
secuencia codificante predice una proteína con un peso molecular aproximado de
52,000 daltones (Ikeda et al., 1993). Su DNA complementario presenta un marco
abierto de lectura de 1383 pb codificando 462 aminoácidos (Honda et al., 1993).

*En humano el gen SF-1 se localiza sobre el brazo largo (región q33) del
cromosoma 9 (Taketo et al., 1995).

Al igual que otros factores de transcripción ligando-dependientes, el SF-1 contiene
en su región amino-terminal un dominio de unión al DNA (DUD) con dos dedos
de zinc Cis-Cis clásicos que le permiten unirse en forma monomérica a elementos
de respuesta de alta afinidad, y que son esenciales para su unión al DNA y la
subsecuente activación transcripcional. Cuando se muta esta porción, el SF~1 no
se transporta eficientemente al interior del núcleo. Los aminoácidos carboxilo-
terminales en el DUD del SF-1 (caja A), reconocen las secuencias PiCAAGGPiC
o PuPuAGGTCA de la región 5' de genes blanco. En su porción C-terminal,
además de un dominio de unión al ligando, este contiene una secuencia AF-2
(función de activación-2) bien conservada. Se ha reportado que para la la máxima
actividad del SF-1 /AdBH4 es necesaria la integridad de dos regiones
independientes; la función de activación AF-1 de la porción distal del domonio
bisagra y la secuencia AF-2 (Hammer & Ingraham, 1999).

A la fecha el SF-l/AdBP4 es considerado como un receptor huérfano del que aún
se desconoce su ligando específico. No obstante, se ha especulado que este podría
ser un oxiesterol del tipo del 25-hidroxicolesterol (Lala et al., 1997).

La expresión del SF-1 se ha detectado básicamente en los diferentes tipos celulares
de los órganos esteroidogénicos primarios incluyendo a las células de Leydig y
Sertoli del testículo, células de la granulosa y cuerpo lúteo en ovario, células de
las tres zonas de la corteza adrenal y la placenta. Adicionalmente se han detectado
transcritos del SF-1 en los núcleos dorsomedial y ventromedial del hipotálamo, en
gonadotropos de la hipófisis y mas recientemente en las células endoteliales del
bazo (Morohashi, 1999).

Existe evidencia experimental que sugiere la participación del SF-l/AdBP4 en la
regulación transcripcional PKA~dependiente de varios genes de la esteroidogénesis
y de la diferenciación (Hammer & Ingraham, 1999). Además de su papel
regulador en la vía biosintética de esteroides en la glándula adrenal y gónadas,

12



actuando sobre el P450scc y otros genes CYP como la aldosterona sintetasa
(CYP11B2), 21-hidroxUasa (CYP21), aromatasa P450 (CYP 19), 17a-
hidroxilasa/C 17-20 liasa (CYP17) y la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3fi-
HSD). el SF-1 parece también modular la transcripción del promotor del receptor
de ACTH y de la proteína StAR, de los genes de la subunidad B de la inhibina a
y fi, del receptor "scavenger" tipo I, el cual media el transporte selectivo de lípidos
de las lipoproteínas de alta densidad al interior de ia célula, así como los genes de
la oxitocina, INSL3, sustancia inhibidora de Mullerianos (MIS), y de las
subunidades 6 de la LH y la FSH (Wehrenberg et al., 1994; Shen et al., 1994;
Halvorson et al., 1998; Hammer & Ingraham, 1999).

Estudios de interrupción génica dirigida (knockout), realizados en ratones han
establecido que el gen SF-1 es esencial para la formación de los tejidos
esteroidogénicos primarios y para la diferenciación sexual (Nomura et al.. 1996;
Morohashi, 1999).

Así, los animales homocigotos Ftz-fl -/- carecen de gónadas y glándulas adrenales
y presentan un arreglo neuronal anormal en el hipotálamo ventromedial, además
de severas alteraciones en el bazo. La ausencia del SF-1 resulta en la formación
de genitales internos y externos femeninos, independientemente del sexo
cromosómico del producto. Los animales con el alelo nulo -/-, mueren a los pocos
días de su nacimiento debido a insuficiencia de mineralocorticoides y
glucocorticoides (Luo et al., 1994; Majdic et al., 2002).

En el humano la mutación heterocigota del SF-I resulta en una forma poco común
de insuficiencia suprerrenal primaria con presencia de derivados Mullerianos y
estrias gonadales en sujetos 46,XY fenotípicamente femeninos (Achermann et al.,
1999).

Hasta ahora, los mecanismos mediante los cuales este receptor huérfano activa la
transcripción del P450scc son poco conocidos, sin embargo se piensa que tejidos
endocrinos, el SF-1 puede ser fosforilado en un residuo simple de serina (Ser203)
de la región AF-1. Otros factores de transcripción, incluyendo al Spl, Dax-Í,
CREB y el receptor de estrógenos en combinación con el SF-I, podrían contribuir
también a la regulación del P450scc (Clemens et al., 1994; Hammer & Ingraham,
1999).

Además, se ha demostrado que el gen mFtz-Fl es controlado a través de una vía
regulatoria única en donde el producto del gen (Ftz-Fl) juega un papel esencial en
la transcripción génica. Esto es, el gen SF-1 contiene sitios de únion SF-l/AdBP4,
localizados hacia la región 5' del primer intron (Nomura et al., 1996). Asas
autorregulatorias similares a las descritas para el mFtz-Fl, han sido reportadas
para otros genes, incluyendo el Hox-4 y Pit-1, los cuales al parecer están
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involucrados en la diferenciación de ciertos tejidos o tipos celulares (Morohashi
& Omura, 1996). En los tejidos esteroidogénicos primarios, este mecanismo
autorregulatorio es impresindible para mantener activado el gen y de esta manera
mantener diferenciado el tejido (Nomura et al., 1996).

El alineamiento de las secuencias deducidas de aminoácidos, ha indicado que como
ocurre con otros citocromos, el P450scc consta de regiones funcionales
relativamente discretas, incluyendo una pre-secuencia amino-terminal de transporte
mitocondrial (SLM), un dominio de unión al esteroide (DUE) y un dominio de
unión al hemo (DUH).

La mayoría de las enzimas mitocondriales codificadas por genes nucleares son
sintetizadas como grandes precursores y subsecuentemente convertidas a su forma
madura en el proceso de translocación a la mitocondria. Adicionalmente, las pre~
secuencias de las proteínas mitocondriales son muy variables en cuanto a su
extensión y secuencia de aminoácidos (Matocha & Waterman, 1986; von Heijne,
1992; Lili & Neupert, 1996). Se ha especulado que para el P450scc de humano
pollo y vaca, esta señal de localización mitocondrial comprende los primeros 40
residuos de la región NH2-terminal (Morohashi et al., 1984,1987; Nomura et al.,
1997).

CYP11A1

1 1——m H H
20 kb

SLM D U E D U H

CÍ3450

COOH

K KK

P450scc

Si bien la estructura tridimensional definitiva del P450scc no ha podido ser
esclarecida totalmente, es probable que sea muy similar a la de otros citocromos
cuya estructura cristalográfica ya se conoce (Vijayakumar & Salerno, 1992; Lewis
& Lee-Robichaud, 1998). Además del dominio de unión al ligando, el cual se ha
situado tentativamente en un tracto carboxilo-terminal de 17 residuos, también se
han identificado los posibles aminoácidos que hacen contacto con el substrato
(Picado-Leonard & Miller, 1988; Lewis & Lee-Robichaud, 1998).
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Mediante mutagénesis dirigida y análisis de alineamiento de la porción carboxilo-
terminal del P450scc, ha sido posible detectar una secuencia rica en residuos
básicos que esta involucrada con la unión del grupo hemo, y la cual parece ser
determinante no solo para una actividad enzimática adecuada, sino también para
la interacción electrostática del citocromo con la adrenodoxina. El DUH exhibe
una alta homología de secuencia entre los diferentes citocromos mitocondriales
estudiados, y conserva en su parte central un residuo de cisteína, considerado
como el quinto ligando del hemo (Gotoh et al., 1983; Morohashi et al., 1984;
Adamovich et al., 1989; Lepesheva et al., 2000; Usanov et al., 2002).

SUMINISTRO DE COLESTEROL

Sin importar el tipo de tejido, la producción de pregnenolona es controlada
mediante factores que regulan la movilización del colesterol hacia la membrana
mitocondrial externa y su subsecuente translocación a través del espacio
intermembranal acuoso a la membrana interna. Ambos procesos son necesarios
para asegurar la síntesis óptima de esteroides en respuesta al estímulo hormonal.
A la fecha han sido identificados varios posibles candidatos relacionados con el
suministro mitocondrial de colesterol. Una proteína bien caracterizada que se ha
sugerido desempeña dicho papel es la proteína acarreadora de esteroles-2 (SCP-2),
que se encuentra en forma abundante en hígado y tejidos esteroidogénicos. El gen
que codifica la SCP-2 da origen a dos transcritos; uno que codifica para un
polipéptido de 58~kDa (SCPx) y el otro para uno de 15.3 kDa (SCP-2), el cual es
procesado para producir una proteína madura de 13 kDa. La SCPx y la SCP-2
poseen secuencias consenso de localización a peroxisomas y ambas han sido
encontradas en estas vesículas, conocidas como sitios de síntesis de colesterol. A
su vez, se ha demostrado que la síntesis de SCP-2 esta bajo el control de la ACTH
aunque esta regulación solo ocurre varias horas después del estímulo hormonal.
Los datos disponibles sugieren que la SCP-2 está asociada con el tráfico
intracelular del colesterol como un transportador inespecífico (Pfeiffer et al., 1993;
Ohba et al., 1994; Stocco & Clark, 1996).

Otra protema que ha recibido una considerable atención por su papel en la
translocación mitocondrial del colesterol es el receptor de benzodiazepinas tipo
periférico o PBR (peripheral-type benzodiazepine receptor). El receptor PBR se
ha localizado principalmente en la membrana mitocondrial externa de tejidos
periféricos incluyendo la glándula adrenal y el testículo (Papadopulos et al., 1993).

Observaciones experimentales mostraron que ciertas benzodiazepinas como el
diazepam (valium), incrementaban la secreción de corticosterona y testosterona en
la rata, aparentemente a través de su unión al PBR (Gavish, 1995).
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Los receptores PBR están compuestos de tres subunidades funcionales que
comprenden un sitio de unión al ligando, un canal amónico voltaje-dependiente y
un acarreador de adenina, con pesos moleculares de 18, 32 y 30 kDa
respectivamente (McEnery et al., 1992).

Hay evidencia que varios ligandos específicos del PBR estimulan la conversión de
colesterol a pregnenolona. En preparaciones membranales de corteza cerebral y
tejidos periféricos, los compuestos que mostraron una mayor efectividad fueron
clorodiazepam, PK11195 y Ro 5-4864. Los dos últimos, estimularon la actividad
esteroidogénica de células adrenales en cultivo a concentraciones fisiológicas; Kds
de ~1.0 nmol/L. Estos hallazgos apoyaron la idea que la esteroidogénesis estaba
mediada al menos en parte por la interacción.del ligando y el PBR (Mukhin et al.,
1989; Gavish, 1995).

En una comunicación previa (Verma et al., 1987)} se había reportado que ciertas
porflrinas podían funcionar como ligandos endógenos del PBR. En preparaciones
mitocondriales de riñon de rata, la protoporfirina IX, la mesoporfirina IX y la
deuteroporfirina IX, mostraron ser los competidores mas potentes para inhibir la
unión del pH]PK11195 al PBR, exhibiendo constantes de inhibición (Ki) de 14.0,
23.0 y 31 X10~9 M, respectivamente (Snyder et al., 1989).

Ya que no hay todavía datos concluyentes, se ha especulado que la unión del
ligando induce cambios conformacionales en el PBR y que dicha modificación
estructural permitiría la formación de sitios de contacto entre las membranas
mitocondriales externa e interna, lo cual elevaría el flujo de colesterol al interior
de la mitocondria (Stocco & Clark, 1996; Culty et a l , 2002).

Una serie de reportes han indicado que la proteína reguladora de la
esteroidogénesis aguda o proteína StAR (steroidogenic acute regulatory protein)
juega un papel esencial en la esteroidogénesis, facilitando el suministro de
colesterol al P450scc en la membrana mitocondrial interna (Clark et al., 1994,
1995; Stocco & Clark, 1996; Arakane et al., 1998; Stocco, 1997, 2001;
Artemenko et al., 2001).

La proteína StAR es sintetizada como un precursor de 37 kDa que es fosforilada
por la proteína cinasa A y procesada dentro de la mitocondria para generar una
forma de 30 kDa. Esta fosfoproteína es indispensable para la esteroidogénesis
adrenal y gonadal. La evidencia que la StAR es crítica para la producción de
esteroides, derivó en parte de la demostración que las mutaciones en el gen StAR
causaban hiperplasia suprarrenal congenita lipoidea (CAH), una enfermedad en la
cual la síntesis de esteroides esta dañada severamente a nivel del rompimiento de
la cadena lateral del colesterol (Nakane et al., 1997; Korsch et al., 1999; Bose et
al., 2000).
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Asimismo, la interrupción del gen StAR murino resulta en un fenotipo en los
animales imitantes homocigotos, similar al de la CAH lipoidea humana (Carón et
al., 1997; Hasegawa et al., 2000). Como en otras proteínas importantes de la
esteroidogénesis, el AMPc influencia la expresión y la actividad de la StAR
(Stocco, 2001).

El análisis mutacional ha permitido determinar que la StAR contiene dos dominios
funcionales principales; una secuencia líder NH2~tenninal de transporte
mitocondrial y un dominio carboxilo-terminal relacionado con la transferencia de
lipidos, el cual promueve la translocación del colesterol entre las dos membranas
mitocondrial es. El tracto NH2-terminal de la StAR es característico de las proteínas
destinadas a ser importadas a la mitocondria. Así, la deleción progresiva del amino
terminal (N-19, N~28 y N-48), afecta en forma proporcional el transporte
mitocondrial del prepéptido. Por otro lado la remoción de los 4 últimos residuos
carboxilo-terminal de la StAR (C-4), no afecta la actividad esteroidogénica pero
la remoción de 10 residuos en esta región (C-10), reduce hasta un 50% la
producción de pregnenolona, mientras que la deleción de los últimos 28 residuos
terminales (C-28), abate completamente la actividad de la StAR e impide su
translocación y procesamiento. En base a estos hallazgos, se concluyó que esta
fosfoproteína actúa en la parte externa de la mitocondria, en forma independiente
a la translocación mitocondrial, y que su porción carboxilo-terminal es esencial
para potenciar la actividad esteroidogénica (Arakane et al., 1996, 1998).

Estudios experimentales del mismo grupo mostraron que la proteína StAR contiene
secuencias consenso de fosforilación por PKA. Ahí se demostró que en células
transfectadas, estimuladas con 8-bromo-AMPc, se incrementaba la incorporación
de 32P en la pre-proteína. También, se observó que al mutarse los sitios de
fosforilación conservados Ser57 y Ser195 de la StAR, dichas mutaciones no
afectaban la síntesis de pregnenolona, aunque el cambio de la serina 195 por una
alanina (SI95A), si resultaba en una disminución del 50% en su actividad. Estos
hallazgos sugirieron que la fosforilación de la serina 195 incrementa la actividad
biológica de la StAR y que este proceso puede impactar sobre la producción
esteroides regulada por AMPc (Arakane et al., 1997).

DISTRIBUCIÓN DEL CITOCROMO P450scc

Debido a que las gónadas y las adrenales son los órganos que expresan los niveles
mas altos del P450scc, estos han sido considerados como los principales sitios de
producción de esteroides. En los últimos años sin embargo un número cada vez
mas creciente de evidencia, señala que los órganos periféricos están involucrados
no solo en la transformación y el catabolismo de esteroides sino también en
actividades biosintéticas mas amplias (Burstein & Gut, 1971; Dalla et al., 1992;
Morales et al., 1999; Young et ai., 2001).
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La presencia del citocromo P450scc en los diferentes tejidos esteroidogénicos, ha
sido demostrada utilizando diversos enfoques experimentales, incluyendo métodos
bioquímicos, moleculares e inmunohistoquímicos.

El P450scc se expresa predominantemente en la corteza de las glándulas adrenales,
en el testículo y en ovario. Además de los órganos endocrinos clásicos, esta
enzima funciona en la placenta para proveer las hormonas necesarias para
mantener el embarazo y el desarrollo fetal (Chung et al., 1986). En otro grupo de
de órganos tales como la gándula submaxilar (Rosner et al, 1969), cerebro
(Legoascogne et al., 1987), piel (Slominski et al., 1996) y páncreas (Morales et
al., 1999), por citar algunos, la expresión de transcritos de CYP11A1 ha sido
relacionada con actividad esteroidogénica. Asimismo, se ha visto que la regulación
transcripcional del P450scc, exhibe marcadas diferencias, entre líneas celulares
establecidas a partir de tejidos periféricos (células adrenocorticales Y-l de ratón),
y aquellas derivadas de tejido neural (Zhang et al., 1995).

TEJIDOS ESTEROIDOGÉNICOS PRIMARIOS

Glándula adrenal. Las células de las tres zonas corticales (glomerulosa,
fasciculata y reticularis) son las que expresan la mayor actividad de P450scc
(Hanukoglu, 1992, Pelletier et al., 2001). Las células adrenocorticales de bovino
mantenidas en cultivo, a las que se les adiciona ACTH por diferentes períodos de
tiempo, muestran un incremento gradual de hasta 9 veces en la formación de
pregnenolona, y cuya respuesta máxima se alcanza a las 36 horas del tratamiento.
La administración continua de la hormona después de este período, no modifica
sustancialmente los niveles máximos. Con estas observaciones se estableció que el
efecto crónico de la ACTH era mediado, al menos en parte, por la inducción de
la síntesis del citocromo P450scc, y por lo tanto, por un incremento de la actividad
catalítica (DuBois et al., 1981).

En las células de la zona glomerulosa, el P450scc tiene una localización
intramitocondrial hacia la membrana interna. La distribución intramitocondrial en
la zona fascicular de la rata, muestra a la enzima en las crestas que dan a la matriz
mitocondrial (Cherradi et al., 1997). La inmunodetección del citocromo P450scc
mediante microscopia electrónica usando oro coloidal, indica que la enzima se
localiza exclusivamente en las mitocondrias grandes de las tres zonas
adrenocorticales (Pelletier et al., 2001).

Ovario. La expresión del P450scc en el ovario se ha detectado en las células de
la teca interna y el cuerpo lúteo. En células de la granulosa su expresión depende
de la etapa de crecimiento del folículo (Hanukoglu, 1992; Omura & Morohashi.
1995). Los niveles del RNAm para la enzima de la rata pueden ser inducidos en
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folículos preovulatorios 12 horas después de la administración de LH. De igual
forma, los niveles de la proteína se incrementan gradualmente a partir de las 24
horas del tratamiento con hCG o LH (Oonk et al., 1989). En ratas inmaduras
tratadas con dosis fisiológicas de estradiol, la administración de PMSG causa un
incremento de hasta 36 veces en los niveles de RNAm del P450scc ovárico. En
células de la granulosa en cultivo, aisladas de ovarios de ratas prepuberes, el
tratamiento con estradiol solo, no incrementa los niveles del mensajero, pero en
combinación con FSH o 8-Br~AMPc, eleva de 3 a 4 veces el RNAm del CYP11 Al
(McMasters et al., 1987).

Usando anticuerpos monoclonales contra el citocromo de bovino, Keyes y cois.
(1990) demostraron que los estrógenos son determinantes para la síntesis del
P450scc en el cuerpo lúteo de la coneja. Estos autores observaron que la supresión
del estímulo estrogénico por 72 horas, resulta en un abatimiento importante en la
cantidad de proteína inmunodetecíable (Keyes et al., 1990).

Debido a que la esteroidogénesis ovárica embrionaria parece no ser necesaria para
la diferenciación del fenotipo femenino, el RNAm del P450scc es apenas detectable
en el ovario en desarrollo. A las 20 semanas de gestación, la cantidad de RNAm
del ovario fetal representa aproximadamente el 6 % del P450scc total expresado en
suprarrenales fetales de la misma edad (Voutilainen & Miller, 1986). Durante el
desarrollo posnatal del hámster, la expresión de la enzima es ya evidente en los
ovarios de animales de 10 días. Hacia las 7>h semanas, el P450scc
inmunorreactivo se localiza en el intersticio que rodea a los folículos secundarios.
Por otro lado, los niveles básales de RNA del CYP11 Al permanecen bajos hasta
las 2 semanas pero estos se incrementan gradualmente en ovarios de 3 semanas en
adelante. Así, la expresión del RNAm del P450scc sigue un patrón que coincide
con la expresión de la proteína (Schwarts & Roy, 2000). A nivel ultraestructural
el P450scc se localiza básicamente en las mitocondrias de la granulosa, teca interna
y cuerpo lúteo (Pelletier et al., 2001).

Testículo. La formación de pregnenolona en el testículo se lleva a cabo
exclusivamente en las células de Leydig. En el testículo fetal humano, la
abundancia del RNA para el P450scc es mayor entre las semanas 14 y 15 de la
gestación y después disminuye lentamente a niveles casi indetectables hacia la
semana 26. El patrón de aparición y desaparición del RNAm de la enzima sugiere
que el CYP11A1 del testículo fetal esta regulado por hCG ya que esta hormona
alcanza su máxima concentración entre las semanas 14 a 16 del embarazo y
posteriormente va disminuyendo en forma gradual (Voutilainen & Miller, 1986).

En las células de Leydig de ratón tanto normales como tumorales (MA-10) el
P450scc se expresa constitutivamente. La estimulación crónica con AMPc
incrementa los niveles básales del RNAm y la síntesis de la hemoproteína. En las



células de Leydig normales, los glucocorticoides reprimen la síntesis de la enzima
así como los niveles de RNAm; en las células MA-10 tumorales, los
glucocorticoides producen un efecto opuesto, incrementan los niveles del
mensajero y la cantidad del citocromo P450scc (Payne, 1990). A nivel
ultraestructural la distribución el P450scc testicular se restringe a las mitocondrias
de la célula de Leydig (Pelletier et al., 2001).

Placenta. Experimentos de hibridación realizados con RNA proveniente de
placentas humanas de 10 a 25 semanas, sugirieron que la abundancia relativa del
RNAm para el P450scc era mayor en las etapas tempranas de la gestación (Chung
et al., 1986). En estudios in vitro, en los que se utilizaron cultivos de
sinciciotrofoblastos y 25-hidoxicolesterol como substrato, indicaron que la adición
de concentraciones crecientes de estradiol al medio, incrementaba la producción
de progesterona. Aunque la adición de estradiol solo no tuvo efecto, la incubación
con 1.0 fiM de estradiol en presencia del substrato, produjo una elevación del
100% en la producción de progesterona. No obstante que la actividad del
citocromo se vio incrementada significativamente en los cultivos tratados, los
niveles del RNAm fueron muy similares en todos los grupos. En base a esta
observación se llegó a concluir que en el humano, los estrógenos aceleran el
recambio del RNAm para el P450 de placenta (Babischkin et al., 1997a). A
diferencia de lo que ocurre en la placenta humana, los hallazgos de un estudio
llevado a cabo en placentas de mandriles fetectomizados, mostraron que en esta
especie, las concentraciones circulantes de estrógenos, regulan de manera
importante los niveles del RNAm y la actividad específica del P450scc placentario
(Babischkin et al., 1997b).

TEJIDOS POTENCIALMENTE ESTEROIDOGENICOS

Cerebro. La síntesis extragonadal de pregnenolona fue reportada originalmente por
Baulieu y su grupo (1987), quienes demostraron la presencia y actividad del
P450scc en el cerebro de la rata. Usando anticuerpos específicos para el citocromo
de bovino, fueron capaces de detectar la enzima en distintas áreas cerbrales. El
P450scc fue localizado básicamente en corteza entorrinal, bulbo olfatorio y
substancia blanca del encéfalo (LeGoascogne et al., 1987).

Casi al mismo tiempo se reportó la conversión de colesterol a pregnenolona y otros
metabolitos como la alopregnanolona (3a~hidroxi-5G:~pregnan~20-ona) en
mitocondrias de oligodendrocitos de esta especie (Hu et al., 1987).

A los esteroides que son sintetizados en sistema nervioso a partir de colesterol y
que se acumulan en el tejido neural en forma independiente a la secreción
hormonal de las gándulas endocrinas se les conoce actualmente como
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"neuroesteroides" (Robel & Baiüieu, 1994).
En un estudio posterior en el que se usó un anticuerpo policlonal diferente, el
citocromo se localizó básicamente en las regiones mielinizadas del encéfalo,
incluyendo el cuerpo calloso, fornix, tálamo, comisura anterior y substancia blanca
del cerebelo. El patrón de tinción inmunoliistoquímico fue esencialmente el mismo
en ratas machos y hembras y no se encontraron variaciones significativas entre
animales prepúberes y adultos (Iwahashi et al., 1990). Estas observaciones
confirman de cierta forma los hallazgos de actividad enzimática en mitocondrias
de oligodendrocitos ya que estas células son las responsables de sintetizar mielina.
Reportes mas recientes han demostrado la expresión del P450scc en prácticamente
todas las regiones cerebrales de la rata. La detección mediante RTPCR del
CYP11A1 y otros citocromos esteroidogénicos, así como de ferredoxina y
ferredoxina reductasa, indican que al menos ciertas áreas tienen la capacidad de
sintetizar esteroides de novo (Stromstedt& Waterman, 1995; Zhang et al., 1995).

A nivel central sin embargo, los elementos que regulan la neuroesteroidogénesis
parecen no requerir de la participación del SF-1 (Zhang et al., 1995). Contrario
a lo que ocurre en roedores, en el humano se han descrito diferencias sexuales en
la expresión del CYP11A1. En el lóbulo temporal y corteza frontal, la expresión
del RNAm del P450scc es significativamente mayor en las mujeres que en los
hombres (Watzka et al., 1999).

Glándula submaxilar. Una serie de estudios metabólicos realizados con rebanadas
de tejido submaxilar, indicaron que esta glándula posee el complejo enzimático
necesario para la biosíntesis de novo de colesterol. Adicionalmente, demostraron
que la glándula submaxilar de la rata, es capaz de transformar el colesterol-[14C]
a pregnenolona y dehidroepiandrosterona (DHEA). El porcentaje de conversión del
precursor marcado fue de entre el 3 y el 7% hacia pregnenolona y de entre el 0.2
y el 0.6% hacia DHEA (Rosner et al., 1969).

Útero. Mediante técnicas de hibridación in sita y transferencia Northern, Schiff
y cois. (1993), demostraron la expresión del Cypl lal en útero de ratón gestante.
Observaron que al tiempo de la implantación las células maternas tanto de la
decidua basal como capsular expresaban cantidades significativas del P450scc.
Inicialmente el RNA de la enzima se detectó a los 4.5 días poscoito (dpc) y
posteriormente alcanza sus niveles máximos a los 9.5 días. Después de este tiempo
se pudo observar una disminución sustancial y progresiva hacia los 13.5 dias de
la gestación. Tales hallazgos fueron interpretados como evidencia de que el útero
tiene la capacidad para sintetizar pregnenolona y que los esteroides secretados
localmente podrían desempeñar un papel autocrino o paracrino durante la primera
mitad del embarazo (Schiff et al., 1993).

Páncreas. La actividad esteroidogénica del tejido pancreático fue demostrada por
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dos métodos diferentes; el primero fue mediante RT-PCR seguido de transferencia
Southern para identificar transcritos del gen, el segundo fue un ensayo enzimático
para ver la inhibición de la síntesis de pregnenolona inducida por aminoglutetimida
(AMG), un potente inhibidor dei citocromo P450scc. Los resultados obtenidos
sugirieron, que: a) el tejido pancreático posee actividad transcripcional del gen
CYP11A1, b) que las mitocondrias aisladas del páncreas tienen la capacidad de
sintetizar pregnenolona y c) que su síntesis es bloqueada por AMG (Morales et al.,
1999).

Piel. La expresión del CYP11 Al y otros citocromos esteroidogénicos fue estudiada
en preparaciones de piel humana normal y patológica y en células dérmicas
mantenidas en cultivo. Mediante ensayos de RT-PCR seguidos de hibridaciones
por Southern blot, fue posible demostrar la presencia de transcritos específicos
para el CYP11A1, receptor de ACTH, CYP17 y CYP21A2. El RNAm del
P450scc fue detectado en biopsias de piel facial y piel corporal normal así como
en carcinoma de células escamosas. Señales de hibridación positivas para el
P450scc fueron también observadas en muestras de cultivos primarios de
melanocitos, carcinoma celular basal y melanoma. Estos datos representan la
primera evidencia de que la piel humana y las células epidérmicas cultivadas
expresan varios genes esteroidogénicos incluyendo el C YP11A1 (Slominsky et al.,
1996). Estudios de hibridación in situ con una sonda específica de RNAc
antisentido, mostraron expresión del P450scc en un subgrugo de células no
identificadas en el mesénquima dérmico de piel embrionaria de ratón. Las células
que expresaron el P450scc se encuentran distribuidas entre ios tejidos que
formarán las capas musculares superficiales y los elementos del tejido conectivo
de la pared abdominal. La amplificación de transcritos específicos mediante RT-
PCR, confirmaron la expresión no solo del Cypllal sino también de ferredoxina
y 3B-HSD en la piel embrionaria del ratón (Keeney et al., 1995).

Intestino. Durante el desarrollo embrionario del ratón, el análisis de hibridación
in situ mostró mareaje positivo en el intestino primitivo de fetos de 14 días. La
hibridación específica pudo observarse en las regiones mas distantes del colon
transverso. En estas zonas, los transcritos del P450scc fueron localizados en las
células epiteliales del lumen. De forma similar, mediante ensayos de hibridación
in situ e inmunohitoquírnicos, tanto el RNAm como la proteína se detectaron en
el intestino fetal de ratones con el alelo nulo para el Ftz-Fl (Keeney et al., 1995).
Con fundamento en sus resultados, estos autores concluyeron que en los tejidos
fetales no-esteroidogénicos el Cypl lal se expresa en forma independiente al SF-1.

Corazón. En base a reportes previos que sugerían la existencia de un sistema
esteroidogénico para la síntesis de aldosterona en tejido cardiaco, Young y
cois.(2001), exploraron posibilidad de detectar expresión del citocromo P450scc
en este órgano. Encontraron que a partir de DNAc sintetizado de RNAm de
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corazones humanos y de ratón, era posible obtener transcritos auténticos para el
gen CYP11A1, 3B-HSD y StAR. En ambos casos, sin embargo, los niveles de
P450scc fueron de 100 a 1000 mas bajos a los detectados en tejido adrenal, por
lo que el significado fisiológico de estos hallazgos es aún incierto (Young et al.,
2001; Gómez et al., 2001).

Glándula de Harder o Harderiana. La gándula Harderiana (GH) es una
estructura tubuloalveolar compuesta, situada dentro de la órbita ocular de la
mayoría de los vertebrados terrestres que poseen membrana nictitante. Las
funciones atribuidas a este órgano son múltiples y variadas. Se piensa que sirve
primordialmente para lubricar la córnea y la nasofaringe. Se le considera además
como un órgano productor de feromonas, melatonina e inmunoglobulinas y como
un fotorransductor en un sistema que incluye a la retina, ia pineal y la gónada
(Payne, 1994). No obstante su amplia distribución fiíogenética y el número de
funciones en la que estar involucrada, se conoce relativamente poco de los factores
que regulan su actividad. En términos generales, las porfirinas, lípidos e
indolaminas son los principales productos de la GH cuya síntesis se encuentra bajo
influencia endocrina (Vilchis, 1997).

En el hámser Sirio, el patrón de ácidos grasos glandulares, las concentraciones de
melatonina así como la cantidad de porfirinas intraglandulares, en particular de
protoporfirina IX, presentan un marcado dimorfismo sexual. Aún mas, se han
descrito marcadas diferencias sexuales a nivel estructural y ultraestructural (Olcese
& Wesche, 1989). En ambos sexos, tanto la actividad como las características de
la GH pueden ser alteradas por la gonadectomía o reeplazo hormonal. También
hay datos que indican que la GH tiene la capacidad de captar feromonas como la
Al6-androstenona (Brooksbank et al, 1973; Payne, 1977) y metabolizar varios
esteroides (Butler et al., 1978). Si bien la formación de pregnenolona en la GH no
ha sido estudiada hasta ahora, la presencia de grandes cantidades de colesterol
(Seyama et al., 1996), porfirinas (Payne, 1994) y enzimas esteroidogénicas
(Vilchis et al., 1994), así como su alta sensibilidad a hormonas tróficas y
hormonas esteroides incluyendo pregnanos C2I, glucocorticoides y andrógenos
(Vilchis et al., 1992), han sugerido la posibilidad de que esta glándula sintetize
hormonas esteroides a partir del colesterol como sucede en otros tejidos
periféricos.

Deficiencia de P450scc

Hasta ahora no se conoce la deficiencia completa del citocromo P450scc en el
humano aunque aparentemente en el conejo si ocurre (Miüer, 1998). En esta
especie Yang y cois. (1993) reportaron que la deleción del CYP11 Al produce una
forma letal de hiperplasia adrenal congenita (lipoíd CAH), caracterizada por una
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gran acumulación de colesterol e hipertrofia de la corteza adrenal, además de una
feminización de los genitales en los fetos masculinos. Los animales homocigotos
que presentan esta mutación, exhiben una ausencia total de la proteína y niveles
indetectables del RNAm para la enzima. La deleción del gen fue comprobada
mediante estudios de transferencia Northern del DNA obtenido de diferentes líneas
celulares (Pang et al., 1992; Yang et al., 1993). Estos hallazgos sin embargo no
han sido reconfirmados a la fecha. En contraste, en el humano se sabe de un solo
caso de hiperplasia suprarrenal congenita lipoidea, que deriva de una mutación
heterocigota del CYP11A1, detectada en un paciente cariotípicamente masculino
con insuficiencia suprarrenal y reversión sexual. Se trata de una insersión de 6~pb
la cual de acuerdo al análisis mutacional, resulta en la inhibición absoluta de la
actividad catalítica del citocromo (Tajima et al., 2001).

El hecho de que la ausencia de P450scc y por consiguiente de progesterona durante
la gestación sea incompatible con un embarazo a término, explica en parte el
porque, nunca se han detectado mutaciones homocigotas en el CYP11A1 humano
(Miller, 1998). La lesión génica identificada en este paciente fue una mutación de
novo heterocigota que no ejerce un efecto dominante negativo sobre el alelo
normal, y que por lo tanto permite una actividad enzimática subnormal (Tajima et
al., 2001).

Durante la escritura del presente trabajo se reportó la obtención de ratones
knockout para P450scc, generados mediante la interrupción del Cypllal. Los
productos homocigotos para la mutación, no sintetizan esteroides y mueren pocas
horas después de nacer, aunque algunos logran sobrevivir si se les administran
hormonas adrenales y gonadales. Contrario a lo esperado, los machos con el alelo
nulo presentan genitales externos femeninos y órganos sexuales accesorios
subdesarrollados. El epidídimo, testículo y vas deferens se encuentran presentes
pero son de tamaño menor al normal. En estos animales se demuestra que la
deficiencia fetal de esteroides conlleva a problemas en el desarrollo sexual, al
desajuste de la homeostasis hormonal y a perturbaciones en la regulación génica
(Meng-ChunetaL, 2002).

OBJETIVO DEL ESTUDIO

En los últimos anos, una serie de reportes experimentales han indicado que la
producción de esteroides a partir de colesterol no es exclusiva de los órganos
endocrinos primarios, sino que también puede ocurrir en tejidos no-
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esteroidogénicos como la piel y el encéfalo. En el humano por ejemplo, se han
descrito marcadas diferencias sexuales en la expresión del P450scc en varias zonas
de la corteza cerebral, y se piensa que los neuroesteroides ahí sintetizados ejercen
gran influencia sobre el comportamiento y la memoria. En otro grupo de órganos
tales como el páncreas, útero, intestino y glándula submandibular, la formación de
esteroides C21 ha sido asociada a procesos regulatorios autocrinos o paracrinos.
Estos hallazgos en su conjunto, han llevado a hacer un replanteamiento sobre el
significado funcional de los esteroides producidos a nivel local. Datos de reportes
previos sugirieron la posibilidad de que debido a su gran contenido de colesterol,
actividad porfirinogénica y alta dependencia a hormonas tróficas hipofisiarias y
esteroides, la glándula Harderiana pudiera estar involucrada no solo en la
transformación y catabolismo de esteroides sino también en actividades metabólicas
mas amplias como la síntesis de sus propios hormonas. Se tiene conocimiento que
la glándula Harderiana al igual que la piel, produce varias feromonas de origen
esteroidal y convierte cantidades significativas de 11-cetopregnenolona y otros
pregnanos 5ñ~ reducidos, reconocidos por su efecto mediador en la síntesis de
porfirinas. A su vez datos experimentales han sugerido que las porfirinas pudieran
estar influenciando el metabolismo de esteroides. Como un paso inicial en el
estudio de la actividad esteroidogénica de la glándula Harderiana del hámster, en
el presente trabajo se aisló el DNAc del citocromo P450scc a fin de determinar su
posible expresión en esta glándula exócrina.

HIPÓTESIS

Los tejidos periféricos con capacidad de convertir colesterol a pregnenolona
exhiben actividad de CYP11A1. Si consideramos a la glándula Harderiana del
hámster como un órgano potencialmente esteroidogénico en consecuencia va a
expresar el RNAm del citocromo P450scc.
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MATERIAL Y MÉTODOS

Preparación de RNA y DNAc. El tejido adrenal de diez hamsters adultos fue
utilizado para la extracción del RNA y la síntesis de DNAc. Para la purificación
del RNA celular total y el RNA poliadenilado (poli A)+ se usó el reactivo de
TRIzol (Life Technologies, Grand Island, NY) y el estuche mRNA separator
(Clontech Labs. Inc., Palo Alto, CA). respectivamente. Para la síntesis de DNAc
se utilizó 1/xg de RNAm y la Transcriptasa Reversa RNasa H contenida en el
estuche SuperScript™ First-Strand Synthesis (GibcoBRL, USA), siguiendo el
protocolo deí proveedor.

OBTENCIÓN DE RNA CON TRIZOL
1. Homogeneizar de 100 a 200 mg de tejido con 1,0 mi de TRIzol.
2. Incubar el hornogenado por 5 minutos sobre hielo.
3. Adicionar 0.2 mi de cloroformo por cada mi de homogenado.
4. Agitar vigorosamente y centrifugar a 12 OOOxg por 15 min. a 4°C.
5. Obtener fase acuosa y adicionar 0.5 mi de isopropanoí/ml de soln. inicial.
6. Incubar las muestras por 10 minutos a temperatura ambiente (TA).
7. Centrifugar a 12 OOOxg por 10 minutos a 4°C - descartar sobrenadante.
8. Lavar el precipitado con etanol al 75%.
9. Repetir el paso 7.
10. Disolver el precipitado en ddH-,0 estéril tratada con dietilpirocarbonato

(DEPC).
11. Cuantificar el RNA en espectrofotómetro a 260/280 nm.

AISLAMIENTO DE RNA MENSAJERO (RNAm)*

Equilibrio de columnas

1. Resuspender la celulosa-OIigo(dt) inviniendo la columna varias veces.

2. Centrifugar a 350xg (1,500 rpm, BeckmanTJ-6) por 2 min a TA.
3. Sacar la columna del tubo y descartar el eluido del tubo de 50 mi.
4. Adicionar 2 mi de amortiguador alto en sales (high salt) a la columna.
5. Centrifugar a 1,500 rpm, 2 min a TA.
6. Sacar la columna y descartar el amortiguador colectado en el fondo.
7. Reinsertar la columna para su uso en ía extracción de RNAm.

Extracción de RNAm

1. Usar 1-3 mg de RNA total para una recuperación óptima.
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2. Centrifugar el RNA total a 12,000 xg por 15 min. a 4°C.
3. Descartar el sobrenadante y secar al aire el RNA por 5 a 10 minutos.
4. Resuspender el RNA a una concentración de lmg/ml de amortiguador de

elución.
5. Calentar a 70°C por 6 min., asegurarse que todo el RNA este disuelto.
6. Dejar el RNA a TA por 5-10 min. Adicionar 1/5 parte de soln. de carga.
7. Precalentar 2 mi de amortiguador de elución a 65°C para uso en etapa #14.
8. Transferir el RNA en una columna recién preparada y guardar en tubo de

50 mi fresco.
9. Centrifugar a 1,500 rpm 2 min a 4°C. Guardar el eiuido para repurificar.
10. Tranferir el eiuido del fondo del tubo de 50 mi a tubo fresco.
11. Lavado: a) Aplicar 0,3 mi de amortiguador alto en sales a la columna, b)

centrifugar a 1,500 rpm 3 min a 4°C, c) Descartar el fluido. Repetir pasos
a-c, dos veces mas.

12. Lavar la columna 3X con 0.6 mi de amortiguador bajo en sales, centrifugar
a 1,500 rpm por 3 min a 4°C. Si es necesario centrifugar una vez mas.

13. Sacar la columna, quitar todo el liquido del tubo.
14. Aplicar 0.4 mi de martiguador de elución. Centrifugar a 1,500 rpm a TA.
15. Sacar la columna del tubo de centrifuga y colocar sobre hielo.
16. Leer en espectrofotómetro para checar la concentración de RNA.
17. Adicionar 1/10 de volumen de KOAc 2M (pH 5.0) y 2.5-3.0 vol. de etanol

absoluto a la muestra de RNA poli(A)+. Guardar a -20°C para uso
posterior.

18. Secar la muestra de.RNAm a TA por 5-10 min. Resuspender en ddH2O/
con DEPC.

19. Medir la concentración de RNA en espectrofotómetro 260/280 nm.

* mRNA separator kit (K1040-2), Clontech Labs. Inc., CA, USA.

SÍNTESIS DE DNA COMPLEMENTARIO (DNAC)

1. Preparar la mezcla de RNA/iniciadores en tubo de 0.5 mi estéril.
2. La reacción incluye: 1-5 yX de RNA, 1.0 ¡A de mezcla (lOmM) de cada

dNTP (dGTP, dATP, dTTP, dCTP), 1.0 ¡ú de Oligo (dT)I2.l8 (0.5¿*g//*l),
llevar a 10 ¡x\ agua estéril.

3. Incubar cada muestra a 65°C por 5 min, incubar sobre hielo por 5 min.
4. Agregar 9.0 ¡ú de la siguiente mezcla: Amortiguador 10X RT 2.0 /¿I,

MgCl2 25 mM 4/¿l, 0.1M DTT 2/xl, \¡ú de inhibidor de RNasa.
5. Incubar a 42°C por 2 min.
6. Agregar 1/xl (50 unidades) de Superscript II a cada muestra e incubar por

50mina42°C.
7. Terminar la reacción incubando a 70°C por 15 min, colocar sobre hielo.
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8. Colectar la reacción por centrifugación. Agregar Ifú de RNasa H a cada
tubo e incubar por 20 min a 37°C.

AMPLIFICACIÓN DE FRAGMENTOS DEL P450scc

Inicialxnente se amplificaron mediante PCR dos fragmentos del P450scc, usando
el DNAc sintetizado a partir de RNA de glándula adrenal. Con el fin de obtener
segmentos específicos del P450scc de hámster, se diseñaron dos pares de
oligonucleotidos sintéticos (GibcoBRL, Life Technologies, USA) derivados de las
secuencias reportadas para el citocromo de bovino (Morohashi et al., 1984),
humano (Chung et al., 1986) y rata (Oonk et al., 1990).
L o s i n i c i a d o r e s : r S C C l / r 3 4 5 c o n d i r e c c i ó n 5 ' ^ 3 '
(ATGCWGGCAAAAGGTCTWTGC y CTGGYGTGGAACATCTKGKAGA), y
S C C 7 a / S C C 9 b c o n d i r e c c i ó n 5 ' ~> 3 '
(CACCCCATCTCYGTGACCYTGCAGAG/TCMGGCRTCAGRATGAGGTT
GAA), localizados hacia los extremos amino y carboxilo terminal respectivamente,
fueron utilizados en las reacciones de PCR. [ Y= T/C, W= T/A, K== G/T, M =
C/A, R - G/A].
En todos los casos de amplificación de DNA, excepto para la síntesis del DNAc
completo, se prepararon reacciones estándar, conteniendo cada una: amortiguador
10X (Tris-HCl lOmM, pH 8.3 , KC1 50 mM, MgCl21.5mM) auna concentración
final de IX, 200 /¿M de cada dNTP, 0.5 ¡M de cada oligonucleótido, DNA 0.1-
1 .Ofxg, y 2.5 unidades de AmpliTaqDNA polimerasa (Perkin ELmer, Branchburgh,
New Jersey, USA), en un volumen final de 25 fú. En general, las reacciones de
amplificación fueron sometidas de 25 a 35 ciclos de desnaturalización a 94°C por
45 seg., alineamiento de 52-68°C por 45 seg., y extensión de 72°C por 45
segundos con un ciclo final de extensión de 7 minutos. Al final de cada reacción,
los productos de PCR fueron analizados en geles de agarosa al 1 % (en solución
IX TBE; Tris-Base 90mM, ácido bórico 90mM, EDTA 1.5mM), teñidos con
bromuro de etidio. Una vez amplificados, estos segmentos fueron separados en un
gel preparativo de agarosa al 1.2%, electroeluidos y purificados en columnas de
Centricon 30 (Millipore Co., Bedford MA, USA) para posteriormente ser
sometidos a análisis de secuenciación.

MÉTODO DE SECUENCIACIÓN DEL DNA

Para determinar la secuencia nucleotídica de los ácidos nucleicos se utilizó un
estuche comercial de secuenciación cíclica con terminador radiomarcado (Thermo
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Sequenase de Amersham LifeSciences, Cleveland, OH), que incorpora el uso de
los cuatro didesoxinucleótidos (ddNTPs) marcados con [or-33P] y una DNA
polimerasa recombinante que permite el empleo de cantidades muy pequeñas del
isótopo en las reacciones de terminación. Este procedimiento se basa en el método
enzimático de Sanger (Sanger et al., 1977).

Después de purificar y cuantificar la muestra de DNA se procede a preparar las
mezclas de terminación:

1. Seleccionar la mezcla maestra de terminación (MMT), ya sea dGTP o dITP.
2. Preparar las cuatro mezclas de terminación usando 2.0^L de MMT y 0.5¿¿L

de cada ddNTP marcado ([a-33P]-ddGTP, -ddATP, -ddTTP, -ddCTP; A.E.
1500 Ci/mmoí) por reacción.

MMT
(Vol. en fiL)
[a-33P]ddGTP
[<x-33P]ddATP
[a-33P]ddTTP
[a-33P]ddCTP
Total

G
2.
0.

2.

0
5

5

A
2.

0.

2.

0

5

5

T
2.

0.

2.

0

5

5

C
2.

0.
2.

0

5
5

3. Depositar 2.5juJL de cada mezcla de terminación (G,A,T,C) en tubo Eppendorf
de 0.5 mL.

4. Preparar la mezcla de reacción agregando los siguientes componentes:

Amortiguador de reacción 10X 2.0¿tL
DNA (50-500 fxg) ¡xh
Iniciador (2.5pmol) l.O^tL
ddH2O estéril
Thermoseq. DNA polimerasa 2.0,nL

5. Transferir 4.5/¿L de la mezcla de reacción (templado/polimerasa) a cada tubo
de terminación (G,A,T,C); mezclar y agregar 2 gotas de aceite mineral.

6. Aplicar 25-35 ciclos de amplificación en termociclador, incluyendo un período
de desnaturalización a 95°C por 1 min., alineamiento (entre 54 y 65°C) por 1
min, extensión a 72°C por 1 min, con una extensión final a 72°C por 7 min.

7. Al finalizar el período de amplificación, agregar 4.5 ¡xL de solución de
terminación. Pasar a tubo fresco retirando el aceite mineral.

8. Desnaturalizar a 70°C por 5 min., antes de aplicar a los geles de acrilamida.
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GELES DE DESNATURALIZANTES DE POLIACRILAMIDA

Las muestras desnaturalizadas se corren en geles de poliacrilamida al 6.0%
conteniendo 7M de urea.

Acrilamida
Bis-acrilamida
Urea
Soln. TTE*
ddHLO

5.
3.

42
5.

45

7
3
.0
0
.0

g
g

era

mí,
mL

Disolver y ajustar el volumen a 100 mL con ddH2O; después filtrar la solución.
Antes de vertir el gel se agregan 100/¿L de persulfato de amonio (NH2S2OS) al
10%, se desgasifica por 5 min aplicando vacío y se agregan 25ju.L de TEMED. Se
deja polimerizar por lo menos durante una hora a TA.

Montar el gel en la cámara usando 500mL de amortiguador de corrida TTE IX en
cada fase (Amortiguador TTE 10X para lOOOmL)
TrisHCl 216g 1.7M
Taurina 72g 0.5M
Na2EDTA.2H2O 4.0g lmM

Efectuar una precorrida por 1-2 hrs} aplicando una corriente de 70 Watts hasta que
el gel alcance una temperatura de 50°C. Aplicar 3¿¿L/carril. Las muestras se
corren por 2-6 hrs a 2000 Volts/70 Watts/50 mAmps.
Al finalizar, secar el gel por 1 h a 80 °C y exponer en placas BioMax de Kodak
por 12-16 hrs a TA.

AMPLIFICACIÓN DE LOS EXTREMOS DEL DNAc (RACE).

Una vez amplificados con los iniciadores SCC1/SCC2 (245-pb) y SCC7a/SCC9b
(335-pb), los fragmentos de PCR correspondientes, fueron secuenciados a fin de
poder diseñar oligonucléotidos específicos y analizar los extremos del DNAc
mediante el sistema de amplificación rápida de los extremos 5' y 3' del DNAc
(RACE-375'). Con este propósito se utilizaron los iniciadores 5'-CYPHl con el
anidado 5'-IM450 y el 3'-HBCC8, con el anidado 3'-H95. Se diseñaron además
otros iniciadores para conocer secuencias intermedias.
Para la determinación de los extremos 5' y 3 ' del DNAc se utilizaron los
iniciadores: CYPH1 (5'~CTGGAAATTCTGCATGTGATGGTAATG-3') y HBCC8
(5'-GATTGCAGAGCTGGAGATGAC-3') y el estuche "Marathón cDNA
Amplification Kit" (Clontech Labs. Inc., Palo Alto, CA), de acuerdo al siguiente
protocolo:
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Síntesis de la Primera Hebra de DNAc

1) Por cada reacción, agregar: 0.1-1.0 fig de RNA poli(A)+, 1.0/xl de
iniciador cDNA-Synthesis (10/AM), y agua estéril hasta 5¡ú.

2) Incubar a 70 °C por 2 min, dejar sobre hielo por 5 min.
3) Agregar 10^1 de una mezcla que contiene: 2 /xl de solución 5X First-strand,

1/xl dNTPs (lOmM), l^Ci de [<*-32P]dCTP y 20 U//A1 de transcriptasa
inversa AMV.

4) Mezclar perfectamente e incubar a 42°C por 1 h en incubador-aire/ colocar
sobre hielo.

Síntesis de la segunda hebra del DNAc

1) Por cada reacción, agregar; 10/¿l de la mezcla primera hebra, 16 ¿¿1 de la
solución 5X second strand, 1.6 ¡xl de dNTPs (10/AM), 4/d de una mezcla
20X de enzimas de E. coli [DNA ligasa (1.2 U//¿1)+ DNA polimerasa I
(6.0U//xl) + RNasa H (0.25 U/¿d)] y agua estéril hasta un volumen de 80/¿l.

2) Incubar a 16°C por 90 min.
3) Agregar 2.0/xl de DNA polimerasa T4 (10U).
4) Incubar a 16°C por 45 min.
5) Agregar 4.0̂ x1 de EDTA/Glicógeno para terminar la reacción.
6) Agregar 100^1 de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1) dar vortex

y centrifugar a 14,000 rpm por 10 min.
7) Transferir la fase acuosa a tubo fresco y repetir el paso 6 y 7.
8) Agregar xk vol de acetato de amonio 4M y 2.5 vols de etanol 95% a TA.
9) Centrifugar a 14,000 rpm por 20 min a TA, remover el sobrenadante y

contar la radiactividad del botón (debe contener del 1 al 10% de
radiactividad inicial).

10) Dejar evaporar el etanol por 10 min a TA y resuspender el precipitado en
10,u.l de agua estéril/DEPC y guardar a -20°C o continuar el procedimiento.

Ligación del adaptador

1. Por cada reacción de 10 fú, agregar: 5.0 ¡A de DNAc doble hebra, 2.0/¿l
de adaptador Marathon-cDNA, 2.0 /¿I de amortiguador de ligación 5X y
1.0/d de DNA Ligasa T4 (400U//xl).

2. Mezclar varias veces con pipeta e incubar toda la noche a 16°C.
3. Finalizando la incubación, calentar por 5 min a 70°C para inactivar enzima.
4. Diluir cada muestra 1:50 y 1:250 con una solución Tricina-KOH (pH

8.5)/EDTA 0.1 mM. Guardar el DNAc-Adaptador sin diluir a -20°C.
5. Desnaturalizar el DNAc-Adaptador diluido a 94°C por 5 min, incubar sobre

hielo para hacer reacción RACE 5' y 3' o bien guardarlo a -20°C hasta su
uso.
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Amplificación Rápida de los Extremos 5' y 3' del DNAc.

Preparar una mezcla maestra (MM) suficiente para todas las reacciones de PCR.
Esta mezcla puede ser usada para amplificar los extremos 5' y 3'. La MM
contiene por tubo:
5fú Amortiguador-PCR 10X, \fú de dNTPs (lOmM), 1/d de Mezcla 50X de
polimerasa
Advantage 2 y 36^1 de ddH2O.

Reacción RACE-5' RACE3'
DNAc-Adaptador 5.0 /¿I 5.0 fú
Iniciador API (ÍO^M) 1.0 fú 1.0 ¡ú
Iniciador CYPH1 (10/xM) 1.0 fú HBCC8 (10j*M) LO fú
Mezcla Maestra 43.0/xl 43.0^1

Las reacciones fueron sometidas a 35 ciclos de amplificación en un Termociclador
de DNA Perkin-Elmer 480 bajo las siguientes condiciones:
5 Ciclos de: 94°C por 30 seg/72°C por 4 min.
5 Ciclos de: 94°C por 30 seg/70°C por 4 min.
25 Ciclos de: 94°C por 30 seg/68°C por 4 min.

Al finalizar la corrida analizar 5 (ú de cada muestra en un gel de Agarosa al 1.2 %
teñido con bromuro de etidio, o bien, reamplificar con los oligonucléotidos
anidados.
Los fragmentos correspondientes a los extremos 5' y 3' del DNAc fueron
purificados y sometidos a análisis de secuenciación. En base a esta información se
sintetizaron una serie de oligonucléotidos específicos para obtener el P450scc. El
DNAc completo fue aislado con los iniciadores YAM5+YAM3 y el sistema de
DNA polimerasas, ELONGasa (GibcoBRL), usando 30 ciclos de amplificación a
94°C por 45 seg., 54°C por 45 seg., y 72°C por 90 seg., con un paso de
extensión final de 7 minutos. El producto generado de PCR (1,700 pb) fue
insetrado en un vector de clonación (6,200 pb) para su posterior purificación.

Reacciones de clonaje y transformación

El DNAc fue insertado en el plásmido pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO (Invitogen,
Carlsbad, CA), de acuerdo al siguiente protocolo:
1. Por cada reacción de 6.0/AI agregar de 1-4 fú de producto de PCR fresco,

l.Ofú de NaCl 1.2M/MgCl2 0.06M, 1.0^1 de plásmido (lOng DNA/^1),
mezclar e incubar a TA por 5 min.

2. Agregar 2.0/i.l del incubado a un vial de bacterias competentes TOP 10 (E.
coli), mezclar e incubar sobre hielo por 30 min.

3. Dar un pulso térmico de 30 seg a 42°C, transferir inmediatamente a hielo
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4. Agregar a cada tubo 250¡ú de medio SOC (Triptona 2%, Extracto de
levadura 0.5%, NaCl lOmM, KC1 2.5mM, MgCl2 lOmM, Glucosa
20mM) e incubar por 1 h a 37°C con agitación continua (200 rpm).

5. Sembrar de 50 a 200/¿I de cada transformación en placas de agar (Triptona
1 %, Extracto de levadura 0.5%, NaCl 1 %, Bacto-agar 1.5%) conteniendo
50 fig de Ampicilina/ml. Como control se usan placas con/sin antibiótico,
con/sin bacterias.

6. Incubar toda la noche a 37°C. Una transformación eficiente debe producir
varias clonas positivas.

Identificación de clonas positivas
Seleccionar 10 colonias y sembrar cada una en 5-7 mi de Medio LB (Luria-
Bertani) pH 7.0 (Triptona .1.0%, Extracto de levadura 0.5% NaCl 1.0%)
conteniendo Ampicilina (50¿¿g/ml). Incubar toda la noche a 37 °C con agitación
continua. Al finalizar hacer una mini-preparación del plásmido para identificar el
inserto. La purificación del DNA plasmídico se hizo siguiendo un protocolo ya
descrito (Sambrook et al., 1989).

Purificación del plásmido por lisis alcalina (Mini-prep).
a) Centrifugar 1.5 mi de cada inoculado por 20 seg a 13,000 xg; descartar el

sobrenadante.
b) Resuspender las bacterias en 100 ¡ú de solución GTE Glucosa 50mM, Tris-HCL

5mM pH 8.0, EDTA lOmM), incubar por 5 min a TA.
c) Agregar 200 ¿ti de una solución 0.2N NaOH/SDS 1 %, incubar por 5 min a TA.
d) Agregar 150 ¡x\ de Acetato de potasio 5M pH 4.8, mezcalr e incubar por 5 min

aTA.
e) Centrifugar a 13,00 xg para sedimentar DNA cromosómico y restos celulares.
f) Transferir el sobrenadante y agregar 800 ¡xl de etanol al 95 % para precipitar el

DNA.
g) Centrifugar por 1 min a 13,000 xg, descartar el sobrenadante y lavar con etanol

70%.
h) Dejar secar el DNA y resuspender en 20 fA de TE (Tris-HCl 10 mM pH 7.4,

EDTA 1 mM), usar 2-5 fxl para análisis de restricción y PCR.

Orientación del inserto
Con el fin de determinar la orientación correcta del DNAc se realizaron una serie
de .digestiones enzimáticas utilizando los sitios de restricción únicos, presentes en
el vector y el inserto, para las endonucleasas Eco RV, Kpnl, Xbal y otras. En
forma paralela se verificó su orientación mediante reacciones de PCR, utilizando
oligonucleótidos específicos y complementarios a secuencias del vector (T7; 5'-
TAATACGACTCACTATAGGG-3', BGH; 5'-TAGAAGGCACAGTCGAGG-3').
Tres de las clonas identificadas como positivas fueron utilizadas para hacer una



purificación a gran escala del plásmido y determinar la secuencia del DNAc del
P450scc. Para este procedimiento se usó el estuche Genelute Maxiprep Plasmid
Purification (Sigma, St. Louis MO). Una alícuota de 5 mi de cada clona fue
inoculada en 500 mi de Medio LB/ampicilina y se incubó toda la noche en
agitación (200 rpm) a 37°C.

Purificación del plásmido (Maxiprep)
1. Centrifugar el incubado a 4000 rpm por 10 min a TA.
2. Resuspender el botón bacteriano en 4.8 mi de solución SI, pasar a tubos Corex

de 30 mí.
3. Lisar las células agregando 4.8 mi de solución de lisis. Mezclar por inversión.
4. Agregar 3.2 mi de solución de neutralización y centrifugar a 10,000 rpm por

15 min a 4°C.
5. Transferir el sobrenadante a tubo fresco y agregar 1.2 mi de solución ERS para

remover endotoxinas. a) Dejar reposar sobre hielo por 10 min. b) Calentar a
37°C por 5 min, centrifugar a 5500 rpm a TA. c) Transferir fase clara a tubo
fresco y repetir pasos 5a~5b.

6. Agregar 3.2 mi de solución de unión de DNA (DBS). Depositar el Usado sobre
columna Genelute y centrifugar a 3500 rpm por 2 minutos.

7. Agregar 15.0 mi de solución de lavado (WS) y centrifugar a 3,500 rpm por 5
minutos a TA.

8. Transferir la columna a tubo fresco, agregar 5 mi de agua estéril libre de
endotoxinas. El plásmido se encuentra en el eluido. Cuantificar la concentración
de DNA y guardar a ~2Q°C.

DETERMINACIÓN DE LA SECUENCIA DEL P450scc

El DNAc del hámster (± 1.6 Kb) se encuentra insertado en el plásmido
pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO (± 6.2 Kb), que en conjunto tienen una talla
aproximada de 7.9 Kb (pCYPllAl/M.a.).
Mediante PCR se amplificaron alrededor de seis fragmentos que abarcan todo el
DNÁc usando una serie de iniciadores cuya secuencia es la siguiente:

NOMBRE SECUENCIA 5'-*3' #pb

YAM5 CGT GAG GTT AAG GGT AGA GAC AGG C (25)

H233 CTG TGC TGC ATC TTC AGG GTC CAG (24)

H15 ACÁ CAC AGA ATC CAT TAC CAT CAC (24)

H3REV GAC TTC TGC TGC TTG ATG CGT CT (23)
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H35 CTT GTC CTA AAC CAG GAA GTG ATG

H533 CAG CAT CTC CGT AAT GTT GGC CTG

H45 GAG TCC CAG CAG TTC ATC GAT GCC

H73 CTT GGC AGG AAT CCT GTA ATT TCG

H65 GCC AGC ATC AAG GAG ACÁ CTG AG

H93 CTT CTC AGG CAT CAG GAT GAG GTT

H95 ACC CTC ATC CTG ATG CCT GAG AAG

YAM3 TTC TGG AGA TAC AGA GAC ACC CAC C

H3 CCT GGC TAA CCT AAG CAG TTG G

HAAA3 CAT GTG ACT CCA GTC TGA AGT TCA

H5CC1 CGC TCA GTG CTG GCC AAA GGC TG

IM450 GAT ATT AGC TCC CCC TCC AGT AG

(24)

(24)

(24)

(24)

(23)

(24)

(24)

(25)

(22)

(24)

(23)

(23)

Cada producto de PCR fue purificado y secuenciado en ambas direcciones para
obtener la secuencia nucleotídica del P45scc,

TÉCNICAS DE TRANSFERENCIA NORTHERN Y SOUTHERN

Northern blot. Para analizar la expresión del P450scc se usó RNA total o RNAm
de diferentes tejidos de hámster y la técnica descrita por Sambrook et al.(1989),
haciendo ligeras modificaciones.
1) En un tubo de 0.5 mi estéril, tomar de 20 a 30 ¡xg de RNA (1-7 ¡A) en 23

¡i\ de solución desnaturalizante (Forrnarnida/250/¿1, MOPS 12X/42 ¿d,
Formaldehído 37%/81 fd). Calentar por 5 irán a 70°C.

2) Agregar 3¡A de solución de carga (azul de bromofenol 0.25%, xilen cianol
0.257o, 15% ficol-400) y depositar en gel de agarosa al 1%, conteniendo
6% de formaldehído.

3) Correr el gel en solución MOPS 12X por 4-6 h a 30-35 volts.
4) Al finalizar la corrida lavar el gel con ddH2O y equilibrarlo por 20 min con

SSC 10X (NaCL 87.6 g/L, Citrato de sodio 44.1 g/L pH 7.0).
5) Transferir el RNA por capilaridad a membrana de nylon Hybond[+]
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(Amersham, UK) usando una solución SCC 10X.
6) Después de la transferencia, lavar la membrana con 6X SCC por 5 min y

dejar secar. Fijar el RNA a la membrana mediante radiación UV
(Stratalinker, Stratagene USA).

Southern blot. Para analizar la distribución del P450 se utilizó el DNAc
sintetizado a partir de RNA de los diferentes tejidos y la amplificación de este
mediante PCR (RT-PCR).
1) Los productos de RT-PCR fueron separados en un gel de agarosa al 1 % en

TBE a 100 volts al frente.
2) Al finalizar la corrida el gel se coloca en una solución desnaturalizante

(NaCl 0.5N, NaOH 0.5N) por 45 min.
3) Lavar el gel dos veces con agua estéril y neutralizar con un amortiguador

(Tris-HCl 1M, pH 7.4, NaCl 1.5M) durante 30 min a TA. Cambiar la
solución de desnaturalización y lavar por 15 min adicionales.

4) Transferir el DNA por capilaridad a membrana de nylon Hybond[+]
durante toda la noche, usando una solución 20X SCC.

5) Después de la transferencia, lavar la membrana con 6X SCC por 5 min y
dejarla secar. Fijar el DNA a la membrana mediante radiación UV por
ambos lados.

6) Hibridar con la sonda adecuada.

A fin de verificar la integridad del DNAc, así como para monitorear la cantidad
de RNAm transcrito, se usó un juego de nucleótidos sintéticos para la proteína
ciclofilina que amplifica un producto de RT-PCR de aproximadamente 450-pb y
cuya secuencia es la siguiente: CY5; 5'-CCCCACCGTGTTCTTCGACAT-3\
CY3; 5'-GCTGGTCTTGCCATTCCTGGA-3'(Danielson et al., 1988). Como
control adicional se amplificó parte del DNAc de la proteína StAR de hámster
(Fleury et a l . , 2000. Acceso # U66490). STAR1; 5 ' -
G A A G C T C C T A C A G A C A T C T G C G G - 3 ' , S T A R 2 ; 5 ' -
TTTGGGTTCCACTCTCCCATTGC-3'. Todos los oligonucleótidos del presente
trabajo fueron diseñados en bases teóricas o bien con el programa OLIGO de la
Universidad de Wisconsin, EU.

MÁRCAJE E HIBRIDACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS

En los estudios de transferencia de ácidos nucleicos se utilizó una sonda marcada
con 32P, obtenida por PCR y que corresponde a una porción de 500-pb del
pCYPUAl/M.a. Para el mareaje de las sondas se utilizó el estuche RadPrime
Labeling System (Life Tecnologies Inc., Gaithersburg MD) y desoxicitidina
trifosfato [a~32P]dCTP, a.e. 3,000 Ci/mmol (New England Nuclear, Boston MA).
1. Desnaturalizar 25 ng de DNA en 20 ¡ú de TE por 5 min a 95aC.
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2. Agregar una mezcla que contiene: 3/¿l de dATP-dTTP-dGTP (500^M),
de solución randorn primer 2.5X, 50 ¿iCi de [or-32P]dCTP, \¡ú de fragmento
Klenow (5 U) y ddH2O hasta 49 fú.

3. Incubar a 37°C por 10 min.
4. Agregar 5 fú de solución de terminación; desnaturalizar por 5 min a 95 °C;

enfriar sobre hielo y usar toda la mezcla para hibridar las membranas.
5. En ambos casos (Northern/Southern blot), se usó indistintamente Rapid-hyb

(Arnersham, Life Sciences) o bien 0.25 M Na2HPO4/SDS 1% como
solución de prehibridación/hibridación.

6. Prehibridar las membranas por 1-4 h a 65° C en la solución de prehibridar
correspondiente (150 ¿d/cm2).

7. Cambiar solución de hibridación fresca, agregar la sonda marcada
desnaturalizada e hibridar por 6-24 h a 65°C.

8. Al finalizar hacer varios lavados a la membrana de la siguiente manera: 1
lavado con 2X SSC/SDS 0.1% a TA por 20 min, 1 lavado con IX
SCC/SDS 0.1 % a 65°C por 15 min, 1 lavado con 0.1X SCC/SDS 0.1 % a
65°C por 15 min.

9. Exponer la membrana a placa de Rayos X diferentes períodos de tiempo a
TA.

ENSAYOS DE TRANSFECCIÓN TRANSITORIA

Para los ensayos de transfección del pCYPHAl/M.a.s se utilizaron células de
riñon fetal humano (línea HEK 293) mantenidas en Medio Esencial Mínimo de
Dulbecco (DMEM, GibcoBRL), suplementadas con 5% de suero fetal de bovino
(FCS, Invitrogen Co.) y 5¡xg de Geneticina/ml. Las células fiieron crecidas al 80 %
de confluencia en cajas de 75 cm2 en un incubador con atmósfera de CO2 al 5 %.
Subsecuentemente se separaron y resembraron en cajas de cultivo de 6 pozos a una
densidad inicial de 200,000 células/pozo. Después de 24 h, la células HEK fueron
lavadas con OptiMEM y transfectadas con 2-2.5 /¿g de DNA plasmídico/pozo
usando 5.6 fú de Lipofectamina y 800^1 de OptiMEM (Life Technologies,
Gaithersburg, USA) por pozo (en triplicado). A las cinco horas de incubación se
agregaron 800/¿l de DMEM/FCS 5% a cada pozo para parar la reacción. Las
células transfectadas fueron cultivadas por 24-48 h con o sin 25.0 ¡JM de 25-
hidroxicolesterol (5~colesten-3B-25~diol). Al final de la incubación, las células
fueron cosechadas para medición de esteroides en el medio de cultivo. Las
concentraciones de Pregnenolona (5B~pregnen-3B-ol-20~0na) fueron cuantificadas
por radioinmunoanálisis en fase liquida usando [7-3H(N)]Pregnenolona (NEN, a.e.
10-25Ci/mrnol. Con el fin de monitorear la eficiencia de transfección, en cada
análisis se incluyó como control un ensayo de tinción histoquímica de B-
galactosidasa. Por este procedimiento se determinó una eficiencia de entre 80 y
90% con el DNAc del pCMV sport-B-gal (Life Technologies, Gaithersburg, MD).
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Para aislar el DNAc completo se diseñó una estrategia basada en la amplificación
de fragmentos de PCR, generados a partir de RNAm de corteza adrenal transcrito
a la inversa. En una primera etapa se amplificaron dos porciones localizadas hacia
la parte 5' y 3' , que permitieron obtener segmentos específicos, correspondientes
al exón 1 y a los exones 7-9 del citocromo de rata, respectivamente. En la figura
3 se muestran los fragmentos amplificados, los cuales una vez purificados fueron
analizados para determinar su secuencia nucleotídica (Fig. 4).
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Figura 3. Productos de PCR de los segmentos
1 y 7-9 del P450scc de hámster analizados en
un gel de agarosa. Como marcador interno se
utilizó DNA de la proteína ciclofilina (Cy).

Figura 4. Secuenciación de los productos de PCR, I y 7-9. Los fragmentos purificados
fueron secuenciados en ambos sentidos. Después de la electroforesis, los geles se
expusieron a placas de rayos-X BioMax de Kodak por 12 a 16 h a TA.
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Una vez que se determinó la secuencia de las regiones específicas del P450scc, se
procedió a diseñar los iniciadores para amplificar los extremos 55 y 3' y la porción
interna del DNAc. En la figura 5 se muestra el esquema general de la estrategia
seguida en la clonación del citocromo de hámster. Para analizar los extremos del
P450scc se utilizó la metodología de amplificación rápida de los extremos del
DNAc o RACE (Rapid Amplification of the cDNA Ends). Este procedimiento
también conocido como "PCR de un flanco" o "PCR anclado", está basado en la
síntesis de DNAc a partir de RNAm, usando Transcriptasa Reversa del virus
murino de la leucemia (MMLV-RT), e iniciadores gene-específicos o GSP
(Frohman et al., 1988; Ohara et al., 1989).
Después de optimizar las condiciones de amplificación por PCR, se obtuvieron los
fragmentos correspondientes a los extremos RACE-5' y RACE-3' (Fig. 6). Estos
fueron secuenciados y su secuencia fue verificada en al menos tres reacciones
distintas utilizando iniciadores anidados.

Figura 6. Electroforésis en geles de agarosa de los fragmentos de PCR RACE-5' y
RACE-3' del P450scc de hámster. Los geles fueron teñidos con bromuro de etidio y
visualizados bajo luz UV.

El DNAc completo del P450scc, fue obtenido mediante PCR usando varios
iniciadores derivados de los extremos 5' y 3' (Fig. 7). La amplificación de los
fragmentos de PCR se realizó bajo condiciones óptimas a fin de generar
preparaciones altamente puras, para ser insertadas en el plásmido. Como puede
verse en la figura 7, los productos de estas reacciones mostraron tallas de entre
1700 y 1800 pb, que fueron similares a las tallas esperadas. Alícuotas de estos
productos fueron utilizadas directamente en ensayos de ligación al vector de
clonación. El DNAc fue insertado en el plásmido pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO de
6.2 kb. Una fracción de cada reacción fue usada para transformar bacterias E. coli
competentes y seleccionarlas en un medio de cultivo conteniendo ampicilina.
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Figura 7. Amplificación del DNAc completo del P450scc de-hámster. En las diferentes
reacciones de PCR se emplearon los iniciadores YAM5 y YAM2, H3 o HAAA3. Para
calcular la talla de los fragmentos se utilizó una escalera de DNA de 100 pb (izq.) y
DNA de $X174 digerido con Hae III (der.) como estándares.

De las reacciones de transformación, se seleccionaron diez colonias positivas a fin
de confirmar la presencia del inserto (Fig. 8). Posteriormente, las clonas que
presentaron la talla adecuada fueron analizadas para verificar la orientación
correcta del DNAc.

Figura 8. Análisis del DNA plasmídico aislado de colonias transformadas con el vector
pcDNA 3.1/CT-GFP-TOPO/inserto YAM5-YAM3. Como marcador de talla se utilizó
DNA de fago lambda digerido con Hind III (izq.).
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Los plásmidos positivos fueron digeridos con las enzimas de restricción Kpn I o
Eco RV. Por otro lado, la orientación del inserto fue confirmada mediante PCR,
amplificando un fragmento que contiene una porción del plásmido y otra del
inserto. Estos análisis confirmaron la orientación correcta del P450scc (Fig. 9).

Figura 9. Análisis de restricción y amplificación por PCR del vector con el inserto del
P450scc de hámster. En la parte superior se muestra la digestión del píásmido con Eco
RV (carriles 3 y 4). En la parte inferior se muestran ios fragmentos de PCR amplificados
con los iniciadores T7 (plásmido) y CYPH1 (carriles 1-3) o H233 (carriles 4-6), ambos
del P450scc.

Después de corroborar que el plásmido contenía el inserto correcto, se escogieron
varias clonas para hacer una maxipreparación de cada una y llevar a cabo el
análisis de secuencia el P450scc. En la figura 10, se muestra un gel con las tres
clonas positivas que fueron analizadas.

Figura 10. Análisis del DNA plasmídico después de su purificación en columnas
GenElute. El píásmido puro de 7.9 kb fue etiquetado como pCYPUAl/M.a. (Fig. 11).
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Mapa del vector pcDNA3.1/pCYP11A1-M.a

pCYP11A1-M.a
7.9 kb

Amp ñau

Figura 11. Diagrama esquemático del plásmido que contiene el DNAc del P450scc de
hámster dorado. La secuencia completa de — 1.7 kilobases fue insertada en el vector
pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO de ínvitrogen (6.2 kilobases). El vector contiene los
promotores de T7 y citomegalovirus (PCMV), una secuencia de poliadenilación (SpA), el
origen de replicación del SV40 (SV40ori), el origen de replicación Fl (fl), el gen de
resistencia a neomicina (neo), una secuencia de poliadenilación del SV40 (SV40) y el gen
de resistencia a la ampicilina (Amp). Este vector designado pCYPUAl-M.a., el cual
tiene una talla aproximada de 7.9 kilobases (kb) fue usado para transformar bacterias E.
coü competentes (cepa TOP-10) y determinar la secuencia nucleotídica del P450scc.
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La secuencia nucleotídica del CYP11A1 fue determinada usando seis juegos de
iniciadores que abarcan parte del vector y el DNAc completo (Fig. 12).
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Figura 12. Análisis de secuencia del P450scc de hámster en geles de poliacrilamida
TTE. En las reacciones (GATC) se utilizó el estuche de secuenciación Thermosequenase
con terminador pPJddNTP-radiomarcado. Tiempo de exposición 18 hrs a TA.
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En la figura 13 se muestra la secuencia completa del DNAc del P450scc, derivada
del análisis de secuencia del pCYPUAl/M.a.. El DNAc comprende —1800 pb
con una región 5' no-íraducida de aproximadamente 80 pb, un marco abierto de
lectura de 1560 pb y una región 3' no-traducida de más de 200 nucleótidos. La
señal de poliadenilación se localiza hacia la base 1797, respecto al primer codón
de iniciación ATG y 234 bases corriente abajo del codón de terminación TAG. Los
nucleótidos circundantes al sitio putativo de iniciación cagtATGctgg del citocromo
de hámster, se ajustan al arreglo de las secuencias Kozak ACCATGG propuestas
para el sitio de inicio de la traducción (Kozak, 1986; Kozak 1991).

La secuencia deducida de aminoácidos del citocromo de hámster predice una
proteína de 520 residuos con un peso molecular calculado de 60,270 Daltones. El
P450scc de esta especie comparte un alto grado de similitud en su conformación
de aminoácidos con las enzimas de otros vertebrados. Por comparación de
secuencias, este parece contener regiones bien conservadas que son comunes a
todos los miembros de la superfamilia de citocromos P450 (González, 1990; Lewis
& Lee-Robichaud, 1998).

Resultados de varios estudios han establecido que el P450scc es una hemoproteína
de localización mitocondrial, y al igual que otras enzimas de importación
codificadas por genes nucleares, este se sintetiza en citoplasma como un precursor
provisto de una pre-secuencia NH2~terminal removible (Matocha & Waterman,
1985; Hanukoglu, 1992). Como tales, los extrapéptidos se caracterizan por tener
una extensión de entre 20 y 60 residuos y por contener una alta proporción de
aminoácidos cargados positivamente, los cuales se distribuyen regularmente en un
tracto linear simple. Además de ser ricas en aminoácidos hidroxilados como
serinas y treoninas, y de carecer de residuos acídicos, las pre-secuencias tienen el
potencial de formar hélices alfa (Schatz, 1979; von Heijne, 1986; Hurt & van
Loon, 1986; Komiya & Minara, 1996). El análisis de la estructura primaria del
citocromo de bovino, sugirió que el precursor del P450scc esta constituido por 520
aminoácidos, de los cuales, los primeros 39 de la porción NH2~terminaÍ
corresponderían a una señal de transporte mitocondrial (Morohashi et al., 1984).

En el hámster, los 40 residuos iniciales del P450scc parecen concordar con la regla
general de las pre-secuencias, esto es; ausencia de residuos acídicos y presencia
de aminoácidos hidroxilados y básicos (Hurt & van Loon, 1986). En este tracto
se encuentran tres residuos básicos (K—R—K), los cuales según se observa en
el siguiente esquema se encuentran bien preservados en varias especies.

MLAKGLSLRSVLAKGCQPFLSPTWQSSV — LATGGGANIS hámster
MLAKGLPPRSVLVKGYQTFLSAPREGLGRLRVPTGEGAGIS humano
MLARGLPLRSALVKACPPILSTVGEGWGHHRVGTGEGAGIS bovino
MLAKGLCLRSVLVKSCQPFLSPVWQGPG — LATGNGAGIS rata
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-42 agagaaaggegafcaagtaagaagtgacagctgtggggaaagt

ATG CTG GCC AAA GGA CTT TCC TTG CGC TCA GTG CTG GCC AAA GGC TGC CAÁ CCT TTC TTG 60
Met Leu Ala Lys Gly Leu Ser Leu Axg Ser Val Leu Ala Lys Gly Cys Gln Pro Phe Leu 2 0
AGC CCT ACC TGG CAG AGT TCA GT<3 CTG GCT ACT GGA GGG GGA GCT AAT ATC TCT ACC AAT 120
Ser Pro Thr Trp Gln Ser Ser Val Leu Ala Thr Gly Gly Gly Ala Asn lie Ser Thr Aen 4 0
AGC CCT CGT CCC TTC AAT GAG ATT CCT TCC CCC GGT GAC AAT GGT TGG CTA AAC CTG TAC 180
Ser Pro Arg Pro Phe Asn Glu lie Pro Ser Pro Gly Asp Asn Gly Trp Leu Aen Leu Tyr 60
CAC TTC TGG AGG GAG AAT GGC ACÁ CAC AGA ATC CAT TAC CAT CAC ATG CAG AAT TTC CAG 240
His Phe Trp Arg Glu Asn Gly Thr Hls Arg lie His Tyr His Hia Met Gln Asn Phe Gln 80
AAG TAT GGC CCC ATT TAC AGG GAG AAG CTT GGC AAT AAG GAT TCT GTT TAT ATT CTG GAC 3 00
Lys Tyr Gly Pro lie Tyr Arg Glu Lys Leu Gly Asn Lys Asp Ser Val Tyr H e Leu Asp 100
CCT GAA GAT GCA GCA CAG CTC TTT TTA AGC GAA GGT CCC TAC CCA GAA CGA TAT CTT GTG 3 60
Pro Glu Asp Ala Ala Gln Leu Phe Leu Ser Glu Gly Pro Tyr Pro Glu Arg Tyr Leu Val 12 0
CCC CCC TGG GTC GCC TAT CAC CAG TAT TAC AAG AGA CCC ATA GGG GTC CTG TTT AAG AGT 42 0
Pro Pro Trp Val Ala Tyr His Gln Tyr Tyr Lya Arg Pro H e Gly Val Leu Phe Lys Ser 140

TCA GAA GCT TGG AAG AAA GAT AGA CTT GTC CTA AAC CAG GAA GTG ATG GCA CCT GAA GCC 480
Ser Glu Ala Trp Lys Lys Asp Arg Leu Val Leu Asn Gln Glu Val Mat Ala Pro Glu Ala 160
ATC AAG AAC TTC GTG CCC CTG CTG GAA GGT GTA GTT CAG GAC TTC ATC AAC GTC TTG CAC 540
H e Lys Asn Phe Val Pro Leu Leu Glu Gly Val Val Gln Asp Phe H e Asn. Val Leu His 180
AGA CGC ATC AAG CAG CAG AAG TCT GGA AAT TTC TCA GGG GAC ATC AGC GAT GAC CTG TTC 600
Arg Arg H e Lys Gln Gln Lya Ser Gly Asn. Phe Ser Gly Asp H e Ser Asp Asp Leu Phe 200
CGC TTT GCC TTT GAG TCC ATC ACC AGT GTT GTA TTT GGG GAG CGC CTG GGG ATG TTG GAG 6 60
Arg Phe Ala Phe Glu Ser Xle Thr Ser Val Val Phe Gly Glu Arg Leu Gly Met Leu Glu 220
GAG ATT GTG GAC CCT GAG TCC CAG CGG TTC ATC GAT GCC ATC TAC CAG ATG TTC CAC ACC 72 0
Glu H e Val Asp Pro Glu Ser Gln Arg Phe H e Aap Ala H e Tyr Gln Met Phe His Thr 240
AGT GTC CCC ATG CTC AAC CTG CCT CCA GAA CTT TTT CGA TTC TTC AGA ACT AAG ACC TGG 780
Ser Val Pro Met Leu Asn Leu Pro Pro Glu Leu Phe Aarg Phe Phe Arg Thr Lys Thr Trp 260
AAG GAG CAT GCA GCT GCC TGG GAT ATG ATT TTC AAA AAA GCT GAT GAT TAT ACÁ CAG ACC 840
Lys Glu His Ala Ala Ala Trp Asp Met H e Phe Lye Lys Ala Asp Asp Tyr Thr Gln Thr 280
TTC TAC TGG GAC TTA AGA CAG AAG CAÁ GAG TTC AGC AAG TAC CCT GGT GTC CTT TAC AGC 9 00
Phe Tyr Trp Aup L B U Arg Gln Lys Gln Glu Phe Ser Lys Tyr Pro Gly Val Leu Tyr Ser 300

CTC CTG GGT GGC AAC AAG CTG CCC TTC AAG AAC ATC CAG GCC AAC ATT ACG GAG ATG CTG 960
Leu Leu Gly Gly ABEL Lyu Leu Pro Phe Lys Asn H e Gln Ala Asn H e Thr Glu Met Leu 32 0

GCA GGA GGC GTA GAC ACG ACC TCC ATG ACC CTG CAG TGG AGC CTT TAT GAG ATG GCA CAC 102 0
Ala Gly Gly Val Asp Thr Thr Ser Met Thr Leu Gln Trp Ser Leu Tyr Glu Met Ala His 340
AAC TTG AAG GTA CAG GAG ATG CTG CGG GCA. GAG GTT CTG GCT GCC CGG CGT CAG GCC CAG 108 0
Asn Leu Lys Val Gln Glu Met Leu ñrg Ala Glu Val Leu Ala Ala Arg Arg Gln Ala Gln 360
GGA GAC ATG GTC AAG ATG GTG CAG TTG GTC CCA CTC CTA AAA GCC AGC ATC AAG GAG ACÁ 1140
Gly Aap Met Val Lys Met Val Gln Leu Val Pro Leu Leu Lys Ala Ser H e Lys Glu Thr 3B0
CTG AGA CTC CAC CCC ATC TCT GTG ACC GTA CAG AGG TAT CTT GTG GAT GAC CTG GTA CTT 12 0 0
Leu Axg Leu His Pro H e Ser Val Thr Val Gln Arg Tyr Leu Val Asp Asp Leu Val Leu 400
CGA AAT TAC AGG ATT CCT GCC AAG ATG TTG GTG CAG GTG GCT AAC TAT GCC ATG GGC CGA 12 60
Arg Asn Tyr Arg H e Pro Ala Lys Met Leu Val Gln Val Ala Asn Tyr Ala Met Gly Arg 420
GAA CCC AGC TTC TTC CCC AAC CCA AAC AAG TTT GAC CCA ACT CGT TGG CTG GAA AAA AGC 132 0
Glu Pro Ser Phe Phe Pro Asn Pro Asn Lys Phe A B P Pro Thr Arg Trp Leu Glu Lys Ser 440

AAA AAT ACC ACC CAC TTC CGT TAC TTG AGC TTT GGC TGG GGT GTT CQT CAG TGT CTG GGC 13 8 0
Lys Asn Thr Thr His Phe Arg Tyr Leu Ser Phe Gly Trp Gly Val Arg Gln Cya Leu Gly 460
CGG CGG ATT GCA* GAG CTG GAG ATG ACC ATC TTC CTC ATC AAT GTG CTG GAG AAC TTT AGA 144 0
Arg Arg H e Ala Glu Leu Glu Met Tixr H e Phe Leu H e Asn Val Leu Glu Asn Phe Arg 4B0
ATT GAA CTC CAÁ AGT CTC CAT GAT GTG GGG ACC AAG TTC AAC CTC ATC CTG ATG CCT GAG 150 0
H e Glu Leu Gln Ser Leu His Asp Val Gly Thr Lys Phe Asn Leu H e Leu Met Pro Glu SO0
AAG CCC ATC CTC TTC AAC CTC CAG CCT CTC AAG AAG GAC CTT GGG ACÁ ACC ACG AAC AGA 1560
Lys Pro H e Leu Phe Asn Leu Gln Pro Leu Lys Lys Asp Leu Gly Thr Thr Thr Asn Arg 52 0

TAG ggtggaactgtatgaacttaagaatggagtcacatggggagatggcccagtgggggcattfcgggfcgggtgtcfcGfc X63 8
gtatataoagaaaaaactgatcafcttggggtggttcttagctatcagtggacaaatgcttaggttagoaaggacafcaat 17X7
atactteatcatQtatcatttaottaadatgaaggttaataaaoacatgaaototgaaaaaa.... 1780

Figura 13. Secuencia nucleotídica y deducida de aminoácidos del P450scc de hámster.
La posición +1 corresponde ai primer nucleótido del codon de iniciación ATG. Esta
secuencia aparece en el banco de datos NCBI con el número de acceso AF323965.
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La porción NH2~terminaI del citocromo contiene además seis serinas y dos
treoninas y a diferencia de las otras especies no presenta ningún residuo acídico.
En cuanto al porcentaje de similitud, las pre-secuencias de la rata, vaca y humano
exhiben una homología de 75, 56 y 48% con la del hámster.

Se ha argumentado que la importancia del péptido señal a ser reconocido por el
complejo multimérico de la membrana rnitocondrial externa, es independiente de
su estructura primaria, aunque depende de su potencial para formar estructuras a-
hélice anfifáticas cargadas positivamente (Lili & Neupert, 1996). Al respecto, se
ha reportado que los aminoácidos iniciales de varias proteínas mitocondriales,
incluyendo el P450scc de humano y pollo, pueden potencialmente llegar a formar
hélices alfa anfifáticas (Morohashi et al., 1987; Nomura et al., 1997). Estas
observaciones junto con el análisis de comparación de secuencias, sugieren que la
porción N-terrninal del P450scc de hámster podría también funcionar como señal
de importación rnitocondrial.

Existe evidencia que el citocromo P450scc es sintetizado en el citoplasma como
un precursor de peso molecular, mayor al que tiene la enzima madura y que su
translocación esta fuertemente asociada al potencial de membrana
intramitocondrial. Así los precursores importados, los cuales tienen una vida media
de tan solo 3.5 minutos, son translocados al interior de la mitocondria en donde
son procesados a una forma madura por endoproteasas que rompen el péptido señal
(Matocha et al., 1985; Hurt et al. 1986). Las dos proteasas procesadoras que
llevan a cabo esta actividad jian sido identificadas en fracciones crudas de matriz
rnitocondrial. La proteasa I rompe al precursor a una forma intermediaria,
mientras que la proteasa n lo convierte a subunidades maduras (Kalousek et al.,
1988). En el bovino por ejemplo, el precursor y la forma madura del P450scc
tienen un peso molecular calculado de 60,322 y 56,387 daltones respectivamente
(Morohashi et al., 1984). En hámster, la forma madura del P450scce tendría un
peso molecular estimado de 55,504.

Mediante el análisis de comparación de secuencias se determinó que un
dodecapéptido situado hacia los aminoácidos 210-221 del P450scc de bovino
(residuos 207-218 en hámster; Fig. 14), tenía una alta similitud con el sitio de
unión de la proteína unidora de esteroides de la próstata ventral de la rata. Este
tracto, localizado en la porción central fue considerado como el sitio tentativo de
reconocimiento del sustrato para el citocromo (Gotoh et al., 1985).

En estudios posteriores se ha establecido que el sitio mas probable de unión para
el colesterol, se encuentra en una región intermedia que contiene una secuencia
consenso bien preservada en enzimas esteroidogénicas y proteínas unidoras de
esteroides, incluyendo varios receptores nucleares (Picado-Leonard & Miller,
1988; Tsujita & Ichikawa, 1993; Lewis & Lee-Robichaud, 1998).
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Hámster MLñKGLSLRSVIiAKGCQPFLSPTWQSSVLATGGGANI-STNSPRPFNEIPSPGDNGPíLNLyHFPíR 64
Ratón MLAKGLSLRSVLVKGCQPFLSPTWQGPVLSTGKGAG-TSTSSPRSFNEIPSPGDNGWLNLYHFWR
Rata MLAKGLCLRSVLVKSCQPFLSPVWQGPGLATGNGAGISSTNSPRSFNEIPSPGDNGWINLYHFLR

Hámster ENGTHRIHYHHMQNFQKYGPIYREKLGNKDSVYILDPSDAAQLFLSEGPYPERYLVPPWVAYHQY 129
Ratón ESGTQKIHYHQMQSFQKYGPIYSEKLGTLESVYIVDPKDASILFSCEGPNPERFLVPPWVAYHQY
Rata ENGTHRIHYHHMQNFQKYGPXYREKLGNMESVYILDPKDAATLFSCEGPNPERYLVPPWVAYHQY

Hámster YKRPIGVLFKSSEAWKKDRLVLNQEVMAPEAIKNFVPLLEGVVQDFINVLHRRIKQQKSGNFSGD 194
Ratón YQRPIGVXFKSSDAWKKDRIVLNQEVMAPGAIKNFVPLLEGVAQDFIKVXHRRIKQQNSGNFSGV
Rata YQRPIGVLFKSSDAWRKDRIVI/KQEVMAPDSIKNFVPLLEGVAQDFIPÍVLHRIÍ.IKQQNSGKFSGD

Hámster ISDDLFRFAFESITSVVFGERLGMLEEIVDPESQRFIDAIYQMFHTSVPMLNLPPELFRFFRTKT 259
Ra t ó h ISDDLFRFS FESIS SVIFGERMGMLEEI VDPEAQRFINAVYQMFHTSVPMUíLPPD FFRLLRTKT
Rata ISDDLFRFAFESITSVVFGERLGMLEEIVDPESQRFIDAVYQMFHTSVPMLNMPPDLFRLFRTKT

Hámster WKEHAAAWDMIFKKADDYTQTFYWDLRQKQEFSKYPGVLYSLLGGSNKLPFKNIQANITEMLAGGV 324
Ratón \KDHAAAm)VIFNKADEYTQNFYTO)LRQKRDFSQYPGVLYSLLGGmCLPFKNIQJVRITEMLAGGV
Rata ÍTODHAAAWDVIFSKADEYTQNFYTOILRQKRDFSKYPGVIJYSLLGGNKLPFKKIQANITEMLAGGV

Hámster DTTSMTLQWSLYEMAHNLKVQEMIJIAEVIAARRQAQGDMVKMVQI VPLLKASIKETLRLHPIS-V F 389
Ratón DTTSMTLQVmLYEMAHNLKVQEMLRAEVLAARRQAQGDMAKMVQI VPLLKASIKETLRLHPIS-V V
Rata DTTSMTLQWNLYEMAHNIJCVQEMLRAEVIAARRQAQGDMñKMVQI VPLLKASIKETLRLHPISV Y

Hámster VQRYLVDDLVLRNYRIPAKMLVQVANYAMGREPSFFPNPNKFDPTRWLEKSKNTTHFRYLSFGWG 454
Ratón LQRYTVNDLVIiRNYKIPAKTItVQVASFAMGRDPGFFPNPNKFDPTRPTLEKSQHTTHFRYLGFGWG
Rata LQRYIVNDLVLRNYKIPAKTLVQVA5YAMGRES3FFPKPNKFDPTRWLEKSQNTTHFRYLGFGWG

Hámster VRQCLGRRIAELEMTIFLINVI^NFRIELQSLHDVGTKFNLILMPEKPILFNLQPLKKDLGTTTN 519
Ratón VROCLGRRIAELEMTILLINLLENFRIEVQNLRDVG^KFSLILMPENPILFNFQPLKQDLGPAVT
Rata VRQCLGRRIAEI^adTIFLIMVLENFRIEVQSIRDVGTKFWLILMPEKPIFFNFQPLKQDLGSTMP

Hámster R 520
Ratón RKDNTVN 527
Rata RKGDTV 52 6

Figura 14. Comparación de las secuencias de aminoácidos del P450scc de roedores. Los
residuos conservados en las tres especies están remarcados. Secuencias consenso
propuestas para el dominio de unión al esteroide (recuadro) y e! dominio de unión al
hemo (subrayado).
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La secuencia deducida de aminoácidos del citocromo sugiere la presencia de dos
tractos localizados hacia la región carboxüo-terrninal, los cuales se piensa
representan los sitios de unión al esteroide y al grupo hemo (Fig,14).

El sitio consenso de unión al esteroide del hámster muestra una homología de
secuencia del 100% con el sitio correspondiente del bovino (Morohashi et al.,
1984), humano (Chung et al., 1986) y porcino (Mulheron et al., 1989).

La unión del colesterol parece poner en contacto los grupos hidroxilo del anillo A
con por lo menos cinco residuos de aminoácidos hidrofóbicos; Leu87, Leul81,
Val329, Ala236 y Leu437. Adicionahnente, es posible que otro sitio de contacto
a nivel del residuo Ser328 pudiera mediar la orientación del metabolito
intermediario 22(R)-hidroxicolesterol para su rompimiento en el enlace en 20-22
(Lewis & Lee-Robichaud, 1998). De acuerdo al modelo tridimensional del P450scc
mas receiente, se especula que el dodecapéptido identificado entre los residuos 210
y 221 podría representar solo el canal de acceso al sitio de reconocimiento para la
entrada del susbtrato (Fig. 15).

O

Figura 15. Modelo tridimensional del P450scc (Lewis & Lee-Robichaud, 1998).

El alineamiento del P450scc del hámster con secuencias de otras especies, señala
la presencia de un dominio putativo de unión al hemo muy conservado, localizado
entre los residuos 451 y 470 de la región carboxilo-terminal (Fig. 14). Hasta hace
poco existía cierta controversia respecto al sitio de unión del hemo de los
citocromos P450, esto, debido en parte a que las modificaciones químicas de los
residuos de cisteína, situaban a este dominio en la porción NH2-terminal de la
enzima (Gotoh et al., 1983). No obstante, la comparación de las secuencias
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primarias de varios citocromos microsomales y bacterianos, indicó que un
segmento corto (EGR2), el cual se encuentra en la región proximal carboxilo-
terminal y contiene un residuo central de cisteína, era el sitio de unión al hemo
(Gotoh et a l , 1983; Morohashi et al., 1984, 1987). De hecho, hay un consenso
general de que es una cisteína tiolada la que funciona como el quinto ligando del
grupo hemo en los citocromos P450 (Schatz, 1979; White & Coon, 1982; Nomura
etaL, 1997).

Como ocurre en otros citocromos ya conocidos, la enzima del hámster contiene
únicamente dos cisternas, una, se ubica dentro del péptido señal NH2-terminal
(Cis16) y la otra, la cual esta dentro del sitio tentativo de unión al herno (Cis^g),
representa muy probablemente el quinto ligando del hemo como ha sido sugerido
con anterioridad (Morohashi et al., 1987; Nomura et al., 1997).

El dominio de unión al hemo del P450scc de hámster muestra una homología de
entre el 90 y el 100 % con la secuencia correspondiente en otras especies (Fig. 14).
Evidencias experimentales recientes han indicado que ciertos aminoácidos básicos
de la región COOH-terminal son esenciales para la actividad catalítica del
citocromo. Los resultados de tales estudios demostraron que los residuos Lis^ ,
^ 4 2 5 Y Arg426 están involucrados no solo en la formación de la cavidad central
para el hemo sino también en la interacción electrostática del P450scc con la
ferredoxina (Azeva et al., 2001).

r r t

x V

I

(A) (B)

Figura 16. Representación tridimensional de un grupo hemo (A) y de un modelo general
de citocromo P450 que muestra al hemo prácticamente enterrado en la molécula (B).

50



Estos residuos básicos se mantienen conservados en el citocromo del hámster,
situándose en ios sitios correspondientes a L is^ , Arg461 y Arg^, los dos últimos
están situados en la zona central del dominio putativo de unión al hemo (Fig. 14).

Además de los sitios probables de unión al sustrato, los estudios de mutagénesis
dirigida y entrecruzamiento químico han permitido identificar algunos puntos clave
de contacto del P450scc con la ferredoxina (Viyajakumar & Salerno, 1992; Tsujita
& Ichikawa, 1993; Lewis & Lee-Robichaud, 1998; Lepesheva etal., 2000; Azeva
et al., 2001). A través de estos análisis, se ha podido identificar una serie de
residuos básicos en el P450scc que podrían formar pares iónicos con las cadenas
acídicas de la adrenodoxina (ferredoxina***). Los sitios de interacción descritos
involucran a los aminoácidos:
Lis315
Lis319
Lisll4
Lis97
Lis63
Lis245

4-

—Asp36
~~Asp36
—Aspl2
—Asp94
—Glu42
—Asp98

A excepción de la Usina 63, los residuos en cuestión se encuentran prácticamente
conservados en la secuencia del P450scc del hámster y corresponden a los sitios
LisM6i ie2> 2g8j 373,377- Se ha especulado la posibilidad que un punto de contacto entre
el P450scc y la adrenodoxina involucre a la región bisagra del citocromo, la cual
yace insertada en una torción (loop), entre las hélices H e I, que varia en longitud
en los diferentes P450s (Viyajakumar & Salerno, 1992; ChernogolovetaL, 1992).

Figura 17. Modelo tridimensional de la interacción entre el P450scc y la ferredoxina
(Lewis & Robichaud, 1998).
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Inicialmente, se propuso que la lisina 245 podría ser uno de los contactos
electrostáticos con la adrenodoxina y además que la unión a la adrenodoxina
afectaba la conformación completa del P450scc, de tal forma que le facilitaría su
actividad catalítica (Chernogolov et al., 1992). La observación de que los cambios
conformacionales de la proteína, asociados a la modulación del estado de equilibrio
del citocromo, dependía de la presencia de adrenodoxina, apoyó parcialmente
dicha propuesta (Lange et al., 1992, Lewis & Robichaud, 1998).

Al respecto, los resultados de un reporte reciente indican que muy probablemente
la arginina 426 sea el principal sitio de contacto del P450scc, ya que su reemplazo
por glutamina, resulta en la pérdida absoluta de unión con la adrenodoxina
(Usanov et al., 2002). De igual forma, en estudios de mutagénesis dirigida, los
mismos autores identificaron los sitios potenciales que participan en la interacción
electrostática del P450scc. Demostraron que el cambio de las Usinas 403 y 405 por
glutaminas, reducía considerablemente tanto la actividad enzimática como su unión
a adrenodoxina. En base a estos hallazgos, fue posible determinar que el P450scc
establece cuatro puntos de contacto con la adrenodoxina a nivel de los residuos
K403+/-D76, K405+/-D72, R ^ + A E * y K267+/-E47 (Usanov et al 2002).

Comparativamente la arginina 461 del hámster, representaría la contraparte del
residuo clave para la unión del grupo hemo y la interacción con la ferredoxina.
Como ya se mencionó, la mayor parte de los residuos importantes identificados
hasta ahora, se encuentran bien preservados en el P450scc del hámster, mientras
su secuencia completa conserva una homología considerable. Por ejemplo, el
porcentaje de similitud en aminoácidos es superior al 75 % cuando se compara con
el de otras especies (humano, rata, pollo, trucha, etc.). En cuanto a su similitud
de nucleótidos, el DNAc del hámster exhibe una homología de secuencia que va
del 45 % al 90 %. La secuencia nucleotídica del DNAc para el P450scc de hámster
fue registrada en el banco de datos NCBI con número de acceso AF323965 (Fig.
18).

Para confirmar que el pCYPl 1 Al-M.a. fuera una clona funcional del P450scc, su
actividad catalítica fue examinada en células de riñon transfectadas, cuantificando
la concentración de metabolitos C21 en el sobrenadante. Veinticuatro horas después
de la transfección, el 25-hidroxicoIesterol me adicionado al medio de cultivo a
concentraciones de 25 ¡xmol/L y la acumulación de los productos de reacción a las
24 y 48 horas fue determinada por radioinmunoensayo (RÍA). Células HEK-293
transfectadas e incubadas en ausencia del esteroide fueron incluidas como grupo
control de actividad basal. Como puede verse en la tabla 2, los datos del valor
promedio de dos experimentos hechos por triplicado, muestran que las células
tranfectadas con el DNA plasmídico, forman eficientemente pregnenolona y
progesterona cuando se utiliza como sustrato el 25-hidroxicolesterol, lo cual refleja
de cierta medida una actividad enzimática funcional.
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1
61

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801

agagacaggc
tccttgcgct
tcagtgctgg
gagattcctt
ggcacacaca
agggagaagc
ctctttttaa
caccagtatt
gatagacttg
ctgctggaag
aagtctggaa
atcaccagtg
tcccágcggt
ctgcctccag
tgggatatga
cagaagcaag
ctgcccttca
acctccatga
atgctgcggg
gtgcagttgg
tctgtgaccg
gccaagatgt
aacccaaaca
cgttacttga
gagatgacca
catgatgtgg
ctccagcctc
acttcagact
gtatctccag
aggttagcca
aacacatgaa

gctcagtaag
cagtgctggc
ctactggagg
cccccggtga
gaatccatta
ttggcaataa
gcgaaggtcc
acaagagacc
tcctaaacca
gtgtagttca
atttGtcagg
ttgtatttgg
tcatcgatgc
aactttttcg
ttttcaaaaa
agttcagcaa
agaacatcca
ccctgcagtg
cagaggttct
tcccactcct
tacagaggta
tggtgcaggt
agtttgaccc
gctttggctg
tcttcctcat
ggaccaagtt
tcaagaagga
ggagtcacat
aaaaacctgc
ggccctcctc
ctctgaaaaa

aagtgacagc
caaaggctgc
gggagctaat
caatggttgg
ccatcacatg
ggattctgtt
ctacccagaa
cataggggtc
ggaagtgatg
ggacttcatc
ggacatcagc
ggagcgcctg
catctaccag
attcttcaga
agctgatgat
gtaccctggt
ggccaacatt
gagcctttat
ggctgcccgg
aaaagccagc
tcttgtggat
ggctaactat
aactcgttgg
gggtgttcgt
caatgtgctg
caacctcatc
ccttgggaca
ggggagatgg
tcctttgggg
tccttcatcc
aa

tgtggggaca
caacctttct
atctctacca
ctaaacctgt
cagaatttcc
tatattctgg
cgatatcttg
ctgtttaaga
gcacctgaag
aacgtcttgc
gatgacctgt
gggatgttgg
atgttccaca
actaagacct
tatacacaga
gtcctttaca
acggagatgc
gagatggcac
cgtcaggccc
atcaaggaga
gacctggtac
gccatgggcc
ctggaaaaaa
cagtgtctgg
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ctgatgcctg
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cccagtgggg
tggttcttag
tctctccttt

gtatgctggc
tgagccctac
atagccctcg
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agaagtatgg
accctgaaga
tgcccccctg
gttcagaagc
ccatcaagaa
acagacgcat
tccgctttgc
aggagattgt
ccagtgtccc
ggaaggagca
ccttctactg
gcctcctggg
tggcaggagg
acaacttgaa
agggagacat
cactgagact
ttcgaaatta
gagaacccag
gcaaaaatac
gccggcggat
gaattgaact
agaagcccat
gatagggtgg
gcatttgggt
ctctcagtgg
acttaccctg

caaaggactt
ctggcagagt
tcccttcaat
gagggagaat
ccccatttac
tgcagcacag
ggtcgcctat
ttggaagaaa
cttcgtgccc
caagcagcag
ctttgagtcc
ggaccctgag
catgctcaac
tgcagctgcc
ggacttaaga
tggcaacaag
cgtagacacg
ggtacaggag
ggtcaagatg
ccaccccatc
caggattcct
cttcttcccc
cacccacttc
tgcagagctg
ccaaagtctc
cctcttcaac
cactgtctga
gggtgtctct
ccaactgctt
aaggttaata
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Figura 18. Secuencias de nucleótidos y aminoácidos dei P450scc, registradas en el banco de
datos NCBI GeneBank (www.ncbi.nlm.nih.gov). Vilchis et al., General and Comparative
Endocrinology 126(3) :279-286, 2002.
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Los resultados obtenidos en las células HEK-293 son similares a datos de reportes
previos en donde se utiliza 25-hidroxicolesterol y el vector recombinante es
transfectado a células COS-1 o COS-7 también de origen renal (Takahashi et al.,
1993; Nomura et al., 1997). Al respecto, se ha establecido que si bien el riñon
esta desprovisto de actividad de P450scc, la presencia de otros complejos
enzimáticos mitocondriales incluyendo el CYP27B1 (la-hidroxi-VD3), demuestran
la expresión funcional de la ferredoxina y la ferredoxina reducía en el tejido renal
(Henry, 1997; Díaz et al., 2000).

Tabla 2. Actividad de P450scc en células HEK-293 transfectadas con pCYPUAl-M.a.

HEK-293

Transfección

pCYP+25-OHC27

pCYPUAl-M.a.

Pregnenolona ng/ml

24h 48h

10.2+2.3 25.4+1.3

<0.5

Progesterona ng/ml

24h 48h

0.26+.0.02 0.52±0.19

<0.2

Una vez establecida la identidad del p450scc, se generó un fragmento específico
de aproximadamente 550 pb para analizar la distribución del citocromo en los
diferentes tejidos del hámster. El análisis por transferencia Northern del RNA
obtenido de diferentes tejidos de machos y hembras, usando una sonda de DNA
marcada con 32P, mostró hibridación positiva exclusivamente en preparaciones de
RNA poli(A)+ y RNA total de glándula adrenal y gónadas. En ambos casos se
detectó un transcrito principal de alrededor de 1.8 kb, cuya longitud concuerda con
la talla estimada según la secuencia de su DNAc (Fig. 19).

Con respecto a su talla, el RNAm del CYP11 Al de pollo y trucha es muy similar
al de hámster, mientras que el de humano y rata es ligeramente mayor a 2.0 kb.
Es posible que tal diferencia se deba a la extención variable de sus respectivas
regiones 3' no-traducidas (Morohashi et al., 1984; Chung et al., 1986; Oonk et
al., 1990; Takahashi et al., 1993; Nomura et al., 1997).

Por transferencia Northern la señal de hibridación para el RNA de otros tejidos fue
prácticamente indetectable incluso en el caso de cerebro y riñon. Un patrón de
expresión similar fue descrito para el CYP11A1 de pollo (Nomura et al., 1997).
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Figura 19. Análisis por transferencia Northern de la expresión del P450scc en varios
tejidos de hámster adulto. Preparaciones de RNA po!i(A)+ de glándula adrenal (carriles
1,8 y 9) o de RNA celular total de testículo (2), ovario (3), pulmón (4), hígado (5),
glándula Harderiana de macho (6) y glándula Harderiana de hembra (7), fueron
transferidos a filtros de nylon e hibridados a 65 °C con una sonda específica de DNA-
CYP11A1 marcada con fósforo32 (panel superior). La tinción del gel con bromuro de
etidio muestra las cantidades de RNA aplicadas en cada carril (panel inferior).

La combinación de evidencias derivadas de estudios inmunohistoquímicos y
metabólicos han demostrado la presencia de P450scc en ciertas áreas cerebrales de
roedores, la cual parece estar restringida a las regiones mielinizadas de la
substancia blanca. En la rata se ha detectado inmunotinción específica para el
citocromo en varias zonas del cuerpo calloso, fornix, tálamo, núcleo caudado,
bulbo olfatorio y substancia blanca del cerebelo, pero no en corteza cerebral
(LeGoascogne et al., 1987; Iwahashi et al., 1990).

Por otro lado, experimentos encaminados a demostrar actividad enzimática del
P450scc en estos sitios han producido resultados contradictorios. Así, mientras que
en homogenados totales de cerebro, incubados con colesterol-fH] no se logró
detectar la formación de pregnenolona marcada (LeGoascogna et al., 1987), la
incubación de mevalonato-pH] o colesterol-pH] con preparaciones altamente
enriquecidas de mitocondrias de oligodendrocitos, resulta en la formación de
pregnenolona, 20a-hidroxipregnenolona y otros pregnanos polares (Hu et al.,
1987; Robel & Baulieu, 1994).
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Aunque estas y otras observaciones (Strmstedt & Waterman, 1995) han mostrado
la actividad funcional del CYP11A1 en el encéfalo, aún no hay reportes que
demuestren la expresión de su RNAm por transferencia Northern. Está
documentado que en cerebro de rata y estructuras neurales embrionarias de ratón,
el RNAm del P450scc se expresa a niveles extremadamente bajos, aún cuando la
cantidad de proteína inmunoreactiva sea abundante (Compagnone et al., 1995).

Asimismo, en ensayos de protección de RNAsa e hibridación in situ, el RNAm
solo pudo ser detectado en tejido adrenal pero no en regiones de sistema nervioso
central o periférico, lo cual confirma el bajo nivel de expresión en estos sitios. Se
ha estimado que en tejido neural la expresión del gen CYP11A1 es 200 veces
menor que en la suprarrenal (Compagnone et al., 1995; Zhang et al., 1995;
Watzkaetal., 1999).

No obstante la moderada expresión del gen a lo largo del desarrollo, la producción
local de pregnenolona parece ser importante en el establecimiento de redes
neuronales durante la vida fetal, así como en la modulación de los cambios de
comportamiento y adquisición de memoria en etapas posnatales (Mellon &
Deschepper, 1993; Mellon, 1994; Compagnone etal., 1995).

En el presente estudio el mareaje del RNAm de la enzima se detectó en glándula
adrenal, testículo y ovario pero no en preperaciones de ñipotálamo, cerebelo o
corteza cerebral, y a diferencia de otros estudios en los que demuestran su
expresión mediante RT-PCR, en el hámster tampoco fue posible identificar
transcritos del citocromo en las regiones en cuestión (Fig. 20). Esto podría deberse
en parte a las regiones utilizadas para aislar el RNA, o bien, a la densidad relativa
de células (oligodendrocitos) que expresan el gen (Hu et al., 1987; Watska et al.,
1999), por lo que la aplicación de técnicas moleculares e inmunohistoquímicas mas
sensibles, se hace necesaria para determinar si el cerebro del hámster sintetiza o
no neuroesteroides.

A diferencia de lo observado mediante transferencia Northern, la hibridación del
DNAc generado por RT-PCR, mostró la presencia de señales positivas no solo en
el tejido gonadal y adrenal sino además en preparaciones de pulmón, epidídimo y
glándula Harderiana de machos y hembras (Fig. 20). La amplificación del DNAc
con los iniciadores H45-YAM3 produjo fragmentos de la talla esperada que fue de
aproximadamente 970 pb. A excepción de cerebro, cerebelo, hígado y riñon en los
tejidos restantes fue posible detectar transcritos auténticos de P450scc. De igual
forma, en todas las reacciones llevadas a cabo, la amplificación constante de
ciclofilina confirmó la pureza e integridad del DNAc.

La distribución del CYP11 Al en pulmón, epidídimo y glándula Harderiana puede
considerarse como evidencia inicial de la expresión del P450scc en estos sitios.
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Figura 20. Análisis de la expresión del P450scc en tejidos de hámster adulto. El DNAc fue
sintetizado a partir de RNAm de glándula adrenal (carriles 1 y 12), glándula Harderiana de
macho (2), glándula Harderiana de hembra (3), pulmón (4), testículo (5), cerebro (6), ovario (7),
epidídimo (8), hígado (9), cerebelo (10) o riñon (11), y sometido a 25 ciclos de amplificación a
65°C. Los productos de PCR fueron analizados en geles de agarosa (panel superior), o
transferidos a membranas de nylon e hibridizadas bajo condiciones de alta estríngencia. Para la
transferencia Southern se utilizó una sonda de P450scc (550pb) marcada con P32 (panel inferior).
En ensayos paralelos, un fragmento de DNAc de ciclofilina (452pb) fue amplificado a fin de
verificar la integridad de las reacciones de RT-PCR (panel intermedio). Como marcador de talla
se usó una escalera de DNA de lOOpb (M).

Aunque aún se desconoce la transformación enzimática del colesterol en dichos
órganos, la abundancia relativa de transcritos de P450scc sugiere una actividad
esteroidogénica local. En apoyo a lo antes mencionado, existen datos
experimentales que demuestran la capacidad del epididímo, el pulmón y la glándula
Harderiana para sintetizar y transformar diversos esteroides incluyendo compuestos
C]9 y Qn- Adicionalmente los tres tejidos se distinguen por su alto contenido en
colesterol, pregnenolona y otros pregnanos 5a-/5B reducidos, así como por su gran
dependencia hormonal y actividad de 5a-reductasa (Vreeburg et al., 1976; Kumari
et al., 1980; Milewich et al., 1980; Viger & Robaire, 1996; Vilchis et al., 1996;
Vilchis, 1997; Kellendonk et al., 1999; Kolleck et a l , 2002).
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Al respecto, se ha considerado al pulmón como un órgano endocrino incompleto
por carecer de algunas enzimas involucradas en la síntesis de esteroides C19, sin
embargo hay reportes que muestran no solo la formación in situ de andrógenos y
glucocorticoides sino también la influencia de estos compuestos sobre el desarrollo
y maduración pulmonar las en etapas finales de la gestación. En el conejo por
ejemplo, el cortisol acelera la formación de surfactantes pulmonares y la
diferenciación del tejido pulmonar (Colé et al., 1995; Mendelson & Boggaram,
1991; Keliendonk et al., 1999).

En el pulmón, además de encontrarse grandes concentraciones de colesterol, se
han detectado cantidades importantes de conjugados sulfatados de pregnenolona,
5a~pregnen-3B,20or-diol, 16a-hidroxipregnenolona, 17a-liidroxipregnenolona y
DHEA (Hutaniemi, 1974; Kolleck et al., 2002):

También existe evidencia de la conversión in vitro de pregnenolona a pregnandiol,
17fí-hidroxipregnenolona, 17a-hidroxipregnenolona, 20o:-hidroxiprogesterona y
progesterona; de progesterona a 20a~OH-progesterona, 20ü-hidroxiprogesterona
y 5a-dihidroprogesterona, así como del metabolismo de la DHEA a 7a-OH~DHEA
y 16a-OH-DHEA en homogenados totales de tejido pulmonar (Hutaniemi, 1974;
Milewichetal., 1980).

La expresión de otros complejos enzimáticos mitocondriales (p.ej., la-OHasa y
CYP24), de ferredoxina, de ferredoxina reductasa y del receptor periférico de
benzodiazepinas en el pulmón (Drugan, 1996; Jones et al., 1999; Segersten et ai.,
2002), junto con el presente hallazgo de transcritos para P450scc y proteína StAR
sugieren fuertemente la posibilidad que este órgano tenga la capacidad de efectuar
una actividad esteroidogénica mas amplia.

Como puede verse en la figura 21} la amplificación del DNAc de varios tejidos de
hámster con iniciadores específicos para la proteína StAR (Fleury et al., 1996),
produjo fragmentos de PCR de la talla esperada. En el pulmón al igual que en
epidídimo y glándula de Harder, el análisis de RT-PCR utilizando dos pares de
iniciadores que abarcan la totalidad del DNAc, mostró dos productos de 415 pb
(Fig. 21) y 470 pb (no incluidos), derivados del RNAm del gen StAR.

Mediante análisis de RT-PCR, el epidídimo exhibió una expresión muy
pronunciada del RNAm para el citocromo P450scc y la proteína StAR (Figs. 20
y 21), sugiriendo nuevamente la posibilidad de que este órgano pudiera sintetizar
pregnenolona a partir de colesterol. Se tiene conocimiento de la gran dependencia
a esteroides que tiene el epidídimo, en particular hacia pregnenolona y andrógenos,
para el mantenimiento y maduración del espermatozoide. Así, mientras en
animales hipofisectomizados la administración de pregnenolona mantiene la
estructura del epidídimo y la viabilidad de los espermatozoide, la integridad
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Figura 21. Expresión del RNAm de la proteína StAR en diferentes tejidos de hámster
adulto. Se muestra el producto de RT-PCR de 415 pb derivado de
preparaciones de DNAc de glándula adrenal (1), ovario (2), pulmón (3),
epidídimo (4), glándula Harderiana de macho (5), glándula Harderiana de
hembra (6). Alícuotas de 5 fx\ de cada muestra fueron separadas en geles
de agarosa al 1 % teñidos con bromuro de etidio. Los carriles externos
corresponden a un marcador de DNA de lOOpb.

funcional del mismo, depende de los niveles circulantes de testosterona y otros
compuestos con actividad androgénica (Vreeburg et al., 1976; Vigier & Robaire,
1996; LevineetaL, 1996).

Datos de estudios metabólicos han indicado variaciones en el contenido de
esteroides y actividad enzimática de los diferentes segmentos del epidídimo. Al
parecer en la cauda y el cuerpo es donde se almacena la mayor cantidad de
esteróles, pregnanos y DHEA, aunque su porción cefálica es la mas activa para
transformar pregnenolona (Kumari et al., 1980; Roberts, 1987). Mas aún, se ha
descrito que el epidídimo del hámster contiene grandes cantidades de desmosterol
(el principal precursor del colesterol), que son similares a las encontradas en el
cerebro en desarrollo. El desmosterol es también un importante constituyente del
espermatozoide humano, de hámster, mono rhesus, conejo y ratón y también su
concentración se incrementa gradualmente de la cabeza a la cauda, en algunas pero
no en todas las especies (Legault et al., 1978; Awano et al., 1989).

Además del desmosterol, en el epidídimo del hámster se ha demostrado la
acumulación de 7,24-colestandien-3ft-ol y 5a-colesten-7,24-3fí-ol en cantidades
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abundantes y mas recientemente, se reportó la existencia de una gran concentración
de 7-dehidrocolesterol y 8-dehidrocoIesterol en la cabeza del epidídimo de la rata,
los cuales pueden llegar a representar hasta el 30% de los esteróles totales. A
diferencia del colesterol que se encuentra distribuido uniformemente a lo largo del
epidídimo, los dehidrocolesteroles son prácticamente indetectables en la región
caudal (Lindenthal et al., 2001). Las concentraciones inusualmente elevadas de
precursores del colesterol, en asociación con el hallazgo de transcritos para el
citocromo P450scc y proteína StAR, parecen apoyar la idea que el epidídimo
contiene los elementos necesarios para biosintetizar esteroides.

Por otro lado, resultados preeliminares han sugerido que los esteroides sexuales
podrían influenciar la transcripción del gen StAR en la glándula Harderiana del
hámster; esto es, la cantidad de transcritos específicos tiende a aumentar después
de la ovariectomía o la castración (datos no mostrados). Esta observación podría
no ser de gran relevancia, sin embargo el simple hecho de encontrar co-expresión
del citocromo P450scc y la proteína StAR, da soporte a la propuesta inicial, en
particular, por que la presencia de esta fosfoproteína ha sido considerada como una
característica exclusiva de los órganos esteroidogénicos primarios. Aunque hasta
ahora se conoce poco del metabolismo de esteroides en la glándula Harderiana y
en general de la conversión enzimática del colesterol a nivel local, la abundancia
de transcritos para el P450scc (Fig. 20) y la proteína StAR (Fig. 21), sugieren la
posibilidad que este órgano intraorbital realize actividad esteroidogénica.

En apoyo a esta propuesta, .las evidencias existententes indican que la glándula
Harderiana es un órgano altamente sensible a la acción de las hormonas tróficas
como LH y FSH (Payne,1994), contiene cantidades importantes de colesterol
(Seyama et al. 1992, 1996), posee actividad de 1 lfí-hydroxilasa (CYP11B1) y otras
enzimas (Butler et al., 1978; Vilchis et al., 1992, 1994) y que la pregnenolona y
varios de sus metabolitos incluyendo la 11-cetopregnenolona, ejercen efectos
estimulatorios sobre la actividad de la a-aminolevulinato sintetasa (ALA-S), la
enzima paso limitante en la vía porñrinogénica (Gordon et al., 1970).

Como se sabe, la glándula Harderiana del hámster sintetiza y almacena gran
cantidad de porfirinas, específicamente protoporfirina IX y la expresión de la
ALA-S exhibe un marcado dimorfismo sexual (Spike et al., 1992; Payne, 1994;
Vilchis et al., 1996). Al respecto se ha reportado que algunas protoporfirinas tales
como la deutropofirina IX y la protoporfirina IX pueden funcionar como ligandos
endógenos del receptor de benzodiazepinas tipo periférico (Verma et al., 1987;
Snyder et al., 1987), Hasta ahora, el PBR junto con la proteína StAR figuran entre
los principales reguladores de la esteroidogénesis (Mukliin et al., 1989; Stocco,
2001).

Si bien la formación de esteroides a nivel local, podría explicar al menos parte de

61



los efectos hormonales que ejercen los derivados de la pregnenolona sobre la
actividad biosintética glandular (Gupta & Maiti) 1983; Menendez-Pelaez et al.,
1992), incluyendo la producción de feromonas (Brooksbank et al., 1973; Payne,
1977), se requieren estudios adicionales para confirmar la capacidad
esteroidogénica de la glándula Harderiana.

CONCLUSIONES

(1) En el presente trabajo se demuestra que la clona pCYPl 1A1-M.a., aislada
de glándula adrenal contiene el DNAc para el P450scc de hámster; a) por
el 75-85 % de homología en su marco abierto de lectura de 520 aminoácidos
que comparte con la secuencia del citocromo de otros mamíferos y b) por
la actividad enzimática de convertir 25-hidroxicolesterol a pregnenolona,
demostrada en células HEK-293 transfectadas con el DNAc.

(2) La secuencia deducida de aminoácidos del P450scc clonado indica la
presencia de dominios funcionales bien conservados en su región carboxilo-
terminal, incluyendo un sitio de unión al esteroide y un sitio de unión al
grupo hemo con un residuo único de cisteína en la parte central, además de
sitios de interacción con su contraparte fisiológica, la ferredoxina.
Asimismo, la secuencia inicial de su región NH2-terminal concuerda con la
regla general de composición de aminoácidos requeridos para las señales de
translocación mitocondrial.

(3) La abundancia relativa de transcritos para el P450scc, detectada mediante
RT-PCR en el pulmón, epididímo y glándula Harderiana, sugiere que la
función del citocromo en estos sitios pudiera estar asociada a la producción
local de esteroides para regular efectos autocrinos o paracrinos. La co-
expresión del citocromo P450scc y la proteína StAR en la glándula
Harderiana del hámster apoyan en forma consistente la hipótesis planteada.
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Abstract

In this study we report the cloning and sequencing of a cDNA for cholesterol side chain cleavage cytochrome P450scc from
Syrian hámster adrenal glaods. Isolation of P450scc mRNA was carried out with. degenerate primer PCR together with 5' and 3'
RACE protocoí. The full-length cDKA comprises an open readmg trame of 1563 bp encoding a polypeptide of 520 amino acid
residuea. The predicted protein sequence exhibits well-prescrved heme- and steroid-bínding domains and shares 89% amino acid
sequence identity with rat and mouse eozymes. Transient transfection of HEK-293 cells with the cloned cDNA leads to the for-
mation of pregnenolone from 25-hydroxycholesterol. Northern blot analysis showed expression of mRNAs for P450scc ín the major
steroidogenic tissues, namely, the adrenal cortex, testis, and ovary. In addition, tissue distribution analysis using the coupled re-
action of RT-PCR and Southern blotting revealed that the mRNA of the enzyme is also expressed. in various nonendocrine tissoes,
including the epídídymis, Harderian gíand, and lungs. The relative abundance of specific transcripts at these novel sites suggests that
P450scc could potentially play an important role in regulating local steroid hormone syntbesis. © 2002 Elsevíer Science (USA). All
rights reserved.

Keywords: CYP1IAI; Adrenal cortex; Heme; Epididymis; Pregnenolotie

1. Introductioo

The biosynthesis of steroid hormones in animal tis-
sues involves the participation of at least five distinct
forms of cytochrome P450 and two hydroxysteroid de-
hydrogenases. In all the steroidogenic pathways the
íiiitial and rate-limiting step is the cleavage of the side
chain from cholesterol to yield pregnenolone, a reaction
catalyzed by cholesterol side chain cleavage cytochrome
P450 (P450scc), the product of the CYP11A1 gene
(Nelson et al., 1993; Omura and Morohasfai, 1995). This
enzyme is part of an electrón transport system located
on the matrix side of the iiiner mitochondrial mem-
brane, which includes an NADPH-dependent feuedoxin
reductase, an iron-sulfur protein ferredoxin, and the

"Correspoiiding aulhor. Fax: -f-525-655-9859.
E-maü address: vi]cbisuf@prodigy.nct.inx (F. Vilchis).

0016-6480/02/S - see fronl matter © 2002 Elsevier Science (USA). Ali righís
Pl t 80016-6480(02)00003-5

P450scc (Chung et al., 1997). In most species, pregne-
nolone is the metabolic precursor from which all of the
steroid hormones are synthesized, the gonads and ad~
renals being the main steroidogenic organs (Bursteín
and Gut, 1971; Hanukoglu, 1992; Miller, 1988). Over
the last few years several reports indícate that P450scc ís
present not only in gonads, the placenta, or adrenals but
also in other tissues that are not generally considered
steroidogenic. Thus, P450scc expression has been de-
tected in different ceU types of skin (Keeney et al., 1995;
Slominski et al., 1996), the peripheral nervous system
and the white matter cells of the brain (Iwahashi et al.,
1990; Le Goascogne et al., 1987; Stromstedt and
Waterman, 1995; Zhang et al., 1995), the hindgut
(Keeney et al., 1995), and the páncreas, among others
(Morales et al., 1999). More recerttíy unpublished ex-
perimental observations from our laboratory have led us
to consider altérnate sites for steroid production in
hamsters. Such was the case of the Harderian gland, a
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lipid-rich intraorbital structure whose porphyrinogenic
activity has been shown to be highly inftuenced by
trophic hormones and other hormonal stimuli (Buzzell
et al., 1995; Payne, 1994; Sakai, 1981; Vilchis et al.,
1992). As an inítiaí step in the study of the specific ex-
pression of steroidogenic enzymes, we isolated the
cDNA for P45Üscc and examined its mRNA levéis in
various tissues. The data presented here suggest the
presence of this cytochrome ín various nonsteroidogenic
organs of the Syrian hámster, including the Harderian
gland and epídidymis.

2. Materials and methods

2.1. Extraction ofRNA

Adult golden hamsters were housed under lightíng
conditions of 14h light:10h dark and given free access
to food and water. The animáis were decapitated and
tissues were immediately excised, quick frozen on dry
ice, and stored ai -80 °C iratil assayed. Total celhilar
RNA was extracted with TRIzol reagent (Life Tech-
nologies, Grand Island, NY) and polyadenylated
(poly(A)+) RNA was isolated using the FastTrack
mRNA isolation kit from Invitrogen (Carlsbad, CA)
according to the manufacturéis instructions. When re-
quired, poly(A)+ RNA from hámster adrenal glands
was reverse transcribed into complementary DNA
(cDNA) with the SuperScript preampliñcatión system
(Life Technologies) as described elsewhere (Méndez
et al., 1999).

2.2. isolation of hámster P450scc cDNA

Two sets of degenerate oligonucleotides designed
from the sequences already reported for P450scc of
bovine (Morohashi et al., 1984), rat P450scc (Oonk et
al., 1990), and human P450scc (Chung et al., 1986) were
used to PCR amplify adrenal gland cDNAs, thus ob-
taining specific PCR fragments of the hámster enzyme.
The PCR products were resolved on agarose gels, eluted,
and purified through Centricon-30 columns (Amícon,
Beverly, MA) for sequencing analysis. The sequences of
these hámster P450scc fragments were aligned with that
of rat P450scc and shown to have a highly preserved
nudeotidic sequence which confirmed their authentícity.
Gene-specific PCR primers derived from these sequences
were used in experiments to ascertain the 5'- and 3'~end
regions, using the method of rapid amplification of the
cDNA ends (5', 3' RACE).

The PCR reactions to genérate both the 5' and 3'
cDNA fragments were carried out with the Marathón
cDNA Amplification kit of Clontech (Palo Alto, CA)
following its protocol and using gene-specific primers;
CYPH1 (CTGGAAATTCTGCATGTGATGGTAATG,

for 5'-RACE) and H95 (AACCTCATCCTGATGCC
TGAGAAG, for 3'-RACE) and the adaptor primers
included in the kit. Subsequently the full-length cDNA
for P450scc was amplified by PCR using the eLONGase
enzyme mix (Life Technologies) and a pair of oligonu-
cleotides derived from the 5'- and 3'-RACE fragmeots.
The sequences of forward and reverse primers used were
5'-CTGGAGGTTAAGGG- TAGAGACAGGC-3' and
5'-TTCTGGAGATACAGAGACACCCACC-3'. After
30 cycles of amplification (denaturing at 94 °C for 45 s;
annealing at 54 °C for 45 s; extensión at 72 °C for 90 s)
with a final extensión step of 7 min, the expected PCR
products (1700bp) were inserted in the TA cloning
vector pcDNA3.l from Invitrogen using the GFP fusión
TOPO cloning kit according to the suppliers' recom-
mendations. The ligated products were transformed into
competent cells, single colonies were picked, and pías-
mid DNA was amplified, The plasmid DNA was sub-
jected to restriction analysis with EcoRV and Xbal and
applied on 1.5% agarose gels to verify orientation of the
cDNA inserís. At least three clones (pCYPIÍAlMa)
were sequenced in both directions to determine the se-
quence of hámster P450scc.

2.3. Sequence analysis

The nucleotide sequences of the P450scc PCR prod-
ucts and clones were determined through direct se-
quencíng using the Thermosequenase (¡ot-33P]ddNTP)
terminator cycie sequencing kit (Amersham Life Sci-
ences, Cleveland, OH), as described previously (Chávez
et al., 2000).

2.4. Transfection assays

Human embryonic kidney cells (HEK-293) were
maintained in DMEM supplemented with 5% FCS and
5ug/ml of geneticin at 37 aC in a 5% CO2 íncubator,
Cells were grown to 80% of confiuence in 75-cm2 flasks
and then scraped and plated at an initial density of
2 x l^cells/weU in six-well cell culture díshes for 24 h.
HEK cells were then washed with OptiMEM and tran-
siently transfected with a total of 2.4 ug of DNA
(pCYPUAlMaVdish using 5.6ul of lipofectamine (Life
Technologies, Gaithersburg, MD) and 800 ul of Opti-
MEM per well (in triplicate). After 5h of incubation,
800 ul of DMEM-5% FCS was added to each welí to
stop the reaction. Transfected cells were cultured for 24
or 48 h in the absence or the presence of 25 (iM 25-hy-
droxycholesterol (5-cholestene-3p-25-diol) before har-
vesting for steroid quantification. Concentration of
pregnenolone (5-pregnen-3fi-ol~20-one) in the culture
supematants was determined by liquid-phase radioirn-
munoassay (Morales et al., 1999). A fi-gaiactosidase
histochemical stainíng assay was included as an efi>
ciency control in each transfection study. Transfection
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efficiencies by these procedures were determined to be
80-90% with the pCMV sport-p-gal cDNA (Life Tech-
nologies).

2.5. RT-PCR analysis

To study the expression levéis, the RNA isolated
from different hámster tissues was reverse transcribed
and subsequently PCR amplified to genérate a partial
P450scc cDNA. Reactions were carried out basically as
described before, using the sense and aritisense primers
5'-GAGTCCCAGCAGTTCATCGATGCC-3' and 5'-
TTCTGGAGATACAGAGACACCCACC-3', respec-
tively. A set of oligonucleotides for cyclophilin (Díaz et
al., 2000), which yielded a 453-bp RT-PCR product,
was used in paraílel reactions to monitor the amount of
mRNA transcribed and amplified.

2.6. Northern and Sottthern blot analyses

For Northern blots, 20 ug of total cellular RNA
(obtained from the ovary, testis, liver, lung, Harderian
glands) or 100 ng of po!y(A)+ RNA from the adrenal
glands was size fractionated on 1.2% agarose gels, con-
taining 6.0% formaldehyde. After electrophoresis, RNA
was transferred into Hybond N + nylon membranes
(Amersham, UK) by capillary diffusion and fixed by UV
cross-Iinking. Filters were prehybridized for 2 h at 65 °C
in a Rapíd-hyb buffer solution (Amersham, UK) and
further hybridized for 6h at 65 °C.

A 550-bp PCR fragment amplified from pCY-
PllAlMa was labeled wiíh [32P]dCTP by random pri-
mer and used as a radioactive probé in Northern and
Southern blot assays. For Southern blots, 5-ui aliquots
of RT-PCR producís (of diíferent hámster tissues) were
separated by electrophoresis on 1% agarose gels, trans-
ferred to nylon membranes, and hybridized under con-
ditions similar to those described previously (Morales et
al., 1999).

3. Resulte

To isolate the hámster P450scc cDNA sequence 5'
and y RACE were performed on adaptor-ligated adre-
nal gland cDNA. The nucleotide sequence of the iso-
lated full-length cDNA is 1822 bp in length, containing a
short 5'-untranslated región of 42 bp, an open reading
frame of 1560bp wJth an ATG start site and a TAG
termination signa!, and a longer 3'-untransíated región
of 220 bp. The AATAAA motif is found at positíon
1797. This encodes a protein of 520 amino acids with an
estimated molecular weight (MW) of 60270. The cDNA
and deríved amino acid sequences for Syrian hámster
P450scc are shown in Fig. 1. The sequence (AGTA
TGCTG) surrounding the first methíonine codon

(ATG) essentially conforms to the KLozak site
(A/GccATGGat) (Kozak, 199Í). Comparison of the
deduced amino acíd sequence with that of other rodents
(Fig. 2) showed that hámster P450scc shares an 89.1%
identity with the mouse enzyme and an 89.7% identity
with the rat enzyme. Likewise, the predicted protein
sequence contains two cysteine residues and two char-
acteristic motifs found in some steroidogenic P450s
(including P450SCC), namely, a heme-binding site and a
steroid-binding site; both regions appear highly con-
served among these three species (Fig. 2). The amino
acid length, base pair number, percentage of homology,
and cysteine positíon of the hámster P450scc are shown
for comparative purposes in Table 1. Northern blot
analysis of P450scc revealed a major transcript of ap-
proximately 1.8 kb in length, which was present at dif-
ferent levéis, depending on the RNA preparations.
Thus, samples of poly(A)+ RNA exhibited a single
transcript, whereas those of total cellular RNA showed
an intense hybridization signal at about í.8kb and a
much weaker signal at about 3.4 kb (Fig. 3). The RNA
length coincíded with that predicted from cDNA se-
quencing. By Northern biot, specific hybridization sig-
náis were practically undetectable in other tissues
examined (Fig. 3). Nevertheless, the tissue distribution
of the P450scc mRNA was further assessed by using
RT-PCR assays in combination with Southern hybrid-
ization. As illustrated in Fig. 4, we detected the pre-
dicted 972-bp cDNA product of the P450scc gene in
various tissues, namely, adrenal, ovary, testis, lung,
Harderian gland, and epididymis (Fig. 4). Likewise, no
amplification product was detected from cerebellum,
braín, kidney, or hepatic tissue even when the PCR
producís were hybridized with a 32P~íabeIed specific
probé (Fig. 4B). To determine whether the cloned
cDNA was indeed functional, we examined its catalytic
abflity through transfection assays. As can be seen in
Fig. 5, embryonic kidney cells transfected with the
pCYPUAlMa vector were able to transform 25~hy-
doxycholesterol into pregnenolone, thus reflecting
functional enzymatic activity. In addition, pregnenolone
formation was found to be proportíonal to time of in-
cubation. These data were interpreted as demonstrating
that cloned cDNA contains an open reading frame en-
codíng P450scc.

4. Discussioa

In this report we describe the cloning and expression
of a cDNA encoding an enzyme possessing cholesterol
side chain cleavage activity. The hámster enzyme shares
high amino acid identity with the P450scc of other ver-
tebrates and contains the structural domains, typical of
the cytochrome P450 superfamily. The predicted amino
acid sequence of this protein indicates the presence of
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-12 agagac aggcgc t cag taagaagtgacagc tg tgggga c a g t
ATG CTQ GCC AAA GQA CTT TCC TTG CQC TCA OTO CTG GCC AAA GGC TGC CAÁ CCT TTC TTG 60
Met Leu Ala Lyg Gly Leu Ser Leu Arg Ser Val Leu Ala tya Gly Cya Gln Pro Phe Leu 20

AGC CCT ACC TGG CAG ABT TCA GTG CTG GCT ACT GGA QGG GGfc GCT AAT ATC TCT ACC AAT 120
Ser Pro Thr Trp Gln Ser Ser Val Leu Ala Thr Qly Gly Gly Ala Aan ILe Ser Thr AGD 40

AGC CCT CGV CCC TTC AAT GAG ATT CCT TCC CCC GGT GAC AAT GGT TGG CIPA AAC CTG TAC 180
Sor Pro Arg Pro Phe Aon Glu l i e Pro Ser Pro Gly Aap Aan Gly Trp Leu Aan, Leu Tyr SO

CAC TTC TGG AGG GAG AAT GGC ACÁ CAC AGA ATC CAT TAC CAT CAC ATO CAO AA.T TTC CAQ 340
HIs Phe Tni Arg Glu Kea Gly Thr His Arg H e Bis Tyr HIa Hia Mafc Qln Aen Phe sin 80

AAG TAT SaC CCC ATT TAC AGG QAG AAG CTT GGC AAT AAG GAT TCT GTT TAT ATT CTQ GAC 300
IflfB Tyr Bly Pro tle Tyr Arg Qlu Iiys Leu Gly A B U Lya Aep Ser Val Tyr lie Leu Asp 100

COS QAA GAT GCA GCA C&G CTC TTT TTA AGC GAA GQT CCC TAC CCA GAA COA TAT CTT GTG 3S0
Pro Gln Aap Ala Ala Qln Leu Phe Leu Ser Glu Gly Pro Tyr Pro Qlu Arg Tyr Leu Val 120

OCC CCC TOS QTC GCC TAT CAC CAG TAT TAC AAG AQA CCC ATA GQQ QTC CTQ TTT AAG AGT 420
Pro Pro Trp Val Ala Tyr Hia Gln Tyr Tyr Lys Arg Pro lie Gly Val Lou Phe Lyo Ser 140

• TCA QAA GCT TQG AAG AAA GAT AQA CTT GTC CTA AAC CAG GAA GTG ATG GCA CCT OAA GCC Í80
Ser Glu Ala Trp Lya Lya Aap Aro Leu Val Leu Aan Gln GLu Val Het Ala Pro Glu Ala ICO

ATC AAG AAC TTC QTQ CCC CTQ CTQ QAA GGT GTA GTT CAQ GAC TTC ATC AAC GTC TTO CAC 540
H e Lye Asa Pbo Val Pxo Lea L«u Glu Gly Val Val Gln Asp Pbe lie Aen val Len Hia 180

AGA CGC ATC AAG CAQ CAG AAQ TCT GGA AAT TTC TCA GQO QAC ATC AGC QAT GAC CTQ TTC Süü
Arg Arg lie Lys Gla Gln Lyo Ser Qly Asa £>be Ser Gly Asp lia Sor Aap Aflp Leu »be 200

CGC TTT QCC TTT GAG TCC ATC ACC AQT GTT GTA TTT GGG GAG CGC CTG GGG ATG TTG GAG 660
Arg Phe Ala Pho Qlu Sar H e Thr Ser Val Val Phe Gly Glu Arg Leu Gly Met Leu Qlu 320

GAO ATT GTG GAC CCT GAO TCC CAG CGG TTC ATC QAT GCC ATC TAC CAQ ATQ TTC CAC ACC 730
Glu lia Val Aap pro Glu Ser Qln Arg Phe lie Aap Ala H e Tyr Gla Hat Phe His Thr 340

AGT GTC CCC ATG CTC AAC CTQ CCT CCA QAA CTT TTT COA TTC TTC AQA ACT AAQ ACC TGG 7BQ
Ser Val Pro Met Leu Aon Lou Pro Pro Qlu Leu Phe Arg Phe Phe Arg Thr Lya Thr Trp 360

AAG GAG CAT GCA GCT GCC TGG GAT ATG ATT TTC AAA AAA GCT GAT GAT TAT ACÁ CAH ACC B40
Lys Glu HiB Ala Ala Ala Trp Aap Het H e Phe Lya t-ys Ala Asp Asp Tyr Thr Gln Thr 3B0

TTC TAC TGG GAC TTA AGA CAG AAG CAÁ GAO TTC AGC AAG TAC CCT GGT GTC CTT TAC AGC 3D0
Phe Tyr Trp Aap Leu Arg Gln LyB Gln Gilí Phe Ser t,ys Tyr Pro Gly Val Leu Tyr Ser 300

CTC CK3 GGT QGC AAC AAG CTO CCC TTC AAG AAC ATC CAG GCC AAC ATT ACG GAG ATG CTQ 360
Leu Leu Qly Qly Asn Lys Leu Pro Phe Lys Aan H e Gla Alo Asa lio Thr Qlu Het Leu 330

GCA GGA GGC GTA SAC ACQ ACC TCC ATO ACC CTQ CAG TGG AGC CTT TAT GAG ATG GCA CAC 1020
Ala Qly Gly Val Aap Thr Thr 3er Met Thr Leu Gln Trp Ser Leu Tyr Glu Het Alo Hia 340

AAC TTQ AAG GTA CAG GAG ATG CTG CGQ GCA GAG GTT CTG GCT GCC CGB CQT CAG QCC CAQ 1080
Aan Leu Lya Val Gln Glu Het Leu Arg Ala Glu Val Leu Ala Ala Arg Arg Gln Ala Gln 360

GGA GAC ATG GTC AAG ATG GTG CAG 1TG GTC CCA CTC CTA AAA GCC AGC ATC AAG QAG ACÁ 1140
Gly Asp Met Val I^B Met Val Gln Leu Val Pro Leu Leu Lya Ala Ser H e Lya Glu Thr 3B0

CTG AGA CTC CAC CCC ATC TCT GTG ACC GTA CAG AGG TAT CTT GTG GAT GAC CTG OTA CTT 1200
Leu Arg Leu His Pro H e Ser Val Thr Val Gln Ara Tyr: Leu Val Asp Aap Leu. Val Leu 400

COA AA*P TAC AGG ATT CCT GCC ARG ATG TTG GTG CAG GTQ GCT AAC TAT GCC ATG GGC CGA 12 G0
Arg ABn Tyr Arg H e Pro Ala Lya Met Leu Val Gln Val Ala Aan Tyr Ala Het Gly Arg 420

GAA CCC AGC TTC TTC CCC AAC CCA AAC AAG TTT GAC CCA ACT CGT TGG CTG GAA ABA AGC 1320
Qlu Pro Ser Phe Phe Pro Aan Pro Aan Lyo Phe Aop Pra Thr ATfl Trp Lau Qlu Lyu Ser 440

AAA AAT ACC ACC CAC TTC CGT TAC TTG AGC TTT GGC TGG GQT GTT CGT CAQ TGT CTQ GGC 13 BO
Lya Aan Thr Thar Hia Phe Arg Tyr Leu Ser Phe Gly Trp Gly Val Arg Gln Cys Leu Gly 4G0

CGG CGG ATT OCA GAG CTG GAQ ATQ ACC ATC TTC CTC ATC AAT GTQ CT(3 GAQ AAC TTT AGA 1440
Arg Arg lie Ala Glu Leu Glu Met Tbr H e Phe Leu lie hen Val Leu Glu Aun Phe Arg 480

ATT GAA CTC CAÁ AGT CTC CAT GAT GTG GGG ACC AAG TTC AAC CTC ATC CTO ATG CCT QAG 1500
H e Glu Leu Gln Ser Leu Hia Aap Vnl Qly Thr tya Phe Asn Leu H e Leu Het Pro Qlu 500

AAG CCC ATC CTC TTC AAC CTC CAO CCT CTC AAG AAG GAC CTT GGG ACÁ ACC ACG AAC AGA I5G0
Lyo Pro lie Leu Phe Asn Leu Gln Pro Leu Lya Lys Aap Leu Gly Ttr Tftr Thr Aan Arsr 52o

TAG ggtggcactgtctgaacttcagactggagtcacatggggagetggcccagtgggggcatttgggtgggtgtctct
gt atetecagaa eaac ct ge t ce ttt ggggtggtt ctt age t c tcagt ggc eaac t actt aggt tage C afl geectec t
ctccttcatcctctctcctttacttaccctgaaggttaataaacacatgaactctgaoaaaaa....

Fig. 1. Nucleotide and predicted amino acid sequences of the hámster cholesterol side chain cleavage P450 cDNA. Position +1 is assigned to the firsl
nucleotide of the putative initiator codon. Numbering of the nucleotídes (above) and the amino acid (imderncath) is shown, The AAT AAA
polyadenylation sigaal is uaderüned. Thís sequeace appears in the NCBI gene data banfe wíth Accession No. AF323965.

two stretches located toward the carboxyí-terminal re- well conserved among the difierent species; in hamsters,
gion (residues 370-386 and 451-471) which are thought micc, and rats, for example, they present 100% sequence
to function as the binding sites for the steroid and heme homology. Likewise, the consensus steroid-binding site
groups, respectively (Morohashi et al., 1984; Picado- of hámster shows 100% homology with a similar tract
Leonard and Miller, 1988). Both domains appear to be from bovine (Morohashi et al., 1984), human (Chung
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H á m s t e r MIJÜCGI.SLRSVLAKGCQPFI1SPTWQSSVLATGGGAKI-STKSPRPFHEIPSPGD1ÍGWLNLYHFWI1
Mouse I O ^ ^ G L S L R S V L V K G C Q P F L S P T W Q G P V L S ' P G K G A G - T S T S S P R S F S E I P S P G D S Í S W L N L T Í H F W R
Rat MLAKGLCLRSVLVKSCQPFIfSPVWQGPGLATGNGAGISSTMSPRSFHEIPSPGDHGWINLYHFLR

H á m s t e r EHGTHRIHYHHMQNFQKYGPXSSEKLGKIKDSVYILDPEn&AQLFLSBGPYPERYLVPEWVAYHQY
Mouse KSGTQKIHYHQMQSFQKyGPIYREKLGTLESVyiVDPKDASILFSCEGPNPEItFLVPPWVAlfHQY
Rat EKGTHRJHVHHMQNFQI^GPrirREKLGENMESVYILDPKDAATLFSCEGPNPERYLVPPWVAYHQY

H á m s t e r
Mouse YQRPIGVLFKSSDAÍKKDRIVLHQEVMAPGñlKNFVi'LLEGVAQDFIKVLHRRIKQQKSGÍÍFSGV
Rat YQRPIGVLFKSSDAVmiOJRIVIJIQEVMAPDSIKSIFVPLLfiGVAQDFIKVLHRItlKQQNSGKFSGD

H á m s t e r ISDDLFRFAFESITSVVFGERLGMLEEIVDPESQRFIDAIYQMFHTSVPMLNLPPELFRFFRTKT
Mouse XSDDLFRFSFESISSVIFGEÍ^GMLEEIVDPEAQRFIíaAVYQMITITSVPmjSLPPDFFRLLRTKT
Rat ISDDLFRFAFESITSVVFGERLGMLEEIVOPESQRFIDAVYQMFHTSVPMLNMPPDLFRLFRTKT

H á m s t e r WKEHAAAWDtOFKKADDYTQTFyWDLRQKQEFSKYPGVLYSLW3GNKI.PFKNÍQANITSMLAGGV
Mouse WKDHAAAWDVIFNKADEYTQMFyWDLRQKRDFSQYPGVLYSLIrGGKKl.PFKKIQANITEMLAGGV
Rat WKDHAAAWDVIFSKADEYTQlWYWDLRQKRDFSKYPGVLYSI.r^GNKl.PFKNIQANITEMIAGGV

Hámster
Mouse
Rat DTTSMTLQWNLYEMAHm-KVOEMIJUiEVIAAKBQAQQEMAKMVQI VPLLKAS3:KSTI.RIiHPiaV r

H á m s t e r VQRYLVDDLVLRHYRIPAIOJLVOVANYAMGREPSFFPHPSI^DPTRWLEKSKMTTHFRYLSFGWG
Mouse LQRYTViroLVI.RNYKIPAKTLVQVASFAMGRDPGFFPHPinCFDPTRWI^KSQmyrHFRYI.QgGWG
Rat LQRYIVlSrDLVLRNYKIPAKTLVOVASYAMGRESSFFPNPtraFDPTRKLEKSQKTTHFRYLGFjSWG

H á m s t e r VRQCLGRRIAELEMTIFLINVI.EHFRIELQSLHDVGTKFMLILMPKKPILFHI,QPLSKDLGTTTN
Mouse VaQCIigRRXAEriEMTILLIMLLEHFRIEVQBLRDVaTgFSLILMPENPILFHFOPLKQDLGPAVT
Rat

Mouse
Rat

RKDNTVN
RXGDTV

Fig. 2. Amino acid sequence comparison ofhamslercytochrome P450scc to the mouse and ralenzyme. Residues conserved aroong species (bold) are
indícated with the proposed sites for steroid (boxed)- and heme-binding domians (underlined).

Table i
Characteristics of the P450scc frora rodeáis and human

Hámster
Human
Rat
Mouse

Base
pairs

1560
1566
1581
1581

Amíüo
acids

520
522
527
527

Idenüty

e/o)
100
80.2
89.7
89.1

Cys number

2 (16, 458)
3 (462)
4(7,16, 111,459)
3(16, 110,458)

et al., 1986), and porcine P450scc (Mulheron et al.,
1989) and more than 64% homology with the P450scc
from chicken (Nomura et al., 1997) and rainbow trout
(Takahashi et al., 1993).

A number of reports have hidicated that the majority
of nuclear-encoded mitochondrial proteins are synthe-
sized as large precursors with cleavable amino-terminal
presequences. Extrapeptides of mitochondrial matríx/
inner membrane proteins are extremely variable in both
length and amino acid sequence (Hurí and van Loon,
1986; LiU and Neupert, 1996). Tbus, in bovine, the
precursor of P450scc has been found to consist of 520
amino acids, with a mitochondrial targeting sequence of
39 residues (Morohashi et al., 1984). In hámster, the

corresponding NH2-terminal extrapeptide shows a
modérate sequence homoíogy (40%) with that of bovine.
However, this putative presequence contains several
basic and hydroxylated amino acids whose preponder-
ance is characteristíc of mitochondrial targeting se-
quences from imported proteins (Líll and Neupert, 1996;
von Heijne, 1986). The presence of positively charged (2
Lys, I Arg) and hydroxylated (6 Ser, 2 Thr) residues,
together with the lack of acídíc amino acids or extended
hydrophobíc stretches within the first 40 residues of the
hámster P450scc, confonns to the general rule for the
presequence (Hurt and van Loon, 1986; von Heijne,
1986).

As occurs in other cytochromes P450scc already
known, the hámster enzyme contains two cysteine resi-
dues, one of which is within the predicted heme-binding
site (Cys458), which is likely the fifth ligand of the heme,
as has previously been suggested (Morohashi et a l ,
1984). The heme-binding domain of hámster P450scc
aíso showed 90% homology (on average) with that of
the other species referred to above.

As mentioned before, the cleavage of cholesterol side
chain to yield pregnenolone involves the participation of
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Fig. 3. Northern fclot of P450scc RNA from adult hámster tissues.
Aliquots of poly(A)+ RNA (approximately 120 ng) from adrenal gland
(lanes 1 and 8) or total cellular RNA (20 jig/lane} prepared from testis
(iane 2), ovary (lañe 3), lung (lañe 4), líver (íane S)f ma\e Harderian
gland (Iane 6), and fetnale Harderian gland (lañe 7) were trartsferred to
nylon filters and hybridízed at 65°C fot 4h with a 32P-labeied P450scc
probé. The filfer was exposed to X-ray films for 2h at -70 °C. Size
markers are a 0.24- to 9,5-kb RNA ladder.

B J U - - P450SCC

Cy

Fig. 4. RT-PCR analysis of P450scc expression in adult hámster tis-
sues. RNA was transcribcd into cDNA and subjected to PCR ampli-
fication. RNAs were prepared from adrenal gland {lanes 1 and 12),
male Harderian gland (Iane 2), female Harderian gland (lañe 3), lung
(iane 4), testis (lañe 5), cerebral coríex (lañe 6), ovary (lañe 7), epi-
didymis (Iane 8), liver (íane 9), cerebelium (!ane Í0), and kidney (lañe
II). The PCR produets (972bp) were visuaiized by ethidiun bromide
stain (A) or by Southern hybrídizaüon with a í2P-labeled P450scc
probé (B). A control PCR was perfbrmed with all cDNAs, using a set
of primera for cyclophilin which yields a 450-bp RT-PCR product (C).

an electrón transport systera constituted of ferredoxin,
ferredoxin reducíase, and P450scc. In turn, the expres-
sion of this enzymatíc complex is considered a distinc-
tive feature of primary steroidogenic organs (Miller,
1988). More recent evidence from site-directed muta-
genesis indicates that certain basic residues of the
C-terrninal región are critical for proper enzyme activity.
The results from those studies demonstrated that resi-
dues Lys405, Arg425, and Arg42e are involved not only in
the formation of a heme-bindiug center but also in the
electrostatic interaction of cytochrome P450scc with its
physiological partner, ferredoxin (Azeva et al., 2001).

24 h 48 h

Fig. 5. Fonnaüon of pregnenolone from 25-hydroxycholesterol in
HEK-293 cells. Cultured cells were transfected wiüi the pCYPl 1 AlMa
vector and maintained at 37 °C for different time periods in the pres-
ence (24-48 hj or the absence (C) of 25 ¡tM 25-hydroxycbolesterol
substrate. Each bar represents mean valúes ±SD. For details see the
£ext.

During the last few years data from molecular and
immunohistochemical studies have shown the presence
of P450scc in various sites other than the major sources
of steroid hormones. Thus far, the expression of the
CYPllAl gene is well documented in tissues such as the
páncreas, submandibular gland, stomach, normal and
pathological human skin3 gut, and certain áreas of the
brain, where the finding of gene-specific transcripts has
been related to steroidogenic activity (Le Goascogne
et al., 1987; Morales et al., 1999; Slominski et al., 1996;
Zhangetal., 1995).

In the present study, Northern blot analysis of RNA
preparations from dífferent tissues of male and female
hamsters with a P450scc DNA probé snowed positive
hybridization in RNA samples of endocrine glands with
little or no detectable hybridization signal in other tis-
sues, including brain cortex. The CYPllAl mRNA was
easily detected in both adrenals and gonads, as expected.
These results are in agreement with recent molecular
studies aimed at detennining the temporal expression of
P450scc in the developing hámster ovary (Schwartz and
Roy, 2000). Using the sensitive RT-PCR assay, gene
transcripts were also found in Harderian gland, epi-
didymis, and lung in addition to the adrenal, testis, and
ovary. Lifcewise, the RT-PCR of RNA followed by
Southern hybridization confirmed the presence of the
predicted 972-bp fragment of P450scc ín these tissues.
Under the same conditions the transcript was not de-
tected Ín the kidney, liver, cerebelJum, or brain cortex.
Unlike previous reports, where P450scc and its mRNA
have been demonstrated in the brain and peripheral
nervous system of rodents (Le Goascogne et al., 1987;
Stromstedt and Waterman, 1995), we observed no gene
expression in the hámster brain. This discrepaney
may be explained by the brain área we used for RNA
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isolation. As ¡s known, CYP11AI expresses preferen-
tially in oligodendrocytes of myelinaíed regions of tbe
brain, olfactory lobes, and hypothalamus. At these sites,
the expression of the enzyme results in the de novo
synthesis of neurosteroids which have been shown to be
active at G A B A A receptors and have profound effects
on behavior and memory (Hu et al., 1987; Iwahashi et
al , 1990; Zhang et al., 1995). Because of the relatively
low expression levéis of CYPUA1 at neural cells, ad~
ditional molecular and iramunohistochemical studies
have to be carried out in order to clarify whether hám-
ster brain contains P450 activíty. Although we have no
direct evidence to show functional enzymatic expression
in the lungs, epídidymís, or Harderian glands, our re-
sults regarding the abundance of P450scc txanscripts at
these peripheral organs strongly suggest that they may
achieve local steroidogenic activity. In support of this
view, it has been reported that pregnenolone or its
metabolic derivatives elicit physiological effects on these
peripheral organs (Dalla et aL, 1992; Mooradian et al.,
1987; Vilchis et al., 1992). In this regard, there are ex-
perimental data suggesting a stimulatory role of II-ke-
topregnenolone, pregnenolone, and other 5p*-pregnanes
on mammalian erythropoiesis, most probably mediated
throughout the induction of or-aminolevulinic acid syn-
thetase (ALA-S), the rate-Iiimting enzyme in the por-
phyrin biosynthetic pathway (Gordon et al., 1970). As is
known, the Harderian glands of hámster yield and store
large amounts of protoporphyrins and exhibit a marked
sexual dimorphism in ALA-S expression át glandular
level (Payne, 1994; Vikhis et al., 1996).

In conclusión, using a combination of RT-PCR and
RACE we have isolated the P450scc cDNA of Syrian
hámster. A comparison of the amino acid sequence of
this enzyme indicates modérate to strong conservation
of the protein within divergent vertébrate groups.
P450scc mRNA expression levéis in lung, epididymis,
and Harderian gland represents preliminary evidence of
cholesterol side chain cleavage activity at these sites. The
availability of fuil-length cDNA for hámster P540scc
will facilítate studies of the tissue-specific regulation of
CYPI1A1 gene expression in this species.
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