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CLONACIS D'UN NOU TIPUS DE PROTEiINA FOSFATASA EN LLEVAT

Antonio Casamayor, Francesc Posas 1 Joaquim Arino
Dept. de Bioquimica i Biologia Molecular. Fac. Veterinaria,
Universitat Autonoma Barcelona

RESUM

Hem ampifficat per PCR (Polymerase Chain Reaction) fragments de DNA gendmic de llevat amb
caracteristiques estructurals de Ser/Thr fosfatases, fent servir oligonucledtids que codifiquen seguéncies
conservades entre les fosfatases tipus 1, 2A i 2B. Un fragment amplificat de 215 pb va ser utilitzat per
analitzar una biblioteca de DNA genomic. La sequéncia d'un clon positiu obtingut revela un ORF de
2.076 pb que codifica per una proteina de 692 aminoacids. L'extrem carboxi-terminal de la proteina es
troba estructuraiment relacionat amb les fosfatases tipus 1. mentre que la meitat NH,-terminal no es
relaciona amb cap sequéncia de fosfatasa. Aquesta regio és moit rica en residus serina i en aminoacids
basics. Aixi, el producte del gen pot representar un nou tipus de proteina fosfatasa. El gen corresponent,
que anomenem PPZ1, es troba en e cromosoma Xlll i s'expressa com un mRNA de 2,7 kbp. La seva
disrupcié no déna com a resultat cap fenotip evident. La presencia en extractes de llevat d'una proteina
de 75 kDa que es reconeguda per anticossos desenvolupats contra el gen expresat en bacters va ser
detectada mitjangant experiments d'immunoblot.

INTRODUCCIO

El creixement celiular, el control del metabolisme, la resposta a estimuls externs i la biosintesi de
proteines, entre d'altres processos celulars, estan controlats per reaccions de fosforilacié de les
proteines en residus de serina i treonina [1,2]. L'estat de fosforilacid d'una proteina és el resultat de la
integracié de les activitats proteina quinasa i proteina fosfatasa (PP).

Les tecniques enzimologiques i de quimica de proteines van permetre identificar 4 tipus majoritaris
d'activitats Ser/Thr PP: tipus 1 i tipus 2A, 2B i 2C [3]. Els cDNA que codifiquen les seves subunitats
catalftiques han estat clonats i aixd ha fet evident que les PP tipus 1, 2A | 2B estan moit relacionades
estructuraiment. A més a més, I'andlisi de diverses biblioteques de cDONA de mamifers i de Drosophila
ha permés identificar nous tipus de PP (PP-V, PP-X, etc.), la funcié de les quals encara no es coneix.

La preséncia d'activitats PP en llevat és coneguda des de fa anys [4]. Evidéncies obtingudes
recentment van suggerir que aquests enzims eren moit semblants als dels mamiters. Aixf, el gen DIS2S1
de S. cerevisiae codifica una PP que és 81% idéntica a la PP-1 de conill, mentre que s'ha identificat dos
gens que son un 73% idéntics a la subunitat catalftica de la PP-2A d’humans [5.6]. Alguns d'aquests
gens son essencials per a la cél{ula perque estant involucrats en el control del cicle celdular [7.8].

Tenint en compte aquests antecedents, decidirem esbrinar si en llevat podien existir nous tipus de
Ser/Thr fostatases, tot i aprofitant les técniques de PCR.

MATERIALS | METODES
Les seqidncies dels oligonucledtids utilizats, MP-1s 1 MP-3as, s6n  respearvament: §5'-
GGGAATTCGA(CTHCATIT(GOXCTIAGOTGGTC(ATG)GA(TCICC-3, | S“CCAAGCTT(CTHCAXGAXCA(GA)
TA(GA)TT(GTYGG(CAGT)GC 3 on les sequéncies subratilades corresponen a llocs de restniccio EcoRI i HindlIl
afegits per facilitar el clonatje.

La soca de §. cerevisiae M5 (MATa/MATa. homozigotica per leul-3/112 ura 3-53 rpl) va ser utilizada per a la
preparacié de DNA genémic i experiments de disrupcié géruca. La sequéncia nucleotidica del DNA clonat s'esbrina
pel métode dels dideoxinucledtids, mutjangant |'is de “pnimers” fluorescents, a un sequenciador automatic Applied
Biosvstem 173A.

El DNA genomuc de |a soca M5 va ser preparat com es descnu en (9], 1 per I'amplificaci6 varem fer senvir 0.2 pg.
Les condicions utilitzades van ser: 94°C durant 2 mun, 50*C durant 2 mun. i 72°C durant 2 min. Després de 30 ccles,
el DNA amplficat es va digenr amb una mescla de EcoRI i HindlII i va ser separat en gel d'agarosa. Els fragments
d'una muda apropiada (200-250 pb) es van punficar i lligar al vector Bluescript SK( +) préviament digerit amb EcoRI
1 HindlIL

Els experiments de Southern blot es van realizar amb 10 ug de DNA gendmic. L'hubnditzaci6 es va portar a terme
2 65°C en 5xSSC, 0,19:SDS. i els filtres van ser rentats a 55°C en 0,1xSSC, 0,1%SDS. El sistema emprat fou el de
detecaio de DNA mijangant marcatge amb digoxigemina (Bohennger Mannheim).

El RNA total va ser preparat com es descriu en [9]. Les sondes de DNA utilizades pels expenments de Northern
blot van ser marcades amb **P pel métode de “random priming”. Les lubnditzacions es van fer a 42°C en 5xSSC i amb
formamuda al 50%. Els rentats es realitzaven a 55°C en 0,1xS8C 1 0,1% SDS.
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La disrupci6 del gen PPZ] es va fer mijancant la técnica de “one-step gene disruption” [10]. Els anticossos
contra la proteina PPZ1 es van obtenir previa expressio en £. coli d'una pant substancal d'aquesta (aa 118-692) fent

servir el vector pT7-7.
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Figura 1.- A) Sequéncia de nucledtids 1 seqiénaa deduida d' aminoacids del
zen PPZ]. La sequéncia que correspon al fragment ST4-2 es troba subratllada

les presumptes caxes TATA ho estan doblement. B) Estratégia de
sequenciacio del gen PPZ!. Només s'indiquen els centres de restriccid
relevants en el procés de subclonaci6.

RESULTATS | DISCUSIé

Aillament del gen que codifica
PP-Z1. Una de les sequéncies
ampiificades per PCR del DNA
genomic de llevat és I'anomenada
ST13-2, de 215 pb. Els experiments
de Southern biot, utilitzant ST13-2
com a sonda. van indicar que
hibriditzava amb un fragment
Pstl-Pstl d'unes 4,5 Kpb.

Aquesta informacid va ésser
utitzada pel clonatge del gen
sencer. Es va construir en pUC19
una biblioteca de DNA genomic
digerit amb Pstl d'entre 4 i 5 kpb i
el seu analisi es va dur a terme fent
servir la sonda ST13-2. E| DNA de
I'inic clon posttiu obtingut va ser
mapejat i subclonat en M13. El
fragment clonat conté un ORF de
2.076 pb, codificant un polipéptid
de 692 residus amb una massa
molecular de 77,418 kDa i pl=8.4
que anomenem PPZ1. Trobem dos
elements TATA situats a les
posicions -151 i -164 (Fig 1).

La proteina codificada per
aquest gen presenta interessants
caracteristiques: a) Té un tamany
major que la de les subunitats
catalitiques de les Ser/Thr
fosfatases de llevat, Drosophila,
mamffers i plantes. b) La meitat
carboxi-terminal de la proteina
mostra una identitat del 64% amb la
proteina fosfatasa tipus 1 trobada
en S. cerevisiae, DIS251 (74% si es
consideren els canvis conservatius).
c) La regid compresa entre els
aminoacid 1 i 319, que no mostra
similituts amb cap de les PP, és
moit rica en residus Ser (26% dels
aminoacids i 80% del total de
serines). Moltes d'aquestes serines
es troben en sequéncies adients
per fosforilacié per la proteina
quinasa dependent d'AMPc de
llevat. A més a més, aquesta regid

posseeix gran quantitat d'aminoacids basics (pl=10,3) en contraposici® amb la meitat C-terminal

(pl=5.6).

La funcié de la meitat amino-terminal d'aquesta proteina es desconeguda. Es coneix, perd, que en
celiules de mamffer i en llevat, I'activitat Ser/Thr fosfatasa pot ser regulada mijangant la interaccié de
la subunitat catalitica amb proteines reguladores. No podem excloure la posibilitat de que una mateixa
molécula contingui les dues funcions. De fet, les subunitats catalitiques de les fosfatases tipus 2B es

3






caracteritzen per una extensié C-terminal d'uns 200 aminoacids que conté el domini d'unié a la
calmodulina, | que serveix com a element regulador. Una possible funcié de la primera meitat de PPZ1
podria ser la de reguladora de I'activitat del domini catalftic, mijangant la fosforilacié reversible de residus
de serina,

A

i 2.0 kDa
>z -119
e 0 ¥ —98
i
: - - @ - 806
< : 644
2 2 ¢ 6 8 —-446
1 2 3 4
Figura 2..- Expressi6 del mRNA de PPZ1. A) Northern blot fent servir Figura 3.- [dentificacié de la proteina
5 u de RNA poli(A)". B) Variacié dels nivells d¢ RNAm de la PPZ1 PPZ1 mitjancant Western blot en
durant el cultiv o——0) Quantitat relativa de RNAm estimada extractes de llevat. | | 2) Serum
mitjanant densitometria d'experiments de Northern blot. (@—g¢) preimmune 3 i 4) Serum anti-PPZ1. Les
Concentracié de glucosa en el medi de cultiu. mostres 2 i 4 corresponen a una soca que

conté el gen PPZ1 en multicdpia.

Expressié de PP-Z1. El tamany del mRNA de PP-Z1 és de 2,7 kb. segons els experiments de
Northern blot (Fig. 2a). La quantitat d'aquests mRNA varia al llarg del cultiu, augmentant 3-4 vegades
quan s'ha consumit la meitat de la glucosa del medi de cultiu i retornant als nivels inicials quan aquesta
s’ha consumit totaiment (Fig. 2b). La proteina va poder ser detectada mitjangant anticossos en
experiments d'lmmunobiot | aparetx amb un pes molecular de 75 kDa, en estreta concordancia amb el
valor previst. La identitat d'aquesta proteina va ser corroborada pel fet que es pot detectar un increment
en la seva quantitat quan es fan senvir extractes cel.lulars d'una soca que conté el gen PPZ1 en un
plasmidi mutticopia (Fig. 3)

Disrupcié del gen PP-Z1. Per a '
poder estudiar la funckd del A -1
producte del gen, varem eliminar B L e .
fragments de la regié codificant, o —— o - CE— N

insertant en ol seu lloc eis gens de 1:3
S. cerevisiae TRP1 o URA3J (Fig. 5). 1

Les céliules dipioides de M5 van 8 1 7 =——re— "
ésser transformades | o e —— g5
seleccionades en els medis adients. — rmont

Posteriorment es va induir : , 3
I'esporulacié | les espores foren o

separades per micromanipulacid.

Les quatre espores de cada tétrada

resuftaren ser viables, indicant que Figura 4.- Disrupaié del gen PPZI. Pants substancials del gen PPZ!
& producte del gen no és essencial v::n ser el.i.rrumﬁ i subssmu:du pels gens UR43 (A) o %RH (B).

pel cretxement d_° S. cerevisige. Una vegada transformada la soca diploide adient, es va preparar DNA
Les cél{ules haploides mutades no genomuc dels transformants estables op/<= 0 umi= | es va procedir a
es distingetxen de les isogéniques I'analisi per Southern blot. 1) Soca salvatge 2) Diplode heterozigdtic

quan comparem la capacitat de amb una copia dz PPZ] interrumpuda.
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creixement en un medi amb font de carbé no fermentable, ni en la sensibilitat al factor-a o al shock
térmic. A més a més, les céldules diploides homozigétiques per la disrupcié sén capag d'esporular
normaiment. Una de les explicacions per la manca d'un fenotip evident podria ser la existéncia d'un
segon gen capag de complementar funcionalment les funcions de PPZ1. De fet, existeixen evidéncies
[11] que suggereixen que aquest segon gen existeix i que la seva sequéncia pot ésser forga sembiant.
El nostre laboratori esta adregant els seus esforcos a la clonacié i identificacié d'aquest segon gen.
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CARACTERITZACIO MOLECULAR DELS GENS DE L'HMG-CoA REDUCTASA EN
Arabidopsis thaliana

Enjuto M.2, Lumbreras V.2 Campos N.2, Arré M., Rodriguez JC.2, Ferrer A2 i Boronat A2
a Unitat de Bioquimica i Biologia Molecular A, Facultat de Quimica, Universitat de Barcelona.
b Unitat de Bioquimica i Biologia Molecular, Facultat de Farmacia, Universitat de Barcelona.

L'enzim 3-hidroxy-3-metilglutaril coenzim-A (HMG-CoA) reductasa catalitza la sintesi de
mevalonat a partir d'HMG-CoA, reaccié que es considera un dels punts principals de regulacié de la
biosintesi d'isoprenoides en plantes, (1 i 2). L'HMG-CoA reductasa és un enzim de membrana
associat al reticle endoplasmic, si bé s’ha descrit també en els cloroplasts i les mitocondries.

A Arabidopsis thaliana existeixen dos gens diferents de 'HMG-CoA reductasa, HMG1 i
HMG2, que presenten un patré d'organitzacié estructural molt similar, format per quatre exons
separats per tres introns de petita longitud, (3 i 4). Les regions 5’ flanquejants s6n molt divergides
entre elles. Es possible I'existéncia de un doble inici de transcripcié en el gen HMG1 que donaria lloc
a dos transcrits que codificarien per dos formes de la proteina. Els dos inicis estan en fase de manera
que el primer inici donaria lloc a una proteina 50 aminoacids més llarga.

Els dos gens presenten un patré d'expressio diferencial a la planta. Mentre que el gen HMG 1
s'expressa en nivells relativament alts a totes les parts de Ia planta estudiades, el transcrit de 'HMG2 i
el transcrit més llarg de I'HMG1 sén presents en nivells molt més baixos i de manera restringida a
diferentes parts de la planta.

L’ estudi de la regulacié de I'expressi6 dels gens HMG1 i HMG2 s'ha abordat mitjangant la
utilitzacié de plantes transgéniques que contenen construccions quimeériques en les que la regié 5'
flanquejant d’aquests gens s’han fusionat amb el marcador GUS.

També s’han fet construccions de proteines de fusié dels dominis de membrana dels dos
gens per estudiar |la possible compartimentalitzacié cel.lular a nivell de plantes transgéniques.

Actualment s’han iniciat estudis de topologia e inserci6 a ~ambrana de les formes
isoenzimatiques mitjangant técniques de transcripcié i traduccié in vitro en preséncia de membranes
microsomals.

1.- Bach, T.J. (1987) Synthesis and metabolism of mevalonic acid in plants. Plant Physiol. Biochem.
25, 163-178.

2.- Gray, J. (1987) Control of isoprenoid biosynthesisin higher plants. Adv. Botan. Res. 14, 25-91.

3.- Caelles, C., Ferrer, A., Balcalls, L., Hegardt, F.G. i Boronat, A. (1990). Isolation and estructural
characterization of a cDNA encoding Arabidopsis thaliana 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A
reductase. Plant Mol. Biol. 13, 253-258.

4.- Montar, M. , Caelles, C., Balcells, L., Ferrer, A., Hegardt, F.G. i Boronat, A. (1990). Molecular
cloning and characterization of plant 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzime A reductase. Recent. Adv.
Phytochem., H. Stafford ed., vol. 24, pp 83-89. Plenum Press, N.Y.
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AILLAMENT D'UN GEN ESPECIFIC DE LEMBRIOGENESI DEL BLAT DE MORO
QUE CODIFICA PER UNA HyPRP.

M. José-Estanyol, L. Ruiz, P. Puigdoménech.
Dpt. Geneética Molecular. C.I1.D.-CSIC. Barcelona.

Diferents classes de proteines molt riques en residus de prolina han estat descrites en
plantes. Les millor estudiades d'aquestes proteines tant a nivell de la proteina com del
DNA s6n les glicoproteines riques en hidroxiprolina (HRGPs) i les proteines riques en
prolina (PRPs). Families multigéniques codifiquen per aquestes proteines de paret
cel.lular en plantes dicotiledonies, mentre que en cereals constitueixen un sistema molt
més senzill. En el blat de moro les HRGP podrien estar representades per un sol gen.

En crivellar una llibreria genomica de Zea mays (W64A) amb una sonda de la regié
codificant de la HRGP de blat de moro s'aillat un clo que codifica per una proteina amb
dos dominis molt ben definits, el primer ric amb prolina i el segon hidrofobic. El domini
ric en prolina esta constituit per els elements PPYV i PPTPRPS, similars als descrits per
les PRPs de soja. El domini hidrofobic és ric en Cys i similar a proteines de llavor,
concretament a la proteina hidrofobica de llavor de soja.

En el blat de moro, la HyPRP esta codificada per un gen tnic i el seu RNAm s'acumula
en embrions zigdtics immadurs entre els dies 12 i 18 després de la polinitzaci6. El
RNAm corresponent a la HyPRP pot ser també detectat en l'ovari abans de la
polinitzacié. L'expressié del gen de la HyPRP ha estat també estudiada en el mutant
vivipar-2 (vp2) del blat de moro. Aquest mutant es caracteritza per ser deficient en ABA
i tenir alterat el procés de dessecaci6. En aquests mutants l'expressié de la HyPRP es
veu prolongada fins quasi al final de l'embriogénesi. Finalment en embrions somatics
de la varietat Catl00-1, emprada per regenerar plantes fértils a partir de protoplastes
transformats, l'expressié del gen no ha estat mai detectada ni abans ni després de induir
llur diferenciaci6 en les formes globulars, cor o torpedo quan l'auxina s'elimina
progressivament de les suspensions cel.lulars.

Estudis d'hibriditzacié in situ amb seccions d'embrions de 18 dies després de la
polinitzacié indiquen que el gen de la HyPRP s'expressa en l'escutel i en cél.lules no
vasculars de l'eix embrionari mentre que el de la HRGP de blat de moro ho fa de
manera complementaria a la que hem descrit per la HyPRP.

La seqiiéncia aqui descrita per la HyPRP del blat de moro suggereix un paper
bifuncional per aquesta proteina en I'embrié. Primer com a proteina estructural de
paret cel.lular donada la seva similitud amb les PRPs. En segon lloc com proteina
d'emmagatzemament o defensa donada la similitud entre aquestes proteines i I'extrem
C-terminal de la HyPRP de blat de moro. De manera temporal la HyPRP podria per
tant contribuir a I'estabilitat i defensa de I'embrié en desenvolupament.



S

By ol
ag



CARACTERITZACIO DE CLONS DE cDNA DE LLAVOR
IMMADURA D'AMETLLER (Prunus amygdalus)

Jordi Gagcia-ﬂas’, Michael Stécker', Marian Viruel?, Ramon
Hesse?uer , Pere Aris® i Pere Puigdoménech'. Unitat Mixta IRTA-
CSIC: Departament de Genética Molecular, Centre d'Investigacid i
Desenvolupament (CSIC) i 2Departament de Genética Vegetal, IRTA
(Cabrils).

L'objectiu d'aquest treball és 1la identificacié i
caracteritzacid de clons de cDNA de proteines de reserva
abundants a la llavor immadura d'ametller. Partim del fet
que quan es forma el cotiledd comencen a expressar-se els
gens codificants de proteines de reserva.

Amb aquest propdsit varem construir un banc de cDNA en
lambda-ZAP a partir de mRNA poliA* de llavor immadura de 4
mesos, quan el cotiledé esta formant-se. Virem prendre uns
5000 clons independents i els hi produirem una excissié "in
vivo" per tenir-los clonats en plasmid, éssent aixi més
facilment manipulables. Varem aillar 400 clons
independents, els varem créixer en plaques de
microtitulacié, i després els varem glicerinar. Les
répliques en filtres de nylon obtingudes de cada placa de
microtiter varen ser hibridades amb sonda de cDNA primera
cadena obtinguda a partir de RNA total del mateix teixit
que l'utilitzat per a la sintesi del banc de cDNA. Virem
aillar alguns dels clons que donaren una hibridacidé més
forta, i el clon 3BH10, després de ser seqiienciat per 5',
va resultar tenir homologia amb varies families de gens de
proteines de reserva d'altres espécies de dicotileddnies,
entre elles les f@-globulines de coté i les legumines de
leguminoses.

Per tractar-se d'un clon amb un insert de 900pb, massa curt
per encloure el marc de lectura sencer, s'utilitza com a
sonda per hibridar sobre el banc de cDNA, obtenint-se aixi
un nombre elevat de clons positius, dels quals varem
analitzar-ne dos, els clons 3BF1 i 1BC7. El primer conté un
insert de 2.0 Kb amb un ORF que comenga a 50pb de 1'extrem
5' terminal, el qual estem seqglienciant actualment, i
presenta una elevada homologia amb la f-globulina de coté.
El clon 1BC7, presenta homologia elevada amb les glicinines
de soja, entre d'altres, i conté un insert de 1.3 Kb, el
qual utilitzarem com a sonda per buscar un possible clon
sencer.

Aquests clons, Jjuntament amb altres «clons que hem
caracteritzat en un banc de cDNA d'arrel jove d'ametller
(extensina, a-tubulina i fosfoglicerat mutasa),

s'utilitzaran en propers estudis com a marcadors del
desenvolupament de la llavor de 1l'ametller, aixi com a
sondes pel mapatge genétic de Prunus.
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DETECCIO, AILLAMENT I CARACTERITZACIO DE PRODUCTES
GENICS HOMOLEGS ALS DE TIROSINA-KINASES A PLANARIA.

F BURGAYA, | GARCIA-FERNANDEZ, M RIUTORT, | BAGUNA & E SALO. Dpt de Genetica, Fac
Biologia; Diagonal, 645. 08028 Barcelona.

La gran diversitat d'organitzacions que admeten els éssers vius sembla regulada per un
programa coordinat de mecanismes i senyals altament conservats. D'entre ells, els receptors de
membrana amb activitat citoplasmatica tipus tirosina-kinasa semblen actuar en processos diversos,
com ara proliferacié i diferenciacié cel.lulars.

L'activitat tirosina-kinasa sembla associada a l'adquisicié de multi-cel.lularitat (1, 2)
malgrat recentment ha estat detectada també en llevats (3); productes génics homolegs a tirosina-
kinases han estat detectats a Hydra (2) i a plantes (4). Hi ha evidencies d'activitat tirosina-
kinasa en esponges (2) i procariotes (4), no forgosament homologa. Hom distingeix avui diferents sub-
families de tirosina-kinases (1, 5) que (als sistemes aparentment més primitius) poden respondre a
enzims ancorats a la membrana per I'N-terminus. Aquests enzims actuarien com a transductors de
receptors de membrana als quals estarien acoblats; aixi s'esdevé en el cas de reconeixement
d'antigens pels limfocits (6). D'altres sistemes presenten enzim i receptor com a dominis d'una
mateixa molécula que reconeix un Iligand extern i transmet el corresponent senyal a l'interior de la
cel.lula, com s'esdevé per als receptors de factors de creixement.

La prévia deteccié d'immuno-reactivitat EGF-like en preparacions histoldgiques de
planaria, aixi com I'activitat mitogeénica que provoquen EGF i FGF, ens ha empes a buscar possibles
productes genics codificant per a receptors amb catalisi tirosina-kinasa acoblada. Seguint
l'estrategia del Dr. R. Steele per a Hydra (2), hem intentat amplificar per PCR -a partir de cDNA
procedent d'extractes d'/RNA polyA™ pertanyent a individus intactes- el fragment més conservat del
domini catalitic mitjangant nucledtids degenerats especifics.

Aquest sistema ens ha permes l'isolament -a la planaria Dugesia (G) tigrina- d'una
sequéncia codificant per a 67 aminoacids, molt homéloga amb la seqiigncia consensus coberta pels
esmentats oligonucledtids i que representa part dels sub-dominis VI-VII-VIII-IX del domini
catalitic. El marcatge per random primed i posterior utilitzacié com a sonda d'aquesta sequéncia en
Ilibreries amplificades de cDNA, ens ha permes isolar un producte génic incomplet (K2) que hem
sequenciat a hores d'ara i representa la meitat C-terminal d'un mRNA. La seqiiéncia nucleotidica
ofereix una pauta oberta d'on hem deduit una seqtiéncia de 286 aminoacids abastant tot el domini
catalitic i la cua C-terminal del producte. La comparacié de les posicions clau ens indica homologia
amb tirosina-kinases i no pas amb serina-treonina kinases; les sub-families més properes semblen les
dels oncogens src i abl/arg (1, 4); aix0 fa suposar que no es tracti d'un receptor sino d'un enzim
citoplasmatic ancorat a la membrana, perd cal congixer la seqiiéncia N-terminal per saber-ho.

L'estudi en curs de I'expressié del gen corresponent ens ha permes veure, en Northern blots,
que codifica un producte genic de poc més de dues kilobases que s'expressa en animals intactes i al
llarg de tota la regeneraci6. Esta també en curs la localitzacié de l'expressi6 en I'espai mitjangant
hibridacié in situ. La comparacié exhaustiva d'aquest producte amb els detectats en diferents
models ens permetra establir una analisi evolutiva de les tirosina-kinases respecte dels triblastics
més primitius.
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AMPLIFICACl(j DE SEQﬂENCIES "POU-BOX" A PLANARIA.
AM. MUNOZ-MARMOL, J.GARCIA-FERNANDEZ, J. BAGUNA & E. SALO.
Dept. de Genética, Fac. de Biologia. Diagonal, 645. 08028, Barcelona.

La formaci6 del patré6 durant el desenvolupament ve determinada per l'activacié
sequencial d'una xarxa de gens reguladors. Aquests gens dirigeixen la transformacié
d'informacié genética en estructures morfoldgiques mitjangant el control de
l'expressi6 espacial i temporal de gens efectors. els quals, per la seva banda,
determinen especificitats de tipus cel.lular.

Les proteines de molts d'aquests gens reguladors comparteixen dominis
estructurals comuns, molt conservats al llarg de tota l'escala filogenética, que els hi
confereixen la capacitat d'uni6 al DNA. Un d'aquests dominis és el domini homedtic
(1), el qual adopta una conformaci6 d'hélix-volta-hélix amb capacitat d'unié
especifica al DNA.

El domini homeotic es troba amb freqiiéncia associat amb altres dominis
conservats, com el "LIM repeat”, o els dominis Paired i POU. Els dominis POU-especific
i POU-homeotic tenen 81 i 60 aminoicids respectivament, i estan separats per 14 a 26
aminoacids variables, rebent tot el conjunt el nom de domini POU (2). Tant el
subdomini POU-especific com el POU-homedtic semblen ser necessaris per la unié a
seqiiéncies especifiques de DNA amb alta afinitat. Molts gens amb POU-box han estat
correlacionats amb diversos fendmens de proliferacié cel.lular i la majoria
s'expressen durant el desenvolupament al sistema nerviés, encara que alguns també
sén expressats en teixits especifics no neuronals i/o en organismes adults.

Planaria és un organisme que es caracteritza per tenir una extrema plasticitat
morfoldgica, essent capag de créixer i decréixer segons la freqiéncia d'ingestié
d'aliments i de regenerar organismes complets a partir de petits fragments de
I'inicial. Aquesta gran plasticitat ve donada per la preséncia d'una poblacié de
ceél.lules indiferenciades i totipotents anomenades neoblasts. presents adhuc en
organismes adults, que mantenen una proliferacié, determinacié i diferenciacié
cel.lular continua, la qual s'incrementa durant la regeneracié traumitica (3).

La identificaci6 de gens amb “"homeobox" a planaria (4-5) ha permés
l'aproximacié molecular a I'estudi de la plasticitat morfoldgica d'aquest organisme.

Mitjangant la técnica de PCR utilitzant com a “primers" barreges
d'oligonucleodtids degenerats basats en les regions més conservades dels dominis POU-
especific i POU-homedtic (6-7), hem detectat al genoma de planaria dos nous gens que
codifiquen per dominis POU, Ditp-2 i Dip-3 (Rugesia (G) tigrina POU-box). L'anilisi de
la seva seqiiéncia parcial mostra la conservacié en posicié de la majoria dels
aminodcids "consensus” d'ambdés subdominis i permet agrupar els gens Ditp-2 i Dtp-3
dins les classes POU III i POU IV respectivament.

L'estudi de l'expressi6 d'aquests gens en organismes intactes i regenerants,
mitjangant “Northern-blots”, hibridacions "in situ” i immunohistoquimica, ens
permetra confirmar el seu possible paper regulador durant la formacié del patré6 de
l'organisme i establir, donada la baixa posicié filogenética de les planaries, l'evoluci6
d'aquest domini.

Referéncies:

(1) Affolter. M.; Schier, A. & Gehring, W.J. Current Opinion in Cell Biology 2. 485-495 (1990).
(2) Rosenfeld, M.G. Genes & Development 5. 897-907 (1991).

(3) Baguna, J. & Romero. R. Hydrobiology 84, 181-194 (1981).

(4) Garcia-Fernandez. J.. Bagund. J. & Salé. E. Proc.Natl.Acad.Sci. 8. 7338-7342 (1991).

(5) Miralles, A.: Mufioz. A.M.; Garcia-Fernindez, J.; Baguid,J. & Sal6,E. S.C.B. 9, 215-224 (1991).
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Caracteritzacié molecular d’un possible receptor proteic per la toxina botulinica present a
l'0rgan eléctric del peix Torpedo marmorata.

.M. Canals, L. Ruiz-Avila, M. Arribas, |. Herreros, J. Blasi i J. Marsal

Laboratori de Neurobiologia Cel.lular i Molecular, Departament de Biologia Cel.lular i
Anatomia Patologica, Facultat de Medicina, Universitat de Barcelona

La neurotoxina botulinica de tipus A, sintetitzada pel bacteri anaerdbic Clostridium
botulinum, és la toxina més potent que es coneix. La seva accié és la inhibicié de
l'alliberament d’acetilcolina a les sinapsis neuromusculars, bloquejant aixi, de forma
dramatica, la funcié muscular esqueldtica i provocant paralisi fliccida i mort. Per tal
d’estudiar els fendmens de transmissié sinaptica als sistemes colinérgics nosaltres hem triat
com a model experimental 1'drgan eléctric del peix Torpedo marmorata. Aquest drgan esta
relacionat ontogeneticament amb el sistema neuromuscular, i esta format per cél-lules planes
(electrdcits), les quals reben un gran nombre de terminacions nervioses colinérgiques. En
treballs previs realitzats en el nostre laboratori s’ha demostrat que els sinaptosomes aillats
d’aquest organ sén sensibles a l'accié de la neurotoxina botulinica, resultant inhibit
l'alliberament del neurotransmissor al voltant d'un 70 per cent.

S'ha suggerit que l'accié de la toxina segueix una via d’intoxicacié que consisteix en la seva
unié a la membrana, internalitzaci6 de la toxina i I'efecte tdxic. Actualment es discuteix sobre
la naturalesa molecular del receptor de membrana per a la toxina botulinica de tipus A. El
nostre grup ha identificat un possible receptor proteic fent servir técniques d"'overlay" amb
neurotoxina botulinica-®I (1, 2). Els anticossos obtinguts contra aquesta proteina
immunoprecipiten un producte de traduccié "in vitro" d’'mRNA de drgan eléctric. Aquests
anticossos son capagos de precipitar '*[-BoNTx després d'un breu pols de "cross-linker" en
preséncia d'una barreja de productes de traducci6 “in vitro" d’'RNA missatger d'drgan eléctric.
El mateix resultat s’obté si s'utilitzen anticossos obtinguts contra una extraccié de proteines
de membrana presinaptica. Experiments parallels realitzats amb proteines natives de
sinaptosomes confirmen els mateixos resultats. Totes aquestes evidéncies suggereixen que
existeix almenys una proteina que és capag d’interactuar estretament amb la BoNTx, la qual
podria intervenir en el mecanisme d’unié6. Fent servir métodes immunoldgics hem aillat dos
clons que codifiquen per a la mateixa proteina. Els experiments en curs van dirigits a
determinar la seva estructura primaria aixi com a establir la seva possible implicacié en el
mecanisme d’intoxicaci6 de la neurotoxina botulinica de tipus A.

Aquest treball esta finangat per un ajut de la DGICYT a .M. i per una CIRIT de ].M.C.

REFERENCIES
(1) Solsona C., Egea G., Blasi ]., Casanova C. and Marsal ]. The action of Botulinum Toxin on

cholinergic nerve terminals isolated from the electric organ of Torpedo marmorata. Detection
of a putative toxin receptor. ]. Physiol 84, 174-179 (1990).

(2) Blasi J., Egea G., Castiella M.]., Arribas M., Solsona C., Richardson P. and Marsal .
Binding of Botulinum Neurotoxin Type A to Torpedo electric organ subfractions. Evidence
for putative receptor(s) and internalization process. Submitted
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AMPLIFICACIO, SEQUENCIACIO, EVOLUCIO I FUNCIO DE _REGIONS
PROMOTORES DELS GENS DE PROTAMINA Pl DE MAMIFERS.

Rosa Queralt i Rafael 0Oliva

Grup de Genética Molecular, Facultat de Medicina, Universitat de
Barcelona

Resum.

Fent servir oligonucleétids complementaris de regions conservades
de la regio 5’ del gen de la protamina humana, de brau i de
ratoli, hem aconseguit amplificar el promotor corresponent de 6
espécies addicionals de mamifers (Cercopithecus ascanius, Gorilla
gorilla, Papio doguera, Pongo pygmaeis, Cavia porcellus i Rattus
norvegicus). La seqiéncia nucleotidica del promotor dfaquestes
espécies demostra una marcada divergéencia entre la sequéncia del
conill porqui i la seqléncia de la rata i del ratoli la qual cosa
podria contribuir a clarificar la polémica sobre si el conill
porqui é€s o no és un rosegador (Graur et al., 1991). Entre les
regions conservades destaquen la regié de la TATA-box i la regio
corresponent a l‘element Tet-1 proposat recentment com a
responsable de 1’expressid especifica testicular d’aquests gens.

I oduccio.

Els gens de protamina proveeixen un dels exemples més clars de
gens especificament expressats a la linia germinal (Oliva and
Dixon 1991). Malgrat aixd no es coneix en detall els mecanismes
que determinen la seva especificitat de teixit. Per tal
d’esbrinar quines sén les regions promotores responsables
d’aquesta especificitat d’expressié hem adoptat l’estrateégia de
seqienciar i comparar les regions homdlogues corresponents a
diverses espécies (Queralt and Oliva 1991; Adroer et al. 1992).
D’aquesta manera és possible detectar regions conservades en
l’evolucié i per tant candidates a desenvolupar una funcié
important potencialment reguladora.

En aquest treball demostrem que oligonucledtids dissenyats a
partir de regions conservades predites a partir d’un nombre molt
petit d’espécies ha permés l’amplificacié i seqienciacié de la
regié homdloga corresponent a moltes altres espeécies. Aquests
resultats aporten un nou consensus de la regié promotora del gens
de protamina Pl de mamifers.

S’han amplificat els ADN amb les condicions de PCR segiients 200
ng d’ADN genémic, 50 mM KCl, 10mM Tris-HCl (pH 8.3), 1.5 mM
MgCl, i 200uM de cada dNTP. 5 pmols de cada "primer" OP19 o OP11
1 OP14 o OP112 (Queralt i Oliva, manuscrit en preparacidé) i una
unitat de Tagq I DNA polymerasa (Perkin- Elmer), una
desnaturalitzacié inicial a 94 @°C durant 10 minuts, dos minuts
a 94 C, "Touchdown" de 60 *C a 45 :C durant dos minuts, tres
minuts a 72 :C i 10 cicles a 45 :C. Els productes de PCR es varen
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clonar en el vector Bluescript KS+ (Statagene) tallat amb Eco RV
, utilitzant el meétode del "double Geneclean" ( Bio 101) i E
coli JM 109. Es varen aillar ssDNA i seqlenciar pel métode de la
Sequenase (USB).

S tats.

L’amplificacié de la regid promotora dels gens de protamina Pl
de Cercopithecus ascanius, Gorilla gorilla, Papio doguera, Pongo
bygmaels, Cavia porcellus i Rattus norvergicus ha donat lloc a
un producte unic d‘amplificacié del tamany esperat predit a
partir de la sequéncia dels gens de protamina Pl existents (Fig
1). La seqglenciacié de diversos clons ha revelat la seqieéncia
nucleotidica de la regid promotora corresponent a les diverses
especies (Fig 2).

+ 341b -

oM O

A B

Figura 1: A: estructura del gen de protamina P1 amb un intrdg
i el lloc d’hibridacié dels oligonucledtids. B: Producte
amplificat de 341 bp 1: oranguta, 2: papié, 3-8: humans, 9:
control negatiu.

o s0s ses o ¢ & s seess o
PRHP1 CTTTGCCCTCACAATGACCAACGGCC-—CCCTGGCATCTATAACAGGCCGCAGA
PRCER CTTTGCCCTCACAATGACCAACGGCC——TCCTGGCATCTATAAGAACCTGCAGA
PRGOR CTTTGCCCTCACAATGACCAACGGCC--CCCTGGCATCTATAAGAGGCCGCAGA
PRORANGUTA CTTAGCCCTCACAATGACCAACGGCC--CCCTGGQGTCTATAAGAGGCCGCAGA
PRPAPIO CTTTGCCCTCACAATGACCAACAGCC-—TCCTGGCATCTATAAGAGGCTGCACA
PRBP1 CTGTGACCTCACAATGACCAGGACCCTGCCCGGGTCTATATAAGAGGCCGGGAA
PRMP1 CTTTGACTTCATAATTCCTAGGGGCCA-—-CTAGTATCTATAAGAGGAAGAGGG
PRRATA CTTTGACTTCATAATTCCCAGGGGCCA--—CTAGTATCTATAAGAGGAAGAGGG
PRCOBAYO ==-TCACCTCACAATGTC==========ux CTGGGTTCTATAAGAGGCCAAGAG

e TATA

Tet-1

Figura 2: Comparacié de les seqliéncies amb el CRE i la TATA box.
PRHP1: Huma, PRCER: Cercopithecus, PRGOR: Goril.la, PRORANGUTA:
Oranguta, PRPAPIO: Papié, PRBP1l: Brau, PRMP1: Ratoli, PRRATA:
Rata, PRCOBAYO: Conill porqui.
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Discussiog.

En aquest treball hem seqilienciat la regio promotora del gen de
protamina Pl de diversos mamifers per tal de trobar regions
conservades en l’evolucié i per tant potencialment reguladores
O determinants de 1’expressié especifica d’aquests gens.
L’estratégia que hem sequit ha consistit en la comparacié del
limitat nombre de seqiiéncies promotores de gens Pl conegudes per
tal de dissenyar oligonucleodtids corresponents a les regions
conservades i l’amplificacié de 1/ADN d’espécies addicionals fent
servir aquests oligonucledtids. Tal com es pot apreciar en la
figura 1 1l’amplificacié ha sigut molt eficient generant-se
unicament una banda del tamany esperat. L‘enfoc que hem seguit
no eés pas trivial ja que la marcada variabilitat dels gens de
protamina feia dubtar en un principi si l’estratégia sequida
funcionaria o no. Aixi doncs disposem ara d’una nova estrategia
per l’estudi dels gens de protamina en la filogénia. A més els
resultats obtinguts sén relevants en l’estudi de la regulacio de
l’expressié d’aquests gens ja que demostren 1’existéncia de
regions conservades i per tant potencialment reguladores de
l’expressié genética (Fig. 2). Estudis previs comparant la
sequéncia d‘un nombre limitat de gens de protamina Pl de
vertebrats ja va demostrar 1’existéncia d’algunes regions
conservades a nivell del promotor (Oliva and Dixon. 1990). Una
d’aquestes regions corresponia a la TATA-box mentre que l’'altra
demostrava similaritat a l’element CRE (CAMP Response Element)
pero a més, immediatament després d’aquest element, es detectava
el dinucleotid CA en la majoria d’espécies. El1 fet que aquest
dinucledtid es trobés absent en la majoria d’elements CRE de gens
constitutius va ésser un dels primers indicis de que si beé
1’element CRE no era exclussiu i determinant d‘expressié de gens
en l’espermatogénesi, la variant que contenia 1’extensid CA hi
que ho podia ser. Per altra banda, ratolins transgénics obtinguts
amb construccions formades pel promotor del gen de protamina de
ratoli acoplats a un gen marcador demostren que les sequéncies
promotores contingudes en una regié d’aproximadament 500
nucledtids 5’ desde l’inici de transcripcié soén suficients per
determinar 1l’‘especificitat d’expressié. Aquesta variant de
l’element CRE estaria precisament inclosa dintre d’aquesta regié.

L’inclussié de 6 espécies addicionals de mamifers en la
comparacié dels promotors ha permés la determinacié de les
regions conservades d‘una forma molt més precisa. Aqui demostrem
que la regidé conservada descrita préviament amb homologia al CRE
va seguida per una seqiiéncia altament conservada (C/TAAT). La
seqléncia nucleotidica CA descrita préviament correspondria a les
primeres dos bases d’aquest nou consensus. Per altra banda
demostrem que cap dels mamifers sequenciats conté estrictament
en el promotor de protamina Pl la seqléncia canodnica CRE (T G A
CGTCA ) igueenelseulloc es trobaria el consensus T G C/A
C T/C T C A, Tot en conjunt suggereix d‘una forma molt més
precisa que aquesta seqiiéncia variant que conté el motiu
addicional conservat ( T G C/ACT/CTCAC/T AAT; un 12mer)
podria correspondre a un element especific que conferis expressid
en testicle. Aquesta hipotesi ve fortament recolzada per la
recent descripcié d’un factor especific de testicle (Tet-1) que
s’uneix in vitro a la regié corresponent al gen de protamina P1
de ratoli (Tamura et al., 1992). La concordancia entre la regio
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protegida amb DNAsaI pel factor Tet-1 en el ratoli la seqgliéncia
conservada determinada mitjancant la comparacidé de la seqiliéncia
nucleotidica en les diverses espécies de mamifers es gairebe
perfecta (Fig 2: Comparar la regié subrayada en doble linia en
la regic delimitada per les dues sajetes. Es interesant notar que
el nostre estudi comparatiu demostra la preséncia d’una T en el
3’ d'aquest element altament conservada i present sense excepcio
en tots els mamifers estudiats. Aquesta T final no és evident a
partir dels estudis de proteccié amb DNAsal possiblement perque
es tracta d‘’una regié qgue en abséncia de qualsevol factor es
refractaria a 1la digestié amb DNAsa I. Aixi doncs sera
interessant determinar per altres tipus d’enzims o agents (per
exemple dimetil-sulfat) el grau d’accessibilitat d‘aquesta base
en preséncia del factor Tet-1. Per altra banda, cal recordar que
aquests estudis de proteccié amb DNAasa estan realitzats in vitro
en abséncia de l’estructura nucleosémica la qual cosa pot canviar
d’una forma molt notable el grau d’unié d’aquests factors. Un
aventatge dels estudis comparatius a nivell de seqliéncia d’ADN
€s que el seu resultat no ve limitat per les sondes moleculars
existents al ésser determinada exclussivament per les
caracteristiques biologiques in vivo. La potencialitat de
determinacidé d’expressid testicular d’aquest element que hem
detectat és recolzada pel fet que el gen de la proteina de
transicid TP1 de ratoli especificament expressada en testicle
concorda també a la perfeccié amb l‘element Tet-1. Cal notar que
la seqguéncia del conill porqui demostra una deleccidé de 10-12
nucledtids després de la seqiiéncia Tet-1. 10 nucledtids correspon
a una volta completa de 1’hélix en 1‘ADN i en el suposat que
aquesta regid es trobés ensamblada formant un nucleosoma in vivo,
el fet que la variacié sigui d‘una volta completa de 1’hélix de
1’ADN, podria indicar la necessitat de situar aguesta seqléncia
accessible des de 1l‘exterior del nucleosoma per tal de ser
biologicament activa. Per altra banda, 1’abséncia d’aquests 10-12
nucledtids en el conill porqui correspon a una regidé molt poc
conservada en la resta de mamifers sequenciats. Tot en conjunt
suggereix una funcié irrelevant per aquesta regid deleccionada
en el conill porqui. Ara, sera interessant realitzar un estudi
sistematic entre totes les seqiiéncies del "Gen Bank" per buscar
l’element altament conservat Tet-1, descrit en aquest article.

E "

Treball subvencionat per 1l‘ajut d‘inici a la Recerca de la
Universitat de Barcelona,(1991) i, en part, pel projecte CICYT
SAL90-0334 a R.0. S’agraeix la col.laboracié de Justo Garasa, M*
José Noto i resta de personal del parc zooldgic de Barcelona per
haver subministrat 1les mostres de les diferents espécies
estudiades.
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SEQUENCIACIO DIRECTA DE L‘EXO 17 DEL GEN DE LA PROTEINA AMILOIDE
TMPLICAT EN LA MALALTIA D’ALZHEIMER FAMILIAR.

Rosa Adroer, Cristina Lépez-Acedo i Rafael Oliva. Grup de
Genética Molecular, Facultat de Medicina, Universitat .e
Barcelona.

RESUM

La sequenciacic directa de 1’exd 17 del gen del precursor de la
proteina amiloide (APP: "Amyloid Protein Precursor"), ha permes
identificar 3 tipus diferents de mutacions patogéniques
relacionades amb la malaltia d’Alzheimer familiar (FAD: "Familial
Alzheimer’s Disease"). Agquestes mutacions es troben amb una
frequéncia molt baixa la qual cosa implica haver d’estudiar
nombroses mostres per tal d’identificar noves families afectades
i aixo és laborids i llarg. Per poguer identificar aquestes
mutacions en altres paisos i buscar noves mutacions en el gen
APP, hem optimitzat el procediment i hem reduit el temps
necessari per a la preparacié de les mostres d’11 hores a 3 hores
i mitja.

INTRODUCCIO

El 1907 Alois Alzheimer va descriure el primer cas de la malaltia
que porta el seu nom (Alzheimer) com una alteracié del sistema
nerviés que resultava en una pérdua de la memdria i de les
funcions intel.lectuals. Aquesta malaltia es correlaciona amb
l’aparicié d’un acumul de proteina en el sistema nerviés en forma
de plaques extracel.lulars o plaques senils, i amb la preséncia
de cadenes neurofibrilars i amiloide cerebrovascular (Glenner,
1991; Selkoe, 1991; Katzman and Saitoh, 1991; Holtzman and
Mobley, 1991). La malaltia apareix tipicamant a partir dels 60
anys d’edat tot i que també poden aparéixer alguns casos a partir
dels 40 anys. Aquests ultims serien els casos pre-senils. Es en
malalts pre-senils i familiars (on la malaltia s’hereda amb un
patré autosomic dominant) que es va detectar la primera mutacid
(Goate et al., 1991). Aquesta consisteix en una substitucié d’una
Valina per una Isoleucina a nivell del codd 717, 1 per aquest
motiu s’anomena mutacié APP717 Val-Ile. Fins el dia d’avuil s’ha
detectat la mutacié en 5 families: 1 a Anglaterra (Goate et al.,
1991), 1 als E.E.U.U. (Goate et al., 1991), i 3 al Japo (Naruse
et al., 1991; Yoshicka et al., 1991). Posteriorment s’han
descobert dues mutacions més localitzades a nivell del codd
717: en un cas la Valina és substituida per Glicina (Chartier-
Harlin et al., 1991), i en 1l’altre és substituida per
Fenilalanina (Murrell et al., 1991). Nosaltres hem optimitzat el
métode de preparacid de les mostres per sequenciar descrit per
Goate et al. (1991) i 1’hem reduit d’11 hores a 3 i mitja. Aquest
métode ens permet buscar de forma senzilla la mutacié APP717 en
malalts pertanyents a 1’Estat Espanyol.

MATERIALS I METODES

La reduccié de temps en el processat de les mostres abans de 1la
seva seqlienciacié ha estat possible realitzant una sola reaccio
de PCR ("Polymerase Chain Reaction") en comptes de dues (la
primera per amplificar 1‘ADN, i la segona per obtenir ADN de
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cadena senzilla), i estandaritzant el metode de purificacio de
Cadena senzilla basat en l’afinitat amb esferes magnet:jues
recobertes d’estreptavidina i la subseqguient seqienciacioé directa.

123456 789 10

711 pb

489 X
404 -—-H““__‘:::
367 — -
262

Pig. 1.- Amplificacié d’ADN de leucadcits de diferents malalts
d’Alzheimer (carrils 1 al 10).
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Fig. 2.- (1) Producte de PCR + esferes magnétiques recobertes

d’estreptavidina. (2) Captura de 1‘ADN amb MPC. (3) Desnatu-
ralitzacié de 1’ADN. (4) Elucidé de la cadena no biotinilada.
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Les reaccions d’amplificacié es realitzen
amb 20 ng d’ADN, 10 pmols de cada encebador
(l:biotina~GCCTAATTCTCTCATAGTCTTAATTCCCAC—
3% 1.2 5'—GTTGGGCAGAGAATATACTGA-B'}, 200 uM
de dNTP’s, 1.5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCl pH
8.3, 50 mM KCl i 1 unitat de Taq polimerasa
en un volum final de reaccidé de 25 ul. Les
condicions de PCR son: una desnaturalitzacié
inicial de 5 min. a 94 *C, seguida de 35
cicles consistents en 1 min. a 60 C, 1 min.
a 72:C i 1 min. a 94 :*C, amb una elongacid
final de 5 min. a 72 :c (Fig. 1). Per
purificar cadena senzilla mitjangant esferes
magnetiques recobertes d’estreptavidina es
va utilitzar el protocol del fabricant amb
algunes modificacions: 20 ul de la reaccio
de PCR es barregen amb Dynabeads M-280 pre-
rentats (10 ul de Dynabeads rentats 3
vegades amb 200 ul de TWS: 0.17% Triton-x-
100, 500 mM NaCl, 10 mM Tris pH 7.5, 1mM
EDTA pH 8.0, i resuspés en 80 ul de TWS) a
temperatura ambient en wuna plataforma
rotatoria durant 30 min. Els Dynabeads sén
separats amb un iman (MPC: "Magnetic
Particle Concentrator") i rentats dues
vegades amb 20 ul de TWS. Segudament es
resuspén amb 32 ul de TE i s’afegeix 8 ul de
NaOH 1M / EDTA 4 mM per desnaturalitzar les
dues cadenes del producte de PCR. En aguest
punt la cadena d‘/ADN que conté biotina al
Seu extrem 5’ queda fortament lligada a les
esferes magnétiques recobertes
d’estreptavidina, mentre que l’altra cadena
que no té biotina queda lliure en solucid.
Eliminem aquesta cadena lliure amb 1’ajuda
del MPC quedant-nos només amb la cadena
unida a les esferes que es renten dues
vegades amb 200 ul de TWS i es resuspenen
amb 7 ul d’aigua (Fig. 2). La mostra és a
punt per ser seqilenciada amb 1’encebador 2,
seguint el protocol de 1la Sequenase 2.0
(USB).

RESULTATS

En la figura 3 es pot observar una seqliéncia
obtinguda per aquest metode. S’obté una
sequéncia clara del fragment corresponent a
1’ex6 17 del gen de 1’APP on podem buscar si
existeix el nucledtid mutat a nivell del
codd 717.

Fig. 3.-
individu afectat d’Alzheimer.
Val-Ile.

N HA=AOOPOPPOP A

rO=0P 400 40D 40

X

A
(o]

Seqliéncia no mutada de l’exé 17 del gen APP d’un
¥ Lloc de la mutacié APP717
O Lloc de la mutacié de 1’Hemorragia Cerebral tipus

Dutch (HCHWA-D: "Human Cerebral Hemorrhage With amyloidosis Dutch

type"). 18
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Fins ara hem estudiat 54 mostres per aquest procediment i en cap
d’elles hem trobat la mutacié APP717 Val-Ile, tampoc hem trobat
les substitucions vVal-Gly ni Val-Phe. Una altra mutacioé
relacionada amb 1l’exé 17 és la de 1’Hemorragia Cerebral tipus
Dutch situada al codé 693, gque tampoc hem trobat en cap de les
mostres.
Les 54 mostres estudiades corresponen a:

= 19 malalts familiars i pre-senils.
18 malalts esporadics i pre-senils.
- 10 malalts familiars i senils.
1 malalt esporadic i senil.

- 6 controls normals.
Aquests resultats situen el percentatge de malalts d’Alzheimer
afectats per les mutacions APP717 a nivell mundial en un 2.8 %.

DISCUSSIO

Aquest métode és de gran utilitat per a fer un "screening" rapid
de la mutacié 717 en un nombre elevat de mostres, i per buscar
altres possibles mutacions de 1’/APP a nivell d‘altres exons. Es
un procediment més rapid 1 eficient que altres meétodes
alternatius com ara la subclonacié del producte de PCR,
seqienciar cadena doble o fer PCR assimétric seguit de
purificacié de 1‘ADN.

La digestidé del producte de PCR de 1l’exé 17 amb Bcl I produeix
dues bandes extres si existeix la mutacié APP717 Val-Ile, pero
no pot detectar altres possibles mutacions. Una altra alternativa
a la seqlenciacié de 1’ADN és la técnica del SSCA ("Single
Stranded Conformation Analysis") (Orita et al., 1989), pero
aquesta técnica no és més rapida que la seqiienciacié directa i
no pot identificar tots els canvis a nivell de nucleotids.

La disponibilitat d’aquest métode permetra buscar de forma molt
més rapida i eficient les mutacions de 1’ex6é 17 del gen de 1’APP
en els difer=nts malalts.

Aquest treball ha estat subvencionat per l‘ajuda d’investigacio
de la "Comisién Interministerial de Ciencia y Tecnologia" (CICYT)
SAL90-0334, 1990-1993 i pel III Premi Upjohn d’ajuda a la
investigacié a R.0., i per les beques F.P.I. del "Ministerio de
Educacién y Ciencia" a R.A. i F.P.I. de la Generalitat de
Catalunya a C.L.-A.
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ESTUDIO DE LA EXPRESION DEL PROMOTOR DEL GEN a-1 DE LA TUBULINA

DEL MAIZ

M.A. Torres, M. Capellades, P. Puigdoménech, J. Rigau; Departament ie

Genética Molecular, C.I1.D., C.S.I.C., C/ Jordi Girona 18-26, Barcelona-08034

Se ha abordado el estudio de la expresién del gen a-1 de la a-tubulina
del maiz tanto mediante estudios "in vivo", de expresién transitoria en
protoplastos v expresién estable en tabaco, como "in vitro", a través de

analisis de la interaccidon DNA-proteina.

Se han realizado construcciones fusinando diversos fragmentos del
citado promotor al gen marcador GUS y al "nos term" con la sefal de
poliadenilaciéon. En ensayos de transformaciéon estable de tabaco las
construcciones que contienen los fragmentos mayores del promotor han
mostrado un patron de espresidn similar al encontrado en maiz. Se han
llevado a cabo también experimentos de expresidn transitoria en protoplastos
de tabaco electroporados con el propésito de acotar aquellas secuencias del
promotor que pudieran ser importantes en la regulacion de la expresidn del

gen.

Respecto a los estudios de interaccién DNA-proteina se han obtenido
fragmentos de DNA no superiores a 300-400 pares de bases con los que
realizar estudios de retardo en geles de acrilamida en presencia de extractos
nucleares. Se ha constatado la presencia de bandas retardadas en un

fragmento -564/-342 respecto del ATG.
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REGULATION OF THE MAIZE ABA-RESPONSIVE GENE RAB 28 IN THE PLANT
DEVELOPMENT AND WATER STRESS

Marie Francoise Niogret, Maria Pla and Montserrat Pagés.
Departamento de Genética Molecular, CID-CSIC, Jorge Girona 18-26, 08034
Barcelona.

The plant hormone abscisic acid (ABA) mediates a number of lmportant
developmental and physiological processes in plants, such as embryve maturation
and response of vegetative tissues to osmotic stress. A number of genes (rab)
which are normally expressed during late embryvogenesis are also precociously
induced in young embryo on ABA treatment or in vegetative tissues submitted
to dessication. Among these ABA responsive genes, the maize rab 28 gene has
been isolated and characterized. It encodes a protein of predicted mol. wt
27.7. Transcription levels of the rab 28 gene have been followed by Northern
analysis during embryogenesis, seed germination, and in the wild type
seedlings submitted tc ABA treatment or water stress. The rab 28 gene
expression has also been studied in two viviparous mutants of maize : the ABA-
deficient vp2 and the ABA-insensitive vpl mutant.

The proximal promoter region of the maize rab 28 gene contains the
conserved ABA responsive element (ABRE), CACGTGG, reported in other plant
genes as responsible for ABA induction. Transient expression assays in rice
protoplasts indicate that a 134 base pair fragment of the maize promoter (-194
to -60, containing the ABRE) fused to a truncated cauliflower mosaic virus
promoter (358) is sufficient to confer ABA-responsiveness upon the GUS
reporter gene. Gel retardation experiments show specific interactions of
nuclear proteins from tissues in which the rab 28 gene is expressed, with this
134 DNA fragment. Nuclear extracts from embryo and water stressed leaves
generate specific and highly stable complexes of different electrophoretic
mobility. However, analysis of these protein-DNA coaplexes by methylation
interference footprinting show the same guanine-specific contact to the ABRE
sequence. These results suggest that distinct regulatory factors with apparent
similar affinity for the ABRE sequence may be involved in the hormone action
during embryo maturation and vegetative tissues submitted to water stress.
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IMPLICACIO DEL CALCI EN LA RESISTENCIA AL METOTREXAT
Veronica Noé i Carlos J. Ciudad
Unitat de Bioquimica i Biologia Molecular.
Departament de Ciéncies Fisioldgiques Humanes i de la Nutrici.
Universitat de Barcelona. 08028 Pedralbes

RESUM
L'ester de forbol TPA, l'iondfor A23187, i el 2,4=dinitrofenol incrementen
la resistencia al MTX en linies cel.lulars de CHO. Donat que aquests tres
efectors tenen en comu un mecanisme d'actuacid via calci, suggerim que
aquest catio esta implicat, molt probablement a través de canvis en
I'activitat de la PKC, en el desenvolupament de la resisténcia al MTX per
amplificacio de la dhfr .
INTRODUCCIO

La resisténcia a la quimioterapia cancerosa és un problema serids per a
I'efectivitat clinica d'aquest tractament. La resisténcia pot ésser
provocada per una reduccié en l'acumulacié de la droga administrada com a
consequencia d'un efluxe actiu incrementat (1); per l'aparicié de clons
mutants que transporten menys eficientment la droga cap a l'interior
cel.lular (2) o que contenen una forma alterada, més resistent, de Ia
molecula objecte d'inhibicié (3); i finalment, per amplificacié génica en
qué el numero de copies per un gen determinat pot estar incrementat de
gran manera (fins 1000 copies)(4). Aquest és el cas en la gran majoria de
les cel.lules que esdevenen resistents per tractament amb metotrexat
(MTX), un inhibidor de I'enzim dihidrofolat reductasa (5). EI mecanisme de
I'amplificacié génica i la transduccié dels senyals que condueixen a la
mateixa estan actuaiment sota investigacié. Recentment, hem comencat a
estudiar les vies bioquimiques que poden desenvolupar aquest tipus de
resisténcia. Com a punt de partida vam prendre els resultats originals del
grup de Varshavsky (6,7) que observaren que els esters de forbol i
hormones mitogéniques (insulina, vasopresina i EGF) sdén capagos
d'incrementar la incidéncia de resisténcia davant el MTX en cél.lules 3T6
mitjangant un mecanisme d'amplificacié. Fins I'actualitat, hem demostrat
que en cel.lules d'ovari d'hamster (CHO), s'incrementa la resisténcia al MTX
pels esters de forbol i per agents que mobilitzen el calci com ara l'ionofor
A23187 1 inhibidors metabolics com el 2 4-dinitrofenol (DNP) la qual cosa
demostra un paper d'aquest catid en el procés d'amplificacié genica.

MATERIALS | METODES

Les linies cellulars utilitzades (UA21 1 K1 de CHO, i rat-1) es van créixer regularment en medi de
cultiu MEM amb penicil.lina i estreptomicina suplementat amb un 7% de serum fetal. En als experiments
destinats a quantificar la resisténcia al MTX, el medi selectiu era F12 (HAM) amb doble contingut
d'aminoacids | vitamines | sense glicina, hipoxantina | timidina. El contingut de serum d'aquest medi era
del 5% després de dialisi en front de PBS (6 canvis) per un espai de temps de tres dies, par eliminar
compostos de baix pes molecular (com ara purines). A més aquest medi era addicionat de concentracions
variables de metotrexat, dissolt en el propi medi -GHT. Els efectors (TPA, A23187 | DNP) eren dissolts
en DMSO | afegits al medi a la concentracié desitjada sense superar el 1% de DMSO. EI medi es canviava
cada 7 dies, mantenint el MTX i sense els efectors per un total de tres setmanes. En aquest punt es
realizava el comptage de les colonies després de la seva tincié amb Violeta de genciana.

EI TPA | '/A23187 es van obtenir de Sigma, el DNP de Merck | el MTX dels Laboratoris Almirall
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RESULTATS

Es coneguda la capacitat d'amplificacié de linies cel.lulars sotmeses a
seleccio gradual amb concentracions creixents de MTX Per aquesta rao
vam realitzar uns experiments previs amb la fi de determinar les
concentracions minimes de MTX capaces de produir la mort cel.lular de
diferents linies de CHO i de conduir a una també minima produccid de
colonies resistents. Aquestes concentracions van variar depenent del
numero de copies de dhfr de les cel.lules; aixi per a la linea UA21 (1
copia) la concentracié de MTX que complia els requeriments esmentats va
ésser de 2x10°8 M i per a la linea K1 (2 copies) 3 x10°7 M. A continuacié
vam intentar reproduir I'efecte del TPA, trobat en cel.lules 3T6, en linies
cellulars de CHO. L'interés en utilitzar aquestes linies &s la disponibilitat
de nombrosos mutants en el locus dhfr amb caracteristiques ja conegudes
(8,9). Com es pot observar a la Figura 1, el 12-O-tetradecanoil
forbol-13-acetat (TPA) a la concentracié de 0.1 ug/ml causa un increment
en el numero de colonies resistents al MTX. L'efecte més clar es va obtenir
amb la linea K1 | per aquesta rad vam continuar I'experimentacid ambp
aquesta. La resisténcia assolida sembla ser relativament estable car el
numero de coldnies resistents és el mateix tant si la seleccid en MTX
després de la primera setmana es fa en preséncia com en absencia de TPA.
Per comprovar la generalitat d'aquest efecte vam assajar l'accié del TPA
en cel.lules rat-1 en les que també es va observar I'increment en el nimero
de coldnies resistents. L'efecte del TPA sobre cél.lules K1 és dependent de
la concentraci6 com hom pot observar a la Fig. 2, que a la vegada és
incrementat si les cél.lules sén pretractades amb TPA (0.1 pg/ml) abans
de realitzar la seleccidé amb MTX en preséncia de una segona dosi de TPA.
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FIG.1: Resisténcia a MTX en diferents linees FIG.2: Resitdncia de cél.lules Kidayant MTX
cellulars en abséncia (barres sdlides) o en [3:10‘?M] en presencia de concentracions
preséncia de 0.1 ug de TPA/mI. (barres ratllades). creixents de TPA. (@) TPA | MTX afegits alhora.

(&) céllules prectratades amb TPA durant 48 h

A continuacid, per assajar una implicacié directa del calci sobre la
resistencia al MTX, vam incubar les céllules amb concentracions creixents
de lionofor de calci A23187 i una fixa de MTX. Com hom pot observar a la
Figura 3, aquest ionofor va causar un increment dependent de la
concentracio en el numero de colonies resistents al MTX. L'efecte maxim
es produi a 1 nM d'A23187.

24






Finaiment, vam incubar les cel lules CHO K1 amp diferentes concentrac.ons
de DNP, que causa la mobilitzacié del calci com a consequenca
decrement en la concentracidé d'ATP cellular (10). L'accio d'agu
inhibidor metabolic va produir també un increment en el numero qe
coldnies resistents al MTX d'una manera dependent de la concentracid. amb
un efecte maxim a 10 uM (Figura 4).
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FIG. 3: Resisténcia de cél.lules K1 davant MTX FIG.4: Resisténcia de cél.iules K1 davant MTX
:‘3110'?Ml en presencia de concentracions [3x10'7M) en presencia de concentracions
creixents d'iondfor A23187 creixents de 2.4-Dinitrofenol

Les colonies primaries resistents formades per la presencia del DNP van
ser clonades | resembrades en medi que contenia la mateixa concentracio
de MTX emprada en la seleccié original (3x10'7M), Aquestes cél.lules
aillades van ser capaces en el 100% dels casos de tornar a formar coldnies
cosa que descartava la formacié de pseudocoldnies en el primer pas de
seleccid.

DISCUSSIO

L'observacid principal que descrivim és la capacitat de l'ester de forbol
TPA, l'iondfor A23187 i el DNP d'incrementar, d'una manera dependent de
la concentracid, el numero de coldnies resistents al MTX en cél.lules CHO.
Tot | que l'efecte del TPA s'havia descrit en cél.lules 3T6, sarprenenment,
no s'havia fet cap referéncia al possible involucrament de la PKC en aquest
proces ni s'havia assajat I'efecte d'ionofors de calci.

Un comu denominador d'aquests tres agents és el d'activar la PKC via calci:
El TPA per un increment del DAG que disminueix la Km de la PKC pel calci;
llondfor per un augment de la concentracid de calci intracel.lular i el DNP
per una mobilitzacié del calci des del reticle endoplasmic.

Els experiments realitzats fins ara s'han fet amb cél.lules en presencia de
TPA durant un minim d'una setmana. Tanmateix, és conegut que la
incubacid cel.lular amb TPA per un espai de temps entre 24 | 48h
transloca, proteolitza i finalment esgota la PKC. Aix¢ planteja la
possibilitat que l'increment en la resisténcia sigul consequeéencia de
I'activacié a curt termini de la PKC o de I'abséncia d'aquesta activitat quan
es esgotada d'ambdues roca!itzagisons cel.lulars: citosol i membranes. Per






tal de discernir entre les dues possibilitats. estem realitzant incubacions
de curta durada (de l'ordre d'hores) amb TPA en qué hi ha translocacid

activacio de la PKC pero encara no esta esgotada del citoplasma. | amp
inhibidors de la PKC. Tant si és degut a una activacié com a una Inactivacié
de la PKC, sembla clar que el calci seria el senyal que desencadenaria el
procés de resisténcia. El calci també esta implicat en la resisténcia a
altres drogues com els alcaldids de la vinca i aguesta resisténcia és
revertida per inhibidors de canals de calci com el verapamil (11). En
aquests casos, la resisténcia és deguda a la glicoproteina-P, que actua
com una bomba expulsora de droga i aixi aquesta s'acumula menys. En el
cas del MTX, perd, la resisténcia és principalment deguda a l'amplificacid
del gen dhfr tal com succeix amb el TPA en cél.lules 3T6. Estem en el
procés de mesurar el niumero de capies en les nostres linies resistents.
Tanmateix, hi ha probes que indiquen que la resisténcia que observem és
deguda a amplificacié: 1) Que les coldnies de cél.lules resistents creixen |
s'acaben de formar a les tres setmanes de seleccid en preséncia de MTX
encara que els efectors estiguin presents amb les cél.lules només durant
la primera setmana; 2) Que el TPA té un efecte acumulatiu sobre la
resistencia si les cél.lules son pretractades amb I'ester de forbol: 3) Que
totes les colonies primaries obtingudes mantenen la seva resisténcia al
MTX després de clonacié. Tot aixd suggereix uns canvis genomics estables
molt probablement degut a un increment en el nimero de copies en
comptes d'un increment transitori de I'extrusié de la droga emprada.

En sumari, proposem que, almenys en part, la resisténcia al MTX en
cel.lules CHO causada pel TPA, iondfor A23187 i DNP esta mediatitzada
per canvis en l'activitat PKC mitjangant un mecanisme dependent de calci.
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ESTUDI DELS ELEMENTS RESPONSABLES DE LA REGULACIO TRANSCRIPCIONAL
EN EL PROMOTOR DEL GEN DE LA B-FoFl1 ATP SINTETASA MITOCONDRIAL.

I. Martin, M. Giralt, R. Iglesias. O. Vinas, T. Mampel i

F. Villarrova.

Dept. Bioquimica 1 Fisiolozia. Unitat Bioquimica i Bioclogia
Molecular B. Facultad de Biolo®ia. Universitat de Barcelona.

L'obtencidéd d'ATP per via aerdbica en els mamifers es produe:x
gracies a un conjunt de complexes proteics presents a la membrana
mitocondrial 1interna 1 que constitueixen el sistema cadena
respiratoria/fosforilacié oxidativa (OXFOS). Cadascun d’'aquests
complexes proteics conté subunitats codificades per gens nuclears
1L al menys una, codificada pel genoma mitocondrial. La regulacis
de l'expressid dels gens nuclears que codifiquen per proteines
del sistema OXFOS es produeix en bona part per mecanismes
transcripcionals i en funcid de la diferenciacid cel.lular, de
la seva coordinacid amb 1l'expressio del genoma mitocondrial, dels
requeriments energétics de la cél.lula i sota l'accid hormonal,
principalment de les hormones tiroidals. Els mecanismes precisos
de regulacid transcripcional de l'expressid d'aquests gens i els
factors de transcripcido implicats es desconeixen. Per avancar
en aquest coneixement hem triat com a model el gen de la
subunitat B del complexe FoFl ATP sintetasa mitocondrial humana.
Un primer pas fou obtenir la regidé promotora del gen (-684/+91)
mitjancant la técnica PCR a partir de la seqiiéncia publicada per
S.Ohta i col.laboradors (J. Biol. Chem. 263:11257,1988). El
fragment obtingut fou clonat en pUC18 i en pBLCAT. La seqiiéncia
de nucledtids d'aquest fragment té menys d’'un 5% de divergéncia
respecte a la publicada préviament i indica l'abséncia de caixa
TATA, la preséncia de quatre caixes CCAAT en la regid proximal
i una dunica caixa GC. Hem realitzat assaigs de transfeccid
transitdoria de la construccié -684/+91-pBLCAT en cél.lules Hela
els quals han indicat que aquesta regié dirigeix efectivament
l'expressié del gen "reporter” CAT. Aixi mateix hem obtingut
mitjancant PCR el mutant per deleccid -271/+91-pBLCAT, la qual
cosa suposa l'eliminacié de la caixa GC, i hem observat que no
déna lloc a una disminucid significativa en l'expressié de CAT,
la qual cosa sembla indicar que el lloc putatiu d'unié al factor
Spl no seria essencial per a l'expressié basal del gen.
Paral.lelament hem realitzat un estudi sistematic de la
interaccié fisica entre proteines nuclears i la regid proximal
esmentada, mitjangant analisis de proteccié a la DNAsa I
("footprint") i de retard en gel. Aquests estudis han indicat la
preséncia de diferents factors que interactuen amb regions del
promotor, entre elles les corresponents a les caixes CCAAT. Aixi
mateix s'ha detectat la preséncia d'un factor en els extractes
nuclears que s'uneix amb alta afinitat a una regié del promotor
amb seqléncia homéloga al lloc d'unié de factors de transcripcié
codificats per la familia c-ets de protooncogens. També hem
detectat la unié especifica del receptor nuclear d'hormones
tiroidals a sequéncies del promotor. Estudis en curs utilitzant
mutants del promotor lligats a CAT i dissenyats en funcié de
respectar o eliminar les regions esmentades ens donaran la
informacid sobre la importancia funcional dels diferents elements
del promotor per a dirigir l'expressié del gen B-FoFl ATP
sintetasa.
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REGULACIO MULTIHORMONAL DE LA TRANSCRIPCIO DEL GEN DE
L"HMG-CoA SINTASA MITOCONDRIAL EN EXPERIMENTS DE
TRANSFECCIO TRANSITORIA EN CEL.LULES DE HEPATOMA

Gabriel Gil-Gémez, José Ayté, José A. Ortiz, Diego Haro
i Fausto G. Hegardt.
Unitat de Bioquimica. Facultat de Farmacia. Universitat de Barcelona
Diagonal 643 08028 Barcelona.

L’enzim 3-hydroxi-3-metilglutaril Coenzim A (HMG-CoA) sintasa
mitocondrial es una de les etapes limitants de la ruta biosintetica de cossos
cetonics. El gen és expressat al fetge y els nivells del seu mRNA sén
modulats per cAMP, insulina, glucocorticoids i acids grassos. A més, un
mecanisme postraduccional de succinilacié/desuccinilacié sembla també
contribuir a manternir els nivells d’enzim actiu.

Un fragment de 1.149 bp de la regi6 5’ flanquejant del gen és capag
de promoure la transcripcié in vitro i guiar l'expressié d’un gen quimeric
amb CAT quan és transfectat a cel.lules HepG2, derivades d'un hepatoma
huma, perd no en linies cel.lulars d’orige no hepatic tal com les NIH-3T3,
el que demostra la preséncia de d’elements cis involucrats en I'especificitat
de teixit. El mateix fragment de zona 5" confereix regulacié per cAMP,
insulina, dexametasona, acid oleic, T3 i TPA al gen marcador en
experiments de transfeccié transitoria, correlacionant amb els resultats
obtinguts in vivo. Mitjangant la transfeccié de diferents derivats deleccionats
de la construccié de 1.149 bp de zona 5, estem acotant l’exacta localitzacié
dels esmentats elements a la zona 5 reguladora del gen.
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El dgsarrollo ie los s13
narviosos cantral Y perite
1 depende de la act
Jenses del Compl2jo achaete-scu
los discos 1imaginales achaete (ac) y =scute
[SC) se expresan =n grupos de células =2ntre
las cuales una se determinara como Argano
sensorial Para analizar =2mo se r=gula la
oxpresion de estos gJgenes. hemos analizado
sn lineas transformantes la expresidn de
lacZ dirigida per diferentes fragmentos de
los promctcres ag o sc. En el caso del gen
ac. la mayoria de las secuencias necesarliLas

para una expresiodn silvestrs estan
contenidas sen 0.8 kb situadas S' a 1la
unidad de transcripcidén Esta regidén

contiene sSecuenclas necesarias para la
activaciéon de ac por sSc Yy Dpara la
autoestimulacién de ag Puesto que los
genes ag y sSc codifican proteinas gue
contienen el dominio hélice-lazo-helice
(HLH). propio de una clase de reguladores
de la transcripcién. esta regulacién puede
ser mediada directamente por sus productos
En la region de 0.8 kb del promotor acg
estudiada hay varios sitios que cumplen con
ol consenso para la unidn de protefnas HLH
Para analizar el papel de astas secuencias
en la regulacion del gen ag hemos obtenido
lineas transformantes an las que la
expresion del gen lacZ estd dirigida por el
fragmentoc de 0 8 kb del promotor agc en sl
que uno o varios de los sitios de union de

proteinas HLH han sido eliminados Los
regultados obtenidos indican gque estas
secuencias son fundamentales para la

correcta expresidén del gen ac y gque su
regulacidén estaria mediada dirsesctamente por
los productos Ac y Sc

29



L L I I

L L o i
A: ..r.w. CEREA LR LB P
- o S

a




REPRESSIO DEL GEN DE LA HISTONA H5 PER UN FACTOR D’ERITROCITS
QUE S’UNEIX A LA REGIO D’INICI DE LA TRANSCRIPCIO

A Goémez-Cuadrado, S Rousseau, J Renaud i A Ruiz-Carrillo - Departament de
Bioquimica, Centre de Recherche de la Universitat de Laval, Québec; Departament
de Biologia Molecular i Cel.lular, CID-CSIC, Barcelona.

La HS és una histona de tipus linker especifica de la linia eritroide de pollastre,
I"expressi6 de la qual és regulada durant el procés de maduraci6 dels eritrocits. El gen de
la HS es transcriu ja, encara que a nivells baixos, a 1'estadi CFU(E), quan la transcripcié
dels gens de la globina és encara inactiva. El nivell de transcripcié augmenta drasticament
durant la transicié CFU(E) a eritroblast, parcialment degut a |"activacié dels tres enhancers
del gen. Durant aquest periode, la HS s’acumula a la cromatina, participant probablement
en la inactivacié de les cél.lules madures.

Els estudis de mutagenesi per deleci6 realitzats per tal de caracteritzar els elements
funcionals upstream de la TATA box han indicat que els principals factors activadors del
promotor sén I'Spl i I'H4TFII. Una analisi dels JSoorprints del promotor del gen amb
proteines nuclears d’eritrocits madurs, transcripcionalment inactius, ha revelat la preséncia
d’una activitat nova que interacciona amb sequencies del lloc d’inici de la transcripci.
Aquesta activitat ha estat purificada a homogeneitat, esdevinguent una glicoproteina de 75
kDa, que s’ha anomenat cIBR (per chicken initiation binding repressor).

Mitjangant assajos de transcripci6 in vitro amb extractes nuclears de c2l.lules Hela,
s'ha trobat que cIBR funciona com un repressor de la transcripcié del promotor del gen
HS. L'efecte és altament especific ja que cIBR no afecta la transcripcidé de promotors que
no contenen la seva seqiiéncia de reconeixement o de promotors de la HS mutats en el lloc
d’'unié de la proteina. cIBR inhibeix la transcripcié interferint amb la formacié del
complex d'iniciacid, pero no afecta la transcripcié de complexes preformats. D'acord amb
aixo, la uni6 del factor TFIID a la TATA box impideix la unié posterior de cIBR, perd no
al revés. Aix9, i el fet que cIBR no té efecte quan s'uneix a un lloc upstream del
promotor, suggereix que la unié de cIBR a la regié d'iniciacié causa repressio per
interferéncia directa amb factors de transcripcié generals diferents de TFIID, possiblement
TFIIB. cIBR s’ha trobat només en eritrdcits madurs i tardans, perd no en cel.lules
eritroides primaries que transcriuen activament el gen HS5. Les c2l.lules
transcripcionalment actives (pre-eritroblasts i eritroblasts), aixi com altres tipus cel.lulars
no eritroides, contenen cIBF (per chicken initiation binding factor). cIBF purificat és una
proteina no glicosilada de 68-70 kDa que també reconeix la regié d'iniciacié de la
transcripcié del gen HS.
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EFECTE DE LES CONVULSIONS LIMBIQUES SOBRE L'EXPRESSIO DE TRES FACTORS
NEUROTROFPICS: NGP, BDNF I NT3, A L'HIPOCAMP DE RATA. COMPARACIO ENTRE
DIFERENTS MODELS EXPERIMENTALS D'EPILEPSIA.

N. Rocamora', J.M.Palaciocs®, G. Mengod?

‘Biologia Cel.%ular. Facultat Biologia. Universitat de Barcelona
Dept . Neuroquimica. CID-CSIC.

El desenvolupament i manteniment de les cél.lules neuronals i les seves xarxes
depén de la preséncia de factors neurotrofics, molécules que sintetitzades en
quantitat limitant per les cél.lules diana o "target" (postsinaptiques) sén
transportades de forma retrdégrada als cossos neuronals (presinaptics).

Si bé el "nerve growth factor® (NGF) ha estat durant més de tres décades la
Unica molécula aillada amb capacitats neurotrdofiques, el descobriment, en els
darrers tres anys, d’altres molécules; ‘"brain-derived neurotrophic factor
(BDNF), “"neurotrophin-3, 4 1 5* (NT3, NT4 i NTS5) que comparteixen
caracteristiques estructurals i funcionals amb 1'NGF ha portat a la inclusio
de totes elles a l'anomenada familia de les neurotrofines (NTF). Malgrat la
seva elevada homologia, les diferents NTF s’'ha demostrat que actuen sobre
poblacions neuronals especifiques (si bé solapades), aixi com en diferents
moments al llarg del desenvolupament. El fet de que, en el SNC, les NTF es
concentrin majoritdriament a 1'hipocamp, juntament amb la seva ubicacid
preferent a les neurones, fa suposar que les alteracions en l'activitat
neuronal del sistema limbic puguin afectar la regulacié de 1'expressid
d’'aquestes molécules.

Hem prodult dos models d'alteracid experimental de l'activitat neuronal del
sistema limbic: (a) la introduccié de petites lesions electrolitiques en el
hilus del gir dentat de l'hipocamp i (b) la injeccié intrahipocampal (a nivell
del stratum radiatum de la CAl) d'acid quinolinic. En ambdds models es
provoquen alteracions tant de l’'activitat eléctrica (canvis en el EEG) com del
comportament (estereotipies, *wet dog shakes®, convulsions,..). Seguidament,
hem analitzat els nivells de mRNA de tres NTF; NGF, BDNF i NT3, mitjan¢ant la
hibridacié in situ d‘oligonucledtids (48mer) especifics per a cada una
d’elles, sobre talls de criostat (20y) obtinguts a partir de cervells
d’'animals sacrificats a diferents temps (entre 1 i 24-48 hores) després de la
injuria (lesié electrolitica o injeccid d'dcid quinolinic). Els resultats
obtinguts demostren, en ambdds models, un increment important del nivell de
mRNA per 1'NGF (entre 8-10 cops respecte al valor basal) i el BDNF (entre 20-
30 cops), a la capa de cél.lules granulars del gir dentat de l'hipocamp. A més
a més, aquest increment és rapid (maxim a les dues-tres hores després de
1'inici de les convulsions), bilateral i transitori (torna a valors basals a
les 12 hores per 1'NGF i entre 24-48 hores pel BDNF). Contrariament, pel que
fa al nivell de mRNA del NT3 cbservem, en ambddés models, una clara, bilateral
i també transitdéria disminucid a la mateixa capa cel.lular. Els nivells minims
s'assoleixen a les 10-12 hores després de la injuria, recuperant-se
posteriorment els valors basals, entre les 24-48 hores.

La comparacié dels resultats presentats amb els obtinguts per altres autors
en d'altres models d'epilepsia; injeccions sistémiques o locals d'acid kainic
(Zafra et al. 1990, EMBO J. 9, 3545; Dugich-Djordjevic et al. 1992,
Neurcscience 47, 303; Ballarin et al. 1991, Exp. Neurol. 114, 35; Gall et al.
1991, Mol. Brain Res. 9, 112), induccié de kindling (Enfors et al. 1991,
Neuron 7, 165), demostra un total acord pel que fa a la sobreexpressid de
1'NGF i el BDNF, en tots ells, fet que per 1'NGF s'havia postulat que pedia
tenir rel.lacié amb els fendmens de “"plasticitat® (reorganitzacions
sindptiques) associats als canvis d'activitat funcional. Contrariament, pel
que fa al NT3, en cap d’'aquests models es descriu la disminucio trovada per
nosaltres, en principi en la lesidé del hilus (Rocamora et al. 1992, Mol. Brain
Res. 13, 27) i posteriorment confirmada també pel cas de l'injeccid d'acid
quinolinic.
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ANALISIS GENETICO DEL DEFICIT CONGENITO DE PROTEINA C ASOCIADO
A PATOLOGIA TROMBOTICA.

Soria JM, Fontcuberta J*, Estivill X, Sala N.

Departament de Genética Molecular del Institut de Recerca
Oncolégica (IRO). Hosp. Duran i Reynals. Barcelona.

* Departament d'Hemotologia. Hosp. Santa Creu i Sant Pau.
Barcelona.

La Proteina C (PC) es una glicoproteina plasmatica con
propiedades anticoagulantes y profibrinoliticas, que ejerce su
actividad a través de la inactivacién de los factores Va y
VIITa de la coagulacién. Su importancia fisiolégica como
inhibidor de la coagulacién sanguinea queda demostrada por la
relacién existente entre su defecto y enfermedad
tromboembdlica.

El déficit hereditario de PC se comporta como una enfermedad
autosdmica dominante con penetrancia parcial y expresividad
clinica variable. La prevalencia de heterocigotos se estima en
1 de cada 200-300 donantes de sangre sanos, si bien en solc 1
de cada 16.000-30.000 individuos, el déficit de PC se asocia a
enfermedad tromboembélica.

Para intentar establecer relaciones directas entre 1la causa
molecular del déficit y la severidad de 1la patologia
trombdética, nuestro grupo ha iniciado el anilisis del gen para
la PC en familias con déficit hereditario de esta proteina.
La estrategia seguida ha sido la siguiente: A partir del ADN
gendémico de pacientes y controles, se amplifican los exones del
gen de la PC mediante PCR radioactiva, para aplicar la técnica
de andlisis de los "Single Strand Conformation Polymorphisms"
(S5CP) y posterior secuenciacién de los exones que presentaban
bandas anormales en el andlisis anterior.

Los resultados obtenidos para el andlisis de los exones 3; Ty
9 se muestran en la tabla I.

Tabla I: Mutaciones identificadas en sl gen de la PC de familias espaficlas con déficit
congénito de PC.

PEDIGREE EXON HUTACION E.RESTR. COMENTARIOS
PC-14-3 Exén 3 | 1380,C del.7pb Arg-3 | BamHI(-) "Frameshift®, K stop
an codén 16
PC-34-6 Exén 3 CGT=>TGT No Déficit tipo II
9,Arg->Cys
PC-14-9 Exén 7 | 6139,G insercién TT MnlI(=) "Frameshift"™, stop
143 ,Arg->Leu an codén 156
PC-34-1 Exén 7 CGG->TGG No
178,Arg->Trp
PC=34-4 Exén 7 CGG=>CAG No
& y 15 178,Arg=->Gln
PC-61-21 Exén 7 CAG=->CAC BspMI Destruye 3'
184,Gln->His "splicing" con stop
en codén 225
PC-14-19 | Intrénc 6274 ,C=>T HphI Crea nuevo 3'
ins val,Gly 185-6 "splicing" con stop
en codén 217
PC-14=5 Exén 9 CGG=->TGG Fnu4Hl Déficit tipo II
229, Arg->Trp
PC-34-2 Exén 9 | 1877, T delecién ipb BspH1
J21Ile,322Cys->Met

33



‘-?--n-' =t
=

-
Fig ot .
Tk A a

L3
..-.:J L = i =

i 1‘!" [

'
- = k
e

s L

.
s

s o



CONTRIBUCIO DEL POLIMORFISME GENETIC DE L’APO A-IEN
LES MALALTIES CARDIOVASCULARS

M.T. Montaiiés', A. Castells', I. Hurtado'. V. Gracia', C. Fiol', X. Pinté*, M_J.
Castafieiras’.

' Unitat de Recerca Experimental. Hospital Princeps d'Espanya.
* Servei de Medicina Intema. Hospital Princeps d Espanya.
* Servei de Bioquimica. Hospital Princeps d’Espanya.

INTRODUCCIO

L arteriosclerosi és un dels principals problemes sanitaris del mén occidental. Si bé
els factors ambientals s6n parcialment responsables de I"aparici6 d aquesta malaltia, hi
ha considerables diferéncies en els nivells de risc individual. Tant és aix{, que podem
considerar |"arteriosclerosi com el resultat de la interacci6 entre factors ambientals i un
component genétic important (1).

Estudis epidemioldgics realitzats en els dltims anys han demostrat una associacié
entre els nivells del colesterol HDL en plasma i el desenvolupament de la malaltia
cardiovascular. L'apo A-1és el component proteic majoritari de les HDL, i s ha vistque
ladisminucié de les concentracions de c-HDL i apo A-I haestat associada amb malaltia
coronaria prematura (2,3.4).

El gen de I'apo A-I ha estat trobat i caracteritzat adjacent als gens de les apo C-III
i A-IV. Aquests tres gens formen una famflia multigénica al llarg del cromosoma 11.
Peraltra banda, s’ha identificat una diana de restriccié polimorfica per I'enzim Pst-I en
'extrem 3" del gen de 1'apo A-1. La preséncia o abséncia d’aquesta diana, que s'ha
determinat mitjangant la digesti6 de 1' ADN gendmic amb I'enzim Pst-1 i 1a hibridacié
d’'una sonda marcada pel gen de 1'apo A-1, es visualitza en bandes de 3.3 kbi2.2kb(5).

MATERIAL I METODES
a) Obtencié de mostres de ADN.

Les mostres s'han obtingut de 1'hospital Princeps d'Espanya de Bellvitge.
S’han fet dos grups d'estudi: un grup d'individus escollits a 1'atzar i un grup
d'individus que pateixen algun tipus de malaltia cardiovascular, Enels dos grups
s'ha separat el “buffy-coat” a partir de sang. S'ha procedit a la lisi cel.lular i
nuclear dels leucdcits i tractament amb proteinasa K (200 ul). Extraccié amb
fenol/cloroform/isoamilalcohol i quantificacié del ADN perespectrofotometria
a 260 nm.
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b) Digestié de I’ADN amb I’enzim de restriccid Pst-I.
L"ADN s'incuba a 37°C un cop s'ha afegit I'enzim Pst-I. La separacié dels
fragments d' ADN es fa per electroforesi sumergida en gel d'agarosa al 1%.

¢) Transferéncia de I’ADN a una membrana de Nylon.

Préviamentes tractael gel ambunasolucié desnaturalitzant pertal de separar
les dues cadenes de ' ADN per preparar-lo peralahibridacié. La transferéncia
es fa per capilaritat segons la tecnica de Southern (6). Posteriorment I'ADN es
fixat a la membrana amb llum UV.

d) Hibridacié i marcatge de la sonda.

Un cop tenim ['ADN fixat a la membrana procedim a la pre-hibridaci6 per
tal de bloquejar les unions inespecifiques. La hibridacié es fa amb una sonda del
gen de I'apo A-1, de 2.2 Kb, obtinguda a partir del plasmid pUC 8 i clonat en
E.Coli, i préviament marcada amb 32P per Random priming. La hibridaci6 es
deixa incubar tota la nit a 65°C. Després d'uns rentats per eliminar I'excés de
32P. s’exposa la membrana a una pel.licula de raigs X i amb dues pantalles
amplificadores i s"incuba a -70°C. Per dltim es duu a terme el revelat de la placa
fotografica.

RESULTATS i DISCUSSIO

Després de la digesti6 amb Pst-1 de ' ADN gendmic i la hibridacié amb una sonda
de 2.2 Kb corresponent al gen de 1'apo A-I, s’observal ‘aparicio6 de dues bandes en els
individus que sén heterocigots per 1'al.lel de la malaltia, una de 2.2 Kb corresponent
al'al.lel normal i una de 3.3 Kb corresponent a I'al.lel alterat (fig. 1).

Figura 1. Resultat de la hibridacié de la sonda
marcadadel gende l'apo A-lenunaelectroforesien
gel d’agarosa al 1% d'ADN genomic digerit amb
Pst-1.

| Es detecten 7 individus homocigots per I'al.lel
+ | nonmal (banda de 2.2 kb) 1 un individu heterocigot

L - . ] pel gen alterat (bandes de 2.2 3.3 kb) en el carril 6.
1.2 3.4:5 6 78
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Enl’estudi realitzat fins ara, s'ha pogut detectar 4 individus heterocigots en el grup
de 31 pacients de malalties cardiovasculars estudiats, suposant un 12,9%. En la
poblacié control. s'ha trobat 3 individus heterocigots d'un total de 91 mostres
estudiades. Aix0 suposaun 3,2%. Podem dir doncs que la freqiiéncia al.12lica resultant
en la poblacié control és de 1.6% . mentre que a la poblacid de pacients és de 6,45%.

Paral.lelament s’ha estudiat els nivells de colesterol HDL plasmatic, i s'ha trobat
que de tots els heterocigots detectats en la poblacié de pacients. el 50% tenen nivells
baixos de HDL (< 0.9 mmol/) considerats hipoalfalipoproteinémics. Altrament. en la
poblacid control no s*han trobat nivells baixos de HDL en els individus heterocigots.

En els resultats obtinguts es pot veure com a la poblacié de pacients hi ha un
percentatge més elevat de 1'al.lel alterat que en la poblaci6 control, la qual cosa ens
indicad'una contribucié dels factors genéticsenl'aparici6 de malalties cardiovasculars.

Donat que un 50% dels malalts heterocigots s6n hipoalfalipoproteinémics, és veu
un marcat efecte del polimorfisme genétic associat a aquest tipus de malaltia.

D'altra banda s'ha vist que no tots els individus que presenten el polimorfisme
tenen nivells baixos de HDL, del que podem deduir que els nivells de colesterol HDL,
a part d’una contribucié genética important estan influenciats per molts altres factors
(tabaquisme, dieta, sexe, diabetes, obesitat...)
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UTILITZACIO DE MICROSATEL.LITS PER A DIAGNOSTICS DE PATERNITAT

BANCHS M.I., FUENTES J.J., VOLPINI V., ESTIVILL X.
Departament de Genética Molecular, Hospital Duran i Reynals.

Hospitalet de LLobregat 08507 Barcelona.

Els microsatél.lits sén una subclasse de seqiiéncies repetitives
les quals es caracteritzen per tenir seqiiéncies molt curtes de

repeticié, poden ser dinucledtits, trinucledtids o
tetranucledtids (CA/GT, TCAT, AAC, etc.) i es troben presents
cada 20 kilobases, aproximadament, del genoma. Aquests

microsatél.lits sén analitzats mitjangcant la técnica de PCR,
amb un" primer" & cebador marcat radioactivament, que és
flanquejant a aquesta zona que té les seqliéncies de repeticié
i els fragments sén separats per electroforesi.Nosaltres hem
seleccionat 5§ microsatél.lits, corresponents a 5 regions
cromosdmiques diferents: Apo C2 (cR. 19), D21s1e68
(Cr.21),D6S89 (Cr.6),D11835 {(Cr.11) ,D18117 (Cr.1). Aquests
detecten entre 15 i 24 al.lels cada un, i tenen una elevada
heterozigositat. Hem estudiat les freqiiéncies dels diferents
al.lels i dels genotips en una mostra de 100 individus no
relacionats. Aquesta mostra és representativa del total de 1la
geografia espanyola. L'analisi miltiple de microsatél.lits
constitueix el millor métode pel diagndéstic de paternitats i
estudis de identificacions.






DETECCIO DEL DNA DE VIRUS D LA HEPATI PE
REACCIO EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR):
COMPARACIO AMB LA HIBRIDACIO MOLECULAR.

F.X.Ldépez-Labrador, J.Costa, J.M.Sanchez-Tapias,
J.Vidal, M.T.Jimenez de Anta i J.Rodés.
Serveis d'Hepatologia i Microbiologia,
Hospital Clinie i Provincial de Barcelona.

RESUM

S'ha avaluat la deteccid del DNA del virus de 1la
hepatitis B (DNA-VHB) en 80 pacients amb hepatitis
cronica causada per agquest agent mitjangant dues
técniques: hibridacidé molecular "dot-blot" utilitzant
una sonda marcada amb 32P i reaccié en cadena de 1a
polimerasa seguit de tincid amb bromur d'etidi (PCR-EB) .
Els resultats obtinguts per PCR concorden totalment amb
els obtinguts per dot-blot. També es va estudiar la
sensibilitat d'ambdues técniques, resultant ser de
l'ordre de 0,1 pg de DNA-VHB clonat pel dot-blot i de
0,01 pg per la PCR-EB. Aquests resultats indiquen que el
métode PCR-EB és adequat per a la deteccid del DNA-VHB
en sérum. La PCR-EB és un procediment més senzill, rapid
i sensible que el dot-blot. Ademés te l'avantatge de que
no cal la utilitzacid d'isdtops radioactius.

INTRODUCCIQ

L'avaluacid de 1l'activicat replicativa del VHB a la

hepatitis crénica ocasionada per aquest agent infeccids és molt
important pel seguiment dels pacients, perd sobretot pel control
del tractament amb farmacs antivirals. Fins ara, el métode més
utilitzat per detectar 1la replicacié del VHB ha estat la
identificacidé de sequdncies del seu genoma en mostres de sérum

per hibridacié molecular. Aquesta técnica és complicada i lenta
de realitzar, per aixd la seva utilitzacié queda restringida a
petit nombre de centres que disposen de la tecnologia i
structura adient. D'encd de l'aparicid de la reaccid en
de la polimerasa (PCR) s'han obert noves perspectives per
a deteccid d'agents infecciosos. En aquest estudi es compara
un métode d'hibridacidé molecular "dot-blot" amb sonda
radioactiva marcada amb 32P amb un procediment de PCR réapid i
senzill.
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MATERIAL T

S'ha investigat la preséncia de DNA-VHB en 80 mostres de

serum, 35 HBeAg+/Anti-HBeAg-, 39 HBeAg-/Anti-HBeAg+, 5 amb
ambdos marcadors positius i 1 amb ambdos marcadors negatcius.

Per a l'hibridacié molecular s‘ha utilitzat una modificacid

del metode de Scotto et al. (1), 1 per a la PCR s’'ha seguit el

métode de Kaneko et el. (2,3). Breument, el métode consta d'una

eéxtraccid simple del DNA-VHB tractant el sérum amb NaOH durant
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1 hora a 37°C, neutralitzacid amb HCl i amplificacidé del DNA
extret. Per a l'amplificacid s'utilirzen “primers" corresponents
a la regié Pre-c-C del genoma del VHB, una de les més
conservades. La reaccid es realitza en un termociclador Perkin-
Elmer i consta de 30 cicles d'amplificacié (lm 30s a 94°C, 1m

30s a 42@:C i 3m a 72°C); els productes de la reaccid es
visualitzen micjangant una electroforesi en gel d'agarcsa al 2%
tenyit amb bromur d'etidi (PCR-EB), detectant-se el producte

amplificat com una banda de 270 pb.

La sensibilitat dels dos métodes s'ha determinat utiliczant
diferents dil.lucions de DNA-VHB clonat.

RESULTATS

Es va observar una correspondéncia total dels resultats
obtinguts per dot-blot i per PCR-EB, éxcepte un cas,en el gual
el dot-blot era dubtds i la PCR-EB clarament positiva.

DOT-BLOT PCR-EB

+ - + -
HBeAg+/Anti-HBeAqg- 31 4 31 4
HBeAg-/Anti-HBeAg+ 1 38 1 38
HBeAg+/Anti-HBeAg+ 1 4 1 4
HBeAg-/Anti-HBeAg- 1 (d) - iy -

En quant a la sensibilitat, amb el métode de dot-blot es va
detectar 0,4 pg de DNA-VHB clonat a les 24 hores
d'autorradiografia i 0,1 pg a les 92 hores, en canvi per PCR-EB
es va detectar fins 0,01 pg de DNA-VHB clonat.

DISCUSSIO

Els métodes d'hibridacié molecular han estat ampliament
utilitzats per a la determinacid de l'activitat replicativa del
VHB. No obstant,aquest procediment dura aproximadament una
setmana, és complexe i, normalment, inclou la manipulacid
d'isdtops radioactius, la qual cosa obliga a disposar de
instalacions adequades. Si bé als darrers anys s'han introduit
métodes de deteccid amb sondes no isotdpiques, aguests no sempre
proporcionen resultats satisfactoris, especialment en quant a la
sensibilitat, que normalment només arriba a 1 pg de DNA-VHB
clonat.

El métode de deteccid de DNA-VHB per PCR-EB utilitzat en
aguest estudi presenta avantatges importants respecte a la
hibridacié molecular, ja que és un meétode senzill: no
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s'utilitzen extraccions de DNA amb Proteinasa Kffenolfciorofcrm,
ni isdtops radiocactius en el procés de deteccid, cosa Jue permert
el seu us a laboratoris qué no disposin de la infraestruccura
adequada per 1a manipulacid de radioisétops. Ademés, és un
métode rapid: rot el procediment, des de l'extraccig del DNA
fins la deteccid del producte amplificat es realitza entre 6 i 7
hores, gquan l'hibridacig molecular té una durada aproximada
d'una setmana.

Es importantc destacar que el metode de deteccid del ~va del
VHB per PCR-EB &g equivalent al dot-blot, ja que s'ha ocgservar
una concordanca total amb elsg resultats d'aguest métode, i, fing
i tot, més sensible, ja que Per PCR-EB s'arriben a detectar 0,01
Dg de DNA-VHB clonat, mentre que la hibridacig molecular

Presenta el maxim de sensibilitat en 0,1 pPg.

Degut a la major sensibilitat de 13 PCR-EB, aquest métode
Pot ser potencialment més adequat que el dot-blot per avaluar
l'activitat replicativa del vHB €n pacients que Presentin baixeos
nivells de virémia, com, Per exemple, a la fase préevia a la
seroconverssidéd o en portadors de HBsAg, | Anti-HBeAg+, amb
transaminases elevades.

Es pot concloure, doncs, que la deteccid del DNA del vuR
Pér PCR-EB és un métode rapid, senzill i sensible que comporta
varies dvantatges importants sobre 1l'ds de 1a hibridacié
molecular.
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UTILITAT D'UNA TEC E R
DETECCIQO DE DNA DEL VIRU EP

HEPATITIS CRONICA B,

F.X.Lépez-Labrador, J. Costa, J.M. Sanchez-Tapias,
J. Vidal, M.T. Jimenez de Anta i J. Rodés.
Serveis d'Hepatologia i Microbiologia.
Hospital Clinic i Provincial de Barcelona.

Entre 1985 i 1990, 183 pacients amb hepatitis cronica B, HBeAg+
DNA-VHB+ per hibridacid molecular amb sonda marcada amb 32p (dot-blot) w
ser seguits durant almenys & messos abans de decidir tractament. En agues
interval el DNA es va negativitzar espontaniament a 50 casos (27%) perd le
Cransaminases van persistir elevades i el HBeAg va seguir positiu en mol
d'ells, possiblement per persisténcia de replicacié viral no detectable per
dot-blot. Per aixd s'ha analitzat si la determinacid del DNA per
amplificacidé de la regid Pre-c-C mitjangant 30 cicles de PCR i tincié amb
bromur d'etidi (PCR-EB) és util en el seguiment d'aquests pacients. En
examinar per PCR-EB els sérums dels 50 pacients DNA negatius per dot-blot,
es va detectar DNA-VHB a 24 cassos (PCR-EB+), perd no als 26 restants
(PCR-EB-). No es wvan observar diferéncies entre aquests dos grups en
relacid a edat, sexe,diagnéstic histoldgic i nivells de transaminases als &
1 3 messos abans de la negativitzacid del DNA per dot-blot, perd a partir
d'aquest moment (moment 0) la ALAT va baixar més rapidament al grup PCR-EB
negatiu (Taula 1) i també es van observar diferéncies significatives en
relacid a la negativitzacid del HBeAg i a la reaparicid de DNA-VHB per dot-
blot (Taula 2).

an
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TAULA 1: VALORS DE ALAT AL SEGUIMENT (mitja £ D.E.)

PCR-EB + 139 ¢ 143 94t 67 101* 109 76t 93 64t 65
PCR-EB - T3L71 421t 20 41% 29 35 %21 5651
P <0,001 <0,001 <0,005 <0,05 fis B

TAULA 2: CASSOS AMB HBeAg+ o DNA-HBV+ PER DOT BLOT AL SEGUIMENT

Mcment 0 Als 3 m. Als 6 m. Als 9 m. Als 12 m.
2+ DNA+ 2+ DNA+ e+ DNA+ e+ DNA+ e+ DNA+

PCR-EB + 22 2 14 5 13 ] 11 6 11 4
PCR-EB - 16 0 8 0 3 0 41 4 2
p< .03 - .02 .04 .03 .002 .03 .03 .03 n.s.

Es pot concloure que la PCR-EB és una técnica simple gque sembla util
per a detectar nivells baixos de replicacid del VHB perd associats a
patologia hepatica i no detectables per dot-blot.
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MAPAGE Y LOCALIZACION DEL GEN DE LA ENFERMEDAD DE NORRIE

FUENTES J.J., BANCHS M.I., VOLPINI V., ESTIVILL X.

Departamento de Genética molecular, Institut de Recerca
Oncologica (I.R.0.), Hospital Duran vy Reynals. Hospitalet de

LLobregat, 08907 Barcelona.

La enfermedad de Norrie (EN) es un trastorno neurolégico ligado
al cromosoma X. Los pacientes presentan ceguera desde el
nacimiento debido a displasia de la retina. Cerca del 30% de los
pacientes presentan retraso mental progresivo y una perdida

auditiva neurosensorial a partir de la segunda década de la vida.

Se sabe que el locus de la enfermedad de Norrie se encuentra muy
préximo al locus DXS7 (Xp11.2-11.3) y al gen de la MAO A/B la

distancia entre ambos es de 50 kilobases.

Para el clonaje del gen de la enfermedad de Norrie hemos
subclonado fragmentos largos de ADN en levadura Yy hemos utilizado
amplificacién de secuencias SP1, TATA,lugares de splicing, etc.,
mediante PCR. El clonaje especifico de estas secuencias permite
su estudio en librerias de ADN complementario, pudiendo analizar
la secuencia de bases y 1la correspondiente aminoacidica de los

productos proteicos implicados en la enfermedad.
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Estudi genétic i molecular de la distrofia miotdnica en poblacions de I'estat
espanyol.

Susana Balcells, Lluisa Vilageliu, Daniel Grinberg i Roser Gonzalez.
Departament de Genética, Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona.

Ana Marfa Cobo, Begofia Basauri i Montserrat Baiget
Unitat de Genética Molecular, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Barcelona.

Adolfo Lépez de Munain
Departamento de Neurologia, Arantzazuko Amaren Ospitalea, San Sebastidn.

La distrofia miotdnica és la distréfia muscular més freqient en la vida adulta.
Presenta una gran variabilitat en la seva expressid, que va des de les formes
assimptomatiques, el diagnéstic clinic de les quals és molt dificil, fins a les congenites, que
sén de caracter molt sever. En els darrers anys la recerca del gen responsable ha
proporcionat un gran nombre de marcadors polimdrfics molt propers a aquest locus. Aquests
han estat utilitzats com a eines per al diagnostic i per realitzar estudis de lligament.
Nosaltres hem analitzat dos grups de familes afectades de DM, un procedent del pais basc, que
representa un clar exemple de poblacié aillada, i I'altre de la resta de I'estat espanyol.
Utilitzant uns quants dels marcadors polimérfics hem estudiat associacions al.leliques,
calculat les distancies genétiques entre aquests i la malaltia (mitjangant *LOD scores”) i
analitzat els diferents haplotips.

El resultat més rellevant ha sigut la observacié d'un fort desequilibri de lligament entre el
marcador anonim D19S63 i la distrofia miotdnica tant en la poblacié basca com en la
espanyola. Amb altres marcadors els resultats en les dues poblacions han sigut discordants:
si bé en la poblacié espanyola no es detecta desequilibri de lligament entre la malaltia i
APOC2 Taql o CKMM Ncol aixd no és aixi en la poblacié basca on es manifesta un fort
desequilibri. Aquest resultat en la poblacié basca concorda amb els obtinguts en altres
poblacions aillades.

Segons els resultats dels "LOD scores”, APOC2 Tagl es situa a uns 3 cM del locus DM. Per
altra banda, no s'ha detectat cap recombinacio entre els marcadors CKMM i D19S63 i la
malaltia, per la qual cosa s'obté, en ambdos casos, un maxim de "LOD score" a zero. En quant
als haplotips compostos d'aquests marcadors, un d'ells és més frequent en els cromosomes
distréfics que en els normals. Si bé aquest fet s comu en les dues poblacions estudiades, és
més acusat en la poblacié basca. Aquest haplotip podria correspondre a I'haplotip ancestral de
la DM assumint una taxa baixa de mutacié del gen DM i I'existéncia d'un efecte fundador.

En els darrers mesos s'han aillat noves sondes de DNA que detecten un polimorfisme que
cosegrega amb la malaltia. En concret, els individus afectats presenten al.lels inestables de
mida superior a la dels al.lels normals. S'ha demostrat també, que aquesta expansié de mida
és deguda a l'increment de repeticions del trinucledtid CTG en la regié 3' no traduida del gen
candidat. A més a més, s'ha observat una correlacié entre la severitat de la malaltia i
lincrement en la mida de I'al.lel afectat, el qual pot variar des de uns pocs nucledtids pels
casos asimptomatics, fins a unes 5kb en els casos més savers.

Actualment estem analitzant les families de DM utilitzant aquestes noves sondes que ens
permeten aclarir casos amb diagnostics ambigus i confirmar el fenomen descrit en les
nostres poblacions. La identificacié de la mutacié responsable de la DM en una regié 3' no
traduida d'un gen es un resultat sorprenent i serd interessant esbrinar quin paper juga
aquest defecte molecular en la patogénesi de la distréfia miotdnica.
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APLICACION DEL METODO DE SINGLE STRAND CONFORMATION
POLYMORPHISM (SSCP) EN LA DIAGNOSIS GENICA Y LA IDENTIFICACION
DE NUEVAS MUTACIONES EN EL GEN DE LA FIBROSIS QUISTICA.

Miguel Chillén, Virginia Nunes y Xavier Estivill.
Unitat de Genética Molecular, Institut de Recerca Oncolégica

(IRO), Hospital Duran i Reynals, L'Hospitalet de Llobregat,
08907 Barcelona.

Actualmente se conocen mas de 150 mutaciones responsables de
fibrosis quistica (FQ), gque permiten caracterizar el 75% de
los cromosomas de la poblacidén espafola. Realizar un
diagnéstico genético significa poder llegar hasta 150 analisis
corriendo el riesgo de no llegar a conocer la mutacidn
responsable para alguno de los cromosomas afectos. La técnica
de los SSCPs permite detectar en una solo andlisis cualquier
cambio que se produzca en un exén o fragmento determinado de
ADN, sea este cambio debido a una mutacién ya descrita o bien
a una nueva mutacién. Esto supone un considerable ahorro de
tiempo y poder realizar al mismo tiempo andlisis geneticos vy
bisqueda de nuevas mutaciones.

Introduccién La Fibrosis quistica es la enfermedad autosémica
recesiva grave mas frecuente en la poblacién de raza blanca
con una incidencia de 1/2000 y una frecuencia de 1/25, siendo
la incidencia de la enfermedad tanto en Catalunya como en el
resto de Espafia de 1/3000.

La gran cantidad de mutaciones existentes, mds de 150, suponen
un inconveniente para analizar un individuo determinado, ya
que para cada muestra hemos de hacer un andlisis para cada
mutacién conocida, hasta que encontremos cual es 1la
responsable en cada caso.

La aplicacién de la técnica de los SSCPs permite analizar en
un solo andlisis cualquier cambio gue ocurra en un fragmento
determinado de ADN. Esta técnica se basa en la diferente
velocidad electroforética, en geles de acrilamida no
denaturantes, gque presentan las cadenas simples de ADN. La
velocidad electroforética depende de la resistencia que sufre
una cadena simple de ADN en el gel por la conformacién o
plegamiento gue adopta, siendo el plegamiento dependiente de
la secuencia de nucleétidos de la simple cadena. Cualguier
cambio en la secuencia de nucleétidos, sea por substitucién,
deleccidén o insercién de nucleétidos provocard un plegamiento
o conformacién diferente presentando una distinta movilidad
electroforética que nos permitira detectar el cambio.
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Cada mutacidén presenta una movilidad electroforética
determinada lo que nos permite, con la utilizacién de
controles, saber gque en el exdn o fragmento de ADN analizado,
poder identificarla.

Material y Metodos Realizamos una PCR con el fragmento a
analizar utilizando un nucleétido marcado (a32P—dCTPj en la
reaccion. La mezcla de reaccidén se realiza en un volumen final
de 10 wl, manteniendo las proporciones de los reactivos, asi
como las condiciones de amplificacién que utilizamos
normalmente para este fragmento.

El producto de reaccién se diluye 1:50, se carga en un gel de
poliacrilamida al 6%, con 10% de glicerol Yy se deja correr
dependiendo del fragmento (300 pares de bases 24 horas) a 10
Watios. Se deja exponer durante 12-24 horas.

En caso de detectar alguna banda anémala que no presente un
patrdén conocido con los controles de mutaciones, se corta la
banda directamente del gel de acrilamida y se amplifica por
PCR de nuevo, secuencidndose el producto de la PCR
directamente, bien por secuenciacién manual o por
secuenciacién automadtica mediante deoxynucleédtidos marcados
por fluorescencia.

Resultados La utilizacién de este método permite realizar al
mismo tiempo la bisqueda de nuevas mutaciones y analizar
riapidamente los exones del gen de FQ, facilitando el trabajo y
ahorrando una gran cantidad de tiempo. Asi, nos ha sido
posible realizar:

- Identificacién de nuevas mutaciones:

. siete nuevas mutaciones (E92K Yy Al20T en el exén 4,
R334W en el exén 7, 1609delCA en el exén 10,
2869insG en el exén 15, y R1162X y 3667del4 en el
exén 19).

. dos nuevos polimorfismos (1001+12 C o T en el intrén
6b y 1898+152 T o A en el intrén 12).

cuatro variantes de secuencia (873 C o T en el exdén
6a, 1773 A o T en el exén 11, 3030 G o A en el exén
15 y 4521 (G o A en el exén 24).

- Andlisis de 1los exénes 4, 7, 10, 11, 12, 15, 19 y 20 del
gen de la FQ lo que permite detectar cerca del 40% de las
mutaciones responsables de FQ, presentes en el 70% de los
cromosomas de nuestra poblacién en sélo 8 analisis. Se
logra asi una mayor rapidez en la identificacién de las
mutaciones causantes de FQ en un individuo determinado.
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Discusién La aplicacién de la técnica de SScp supone una
avance en el analisis de mutaciones de fragmentos determinados
de ADN, ya que permite observar cualquier cambio en 1la
secuencia de nucleétidos sin necesidad de tener que utilizar
ningin equipo especial. Existen otras técnicas gue permiten
analizar las posibles mutaciones o cambios en la secuencia de
un fragmento de ADN, comc la técnica de Electroforesis en
Geles de Gradiente Desnaturalizante (DGGE), o la técnica de
heteroduplex, o la del RNA-cleavage, pero necesitan de equipos
especiales, o bien como la de heteroduplex, presentan una
sensibilidad menor.

El siguiente paso en el analisis genético de la FQ es terminar
de poner a punto las condiciones de SSCPs para el resto de los
27 exones del gen, y en una etapa posterior poder realizar el
andlisis de SSCP sobre el cDNA obtenido a partir del RNA de
biopsia nasal de afectos para la enfermedad, lo que
significaria reducir adn mas el nimero de analisis Yy pasar a
realizar un maximo de 5 o 6 analisis por individuo afecto. Al
mismo tiempo se debe seguir con 1la bisqueda de nuevas
mutaciones de manera que podamos llegar a conocer la totalidad
de las mutaciones causantes de la enfermedad pudiendo realizar
asi analisis directo de la enfermedad y ofrecer deteccién de
portadores en la poblacién y diagnéstico prenatal con una
fiabilidad del 100%.
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DE YACs A COSMIDS; NOVA ESTRATEGIA APLICADA AL {APATIE DE 1A

Moénica Bayés i Chris Tyler-Smith.
CRC Chromosome Molecular Biology Group. Department of Biochemistry.
University of Oxford, U.K.

El centromer és la part del cromosoma que interactua amb l'aparell mitdtic i
garantitza la correcta segregacié del cromosoma durant la divisié celular. Durant
els ltims 10 anys s'ha analitzat en detall el DNA centroméric de molts cromosomes
de Saccharomyces cerevisiae i Schizosaccharomyces pombe. Tot i aixi, les
seqliéncies que funcionen com a centrdmers en els cromosomes de mamifer
encara no han estat identificades. En el Departament de Bioquimica de la
Universitat d'Oxford s'estd construint un mapa fisic de la regi6 centromérica del
cromosoma Y huma, de gran utilitat per a realitzar després altres analisis de tipus
funcional.

El grup disposa de diversos YACs (cromosomes artificials de llevat) amb DNA
de la regi6 centromérica del cromosoma Y. Perd els clons de YACs poden ser dificils
d'analitzar i de manipular i, per tant, la conversi6é d'un YAC en cdsmids pot ser un
pas molt util en la caracteritzaci6 de la regi6 clonada. Per aixd nosaltres hem
utilitzat dos YACs d'aquesta regié (AA4 A7/11 i 13C1F), aixi com dues sondes
convencionals (2D5 i Y190), per a escrinar una genoteca en codsmids (LLOYNCO3
"M") construida a partir d'un hibrid humi/ratoli que conté el cromosoma Y
intacte. Els YACs AA4 A7/11 (290kb) i 13CIF (190kb) contenen DNA adjacent al DNA
alfoid (seqiiencia repetida en tandem tipica dels centrdmers de primats), en el brag
curt del cromosoma Y. 2D5 detecta una seqiiéncia de codpia unica present en ambdés
YACs, mentre que Y190 reconeix una repetici6 en tindem molt abundant en el
cromosoma Y.

El principal problema en la utilitzaci6é de YACs com a sondes és la preséncia de
seqiiéncies de DNA repetitiu en aquests. Per tal de bloquejar els llocs d'hibridacié
inespecifica es van prehibridar els dos YACs, un cop aillats i marcats, amb DNA
total huma (Sigma). Es van fer repliques de la genoteca i es van hibridar amb
aquests dos YACs, aixf com amb les dues sondes convencionals. Es van trobar uns
500 cosmids positius que han estat classificats en els intervals definits per aquestes
i altres sondes, cobrint una regi6 d'unes 300kb. Aquesta nova tdcnica permet
I'accés immediat al DNA del cromosoma Y contingut en YACs quimeres o en clons
amb més d'un YAC. També simplifica I'anidlisi de YACs inestables.

Hi havia un interds particular per aillar un cdsmid que contingués un punt
de ruptura fins ara només descrit en linfes cel.lulars amb aberracions
cromosdmiques. En el brag curt del cromosoma Y existeixen dos blocs de DNA
repetitiv. de diferent mida reconcguts per Y190, s'anomenen Y190 major i Y190
menor. Estudis de lfnies cel.lulars amb delecions en Yp revelen que hi ha un
polimorfisme en quant a la localitzacié dels dos blocs Y190, possiblement a causa
d'una inversi6. En l'ordenacié més freqiient el bloc menor es troba en una posici6
proximal respecte al major. A partir dels cdsmids positius per 2D5 hem realitzat un
"walking” fins a trobar un cosmid que conté I'extrem proximal de Y190. La posici6
de les dianes de restricci6 en aquest cdsmid indica que inclou el punt de ruptura en
la inversi6. Hem subclonat el cdsmid en prz i actualment estem tractant de trobar
una sonda que permeti detectar la inversi6 en linies cel.lulars salvatges. Els
polimorfismes fora de la regi6 pseudoautosdmica del cromosoma Y sén forga rars i,
per tant, aquesta inversi6 polimorfica podria ser de gran utilitat en estudis
d'evoluci6 humana (llinatge patern).

Referéncies:

- Tyler-Smith. Development 101 supplement, 93-100 (1987).
- Tyler-Smith et al. J. Mol. Biol. 203, 837-848 (1988).

- Neil et al. Nucleic Acids Res. 18, 1421-1429 (1990).

- Baxendale et al. Nucleic Acids Res. 19, 6651 (1991).
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CARACTERITZACIO DE DOS ANTICOSSOS MONOCLONALS CONTRA LA
LIPOPROTEINA LIPASA BOVINA

Mar Fernandez, Elisabet Vilella, Senén Vilaré.
Unitat de Biologia Cel.lular. Facultat de Biologia.

La lipoproteina lipasa (LPL) catalitza la hidrolisi dels triglicerids de les lipoproteines
plasmatiques iniciant el catabolisme dels quilomicrons i de les VLDL. Aquest enzim es troba
exposat al corrent circulatori ancorat a la membrana luminal de les cél.lules endorelials
mitjangant proteoglicans del tipus heparan sulfat permetent aixi la captacid dels cids £rassos
lliures, resultants de la hidrolisi dels triglicérids, pels teixits subjacents on seran
emmagatzemats o bé utilitzats com a substrat energétic. La forma activa de I'enzim és la d'un
dimer format per dos polipéptids idéntics de 56 Kd. Els monomers presenten un elevat grau
de complexitat estructural amb quatre dominis diferents: Un domini responsable de la unié
a lipids i per tant de caracter hidrofobic, un segon domini d’unié a receptor (proteogluca) i
a heparina que presenta un elevat contingut de residus carregats positivament, un tercer
domini responsable de la unid a cofactor (apo CII) i per dltim el que correspon al centre actiu.
A més, recentment s'ha comprovat que la LPL és també capag d’unir-se al receptor LRP de
les LDL (LDL receptor-related protein) facilitant possiblement la captacié de romanents de
quilomicrons per part del fetge.

Nosaltres vam abordar 1’obtencid d’anticossos monoclonals utilitzant com antigen la
LPL bovina i la seva posterior caracteritzacié com a primera aproximacié en I'estudi de
I'estructura d’aquesta proteina.

Fins el moment hem obtingut dos anticossos monoclonals, 2h10 i lgl, els quals son
dues IgG de subclasses [gG2a i IgG1 respectivament. Hem estudiat la seva especificitat aixi
com intentat una primera aproximacié al mapatge d’epitops per diferents técniques ("site
competition assay" mitjangant la técnica d'ELISA, western blot de fragments proteolitics, etc),
sempre comparant-los amb un tercer anticds monoclonal comercial (5d2). Els resultats
indiquen que I'anticds 2h10 reconeix un epitop proper al reconegut per I'anticos 5d2, que se
sap que es localitza a I'extrem C-terminal de la proteina, mentres que 1'lgl reconeix un
epitop totalment diferent, situat probablement en un domini central de la molécula. Aquests
resultats podrien permetre una caracteritzacié més acurada del paper funcional dels diferents
dominis de la LPL, ja que la gran majoria dels anticossos obtinguts contra la LPL reconeixen
8epitops situats en 'extrem C-terminal.
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PURIFICACIO PREPARATIVA DE L'ARGININA QUINASA PEL SEU ESTUDI
CRISTAL.LOGRAFIC

M. Cristina Vega i Miquel Coll

Unitat de Quimica Macromolecuiar, C.S.I.C.- C. i D.

E. T. S. d'Enginyers Industrials

Diagonal 647. 08028 Barcelona

Es conegut el paper regulador de les quinases en processos metabolics de I'organisme |
concretament, la participacio de proteines guinases en processos tumorals. Aquesta faceta
concedeix un interés especial a 'estudi de proteines amb capacitat de fosforilar aminoacids, ja que la
informacic sobre la seva estructura pot servir per a condixer el seu mecanisme d'accid i a la fi , pot
. ajudar a comprendre el funcioment d'altres proteines relacionades, com poden ser les proteines
oncogéniques.

De forma homéloga a la funcié desenvolupada per la creatina quinasa en els organismes
vertebrats, l'arginina quinasa resulta imprescindible pel moviment muscular dels organismes
invertebrats. La seva funcié és la transteréncia a les mitocondries d'un grup fosfat de I'ATP a l'arginina
donant lloc a la fosfoarginina, un fosfagen muscular. A les miofibrilles és dona la reaccié inversa
transferint-se el grup fosfat de la fosfoarginina a 'ADP . L'ATP format sera la font energetica perala
contraccio de les miofibrilles. La reaccid catal litzada per I'arginina quinasa és dependent del pH, i a
més és estereoespecifica . El nostre grup ha comengat I'estudi estructural per difraccié de raigs-X de
l'arginina quinasa procedent del llobregant europeu (Homarus vulgaris). Aquest enzim és un
mondmer d'un pes molecular aproximat de 40.000 Da.

Hem portat a terme una punficacié preparativa de I'enzim en tres etapes:
a) Fraccionament amb sulfat d'amoni.
b) Cromatografia de bescanvi ionic de DEAE-Sephacel.
¢) Cromatografia de gel filtracié amb Sephacril S100.
Amb aquest procediment s'han obtingut 30 mg de proteina pura i hem comengat a fer les primeres
proves de cristal.litzacid
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SEQUENCIACIO DE LA PROTAMINA P2 DE Monodonta turbinata:
ESTRATEGIA I RESULTATS

Montserrat Daban!, Manel Chiva?2 i Pierre Sautiére3

1. Departament de Biologia Molecular i Cel.lular, CID, CSIC. Jordi Girona 18-26, 08028,
Barcelona: 2. Departament d'Enginyeria Quimica, ETSEIB, UPC. Diagonal 647, 08028

Barcelona; 3. Institut de Recherches sur le Cancer, Université de Lille II, URA 409 CNRS.
Place de Verdun, Lille, France.

En el present treball mostrem el procés de sequenciacid de la protamina P2 de Monodonta
turbinata (F. Mol.luscs, Cl. Gastropodes, SCI. Vetigastropodes). La determinacié de la
seqiiéncia completa ha comprés les segiients etapes:

1. Analisi de la composicié en aminoacids

2. Identificaci6 dels extrems amino i carboxil

3. Degradacié recurrent d'Edman

4. Fragmentacié enzimatica de la proteina

5. Separaci6 i analisi dels fragments peptidics

6. Alineament dels fragments i deducci6 de la seqiiéncia completa

7. Confirmaci6 dels resultats per técniques d'espectrometria de masses

La seqiiéncia obtinguda ha estat la segiient:
1 30

ARAVRRRRARSRSRSRKSRSRSRSAKRSAS
RRRSRSAGRRRRRRTASRRRRRSASRRRSV
SRRRRRRSRKSRGRRRRGRKVRRRRVKRAG

RKGRRRTRRRRRRARR(OH)

Els resultats mostren que és una molécula de 106 residus aminoacidics. 61 dels quals sén
arginines. La massa de la proteina és de 13 475 £ 1.9 Da, segons dades obtingudes per
espectrometria de masses en electroesprai. Composicionalment es pot considerar una protamina

tipica.






DINAMICA MOLECULAR COM A EINA PER AL DISSENY DE MUTANTS DE
PROTEINES.  Aplicacié a I'estudi comparatiu de l'inhibidor proteic de Ila
carboxipeptidasa A de la patata i dels seus mutants Pro36Gly i Tvr37Phe.

Oliva B.. Daura X.., Molina M.A., Marino C., Canals F., Avilés F.X. i Querol E.

Institut de Biologia Fonamental i Dept. Bioguimica. Universitat Autonoma de Barcelona, 08193
Bellaterra (Barcelona).

S'han realitzat simulacions MD de les tormes silvestre, mutant Pro36Gly i mutant
Tyr37Phe, de l'inhibidor proteic (PCI) de la Carboxipeptidasa A de la patata (CPA).
amb l'objecte d'estudiar els seus espais contiguracionals a dos nivells: 1) el de la
proteina sencera. que ens permet determinar |'estabilitat estructural, i 2) el de la regio C-
terminal, que ens permet predir les capacitats inhibidores respectives. Com a conclusio
d'aquest treball, es dedueix que la capacitat d'inhibicié d'ambdés mutants és sols
lleugerament interior a la del PCI nadiu.

Introduccio.

L'estructura de les proteines, la seva estabilitat termica i la seva funcionalitat, poden ser
alterades mitjangant mutagenesi dirigida. Els métodes d'Enginyeria de Proteines estan sent actualment
emprats per al disseny de proteines amb propietats particulars que poden ser d'utilitat terapeutica i/o
industrial. No obstant, la produccié d'un mutant amb propietats i caracteristiques predeterminables
no és tan senzilla com pot semblar: mutacions puntuals poden implicar canvis deslocalitzats en
l'estructura que afectin les propietats de la molécula (Bowie et al..1990) i que dificilment siguin
detectables mitjangant models moleculars estatics. En aquest sentit, la Dindmica Molecular (MD)
comporta una ajuda fonamental en l'estudi de l'espai conformacional de la proteina (van
Gunsteren.1988), donant una visié molt més ampla que la que ens ofereix el model abans mencionat.

En el present estudi s'ha analitzat el peptid inhibidor (PCI) de la Carboxipeptidasa A de la
patata (CPA)(Hass & Ryan,1982), amb el proposit de dissenyar nous inhibidors. El PCI. pel seu
petit tamany . €s un cas particular de proteina ficilment analitzable per MD (Oliva et al..19914) i,
tantmateix, es coneix la seva estructura 3D tant per difraccié de raigs X (formant complexe amb la
CPA (Rees & Lipscomb,1982)) com per RMN (Clore et al..1987). A més. es dona el cas que el
nostre grup ha clonat i expressat el corresponent gen sintetic (Molina et al..1992).

A partir de I'estructura del PCI (isotorma PCI-la, i sense els residus Glul i Gly39) en la
conformaci que presenta unit a la CPA (Rees & Lipscomb,1982), es va realitzar, prévia optimitzacio
de 1800 passos amb Steepest Descent, una simulacio per MD, de 250ps. amb acoplament a un bany
termic (temps de relaxacié=0.1ps. temperatura constant=293K), amb l'objecte d'estudiar I'estabilitat
estructural del mateix i d'analitzar les propietats de la regio C-terminal (residus 35 al 38), en
particular. donada la seva importancia en la inhibicio de la CPA, l'orientacié d'aquesta cua respecte al
nucli de l'estructura (residus 8 al 34). [dentics andlisi s'han realitzat sobre els mutants en la regio de
la cua C-terminal del PCI. Pro36Gly i Tyr37Phe, les estructures dels quals s'obtingueren per simple
substitucio de residus en les coordenades cristal.lografigues del PCI nadiu.






L'optimitzacio i la simulacio es van executar mitjangant ¢l paquet de rutines GROMOS (van
Gunsteren & Berendsen .1987) seguint ¢l model NIS. el camp de forces del qual contempla la
neutralitzacio de les carregues del sistema, imitant aixi la presencia de contraions (Aqvist et al..[986:
Agvist et al., 1985: Nilsson et al., 1990 ; Oliva et al., 1991a; Oliva et al.. 1991n). Per a 'analisi s
va utilitzar el paguet de subrutines NICE (Nilsson. 1990). i la visualitzacié gratica es va dur a terme
mitjan¢ant mdFRODO (Nilsson. 1990). Per a l'estudi de I'espai configuracional de la regio C-
terminal. es va desenvolupar un programa propi en el que es van definir els angles W i 8. sobre ¢l
pla m format pels residus del nucli. Phe23. Ala26 i Asn29 (figura 1). Aquest programa permet

caleular la densitat de probabilitat per valors determinats dels angles W i 8 (Tapia et al.. 1991), per 4
les tres formes, silvestre, mutant Pro36Gly i mutant Tyr37Phe, del PCI.

%Ala 26
ophe 23 o
Y Asn 29

0 0O

Representacio dels angles de la regié C-terminal i del pla 7

Figura 1:

Resultats i discussid.

L'energia potencial de la forma silvestre del PCI es va estabilitzar al cap de 40ps de comengar
la dinamica, tluctuant seguidament en torn a una energia potencial promig de -1150 Kj/mol (Oliva et
al..19914) . La torma mutant Pro36Gly va trigar SOps en estabilitzar la seva energia potencial, i
dyuesta va quedar també en torn als -1150 Kj/mol (Oliva et al.,1991n). En quant al mutant
Tyr37Phe, es va estabilitzar energeticament al cap de 30 ps d'engegada la simulacio i l'energia
potencial promig dels passos segiients va quedar en un valor de -1100 Kj/mol (lleugerament menys
estable).

Lanalisi dels factors B de temperatura (figura 2) demostra que 2ls tres sistemes possegixen
propietats semblants, sent a més les seves tluctuacions comparables a les de l'estructura obtinguda
per raigs-X (a excepeio de la regié C-terminal, dones el grup carboxilic no es troba unit al Zn2+ de la
CPA en cap moment de la simulacié). Aixi mateix, la comparacio de les estructures promitjades en el
periode en que I'energia potencial es troba estabilitzada, demostra que les dues formes mutants
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estudiades son molt semblants en estructura a la forma silvestre: en particular, la regio C-terminal es
va trobar en ambdds casos amb una orientacio favorable per 4 la interaceio amb la CPA.,

En aquest sentit. del calcul de la probabilitat de que la conformacio de la regié C-terminal de
cada un dels mutants entrés dins d'uns marges conformacionals considerats com a bons per d gue es
produeixi la inhibici6 en la forma silvestre del PCI, s'ha deduit quin pot ser el porcentatge relatiu
dinhibici6 per als mutants Pro36Gly i Tyr37Phe: prenent com a hipotesi que la inhibicié es produeix
per xou efectiu entre el PCI i la CPA.

Els resultats teorics han demostrat que els espais contormacionals de la regio C-terminal dels
mutants Pro36Gly i Tyr37Phe son molt semblants entre si i al del PCI nadiu. i que la probabilitat de
que els angles abans definits prenguin valors gue es trobin dins del rang dels que possibilitarien un
xoe efectiu, & elevada. Amb tot aixo, i tal com s'ha vist per estudis experimentals relitzats tambe pel
nostre grup (obtencid dels mutants esmentats per expressio heterdloga en £, coli ), es comprova que
la capacitat d'inhibicio sera molt semblant en els tres casos.

2500

2000

1500

Factor B

00

Residu

Figura 2

Representacio dels tactors B de temperatura. En linia continua gruixuda la del cristall, i en
linia continua fina la de la forma silvestre. En linia discontinua la dels mutants del PCI Pro36/Gly
(tina) i Tyr37/Phe (gruixuda).

AGRAIMENTS. Aquest treball ha estat subvencionat mitjangant ajuts de la PLANICYT, BIOSS-
0456, i BIO91-0477. B.O.. MM., i F.C. agraiexen la concessio de beques de recerca del
MEC.
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ANALISI CRISTAL.LOGRAFIC DE L'ENZIM GLUTATION_S_TRANSFERASA

Isabel Garcia i Miquel Coll

Unitat de Quimica Macromolecular, CSIC-CID.
ETSEIB

Av. Diagonal 647. Barcelona (08028).

Glutation_S_transferases (GST) sén una familia de proteines citosoliques,
ubigles i multifuncionals, relacionades amb processos de desintoxicacid
cel.lular envers substancies xenobiotiques com ara mutagens, carcinogens |
productes actius farmacologicament, aixi com composts enddgens reactius
(proteccid contra processos oxidatius). També tenen un important paper com a
transportadors intracel.lulars de nombrosos ligands de tipus hidrofobic i
anfipatic, com sén la bilirrubina, grups hemo,sals biliars i esteroids. Com a
enzims actuen catalitzant |I’atac nucleofilic del grup tiol (-SH) del glutation per
formar conjugats amb aquest i una amplia varietat de composts hidrofobics. Els
conjugats glutationil-S d’aquests compostos, sén més polars, lo qual facilita la
seva eliminacié.

Las glutation_S_transferases citoséliques de mamifer s’agrupen dins de 3
classes independents: «, i n. En els dltims anys els isoenzims classe n han
estat causa d’interés degut al seu potencial Us com a marcadors primerencs en
processos de carcinogénesi (s‘ha vist un elevat increment en els nivells de GST
dins ndduls preneoplasics presents en fetge de rata) i a la seva relacié amb
I"adquisicié de resisténcia envers drogues anticancerigenes, pesticides i
herbicides.

S’ha aconseguit cristal.litzar la GST classe & de fetge de ratoli, ( un dimer de
50.000 Daltons) en dues formes cristal.lines: cristalls rombics i cristalls
hexagonals. Es van analitzar els cristalls rombics, obtinguts amb tampé fosfat
PH=7, mitjangant diagrames de raigs X de precessid. Aquests cristalls
pertanyen al grup espaial 122 0 1212121, amb una celdilla unitaria a= 60.86 A,

b=128.47 Aic=146.36 A; a=p=y= 90° i Vm= 2.92 A/dalton. El caleul de la Vm

indica que la celdilla presenta un dimer per unitat asimétrica.
S’ha recollit un primer espectre de difraccié de raigs X a una resolucié de 3 A
utilitzant un detector de area "imaging-plate".
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ESTUDIS CRISTAL.LOGRAFICS DE DERIVATS QUIMICS
DE RIBONUCLEASA A

Lluis Boqué!, Maria Vilanova?, Claudi Cuchillo? i Ignasi Fita!

I Departament d'Enginyeria Quimica, U.P.C.
2 Departament de Bioquimica i Biologia Molecular, U.A.B.

S'han cristal.litzat tres derivats de ribonucleasa A de
pancreas bovi amb fosfat de piridoxal unit covalentment,
respectivament, a la lisina 1 (derivat A), la lisina 7 (derivat B)ila
lisina 41 (derivat C). Aquests derivats presenten diferents graus
d'activitat enzimatica respecte a la ribonucleasa nativa.

La cristal.litzacié s'ha dut a terme mitjangant el métode de
difusi6 de vapor en gota penjada, utilitzant PEG 4000 com a
precipitant.

Dels derivats A i B se n'ha obtingut I'espectre de difraccié de
raigs X, fins a 1.85 A i 1.8 A de resolucid, respectivament. Els
cristalls obtinguts de tots dos pertanyen al grup espacial C2 i
contenen dues molécules de ribonucleasa per unitat assimétrica. Els
parametres de cel.la sén, per al derivat A, a = 101.85 A, b = 33.43
A c=7361AiB=902° iper al derivat B, a = 101.60 A, b = 33.25
A c =735 AipB = 90.0° La resolucié6 de les estructures s'ha
abordat mitjangant técniques de remplagament molecular.
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ESTUDI PER DINAMICA MOLECULAR DE LA ZONA CENTRAL DEL LOOP
ANTIGENIC DEL VIRUS DE LA FEBRE AFTOSA (SERQT. C- SOCA
SANTA PAU). INFLUENCIA DEL MODEL DE SOLVATACIO

M. Cristina Vega, Carles Alemédn i Juan J. Pérez

Dept. d'Enginyeria Quimica .E. T. S. d'Enginyers Industrials

Diagonal 647. 08028 Barcelona

Hem realitzat un estudi mitjangant Dinamica Molecular de la zona central del loop
antigénic del FMDV. També hem estudiat la influencia dels diferents medis de solvatacié
recomanats pels autors per estudiar molecules bioldgiques .

INTRODUCCIO

La familia dels Picornavirus presenten un gran nombre de virus patdgens tant pels

animals com pels humans ( virus de la hepatitis A, virus de la encefalomiocarditis (FMCV),
virus del refredat comu etc). El FMDV &s actualment objecte de nombrosos estudis degut a
les perdues econdmiques que ocasiona al atacar al bestiar porci de molts indrets. Malgrat
aixd encara no s'ha trobat una vacuna amb aplicacié extensiva a tots els serotipes (1).
Relacionat amb les seves caracteristiques biolégiques cal dir que son els virus portadors de
RNA de menor mida i el seu diametre exterior mig és de 300A. Tots els membres de Ia
familia presenten una capside proteica amb estructura icosaedrica constituida per cuatre
proteines (VP1, VP2, VP3 i VP4) .

S'han realitzat estudis cristal.lografics de tots els géneres de la familia (3). En el més
recent relacionat amb el FMDV (ser. O) s'ha observat que l'anomenat loop antigénic
presenta una zona de densitat difusa en el mapa de densitats electréniques amb la qual cosa no
es pot saber quina estructura pot tenir el loop, amb Ia possibilitat de que es tracti d'un loop
multiconformacional (4). Degut al seu interés bioldgic és de gran interés abordar el
problema de forma teérica per tal de suplementar la informacié obtinguda mitjangant la
difraccié de raigs-X .

Nosaltres hem estudiat el ser. C (Soca Santa Pau) que és va aillar en la localitat
gironina del mateix ném. La sequéncia seleccionada (Thr-Ala-Ser-Ala-Arg-Gly-
Asp-Leu-Ala) del loop antigénic del FMDV conté els residus RGD altament conservats entre
tots els serotipes del FMDV, implicats en la seva activitat infecciosa ( les cél.lules
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susceptibles d'infeccié posseixen receptors per aquesta sequéncia ) i que durant l'atac
cél.lular un atom de Ca2* interacciona amb la cadena lateral del residu d'Asp (5).

MATERIALS | METODES

Per la realitzacié d'aquest estudi hem empreat els programes ECEPP pel "build up" i el
programa AMBER 3.0 per les trajectdries de Dinamica Molecular.

Hem utilitzat com conformacions inicials les estructures obtingudes mitjangant “build
up" que consisteix en construir Ia sequéncia utilitzant els diferents minims conformacionals
-dels residus ségons el mapa de Ramachandran. El rastreig conformacional s'ha realitzat
empreant la técnica anomenada "simmulated annealing”, la qual consisteix en refredar
conformacions (310K) trobades en trajectdries de Dinamica Molecular a altes
temperatures (900K) per tal de rastregar a fons els minims energetics locals (6).

Amés s'ha estudiat la flexibilitat de I'estructura més estable (Fig. 1) mitjangant
trajectéries llargues (200ps-300ps) variant les condicions de solvatacid indicades com les
apropiades per simulacions amb interés bioldgic.

RESULTATS | DISCUSSIO

Es van obtenir com resultat del rastreig conformacional 15000 estructures de les quals

representem la més estable.

Fig.1 Conformacié més estable
representada amb un diagrama de cintes.
Aquesta estructura es caracteritza per ser

una estructura rica en motius estructurals.
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Es de destacar tres motius estructurals fonamentals: i) La preséncia d'hélix a en el
extrem N-t (fins el residu cinqué): i) L'existencia d'un yturn entre els residus
Ala(5)-Gly(7); iii) Presencia de un seg'On Y turn entre els residus d'Arg(6)-Asp(8).
Aquest ultim motiu conté la sequéncia RGD altament conservada entre tots els serotipes
del FMDV . En els conférmers més estables trobats en un marge de 4 kcal/mol s'ha
observat unicament petites desviacions del backbone de Ia conformacié de menor energia.

L'estudi de la flexibilitat ha mostrat una baixa probabilitat de que I'estructura mostri
grans fluctuacions respecte a la conformacié més estable (Fig. 2). Al llarg de tota la
trajectéria es conserva la preséncia del Y turn entre el residu d' Ala(5)-Gly(7).

Fig. 2. - Fluctuacions mostrades respecte
I'estructura més estable. Es pot observar la
conservacio del y turn i les variacions respecte
I'hélix a a l'extrem N-t.

S’ha trobat una gran dependéncia dels perfils energétics i les geometries de les
interaccions del pont d'hidrdgen utilitzat per descriure la constant dieléctrica. Aixi la
contribucié electrostatica presenta un perfil molt similar al de I'energia total quan
utilitzem una constant dieléctrica independent de la distancia. No obstant, quan
utilitzem I'expressié dependent de la distancia pasa a ésser una contribucié
minoritaria. La geometria de pont d'hidrégen obtingudes a partir d'una expressié
dependent de la distancia sén més estabilitzades que les obtingudes a partir d'una
expressioé independent (Fig. 3).
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Fig. 3 Grafic del logaritme del valor absolut de I'energia total, electrostatica. enllagant i de
van der Waals de I'estructura objecte d'estudi, empreant: A) Una expressié de la constant
dielectrica dependent de la distancia; b) Una expressié de la constant dieléctrica independent
de la distancia. L'energia enllagant és desestabilitzant (positiva), i el reste dels termes sén
estabilitzants (negatius).

En l'actualitat estem realitzant estudis en preséncia explicita de molécules
d'aigua. Resultats preliminars indiquen que la sequéncia RGD segueix implicada en una

estructura de y turn.

BIBLIOGRAFIA

1) DiMarchi,R.; Brooke,G.; Galue, C.;Cracknell, V.; Doel,T. and Mowat, N.
Science 232, 639-641 (1986); Rouslahti, E. A. Rev. Biochem .57, 375-572
(1990).

2) PaulA.V.; Schultz,A.; Pincus,S.E.; Oroszlam,S. and Wimmer,E. Proc. Natl.
Acad, Sci, U.S.A. 84, 7827-7831 (1987).
: 3) Rossmann,M.G.; Arnold,E.; Erickson,J.W.; Frankenberger,E.A.; Griffith,J.P.;
Hecht,H.J.; Johnson, J.E.; Kamer, G.; Luo,M.; Mosser,A.G.: Rueckert,R.R.: Sherry, B.
and Vriend, G. Nature 317, 145-153 (1985); Hogle,J.M.; Chow,M. and Filman,D.J.
Science 229, 1358-1365 (1985); Luo,M.; Vriend,G.: Kamer,G.; Minor, I.; Arnold,
E.; Rossmann,M.G.; Boegew, U.; Scraba,D.G.; Duke,G.M. and Palmenberg, A.C. Science
235, 182-191 (1987).

4) Acharya,R.; Fry,E.; Stuan,D.; Fox,G.; Rowlands,D. and Brown.F. Nature
337, 709-716 (1989).

§) Parry,H.; Fox, G.; Rowlands,D.; Brown,F.: Fry, E.; Acharya,R.; Logan,D. and
Stuart, D. Nature 347, 569-572 (1990).

6) Kirkpatrick, S.; Gelatt,C.D. Jr. and Vecchi,M.P. Science 220, 671 (1983).



SF 3 T

ST S———

G
j

R P I e : .
g . . . - '
) L N T s !
- = - N - ) B E
- R - - 4 ol Lk -
o = T : = '. B i
i e X f = |
P ‘ : - ‘ - i R
3 ST . e
B o e ;T.
. o A .
] .- -t Y o -
& - i 3 =
& 2 » [ b
N & i i l
=
L o oy . s
i - v ' B ut
P . . ‘
- i 1
: ll
b



L'ELSAMICINA | LA FORMA Z DEL DNA
E. Jiménez-Garcia®, F. Barcel6® & J. Portugal®

*Departament de Bioquimica i Fisiologia, Facultat de Quimica, Universitat de
Barcelona & "Departament de Biologia i Ciencies de la Salut, Universitat de les
llles Balears.

Recentment hem descrit, amb la técnica de footprinting amb DNAsal, que
la seqliéncia d’unié de I’antitumoral Elsamicina al DNA és un triplet que conté
el parell CpG [1]. A més, I"Gs d’enzims de restriccid ens ha permés trobar que
la unié de I'Elsamicina és afavorida quan la tercera base (en I'extrem 5') del
triplet és una purina, sobretot si és una guanina [2]. Com les seqléncies
alternants CpG s’inclouen entre les potencialment capaces d’adoptar la
conformaci6 Z, vam considerar que la unid preferencial a aquestes regions podia
ser un dels mecanismes pels quals I'Elsamicina desenvolupa la seva accid
antitumoral, tot inhibint processos com ara la replicaci i la transcripcié, en els
quals el DNA Z pot estar involucrat [3].

Aixi doncs, el treball ha estat centrat en el paper inhibidor de I’Elsamicina
sobre la transicio B-Z tant amb el poli({dG-dC) com amb el poli({dG-m°dC). Per
estudiar-ho hem emprat diverses técniques: canvis en |I'espectre d'absorcid de
llum ultraviolada, digesti6 amb DNAsal i Dicroisme Circular. Tots els resultats
porten a la mateixa conclusio: I'Elsamicina disminueix tant la velocitat de la
transici6 B-Z com I’abast de la reaccid i, a més, pot provocar un canvi
d’estructura dels dos polinucledtids des de la forma Z cap a la forma B en unes
condicions que afavoreixen clarament la conformacio Z. L'antibiotic inhibeix més
eficagment la transicio B-Z quan actua sobre el poli{dG~m5dC} que quan ho fa
sobre el poli(dG-dC). El poli(dG-m°dC) pot adoptar la conformacié Z en condicions
equivalents a les trobades a I'interior de la cél.lula; I'elevada forga idnica
requerida per a estabilitzar la forma Z en el poli(dG-dC) (NaCl 3.5 M) fa disminuir
I"afinitat de I’antibiotic pel DNA.

Referéncies:

1. Salas, X. & Portugal, J. (1991) FEBS Lett. 292: 223-228

2. Parraga, A. & Portugal, J. (1992) FEBS Lett. 300: 25-29.

3. Rich, A., Nordheim, A. & Wang, A.H-J. (1984) Ann. Rev. Biochem. 53: 791-
846
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ESTRUCTURA "IN VITRO" DE SECUENCIAS TELOMERICAS EN

DNA SUPERHELICOIDAL.

Huertas, D., y Azorin, F. Dto de Biologia Molecular ¥y celular,
(CID-CSIC), Barcelona.

Los teldmeros son las estructuras que se hallan al final de los cromosomas eucariotas.
La funcidén de los mismos es mantener estables los cromosomas, preservandolos de la
degradacion por nucleasas, y evitando la fusion entre extremos. Asi mismo son los
responsables de la completa replicacion eucariota, evitando la pérdida de material genético
en cada vuelta de replicacion.

Los teldmeros estan constituidos por dos tipos de secuencias repetitivas: las secuencias
subteloméricas y las secuencias telomericas. Las secuencias subtelomericas son las
mas internas y estan formadas por elementos de repeticion compleja desde cientos de pares
de bases hasta de kilobases. Las secuencias telomericas son externas y estan formadas
por elementos de repeticion simple cuya unidad de repeticion comprende de 6 a 8
nucledtidos situados en tandem en una extension que varia desde 36 pares de bases a cientos
de kilobases en vertebrados. El elemento de repeticion se halla muy conservado en todas las
especies eucariotas con una secuencia “consensus” 5° T,.3(T/A)Gj.4 3". Existe una
polaridad de cadena de modo que la cadena rica en citosinas transcurre hacia el extremo 5" y
la cadena rica en guaninas lo hace hacia el extremo 3°. En especies de ciliados se ha
observado que la cadena rica en guaninas se prolonga en una cadena sencilla protuberante de
16-18 nucledtidos.

La caracterizacién estructural de oligonucledtidos de cadena sencilla ricos en guaninas
ha revelado que éstas pueden establecer interacciones intra e intermoleculares
estabilizadas por enlaces de tipo Hoogsteen entre el N7 de guaninas y la presencia de
cationes monovalentes. A estas estructuras se les ha denominado cuartetos de Guaninas en el
plegamiento intramolecular y G4-DNA en las asociaciones intermoleculares, ya que en
ambos casos coexisten 4 guaninas enlazadas en un mismo plano.

En el trabajo que se presenta se ha profundizado en el anélisis estructural de las
secuencias teloméricas en DNA superhelicoidal. La secuencia telomérica elegida ha sido la
presente en los cromosomas de todos los vertebrados, incluido el hombre, cuya unidad de
repeticion es TTAGGG.

Las secuencias telomeéricas se obtuvieron a partir de oligonucledtidos sintéticos, los
cuales se polimerizaron en diferentes grados de oligomerizacién y fueron insertados en
plasmidos superhelicoidales.

El andlisis estructural se desarrollé “in vitro* mediante dos tipos de ensayos: la
digestion con nucleasa P1, especifica de cadenas sencillas, y la utilizacion de reactivos
quimicos que modifican el DNA selectivamente.

Los resultados obtenidos en el ensayo de P1 indican que estas secuencias teloméricas
adoptan una conformacion alterada muy dependiente de pH, densidad superhelicoidal y
tamano, puesto que solo se observan a pHs inferiores a 4.5, densidades superhelicoidales
inferiores a -0.04 y tamano superior a 6 unidades de repeticion.

El patron de reactividad quimica obtenido indica que la cadena rica en citosinas se pliega
sobre si misma con apareamientos C*-C, mientras que la cadena de las guaninas se
estructura en diferentes dominios de conformacion.
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CLONATGE DE DNA NUCLEOSOMAL.
REACCIONS DE LES HISTONES AMB EL DNA MONOCADENA.
Xavier Fernandez-Busquets i Joan-Ramon Daban
Departament de Bioquimica i Biologia Molecular. Facultat de Ciéncies.

Universitat Auténoma de Barcelona.

Resum

Es presenta un métode innovador de separacidé de les dues

cadenes d’un fragment de DNA d’origen nuclecsomal i 1’ds del

material obtingut en 1l’estudi de la dinamica de la interaccié

entre les histones i el DNA monocadena.

Introduccid

L’estructuracié del genoma eucaridtic representa un obstacle
per a la interaccidé del DNA amb proteines que intervenen en
processos fonamentals com la replicacié i la transcripcié.
Qualsevol d’aquests dos fendmens implica el desempagquetament
de la cromatina i, si més no, un canvi en la ben coneguda
estructura del nucleosoma, tant a nivell de 1l’octamer
d’histones com pel que fa a l’estructura del DNA, la doble
hélix del gqual s‘ha d’obrir per exposar la cadena que ha de
servir de motlle a les RNA i DNA polimerases.

Alguns treballs recents indiquen que 1les histones de 1la
particula nucli romanen associades al DNA durant la replicacié
(1, 2). En el procés transcripcional ha estat descrita una
conformacié més oberta dels nucleosomes (3) o fins i tot una
desestructuracié parcial amb pérdua de H2A,H2B (4). Aquest
canvi estructural pot ser degut al desplagament que sofreix
l’octamer per part de la voluminosa RNA polimerasa, perd també
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a la torsidé generada sobre el DNA pel pas de la maquinaria
transcripcional (5).

L’important paper que ha de tenir la interaccid entre les
histones 1 les regions de DNA monocatenari (curtes pero
nombroses) en els processos descrits i les pogues dades sobre
el tema (6-9) ens va dur a estudiar la dinamica de

l’associacié de les histones amb el DNA monocadena (ssDNA).

Materials i métodes

El DNA heterogeni corresponent a una preparacié de nucleosomes
d’eritrocits de pollastre va ser clonat en M13 i es va triar
un dels clons obtinguts (NX1l) en base a la seva seqiiéncia de
caracteristiques posicionadores de nucleosomes (10). Les dues
cadenes complementdries NX1(+) i NX1(-) van ser separades per
un métode que utilitza la precipitacid diferencial de DNA amb
polietilenglicol (veure detalls a la ref. 11). La interaccié
entre les histones i ssDNA i la renaturalitzacié del DNA es va
estudiar principalment mitjangant electroforesis en gels

d’agarosa (1.4%) i de poliacrilamida (6%).

Resultats i discussié

Amb el DNA de NX1 (158 pb) i les cadenes (+) i (=) d’aquest
fragment per separat es va estudiar 1la dinamica de 1la
interaccié de les histones amb una seqiiéncia especifica de DNA
d‘origen nucleosomal. Els resultats van confirmar en part
aquells observats amb DNA d’elevat pes molecular {125
especialment pel que fa a l’estequiometria de la interaccid

histona-ssDNA. Les histones s‘uneixen al DNA en funcié de la
66






longitud d’aquest expressada en nucledtids (ssDNA) o parelles
de bases (dsDNA) i no en funcidé de la massa de DNA. Tanmateix,
ha estat observada una afinitat superior de les histones per
la cadena (+) enfront de la (-). Aquest fet, en principi,
podria indicar una unié preferencial de les histones a certes
seqgliéncies de ssDNA.

Per altra banda, experiments de renaturalitzacidé fets amb les
cadenes (+) 1 (=) en preséncia d’histones mostren que aquestes
no impedeixen la reassociacié de cadenes complementaries de
DNA. Aquestes propietats podrien ser Gtils per les funcions de

la cromatina que impliquin un aparellament de bases del DNA.
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Construccion, clonacion y expresién de un gen sintético
para el inhibidor de carboxipeptidasa de patata

Miguel A. Molina, Cristina Marino, Baldomero Oliva, Xavier Daura, Francesc
Canals, Enrique Querol y Francesc X. Avilés.

Institut de Biologia Fonamental i Departament de Bioquimica i Biologia
Molecular, Universitat Auténoma de Barcelona. 08193 Bellaterra
(Barcelona)

INTRODUCCION

El ICP es una proteina de 39 residuos (Hass et al, 1979) que inhibe
competitivamente a la carboxipeptidasa. Obtener ICP recombinante
producido por E. coli es de gran interés, pues permite, una vez optimizada
dicha expresién, tener grandes cantidades del mismo con el cual estudiar
sus posibles aplicaciones biotecnolégicas, dado el enorme interés
economico e industrial de los inhibidores de proteasas (Bullock and
Kristiansen, 1987). El ICP presenta el interés afadido de que recientemente
se ha descubierto que inhibe la transformacién tumoral inducida por
radiacion de células en cultivo (Billings et al, 1989). También permite
aplicar al ICP técnicas de ingenieria de proteinas (Robson and Garnier,
1986) para estudiar la relacion secuencia de aminoacidos-plegamiento-
funcion.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Obtencién de un gen sintético para el ICP

En primer lugar se procedié al disefio de un gen sintetico para el ICP a
partir de la secuencia de aminoacidos de éste. En dicho disefio se usaron los
codones optimos utilizados por E. coli (Sharp et al., 1988) excepto en
ciertos puntos en que se usaron otros para crear puntos de corte por
enzimas de restriccion. Delante de la secuencia codificadora para el ICP se
afladieron codones para lle-Glu-Gly-Arg-Met. Esto se hizo para permitir
que, si se decidia tal cosa, el gen pudiera expresarse como proteina de
fusion (los cuatro primeros aa de la secuencia citada son el punto de corte
del factor Xa, y la Met del BrCN) o en solitario (el codén Met es el de
iniciacion de la traduccién). A ambos lados del gen se colocaron extremos
cohesivos Sall.

Una vez disefiado el gen sintético, dado que tenia 150 pb, se hubieron de
diseriar oligonucleétidos de menor tamaro (que pudieran ser sintetizados
con los sintetizadores de oligos actuales) solapantes entre si de forma que
al reunirse pudiertan hibridar entre ellos y ligarse para formar el gen
completo. El disefio de los oligos se hizo de forma que los que debian
hibridar presentasen la maxima complementariedad y los que no debian la
minima. También se disedd un proceegdimiento para construir el gen a partir







de los oligonuciedtidos en dos pasos.

A continuacion se sintetizaron los oligos monohebra previamente
disefiados, y se purificaron. Una Vez purificados se ligaron ean dos
segmentos por separado segun el método descrito por Frank et al. (1987).
Dichos segmentos se purificaron por electroforesis en agarosa para luego
ligarlos, dando lugar al gen completo, que seguidamente se purifics.

Una vez tuvimos el gen sintetico purificado, se ligé al sitio Sal | del
plasmido pBR322 dando lugar al vector pBR322-ICP1. A continuacion se
procedido a la secuenciacién del gen ICP sintético. Para ello se clong en el
bacteriofago M13mp19 (Messing, 1983) y se secuencié segun el método
dideoxi (Sanger et al, 1977).

2. Obtencién del vector pIMAM1. Expresion del ICPr+10

Para la expresion del gen ICP sintético se eligic el vector de secrecion
pINI-ompA3 (Ghrayeb et al, 1984). La razén para escoger dicho plasmido
ha sido que este se ha usado para expresar un inhibidor estructuraimente
similar al ICP (Maywald et al, 1988). Como dicho vector no presenta lugar
de clonacion Sal | y el gen ICP sintético tiene extremos Sal I, para clonarlo
en el vector se tuvo previamente que convertir los extremos del gen en
romos vy ligarle linkers Eco RI para luego ligarlo al vector y transformar en
E. coli HB101. Para ello, como para el resto de técnicas de DNA
recombinante usadas, se siguieron los protocolos descritos en Maniatis et
al (1989) y Ausubel et al (1987). Asi se obtuvo un vector pINIll-ompA3 con
el gen ICP colocado en el lugar de clonacion EcoRl, vector bautizado como
PIMAM1. De dicho vector se obtuvieron los fragmentos Xbal-Hindlll y EcoRI-
EcoRl y se clonaron en M13mp18. El primer fragmento contiene la secuencia
codificante del péptido sefial omp A y la primera parte del gen; el segundo
todo el gen. Dichos fragmentos se secuenciaron y se vio que el gen ICP del
vector pIMAM1 tiene la secuencia correcta y esta insertado en el marco de
lectura adecuado.

Se llevé a cabo a continuacién un andlisis sobre si la cepa HB101
(PIMAM1) expresa el gen ICP y produce ICP recombinante. Para ello se hizo
crecer dicha cepa a 30°C en medio M9+0,2% casaminoacidos, se indujo la
expresion del gen (por adicién de IPTG 2mM) y se obtuvieron a partir de
dichos cultivos tres fracciones, correspondientes a medio extracelular,
espacio periplasmico Yy medio intracelular. Analisis inmunolégicos (ELISA)
usando los anticuerpos anti-ICP de conejo obtenidos y pruebas de actividad
(Hass et al, 1981) nos han permitido determinar la presencia de ICP
recombinante activo en los cultivos inducidos de HB101 (pIMAM 1). Dicho
ICP se localiza de forma practicamente exclusiva en el medio extracelular,
a8 una concentracién muy baja, de 30-50ug/l. Esto concuerda con lo
esperado, dado que un inhibidor de tripsina estructuralmente similar al ICP
fue expresado también mediante el vector PINIll-ompA3 y aparecia
asimismo en el medio de cultivo (Maywald et al,1988).

El ICP recombinante, dada la secuencia del gen, del propio vector pINIII-
OompA3 y el hecho de que se hubieran de afadir linkers para insertarlo en
dicho vector, presentaba 10 aminodcidos extra en su extremo N-termnal
respecto al inhibidor nativo, por lo que se denomind ICPr+10.

3. Obtencion del vector pIMAM3. Expresion del ICPr

Como se describié en el apartado anterior, se habia construido el vector
PIMAM1 uniendo linkers EcoRl al gen sintético para el ICP y clonandolo en el
sitio EcoRI del vector PINIl-ompA3 (Ghrayeb et al., 1984). De dicho vector
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se obtuvieron los fragmentos Xba-Hind Il (que comprende el peptido seral
ompA y parte del gen) y EcoRI-EcoRl (que comprende el gen) y se clonaron en
el vector M13mp18, originando los vectores M13-PCIXH12 y M13-PCIE12,
respectivamente. Los fragmentos clonados en ambos vectores se

secuenciaron. Se disei¢ un oligonucledtido para deleccionar el fragmento
de 30 pb correspondiente a los 10 aminoacidos adicionales del ICP+10.
Usando dicho oligo se realizo una mutagénesis dirigida segun el método de
Nakayame and Eckstein (1986) sobre el vector M13-ICPXH12, obteniendo el
vector M13-ICPD2, que presentaba la deleccién. Dicho vector se corts con
Xbal+Hindlll, el fragmento de 160 pb resultante se ligo al fragmento Xbal-
Hindlll de 7000 pb del vector pIMAM1, originando el plasmido pIMAM2. EI
fragmento BamHI de 7500 pb de pIMAM2 se ligé al fragmento BamHI de 130
pb de pMAM1, originando el vector pIMAM3. En &l el primer codén del gen del
ICP sigue directament al dltimo residuo del peptido sefdal de secrecidon
ompA. El fragmento Xbal-EcoRI de pIMAM3, que comprende el peptido senal
ompA y el gen ICP, se cloné en M13mp18 (originando el vector M13-PCIF1) y
secuencio, comprobandose que el gen tenia la secuencia correcta y estaba
insertado en marco de lectura.

Para expresar el ICP recombinante sin aminodcidos adicionales (ICPr) se
hizo crecer la cepa de E.coli MC1061 transformada con pIMAM1 o pIMAM3
en medio M9CAS+50 ug/ml de ampicilina, a 37°C: induciéndose la
expresion del gen mediante la adicién de IPTG a una concentracion final de
0.2 6 2mM. 24 horas después de la induccién, los cultivos se centrifugaron
y se recuperd el sobrenadante para cuantificar la cantidad de ICPr
presente en el. Dichas cuantificaciones se realizaron mediante pruebas de
actividad inhibidora de carboxipeptidasa (Hass and Ryan, 1981) y tests
ELISA usando los anticuerpos anti-ICP de que se disponia.

La expresion del gen ICP en pIMAM1 produce un ICP recombinante con 10
aminoacidos adicionales en el N-terminal (ICPr+10), mientras que en
pPIMAM3 produce un ICP recombinante sin residuos adicionales (ICPr).
Ambas formas se encuentran casi exclusivamente en el medio de cultivo.
Su produccién tiene lugar durante la fase exponencial del crecimiento de
los cultivos de E. coli.

A continuacion se ensayaron diversas cepas de E. coli, asi como
diferentes condiciones de cultivo para optimizar la producciéon de ICPr.
Las cepas MC1061 y HB101 resultaron ser las mas productivas, mientras
que las TG1 y JM109 producen diez y tres veces menos ICPr,
respectivamente. Respecto a las condiciones de cultivo. se ensayaron
distintas fuentes de carbono (glicerol, glucosa, lactosa) a diferentes
concentraciones, halldndose que la maxima produccién de ICPr se obtenia
a un 0,5% de glicerol (1,5 a 2,5 ug ICPr/ml de cultivo). La mejor
temperatura para dicha produccion son 37°C, y no hay diferencias
significativas en la misma en cultivos inducidos con 0,2 a 2mM IPTG 0 a
4h después de iniciarse el cultivo.

4 Purificacion del ICPr. Homogeneidad vy caracterizaciéon del ICPr
purificado

Se ha disefado un protocolo para purificar el ICPr a partir de cultivos de
E. coli diferente a los previamente descritos para la purificaciéon de ICP
natural a partir de patata (Hass et al., 1979: Pearce and Ryan, 1983).

Para dicha purificacion se partio de un cultivo de 0,5 | de E. coli
MC1061(pIMAM3). Este se centrifugd y el sobrenadante se concentrd
usando cartuchos Sep-Pak C18. El material resultante se cromatografic en
una columna TSK-DEAE usando un sistema de FPLC. Las fracciones con
actividad inhibidora de carboxipeptidasa se concentraron usando de nuevo
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un cartucho Sep-Pak y el material resultante se sometic a HPLC usando
una columna C4 (fase inversa), eluyendo el ICPr en un solo pico homogeneo.
En conjunto, se obtuvieron 0.5 mg de ICPr aparentemente homogeneo a
partir de los 0,5 | de medio con un rendimiento del 52% y una purnficacion
de 16 veces.

La pureza de la preparacion final de ICPr se verifico sometiendo una
muestra del mismo a HPLC usando una columna C4 analitica. Se obtuvo un
solo pico, demostrandose que dicha preparacion era pura.

Se determind la K, del ICPr de acuerdo con el método de Henderson
(Henderson, 1972), que resulté ser de 1,8 nM; valor que estd dentro del
rango de K previamente descrito para el ICP-Il salvaje (1,5 a 2,7 nM:
Hass and Ryan. 1981). Asimismo se ha hallado la masa molecular del ICPr
mediante espectrometria de masas, y ha resultado ser de 4295,
exactamente igual a la masa molecular esperada a partir de la secuencia
de aminoacidos del ICPr.

5. Produccion del ICPr en fermentador

Actualmente se ha puesto a punto en nuestro laboratorio un sistema de
produccion del ICPr a gran escala mediante el uso de fermentador (LH
serie 210 modelo direct drive sistem), obteniéndose una producciéon de 10
a 15 mg ICPr/l. Para su purificacion se usa el protocolo descrito con el
correspondiente escalado.

BIBLIOGRAFIA

Ausubel, F.M. et al (1987) "Current Protocols in Molecular Biology". John
Wiley and sons, New York

Billings, P.C. et al. Carcinogenesis 10 (1989) 687

Bullock, J. and Kristiansen,P. In "Basic Biotechnology" (1987). Academic,
London.

Ghrayeb, J. et al. EMBO J. 3 (1984) 2437

Frank, R. et al. Methods in Enzimology, 154(1987):221-249

Hass, G. H. et al. Plant Physiol 64 (1979) 1022

Hass, G. H. and Ryan, C. A. Meth Enzimol 80 (1981) 778

Henderson, P.J.F. Biochem. J. 127(1972) 321-333

Maywald, F. et al (1988) Gene 68:357-369

Messing, J. (1983). Meth Enzimol 101:20-78

Nakamaye, K. L. and Eckstein, F. Nucl Acid Res 14 (1986) 9679

Pearce, G. and Ryan, C. A. Analyt Biochem 130 (1983) 223

Robson, B. and Garnier, J. "Introduction to Proteins and Protein
Engineering". Elsevier.

Sanger, F. et al. Proc Natl Acad Sci USA 74 (1977) 5463

Sharp, P.M. et al. Nucleic Acid Res 16(1988):8207-8211Maniatis, T. et al
(1989). "Molecular Cloning: A Laboratory Manual". Second Edition. Cold
Spring Harbor, New York.

Taylor, J.W.et al (1985). Nucl Acids Res 13:8749-8785



ety




CLONATGE D" UN c¢DNA DE RONYO QUE INDUEL, EN OOCITS DE XENOPUS
EL SISTEMA bO,+ DE TRANSPORT D'AMINOACIDS. UNA NOVA FAMILIA
DE TRANSPORTADORS D'AMINOACIDS A MAMIFERS.

Joan Bertran*, Josep Chillarén*, Andreas Werner#, Simona Magagnin#,
Jurg Biber#, Xavier Testar*, Antonio Zorzano*, Heini Murer# i Manuel
Palacin*.

* Departament de Bioquimica i Fisiologia, Universitat de Barcelona.
# Physiologisches Institut der Universitat Ziirich.

Hem aillat un clon de ¢cDNA d'una llibreria d'expressi¢ de ronyé de
conill per expressio funcional de transport de L-alanina i L-arginina en
oocits de Xenopus laevis. El RNA sintetitzat a partir d'aquest clon indueix
un unic component de transport per aminoacids dibasics i neutres.
Aquesta activitat de transport correspon al sistema bO.*+ descrit
funcionalment en blastocists de ratoli. E1l mRNA de rBAT (related to bO.+
amino acid transporter) es troba fonamentalment a escorca renal i
mucosa intestinal. Aixi, mRNA de mucosa intestinal indueix activitat de
transport del sistema b0+ a oocits que és sensible a la deplecci6 per
hibridacié amb un oligonucleotid "anti-sense" de rBAT. rBAT codifica per
una proteina de 77.8 kD que sembla una glicoproteina de membrana de
tipus II amb un sol segment transmembrana i 7 llocs putatius de
glicosilaci6é cap a l'extrem C-terminal després del segment putatiu de
transmembrana. Traducci6 in vitro del RNA de rBAT en preséncia de
microssomes pancreatics ha donat lloc a una proteina glicosilada sensible
a endoglicosidasa H. El marcatge de la proteina (35S metionina) a I'oocit
evidencia diferents estats de maduracié sensibles a incubacié amb
tunicamicina i interaccio per ponts disulfur amb una altra subunitat de
la mateixa o una altra proteina. La proteina codificada per rBAT
presenta una homologia significativa amb una altra glicoproteina de
membrana de tipus II, la cadena pesada de l'antigen de superficie 4F2
(4F2hc). Quan hem injectat RNA corresponent al 4F2hc hem observat
que també indueix transport d'aminoacids basics i neutres pero
mitjan¢ant un altre sistema de transport que s'ha definit funcionalment
com a y*. Els nostres resultats ens permeten proposar que una nova
familia de glicoproteines de membrana de tipus II (formada per rBAT i
4F2hc) esta involucrada en el transport d'aminoacids, ja sigui com a
activadors molt especifics, 0 com a components dels sistemes de
transport d'aminoacids.
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Obtencion de Mutantes de la Procarboxipeptidasa B
de Pancreas Porcino en su Segmento de Activacion

Villegas V.", Vendrell J.", Catasus LI." y Avilés F.X.'2

! Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular Fac. Ciencias. Universidad Auténoma de Barcelona

Instituto de Biologia Fundamental. Universidad Auténoma de Barcelona

Resumen

Mediante la utilizacion de fragmentos obtenidos por PCR y oligonucledtidos
sinteticos, se ha construido una bateria de mutantes en la region del segmento de
activacion de la procarboxipeptidasa B. Ello permitira constrastar las hipotesis sobre
la relacion estructura-funcién, obtenidas a partir de datos estructurales y del
mecanismo de activacion de este proenzima.

Introduccion

La procarboxipeptidasa B (PCPB) es la forma inactiva en la que se sintetiza
y secreta la carboxipeptidasa B (CPB) en el pancreas. Su estructura tridimensional es
conocida, tanto en el proenzima [1], como en su segmento de activacion (SaB) aislado
[2]. Asi mismo, se conoce su proceso de activacion triptico (3] que muestra la
particularidad de que el SaB liberado no mantiene la capacidad inhibitoria mostrada
por su forma homéloga Sa A, liberado en el proceso de activacion de la
procarboxipeptidasa A (PCPA) [4]. Entre ambos procesos se observan una serie de
diterencias que pueden ser explicadas en base a motivos estructurales diferenciales
entre ambos proenzimas [5]. Las hipdtesis derivadas para la relacidn
estructura-funcion, seran contrastadas gracias a la obtencién de los siete mutantes
aqui descritos.

Materiales y métodos

Materiales

- cDNA de PCPB obtenido mediante amplificacion por PCR.

- E. coli MM294 (R M™)

- Oligonucleotidos sintetizados en un sintetizador de DNA ABI 380B (Applied
Biosystems)

- PCR "termocicler” PEKIN ELMER CETUS

- "GeneAmp PCR Reagen Kit"

- Secuenciador de DNA automatico por fluorescencia (Applied Biosystems)

- Enzimas de restriccion, T4 ligasa, T4 polinucledtido kinasa y fosfatasa alcalina
(Boheringer Mannheim).

- Kit de purificacion de DNA Plasmidico (Qiagen)

- "Oligonucleotide puryfication columns" (Applied Biosystem)

- "PD10 Columns" (Pharmacia)

- Geles de acrilamida con gradiente 4-20 % en presencia de TBE (Schleicher &
Schuell)

Purificacion de los oligonucledtidos

El tamario de los oligonucledtidos a utilizar como "primer" en PCR rondaba
los 40 nucleotidos, por lo que se purificd en columna utilizando el kit "Oligonucleotide
puryfication Columns" (OPC, Applied Biosystems). Sin embargo, los oligonucledtidos
disefiados para mutageneizar por cassette contenian 73 nucleétidos. por lo que fue
necesario purificar mediante geles de acrilamida al 12 % en conciciones disociantes
(7 M urea), seguido de cromatografia en c%umna PD10 (Pharmacia).
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Hibridacion y fosforilacion de los oligonuclectidos sintéticos

El oligonuclestido disuelto a 0.1 ug\ul en TE se calenté a 70 -C durante 30
min., se combinaron 50 ul de cada par de homologos y se repitio el tratamiento de
desnaturalizacion. El atemperamiento a 37 °C se realizé en 2 h, momento en el que se
trato con Kinasa durante 30 min. Con ello se consiguieron fragmentos de dsDNA
codificantes para cinco mutantes: Gin 89 / Glu, Gin 89 / lle, Gin 89 - Val 94 / secuencia
homologa en PCPA, Val94 / Ser y el doble mutante Arg 93 & 95/ GIn.

"Polymerase Chain Reacction"

Esta técnica ha sido utilizada para la obtencion de los mutantes que no
permitian la introduccién de oligonucledtidos sintéticos por falta de dianas de
restriccion flanqueantes suficientemente cercanas.

La primera mutacién realizada fue silenciosa e introdujo dos dianas de
restriccion (Xho | y Pvu 1) que facilitaron la clonacion posterior de oligonucledtidos
sintéticos portadores de mutaciones especificas.

La segunda mutacién realizada fue la deleccion de una region de cuatro
residuos (presentes en la forma B pero no en la A) mediante el disefio de "primers"
carentes de esta region. Una vez comprobado la introduccion correcta de la mutacién
por secuenciacion, se utilizo este DNA como molde para obtener una tercera
mutacion que incluia la substitucion de residuos laterales.

La concentracion del cDNA-PCPB molde utilizada en la reaccidn de
amplificacion fue de 10 pg/ul, mientras que la de los "primers" fue de 1 uM. Las
temperaturas de hibridacion fueron calculadas con el programa "University of
Wisconsin, genetics computer group” y en todos los casos se utilizaron 100 ul de
reaccion y 30 ciclos.

Purificaciéon de los productos de PCR

Para productos menores de 200 pb se utilizaron geles de acrilamida con
gradiente 4-20 % en presencia de TBE (S&S) para poder resolver la banda producto
correspondiente al "primer-dimer”. Para productos mayores se utilizé la purificacion en
agarosa al 1 %,

Concatamerizacion de los productos de PCR

Se hizo un tratamiento con T4 polimerasa durante 15 min para obtener
extremos romos, seguido de la fosforilacion y ligacién a 14 °C durante toda una
noche. Una vez comprobada la eficiencia de la reaccion mediante agarosa al 1 %, se
eliminaron los enzimas contenidos en el medio mediante extraccion fenolica y se
restringié con los enzimas adecuados.

Clonacién y secuenciacion

Los fragmentos de DNA portadores de mutaciones se clonaron en el vector
de expresién pHDM 208 conteniendo el cDNA-PCPB completo. Se realizaron andlisis
de restriccion previamente a la secuenciaciéon en un "ABI syntetizer". Todos los
mutantes han sido comprobados por secuenciacién.

Resultados y Discusién

Purificacion de los oligonucledtidos

Aungue Ia técnica de OPC sea mas rapida que la purificacion en gel,
muestra el inconveniente de que no resuelve oligonucleétidos de longitud mayor de
50 mer. En el disefio de los oligonucledtidos sintéticos para las mutaciones cassette
se minimizo la longitud de los mismos introduciendo las dianas de restriccién Xho | y
Pvu | flanqueantes de la regién GIng89-Arg95 que permitieron la mutagénesis
mediante oligonucledtidos sintéticos de 73 pb.
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Clonacion de los mutantes

La clonacion de ios oligonucledtidos sintéticos fue senciila gracias a ia
sintesis simultanea de adaptadores para dos enzimas de restriccion distintos que
permitieran un unico posicionamiento del fragmento a clonar.

En cambio, la clonacién de los fragmentos obtenidos por PCR, requirid de Ia
concatamerizacion de los mismos previamente a la digestion doble que originaria un
fragmento posicionable. Con ello se consiguio aumentar la eficiencia de restricciones
realizadas en el extremo del producto de PCR.

Mutantes deleccion

En la PCPB existe una region, Pro 40 - Lys 47, que no guarda homologia
con la zona correspondiente a la PCPA y en la que ademas se encuentran cuatro
residuos, Val 43 - lle 46. no presentes en PCPA. Esta region de la PCPB es conocida
como lazo inhibidor por que se piensa que esta implicada en la inhibicidn en el
proenzima. La deleccion y substitucion simultanea de esta region no pudo ser
realizada directamente por PCR sobre el cDNA-PCPB salvaje que se usé como molde
debido a que el numero de desapareamientos no permitié la hibridizacion de los
"primers". Por ello se construyé el mutante deleccion y se usé este como moide en la
mutagenesis por PCR del mutante deleccidn con substituciones laterales.

Mutantes Gin 89

La Gin 89 de la PCPB, esta implicado en un puente de hidrégeno
establecido con el centro activo del enzima. Se han construido tres mutantes de este
residuo:
- GlIn 89 / Glu: Se espera la formacidn de un puente salino.
- Gln 88 / lle: Destruccion de la interaccion.
- GIn 89 - Val 94 / secuencia homologa en PCPA: Ademas de la formacion del un
puente salino, se insertan cuatro residuos, Gin 89-Phe 90, que no se encuentran en la

forma B pero si en la A. Esta region que se pliega en hélice a de mayor longitud en la
PCPA, parece ser la responsable del mantenimiento de la interaccién SaA-CPA
despues de la accion triptica.

Mutantes en el C-terminal del SaB

El SaB una vez liberado por accion triptica, sufre proteolisis C-terminal por la
CPB recién generada. Se han construido dos mutantes en esta region:
- Arg 93 & 95/ GIn: La Arg 95 es la diana de la accion triptica, mientras que la Arg 93
puede ser una diana secundaria. Con este mutante se pretende ensayar la capacidad
de la tripsina para activar por accién sobre una tercera diana, Arg 83, que no parece
ser accesible en el proenzima aunque si que lo es en el SaB liberado.
- Val 94 / Ser: Este residuo es liberado por accidén carboxipeptiddsica. Con este
mutante se pretende parar la proteolisis C-terminal y demostrar la incapacidad del
SaB para mantenerse unido al enzima.

Expresion de los mutantes
Se pretende expresar estas PCPB mutantes en Saccharomyces cervissiae,

mediante el sistema del factor a [6 |.
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ACTIVACIO TRANSCRIPCIONAL DEL GEN DE LA HISTONA H1°
AL, SNC DE RATOLINS TRANSGENICS

I. Ponte, M. Monzbé*, J. L. Jorcano¥, A. Alonso* and P. Suau.
Dpt. de Bioguimica i Biologia Molecular de la Facultat de
Ciéncies UAB (Barcelona).+*Dpt. de Anatomomia de la Facultat
de Medicina UB (Barcelona). #CIEMAT (Madrid) *Institute of
Cell and Tumor Biology, German Cancer Research Center
(Heidelberg) Germany.

Per tal de poder estudiar 1 expressidé espaial i
temporal del gen de la histona H1® en el sistema nerviés
central, s’han obtingut linies de ratolins transgénics. En
aquest ratolins s’ha introduit una construccié génica
formada per la regié 5° flanquejant (3.141lpb) del gen de la
histona H1° de ratoli i la zona codificant del gen Lac 2Z
d’E. coli. El cervell i el cervellet han estat examinats
mitjancant la tincibé de la B-gal a diferents moments
després del nnaixement. El dia 9 després del naixement ha
estat el primer dia que s’observa tincid, sobretot a la
capa granular externa 1 interna del cervellet, a la
formacié hipocampal (gyrus dentatus i stratum-granulosum) i
a les primeres capes de 1l 'escorg¢a cerebral. El nivell
d’expressié s incrementa fortament a partir d’aquest dia.
En el dia 12, després del naixement s observa fortament
tenyit un nucli hiopotalamic. Des del dia 15, 1 expressié
s’extén a les altres capes de 1l escor¢a cerebral. En cap
dels - dies estudiats s’'observa tincidé a les cél.lules de
Purkinje. r’activacié postnatal del promotor de la histona
H1° en el SNC coincideix amb la diferenciacid terminal de
les neurcones, i no estd relacionat amb la determinacid
neurcnal, 1la cual té lloc fonamentalment ambans del
naixement. La coincidéncia de 1l"acumulacié de la histona
H1° a les neurones d’escor¢a cerebral amb 1 activacié
transcripcional dels transgens indique que 1l acumulacié en
neurones diferenciades té un component transcripcional.
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UTILITZACIO DE VECTORS D’EXPRESSIO EN E.coli PEL CLONATGE DE
REGIONS VARIABLES D'ANTICOSSOS

E. Rosell, A. Gomez, J. Piulats
Laboratori de Bioinvestigacié, Merck-Igoda.

Resum

La humanitzacié d’anticossos monoclonals murins mitjangant
la creacio d'anticossos quimérics murins-humans, millora la
possibilitat de que aquests puguin ser utilitzats com agents
terapéutics efectius en la terapia del cancer.

S'han clonat, després d'una amplificacidé per la reaccié en
cadena de la polimerasa (PCR), les regions variables
corresponents a les cadenes pesants i lleugeres d’'un anticés
monoclonal muri amb activitat anti-ganglidsid GD3 en vectors
d'expressié en E.coli. Aquests vectors contenen les regions
constants humanes gamma 1 i kappa i, per tant, els bacteris
produiran el fragment Fab de l'anticds quiméric.

Introduccid

Els anticossos monoclonals produits contra determinats
antigens poden ser utilitzats en terapia contra el cancer.
Els anticossos monoclonals murins presenten perd alguns
inconvenients com sén la seva immunogenicitat (resposta
anti-globulina contra 1'anticos subministrat) en humans i la
seva poca capacitat, en molts casos, d’activar convenientment
les funcions efectores (citotoxicitat) (1).

La produccciéd d'anticossos humanitzats, on la part
variable prové de l’'anticds muri i la part constant correspon
a una immunoglobulina humana, solventa aquests problemes. A
més a més, molts dels hibrids produeixen anticossos especi-
fics, perd son de 1l'isotip menys interessant: 1'IgM. La
tecnologia molecular permet produir anticossos monoclonals
de 1'isotip que més interessi. L’'IgGl humana s'ha demostrat
(2) com 1'isotip més efectiu com a mitjanger de la citotoxi-
citat ( cel.lular o activant el complement).

Les regions variables de la cadena pesant i lleugera de
l'anticos 136 2A10 han estat amplificades per PCR utilitzant
"primers" especifics que introdueixen llocs de restriccid
adients per a dur a terme el posterior clonatge en els
vectors d'expressio.

Material i métodes

Es treballa amb l’'’anticdés monoclonal muri anomenat 136
2A10 prodult en el nostre laboratori després d’una fusié de
cel.lules de melsa de ratoli %mmunitzat amb les cél.lules de

8
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melanoma WM-164 amb la linia de mieloma muri HLI-Friendly
Aquest anticds monoclonal, de 1'isotip IgM, presenta una alta
afinitat pel GD3 i una gran reactivitat contra cél.lules de
melanoma humanes.

Es prepara 1'ARN (3) i 1’ADNc de primera cadena (4)
utilitzant un oligonucledtid dT,; com a "primer".

Es van dissenyar un conjunt de "primers" per amplificar
les regions variables murines de les cadenes pesants |
lleugeres. Aquests "primers" (Taula 1) van ser dissenyats per
tal de que hibridessin en les regions estructurals 1 i 4
(FR1 1 FR4) d'ambdues cadenes (5 i 6). Aquests oligonucleo-
tids van ser sintetitzats en un sintetitzador Applied
Biosystems 391 i purificats mitjangant una cromatografia en
fase reversa utilitzant un Cig:

Per a 1'amplificacié

R = YHI1IFOR2 (32- ] H
brid ARN-ADNc, 50 pmol de 5._mm“cm*‘af;c‘”ccmchccc‘3_

|

mitjangant la PCR, es va ‘9rimera’ osdena peesnt ‘
utilitzar una barreja de |,,,srcx (22-mer) Patl: |
reaccié de 100 pl que con- 5'- AGGT(C/GHA/CIAIA/GICTACAQ(C/T) [
tenia: 0,5 o 1 pul de 1l'hi- ARTEAE IS - J
]

|

cadascun dels "primers" 3’
i1 5', 200 uM de cada dNTP, ‘2rimers’ gadena Ileugera |
10 mM Tris -HCl pH 8,3, 50 | VK2BACK (24-mer) 8ac 1.

mM KCl, 1,5 mM MgCl, i 2 U ®'-@ACATT@AGCTCACCCAGTCTCCA -3 -'

de Taq polimerasa (Cetus). "‘;?gcgﬁ.‘{;’;’a’d&ammmccc_3,
Les mostres es sotmeteren

a 25 cicles (94°C 1 min,
60°C { min, I72'C 1 min) tavlas 1

després d'una des-

naturalitzaciéd inicial a

98°C durant 5-10 min utilitzant un bloc térmic programable,
Una desena part del producte de la PCR va ser analitzada en
un gel al 2% d’agarosa.

Es van utilitzar dos vectors capagos d’expressar el
fragment Fab en E.coli basats en el pUC 18 (7). El vector
FVHD1.3II va ser dissenyat per a clonar les regions variables
de les cadenes pesants, mentre que el FVKD1.3II ho va ser per
a rebre les regions variables de les cadenes lleugeres
(Figura 2). Els vectors contenien la seqiéncia pel peptid
senyal Pel B (8), un lloc de clonatge miltiple i la seqiiéncia
codificant pel fragment Fd de 1'anticés D1.3 (9 i 10). El
vector per a les cadenes pesants contenia la regidé constant
CH1 de la gamma 1 humana (11). El vector per a les cadenes
lleugeres contenia la regid constant kappa humana integra
(12 )

Els productes resultants de la PCR foren purificats i
digerits exhaustivament amb els enzims adients (Pstl i BstEII
per als productes de la cadena pesant i SacI i Xhol per els
productes de la cadena lleugera). Els productes de la PCR
digerits i purificats foren cl?;ats en els vectors que també
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havien estat digerits |
i purificats. Els pro- |

ductes de la 111'3&5&3 [ Vectors d'expressié en E.coli (1gG1) I
cadenes pesants i |

lleugeres, van ser g B

introdiiits en cel.- | £oe 8§ £ ,nogi 38ncayon

lules FE.coli TGl per | _____ T
electroporacid. Les I \».——-——'—"'
dues genoteques (FVH i
FvL) es van crivellar |
utilitzant la  PCR !
(13 ) De diversos | -
clons recombinants es |

va preparar el DNA

plasmidic de doble ~2 9 Fvk D13 X nc. 3
cadena (14) i es va __-__._
seqlienciar wutilitzant ‘ —
el métode de la ter- |
minacid per dideoxi- | Fvk Dt 3
nucleodtids (15). F

! e

Figura 2

Resultats i discussié

La figura 4 mostra el resultat d'una amplificacié mit-
Jangant la PCR. Els productes corresponents a les regions
variables van ser al voltant de 300 Pb, mentre que en
amplificar el fragment Fd es van obtindre bandes de 700 pb.

Figura 3: Analisi elec-
troforética dels productes
de la PCR en gel d’'agarosa
al 2X. Carrers 1 i 11:
marcador 1Kb. Carrer 2
control positiu (500 pb).
Carrils 3 a 5 amplificacié
del fragment Fd: blanc i
cadena pesant respectiva-
ment. Carrers 7 a 9 am-
plificacié de les regions
variables: blanc, cadena
pesant i cadena lleugera.
Carrer 10: marcador X174-
HaelIlIlI.

Figura 3

En la PCR, la rampa de temperatura entre els passos d'hibri-

dacidé i extensidé de la cadena va ser allargada fins a 2,5
80
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seg/'C, mentre que en els altres passos del cicle el canvi de
temperatura per a passar d’una a altre fou de 0.5 seg/"'C.
Aquest fet, juntament amb una temperatura d’ hibridacié
elevada (60°C), millora 1la fidelitat de la unié dels
"primers” i disminui els errors de la polimerasa.

Després de 1’amplificacié els fragments resultants van ser
purificats, ja que l'exces de "primers" dificulta enormement
l'activitat de les endonucleases de restriccid i disminueix
l'eficiencia del clonatge. Aixi mateix, fou necessari després
de les digestions tornar a purificar els productes d'interés.

L'eficiencia de transformacié utilitzant cél.lules TG1 i
electroporacié fou de 5x10%. Es prepara el DNA plasmidic de
diversos clons positius, segqiienciant-ne uns quants per a
poder detectar possibles errors introduits per la Tagq
polimerasa. Per a la cadena pesant no s'obtingué cap clon amb
la seqiiéncia completa de la regié variable, indicant la
presencia de dianes internes per als enzims PstI o BstEII.
Per tal de clonar tota la seqiiéncia corresponent al fragment
variable de la cadena pesant, el producte de la PCR amb
extrems roms fou clonat en pUC18-Smal.

La seqiiéncia codificant pels amminodcids de les regions
variables de les cadenes pesants i lleugeres de l'anticos
1362A10, fou comparada amb altres regions variables murines
i classificades segons Kabat (16). La regid variable de la
cadena pesant correspon al grup muri IIA, presentant en les
regions estructurals una elevada homologia amb les seqliéncies
consensus. La regié variable de la cadena lleugera té
l'estructura d'una cadena kappa murina del grup VI.
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CANVIS A L'EXPRESSIO DELS GENS I i Il DE LA CALMODULINA EN EL CERVELL
DE RATA, PRODUITS PEL NEUROTOXIC LINDANE.

Sénia Barrén, Josep M# Tusell* i Joan Serratosa
Dept. Farmacologia i Toxicologia, * Dept. Neuroquimica. CID-CSIC. Jordi Girona 18-26.
08034 Barcelona.

RESUM

Hem estudiat, en el cervell de rata, I'expressid de dos gens diferents que
codifiquen exactament per la mateixa sequéncia d'aminoacids de la calmodulina. Hem
amplificat les sondes de cDNA per aquests gens i mitjangant Northern blots hem
detectat canvis en |a seva expressio en escorga cerebral, després d'administrar I'agent
neurotoxic convulsivant lindane (y»-hexaclorciclehexa). Aquests canvis es produeixen
a les poques hores d'ésser administrat el lindane. Es manifesten com una disminucié
de l'activitat transcripcional i sembla que hi hagi una relacié dosi-resposta.

INTRODUCCIO

Ellindane, isomer y del hexaclorciclehexa, és un potent plaguicida ampliament
emprat i que també té aplicacions en veterinaria i medicina. S'ha demostrat que
aquest compost és neurotoxic a totes les especies animals estudiades; concretament
en humans i altres mamifers provoca hiperexitabilitat, tremolors i convulsions (Joy,
1982; Wooley et al., 1985; Tusell et al., 1987). Diversos autors han proposat el canal
de clor lligat al receptor GABA, com a lloc d'accid del toxic (Lawrence i Casida, 1984;
Abalis et al., 1985). Nogensmenys diferents estudis suggereixen que també poden
haver-hi altres mecanismes d'accié (Bloomquist et al., 1986). En diversos treballs hem
demostrat que el lindane és I'inic isomer del hexaclorciclehexa que activa I'expressié
del c-fos. En un recent treball hem demostrat que tant el lindane com el BAY K
provoquen un augment de la calmodulina al nucli de les neurones al cap d'una hora
de la seva administracié (Vendrell et al., 1992). En condicions normals molts
processos cel.lulars son regulats pels nivells de Ca** presents al citosol, el qual no
actua amb la seva forma idnica lliure, sino lligat a determinades proteines. La
calmodulina (CaM) és la principal proteina acceptora de Ca** en cél.lules no
musculars (Means et al., 1982). Fins ara s’han clonat del genoma de rata tres gens
diferents que codifiqguen per la mateixa proteina (Nojima 1989): CaM | que s'expresa
en dos mHNAs provinents de senyals de poliadanilaci¢ alternatives (1,7 i 4 kb), CaM
Il (1,4kb) i CaM Ill, igualment amb dos mRNAs (0,8 i 2,3 kb). En aquest treball
presentem un estudi de l'expressié dels gens CaM | i CaM Il com a resposta a
I'administracié del lindane.

MATERIAL | METODES

A) Obtencié de sondes

Les sondes especifiques dels gens CaM | i CaM |l emprades en aquest treball,
han estat amplificades a partir dels cDNAs insertats en un plasmid pUC.
Posteriorment s'han purificat digerint-les amb I'enzim de restriccié Bam Hl.
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B) Tractament dels animals

El lindane ha estat dissolt en oli d’oliva i administrat oralment mitjan¢ant sonda
intragastrica. Les rates control han estat administrades amb oli d'ocliva. Els animals
shan decapitat a diferents temps post-administracid. Les escorges han estat
disseccionades rapidament i congelades a -80°C per la posterior purificacio del RNA.

C) Aillament del RNA i Northern blots.

L'obtencié del RNA s'ha fet segons el métode de LiCl-urea (Gubits, et al.,1989).
Les diferentes mostres de RNA s'han fet correr en un gel d'agarosa al 1,2% i s'han
transferit a una membrana de nylon. La hibridacié s'ha fet tota la nit amb sondes
marcades amb [*P]a-dCTP (Amersham) seguint el métode Oligo-labeling
(Pharmacia).Les membranes han estat rentades amb diferentes condicions
d’astringéncia segons la sonda emprada i exposades dos dies a -80°C.

C) Analisi dels resultats

Com a control tots els northerns han estat hibridats amb una sonda del gen de
I'actina. L'analisi de les bandes ha estat feta amb un Densitdmetre Laser (LKB). S'han
comparat els quocients dels valors d'absorbancia de les bandes corresponents a la
CaM partits pels valors d'absorbancia de les bandes de l'actina.

RESULTATS

Per poder caracteritzar I'accié del lindane sobre I'expressié dels gens de la
calmodulina hem dut a terme una corba de temps, axi com un estudi dosi-resposta.
A la figura 1 (B,C) es presenten els Northerns de CaM Il i de la actina corresponent
que procedeixen del mateix gel després de tractar als animals amb una dosi
convulsiva de lindane (30 mg/Kg pes corporal). A la Figura 2 es mostren els resultats

C 8 16 24 32 40 120

45 ¢ 4 P"‘g .?
T“’ L ﬁ A

t

Figura 1. Expressié de
CaM Il. Els numeros
indiquen les hores
després de
B I'administracié  de
lindane (30 mg/kg pes
corporal). A: carrega
del gel; B: CaM II; C:
C Actina.
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de les diferentes dosis estudiades al llarg del temps. A dosis no convulsives ens
trobem en dues situacions: a 10 mg/kg de pes corporal, dona un increment significatiu
de I'expressio del gen CaM Il a partir de les 24 hores de I'administracid del lindane.
Aquest increment es manté a les 40 hores de I'administraci; a 20 mg/kg, no hi ha
canvis significatius de I'expressié. A dosi convulsiva (30 mg/Kg) hi ha una forta
disminucid dels valors basals de transcripcié que es comenga a detectar a les 24
hores i es manté fins a les 40.

B 1757 CaM |
4 1501 Figura 2. Expressi6 de
S 125 1 8 oo CaM Il L 10, L 20, L
@ - "
° e 30 indiquen les dosis
#1007~ 7 7 de lindane (mg/kg) a
751011 7 ’ diferents temps
Z Z 2
Al | 7 Z (hores) després de
| P A I’administracio.
F4 % Fq |l
251011 | 7 A L’ordenanda indica el
0_ % , 7 % respecte els valors
1 8 16 24 32 40 control.
temps (h)

A la figura 3 es veu un Northern del gen CaM | corresponent als animals
tractats a dosi convulsiva. Es poden observar les dues bandes descrites ( 1,7 i 4 kb).
En aquest cas, la disminucié d'expressié la tenim principalment a la banda de 4 kb,
tot i que , tal com mostra la figura 4, els valors relatius de densitat optica de les dues
bandes varien poc.

C 1 8 16 24 32

. -’ ' 175 CaM | B conval
Qv
hel
- @ d @ L20
.:' :é’ 150 O L3
S 1251
@
e $ ©
3

Figura 3. Northern de
CaM |I. Els numeros
indiquen el temps
després de
I'administracié de
lindane a dosi
convulsiva.

RN KON
SR KON
BRI NI |
AN KON

IR B IR
3

7
Z
Z
Z
Z
v
%z
7
%
Z
7z
z0|
A |
Za

temps (h)

Figura 4. Expressi6 de CaM | en les
mateixes condicions que a la Figura 2. La
part superior de les barres representa la
banda de 4 kb i la part inferior la de 1,7.
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DISCUSSIO

El treball que presentem és un estudi preliminar sobre la possible afectacié
diferencial de dos gens que codifiquen per la calmodulina. Els nivells d'expressié
basal d'aquests gens que hem trobat a I'escorga de cervell, coincideixen amb els
d'altres estudis referits a la distribucid cerebral de I'activitat de la calmodulina (Zhou
et al., 1985) i a la localitzacio per hibridacio in situ dels mMRNA del gen CaM |. D'altra
banda, hi ha treballs que presenten modificacions de I'expressid d'aquests gens
durant el desenvolupament i a cel.lules transformades (MacManus et al., 1989).
Aquestes modificacions a vegades sén increments de l'expressié i daltres,
decrements. Els nostres resultats indiquen que a dosis baixes de lindane (10 mg/kg)
hi ha un increment de I'expressio del gen CaM Il mentre que a dosis convulsives (30
mg/kg) hi ha una forta disminucié tant de CaM | com de CaM Il i que es manté
després de bastantes hores de I'administracié de I'agent neurotoxic. No sabem quines
son les consequéncies ni el per que d'aquests canvis. No obstant, cal dir que donada
la diversitat de funcions de la calmodulina al cervell, un canvi en els nivells de
transcripcié podria significar una variacié dels nivells de calmodulina i aixd podria
repercutir en I'activitat d'enzims calmodulina dependents com la proteina quinasa I,
la calcineurina, MLCK, etc. De fet hi ha estudis en que els efectes tdxics de metalls
com el zenc es tradueixen en una inhibicié de la fosforilacié en general i de I'activitat
de la proteina quinasa Il calmodulina dependent. El nostre treball encare no permet
aportar res en aquest sentit perd el fet de que un agent com el lindane, que modifica
els fluxes neuronals de calci, provoqui canvis a I'expressid dels gens de la
calmodulina, permetra aportar coneixements sobre els mecanismes d'accié dels
agents convulsivants aixi com sobre els esdeveniments que sén conseqiiéncia de la
seva accid.
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EXPRESSIO ESPACIAL I ORGANITZACIO GENOMICA DELS GENS AMB
"HOMEOBOX" Dth-1 i Dth-2

Jordi Garcia-Fernandez, Jaume Bagufia i Emili Salé
Departament de Genetica, Facultat de Biologia. Universitat de Barcelona

Alguns dels processos d'organitzacié espacial durant el desenvolupament
embrionari i la regeneraci6 estan conservats en diferents organismes, suggerint que
espécies divergents poden emprar estratégies comunes en la formacié del patré i la
determinacié i diferenciacié cel.lulars. Un element gendtic que recolca aquesta
estrategia comuna és 1"homeobox” (1), domini regulador conservat de 60 aminoacids
que conté un motiu de helixa-volta-helixa que I'hi confereix capacitat d'unié al DNA.

Amb la intencié d'identificar gens reguladors que controléssin aspectes de la
formacié del patré i regeneracié a planaria varem aillar i seqiienciar 2 gens amb
"homeobox": Dth-1 i Dth-2 (2), A més, recentment, el nostre grup ha aillat tres gens
que contenen seqiiéncies "POU-homeobox" (3 i Mufioz, A.M. et al, aquest volum)

La primera aproximaci6 a I'estudi de les funcions d'aquests gens ha sigut I'analisi
de la seva expressié tant en diferents estadis de regeneracié com en diferents parts de
l'organisme intacte: en aquest sentit, les hibridacions de "Northern-blots" d'ARN
polyA+ amb sondes especifiques dels gens Dth-1 i Dth-2 han mostrat que ambdés gens
s'expressen en uns nivells molt baixos, i tant en organismes intactes com en
regenerants.

Per caracteritzar el patré espacial d'expressié hem utilitzat la técnica d'hibridacions
in situ amb ribosondes antisentit de Dth-1 i Dth-2 marcades amb 355-UTP. L'expressié
del gen Dth-1 esta restringida a cellules de l'epiteli intestinal de la gastrodermis,
mentre que el gen Dth-2 s'expressa nomeés en c2llules del parénquima periféric, més
abundantment en les regions dorsals que en les ventrals.

A més, per detectar els productes proteics hem obtingut serums policlonals de conill
a partir de proteines de fusi6 p-Gal/Dth-1 i Dth-2. Inmunohistotincions preliminars
confirmen les mateixes localitzacions que les hibridacions in situ: El serum anti-Dth-1
marca nuclis de I'epiteli intestinal, mentre que la proteina Dth-2 es detecta en nuclis de
cél.lules parenquimatiques subepidérmiques.

Els patrons d'expressié, tant de missatger com de proteina, mostren que ambdés
gens no estan implicats directament en el proces de la regeneracid, més aviat semblen
jugar el seu paper de factors reguladors en la determinacié i/o diferenciacié cel.lulars
(sigui cap a teixit intestinal, sigui cap a tipus cel.lulars concrets(?) parenquimatics),
processos que es donen continuament a planaria

Per un altre canté hem endegat I'estudi de la organitzacié genica i la regulaci6
d'aquests gens. Hem construit una genoteca gendmica en el fag A\Charon35 i hem aillat
clons gendmics corresponents als gens Dth-1 i Dth-2. El gen Dth-1 esta organitzat en
tres exons (0.4, 0.3 i 1Kb.) i dos grans introns, de 8 i 12 Kb. El gen Dth-2 és molt més
discret en extensié: també té dos introns, peré de sols 42 i 45 pb. En l'actualitat estem
acabant de sequenciar les regions 5' d'aquests gens i identificant els inicis de
transcripcié per extensié d'iniciadors o PCR-RACE. Aquesta analisi prévia ens
permetra planificar futurs estudis de regulacié d'aquests dos gens amb "homeobox".

1- GEHRING, W.]. (1987). Science 236, 1245-1252.

2- GARCIA-FERNANDEZ, J.; BAGUNA, J. & SALO, E. (1991). Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 7338-7342

3 MIRALLES, A; MUNOZ, A.; GARCIA-FERNANDEZ, ].; BAGUNA, J. & SALO, E. (1991). Biol. Desenv. 9,
215224,
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EXPRESSIO GENICA DEL SISTEMA bO,+ DE TRANSPORT D"AMINOACIDS
(rBAT) : ONTOGENIA, DIABETIS | DEJUNI

Marc Furriols, Anna Castell6, Joan Bertran, Xavier Testar, Antonio
Zorzano i Manuel Palacin

Departament de Bioquimica i Fisiologia. Facultat de Biologia.
Universitat de Barcelona.

Recentment, s'ha aillat un cDNA de ronyé de conill (rBAT) que
indueix en odcits de Xenopus el sistema bO.+ de transport sodi-
independent d'aminoacids basics i neutres (p.e. leucina, cistina)
(Bertran i col., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 1992, en premsa). A la
rata, I'expressié de rBAT és especifica de ronyé i mucosa intestinal
(transcrit d'aprox. 2.4 kb).

L'expressié de rBAT s ha estudiat durant el desenvolupament
del rony6 i l'intesti de la rata. L'expressi6 del mRNA de rBAT és
detectable al rony6 ja a Il'Ultim dia de vida fetal (dia 21) i
augmenta progressivament després del naixement: al dia 12 de vida
(lactancia) els nivells de mRNA de rBAT sén <15% dels de I'adult i,
coincidint amb el canvi a la dieta solida, s'incrementa I'expressié
de rBAT fins assolir nivells propers (75%) als dels ronyons adults
(al dia 26 de vida). A I'intesti, I'expressié6 de rBAT mostra una
ontogenia similar, perd al final de la gestaci6 (dia 21) els nivells
de mRNA de rBAT s6n ja el 40% dels nivells del teixit de I'adult, i
als dies 21-26 de vida aquests nivells sén similars o superiors
(130-170%) als dels adults.

La diabetis experimental (7 dies després de I'administracié
de 70 mg de estreptozotocina /kg de pes corporal) redueix
notablement (85%) I'expressi6 del mRNA de rBAT al ronyo.
Contrariament, a l'intesti, la diabetis incrementa (aproximadament
60-70%) els nivells del mRNA de rBAT. El dejuni de 48 hores
augmenta l'expressié del mRNA de rBAT a ronyé (aproximadament
70%) i no s'afecta la seva expressié a intesti. Tant a ronyé com a
intesti, la diabetis i el dejuni no modifiquen significativament els
nivells de mRNA de R-actina.

Els nostres resultats demostren que I'expressié del mRNA de
rBAT (sistema bO.+ de transport d'aminoacids) es regula de forma
teixit especifica pel desenvolupament, la diabetis i el dejuni. En el
futur, I'aillament del promotor de rBAT permetra estudiar els
mecanismes de regulacié de I'expressi6 del gen rBAT.
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