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CLONACIo D'UN NOU TIPUS DE PROTEiNA FOSFATASA EN LLEVAT

Antonio Casamayoc, Francese Posas i Joaquirn Arino

Dept. de Bioquimica i Biologia Molecular. Fac. Veterinaria,
Universitat Autbnorna Barcelona

RESUM
Hem ampHficat per PCR (Poiymerase Chain Reaction) fragments de DNA genomic de Ilevat amb

caracteristiques estructurals de Ser fThr fosfatases, fent servir ojigonude6tids que ccidifiquen sequenciss
conservades entre les fosfatases tipus 1, 2A i 2B. Un fragment ampjificat de 215 pb va ser utuitzat per
analitzar una bibjjoteca de DNA genomic. La sequencia d'un cion positiu obtingut revela un ORF de
2.076 pb que ccidifica per una proteina de 692 arninoacids. l.'extrern carboxi-terminal de la protelna es

troba estructuralment relacionat amb les fosfatases tipus 1, mentre que la mertat NH2-terminal no es

relaciona amb cap sequencia de fosfatasa. Aquesta regi6 as mot rica en residus serina i en arnmoacos
basics. Abd, eI producte del gen pot representar un nou tipus de protelna fosfatasa. EI gen corresponent,
que anomenem PPZt, es troba en eI cromosorna XIII i s'expressa com un mRNA de 2,7 kbp. La seva

disrupci6 no d6na com a resultat cap fenotip evident. La presencia en extractes de Ilevat d'una protema
de 75 kDa que es reconeguda per anticossos desenvoiupats contra eI gen expresat en bacteris va ser

detectada mitja�nt experiments d'Immunooiot.

INTRODUCCIO
EI creixement cel �ular, el control del metabQjisme, la resposta a estfmuls extems i la bioslntesi de

protemes, entre d'altres processos celulars, estan controlats per reaccions de fosforilaci6 de les

proteines en residus de serina i treonina (1 ,2J. L'estat de fosforilaci6 d'una proteina as el resultat de la

Integracl6 de les activitats proteioa quinasa i proteina fosfatasa (PP).
Les tecrnques enzimoiOgiques i de quimica de proteines van permetre identificar 4 tipus rnajoritaris

d'activitats SerfThr PP: tipus 1 i tipus 2A, 28 i 2C (3J. Eis cDNA que codifiquen les saves suounnats
catalftiques han estat donats i aix6 ha fet evident que les PP tipus 1, 2A I 28 estan molt relacionades
estructuralment. A mas ames, I'analisi de diverses bibjloteques de cDNA de rnamffers i de Drosopnila
ha perm9s identiflcar nous tipus de PP (PP-V, PP-X, etc.), la funci6 de les quais encara no es coneix.

La presencia d'activitats PP en lIevat as coneguda des de fa anys (4). Evidencies obtingudes
recentment van suggerir que aquests enzims eren molt sembjants als dels rnamffers. Aixf, eI gen DIS251
de S. cerevisiae codifica una PP que as 81 % identica a la PP-1 de conill, mentre que s'ha identificat dos
gens que s6n un 73% idernlcs a la subunitat catalltica de la PP-2A d'hurnans [5,6J. Alguns d'aquests
gens s6n essenciaJs per a la ceHula perque astant involucrats en eI control del cide ceHular (7,8J.

Tenint en compte aquests antecedents, decidfrem esbrinar si en lIevat podien existir nous tipus de
SerfThr fosfatases, tot i aprofitant les tecniques de PCR.

MATERIALS I METODES
Les seqiI�cics dets oligonucleonds utilitzars, MP-Is MP-3as, son respectrvamenr: S'-

GGGAAITCGA(ct)(CADT(GC)(Cl)T(AGC)TGGTC(ATG)GA(TC)CC-3', i S'-CCAAGCIT(ct)(CA)(GA)CA(GA)
TA(GA)TT(G"DGG(CAG"DGC 3' on les sequencies subranlades corresponen a llocs de resrriccio EcoRl i HincUII

JfegilS per facililar el clonatje,
La soca de S. cerevisiae MS (MAT./MATa. homozigotica per ',u2-3/112 UITl 3-53 rrpl) va ser urilitzada per a la

preparaci6 de DNA gen6mic i experiments de disrupc16 geruca. La sequencia nucleotidica del DNA clonat sesorina

pel metode dels dideoxinucleonds, rrutjancant l'us de "primers" fluorescerus, a un sequenciador automatic Applied
Biosysrern 37JA

EI DNA genomic de la soca MS va ser preparat com es descriu en 191, i per l'arnplificacio varern fer 5e1'VlI 0.2 ug.
Les condicions unlitzades van ser: 94'C durant 2 min, 5O'C durant 2 min. I 72'C durant 2 min. Despres de 30 cicles,
el DNA arnplificat es va digerir amb una mescla de EcoRl i Hindl ll i va ser separar en gel d'agarosa. Els fragments
d'una mida apropiada (�250 pb) es van purificar i lIigar al vector Bluescripr SKi +) previarnenr digerit amb EcoRl
I HindIlI.

Els experiments de Southern blot es van realitzar amb 10 �g de DNA genomic. L'hibriditzacio es va portar a rerme

a 6S·C en 5.sse. O,I%SDS. i els filtres van ser renrars a 5S'C en D.lxsse, O.I%SDS. EI sistema ernprat fou el de

deteccio de DNA rrujancant rnarcatge amb digoxigenina (Boheringer Mannheim).
EI RNA total va ser preparat com es cescriu en [91. Les sondes de DNA unlitzades pels experiments de Northern

blot van ser marcades amb IIp pel metode de "random pruning". Les hibriditzacions es van fer a 42'C en 5xsse iamb
forrnarruda al 50%. Els rentals es realitzaven a 5S'C en D.lxsse i 0.1% SDS.



 



La disrupcio del gen PPZI es va ter mujancant la recnica de "one-step gene disrupuon
'

[10[. Eis 3ntlCOSSOS
contra la prorema PPZI es van obterur previa expressio en E. coli d'una part subsrancial d'aquest a (aa 118-6921 rent
servir el vector pn·7.
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Figura I.. A) Sequencia de nucleolids i sequencia deduida d' aminoacids del

gen PPZ I. La sequencia que correspon al fragment ST4-2 es troba subralUada
lies presumptes caixes TATA ho eSlan doblement. B) ESlralegia de

sequenClaClo del gen PPZl. Nomes s'indiquen els cenlres de reslriccio
rclevants en el proces de subclonaci6.

RESULTATS I DISCUSI6

3.0

Amament del gen que codifica
PP-Z1, Una de les sequsncles
ampHticades per PCR del DNA
genomic de lIevat es I'anomenada
ST13·2, de 215 pb. Eis experiments
de Southern blot, utilitzant ST 13-2
com a sonda, van indicar que
hibriditzava arnb un fragment
Pstl·Pstl d'unes 4,5 Kpb.

Aquesta informaci6 va esser
utilitzada pel clonatge del gen
sencer. Es va construir en pUC19
una biblioteca de DNA genomic
digeril amb Pstl d'entre 4 i 5 kpb i
el seu analisi es va dur a terme fent
servir la sonda ST13-2. EI DNA de
I'unic cion positiu obtingut va ser

mapejat i subclonat en M 13, EI
fragment clonat conte un ORF de
2.076 pb, codificant un polipeptid
de 692 residus amb una massa

mojecular de 77,418 kDa i pi = 8,4
que anomenem PPZ1, Trobem dos
elements TATA situats ales
posicions -151 i ·164 (Fig 1).

La prote'lna codificada per
aquest gen pl'esenta interessants

caracteristiques: a) Te un tamany
major que la de les subunitats
catalftiques de les Ser /Thr
fosfatases de lIevat, Drosophila,
mamffers i plantes, b) La meitat
carboxi-terminal de la protelna
mostra una identitat del 64% amb la
prote'lna fosfatasa tipus 1 trobada
en S, cerevisiae, DIS2S1 (74% si es

consideren els canvis conservatius).
c) La regi6 compresa entre els
aminoacid 1 i 319, que no mostra
similituts amb cap de les PP, as
molt rica en residus Ser (26% dels
aminoacids i 80% del total de
serines), Moites d'aquestes serines
es troben en sequencies adients
per fosforilaci6 per la protelna
quinasa dependent d'AMPc de
Ilevat. A mes ames, aquesta regi6

contraposici6 amb la meilat C-terminal
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posseeix gran quantitat d'aminoacids basics (pi = 10,3) en

(pl=5,6).
La funci6 de la meitat amino-terminal d'aquesta prote'lna es desconeguda. Es coneix, perc, que en

cill�ules de mamffer i en lIevat, I'activitat SerjThr fosfatasa pot ser regulada mijanc;ant la interacci6 de
la subunitat catalftica amb prote'lnes reguladores. No podem excloure la posibilitat de que una mateixa
mojecula contingui les dues funcions. De fet, les subunitats catalftiques de les fosfatases tipus 28 es
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caracteritzen per una extensi6 C-terminal d'uns 200 armnoacds que conts ej domini d'uni6 a la
caimodulina, i que serveix com a element regulador. Una possibje funci6 de la primera meitat de PPZ1
podria ser la de reguladora de I'actlvitat del domini catalftic, mijanc;ant la fosforilaci6 reversible de residus
de sarina.
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Figu ... 2.- Expressi6 del mRNA de PPZl. A) Northern blot fenl servir
5 � de RNA poli(A)" B) Variacio oets Jtivells de RNAm de la PPZl
durant el cultiu (0-0) Ouaatitar relativa de RNAm estimada

mitjancant densitornerria d'expenmenrs de Northern blot, (.-.)
Concentracio de glucosa en el medi de cultiu.

FI&u'" 3.- Ioennficacio de la prorema
PPZl mitjancant Western blot en

enractes de Ucvat. 1 i 2) Serum
preimmune 3 i 4) Serum anli-PPZl. Les
mosrres 2 i 4 corresponen a una soca que
conte el gen PPZI en multicopia.

ExpreuiO d. PP-Z1. EI tamany del mANA de PP-Z1 as de 2,7 kb. sagans ejs experiments de
Northern bjot (FIg. 2a). La quantltat d'aquests mANA varia alilarg del clitlu, augmentant 3-4 vagades
quan s'ha consumit 18 meitat de Ia glucosa del medl de clitlu i ratomsnt als nlvela iniclals quan aquesta
sba consumit totalment (FIg. 2b). La protei'na va poder Set detectada mitjanctant antlcossos en
experiments d'immunobiot I aparelx amb un pes moIecUar de 75 kOa, en estreta concordancia amb eI
valor previst La identltat d'aquesta protei'na va Set corrobonIda pel fet que as pot detectar un increment
en la seva quantltat quan as fan saMr extractea ceI.l1.iars d'una soca que conte eI gen PPZ1 en un
pjasmidl muiticOpia (Fig. 3)

DlsrupciO d.. gen PP-Z1. Per a

poder estudlar Ia funci6 del
producte del gen, varem ellmlnar
fragments de 18 regt6 codlflcant,
Insert.ant en eI seu IIoc eI. gens de
S. cerevisiae TRP1 0 URAJ (FIg. 5).
Las ceHliea dlploldes de M5 van

e s e e r transformades I
seleccionadas en eI. media adlerts.
Posterlormsnt 8S va indulr
l'esporuIacI6 I lea esporea loren
separadea per mlcromanlpUaci6.
Las quatrs espores de cada tetrada
raslitaren Set viabjes, indicant que
eI products del gen no lis essencial
pel crelxement de S. cerevisiae.
Las c81 �liea hapjotdea mutadas no

es distlngelxen de les isogeniques
quan comparern la capacitat de

A

c:==-__c.�!.>..... �� <? __ �21
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Filii'" ",- Disrupci6 del gen PPZI. Parts subSlanciili del gen PPZI
varen SCI' etiminadel I subsliluldel pels gens URAJ (A) 0 TRP I (B).
Una vegada lran.s{ormada la soca diploide adienl. es va preparar DNA

genomic dels lran.s{orman!.S esrables Il'pI.!. 0 umj.!. i es va procedir a

I'anawi per Southern biOl. 1) Soca salvatge 2) Diplode heterozigooc
amb una cbpia de PPZI inleTNmpuda.
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creixement en un medi amb font de carb6 no fermentable, ni en la sensibilitat al factor-a 0 al shock
terrnic, A rnes ames, les ceHules dipodes homozlqotlques per la disrupci6 son capac d'esporutar
normalment. Una de les axplicaclons per la manca d'un fenotip evident podria ser la existencia d'un
sagon gen capay de cornplementar funcionalment les funcions de PPZ1. De fet, existeixen evidencrss
[11] que suggereixen que aquest sagon gen existeix i que la seva seqOencia pot ssser torca semblant.
EI nostre laboratori ssta adrecant els seus sstorcos a la clonaci6 i identificaci6 d'aquest segon gen.

REFERENCIES
1.- Walsh, DA.: Newshoime, P.: Cawley, K.C.: Van Patten, S.M. i Angelos, K.L. (1991) Physiological Reviews 71.
285-304.
2.- Cohen, P. (1989) Annu. Rev. Biochem. 58, 453-508.
3.- Ingebntsen. T.S. i Cohen, P. (1983) Science 221. 331-338
4.- Holzer, H. (1987) Adv. Prot. Phosphata.ses 4, 153-164.
5.- Ohkura, H.: Kinoshita. N.; Miyatani. S.; Toda, T. i Yanagida, M. (1989) Cell 57, 997-1007.
6.- Sneddon. AA.: Cohen. PTW. i Stark. MJ.R. (1990) EMBO J. 9, 4339-4346.
7.- Sneddon. AA. i Stark, MJ.R. (1991) Adv. Prot. Phosphata.ses 6, 307-330.
8.- Clotet, 1.: Posas, F,; Casamayor, A.: Schaaff-Gersrenlager, I. i Ariiio, J. (1991) Curro Genet 19.339-342.
9.- Sherman, F.: Fink. G.R. and Hicks.J.B. (1986) in "Methods in Yeast Genetics", Cold Spring Harbor Laboratory. Cold
Spring Harbor, NY.
10.- ROthstein. RJ. (1983) Methods Enzymo!. 101, 212-211.
11.- Da Cruz e Silva. E.F.; Hughes, V.; Me. Donald. P.; Stark, MJ.R. i Cohen, PTW (1991) Biochirn. Biophys. Acta
1089, 269-272.

� Aquest trebal! a tingw el supoe: de /a D.G.J.C. YT. (Projecte PB-0313) i d'una "Acci6n Integrada Hispano
Alemana". F.P. gaudeix d'una beca F.P.J. del M.E.C. Els autors agr=ix"" la cotaboeacio de M. Camps, A. Vi/alta, N.
Morral i X. Estivill.
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CARACTERITZACIO MOLECULAR DElS GENS DE l'HMG-CoA REDUCTASA EN
Ar.bidopsis th.lI.n.

Enjuto Ma, Lumbreras Va, Campos Na, Arr6 Mb, Rodriguez JCb, Ferrer Ab i Boronat Aa
a Unitat de Bioqufmica i Biologia Molecular A, Facultat de Qufmica, Universitat de Barcelona.
b Unitat de Bioqufmica i Biologia Molecular, Facultat de Farrnacia, Universitat de Barcelona.

L'enzim 3-hidroxy-3-metilglutaril coenzim-A (HMG-CoA) reductasa catalitza la sfntesi de
mevalonat a partir d'HMG-CoA, reacci6 que es considera un dels punts principals de regulaci6 de la
biosintesi d'isoprenoides en pi antes, (1 i 2). L'HMG-CoA reductasa as un enzim de membrana
associat aJ reticle endoplasmic, si be s'ha descrit tarnbe en els cloroplasts i les mitocondries.

A Arabidopsis thaliana existeixen dos gens diferents de I'HMG-CoA reductasa, HMG1 i
HMG2, que presenten un patr6 d'organitzaci6 estructural molt similar, format per quatre exons

separats par tres introns de patita longitud, (3 i 4). Les regions 5' flanquejants s6n molt divergides
entre elles. Es possible I'existencia de un doble inici de transcripci6 en el gen HMG1 que donaria lIoc
a dos transcnts que codificarien per dos formes de la protelna, Eis dos inicis estan en fase de manera

que el primer inici donaria lloc a una protslna 50 aminoacids mas lIarga.

Eis dos gens presenten un patr6 d'expressi6 diferencial ala planta. Mentre que el gen HMG1
s'expressa en nivells relativament ails a totes les parts de la planta estudiades, al transcrit de I'HMG2 i
el transcrit mas lIarg de I'HMG1 s6n presents en nivells molt mas baixos i de manera restringida a

diferentes parts de la planta.

L' estudi de la regulaci6 de l'expressi6 dels gens HMG1 i HMG2 s'ha abordat mitiancant la
utilitzaci6 de piantes transqeniquss que contenen construccions quirnerlques en les que la regi6 5'
flanquejant d'aquests gens s'han fusionat amb al marcador GUS.

Tamb9 s'han fet construccions de protefnes de fusi6 dels dominis de membrana dels dos
gens per estudiar la possible compartimentaJitzaci6 cel.lular a nivell de plantes transqeniques.

Actualment s'han iniciat estudis de topologia e inserci6 a membrana de les formes
isoenzimatiques mrqancant tecniquas de transcripci6 i traducci6 in vitro en presencia de membranes
microsomaJs.

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. Batan. Res. 14,25-91.

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

4.- Monfar, 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 L'EMBRIOGENESI DEL BLAT DE MORO
QUE CODIFICA PER UNA HyPRP.

M. Jose-Estanyol, L. Ruiz, P. Puigdomenech,
Dpt. Genetica Molecular. C.I.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 multigeniques codifiquen per aquestes proteines de paret
cel.lular en plantes dicotiledonies, mentre que en cereals constitueixen un sistema molt
mes senzil!. En el blat de moro les HRGP podrien estar representades per un sol gen.

En crivellar una llibreria genornica de Zea mays (W64A) amb una sonda de la regi6
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. EI domini
ric en prolina esta constituit per els elements PPYV i PPTPRPS, similars als descrits per
les PRPs de soja. El domini hidrofobic es 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 unic i el seu RNAm s'acumula
en embrions zigotics immadurs entre els dies 12 i 18 despres de la polinitzaci6. EI
RNAm corresponent a la HyPRP pot ser tarnbe detectat en l'ovari abans de la
polinitzaci6. L'expressio del gen de la HyPRP ha estat tarnbe estudiada en el mutant

vivipar-Z (vp2) del blat de moro. Aquest mutant es caracteritza per ser deficient en ABA
i tenir alterat el proces de dessecacio. En aquests mutants l'expressio de la HyPRP es
veu prolongada fins quasi al final de l'embrioge nesi. Finalment en embrions sornatics
de la varietat Catl 00-1, emprada per regenerar plantes fertils a partir de protoplastes
transformats, l'expressio del gen no ha estat mai detectada ni abans ni despres de induir
lIur diferenciaci6 en les formes globulars, cor 0 torpedo quan l'auxina s'elimina
progressivament de les suspensions cel.lulars.

Estudis d'hibriditzacio in situ amb seccions d'embrions de 18 dies despres de la
polinitzaci6 indiquen que el gen de la HyPRP s'expressa en l'escutel i en cel.lules no

vasculars de l'eix. embrionari mentre que el de la HRGP de blat de moro ho fa de
manera cornplernentaria a la que hem descrit per la HyPRP.

La sequencia aquf descrita per la HyPRP del blat de moro suggereix. un paper
bifuncional per aquesta proteina en l'ernbrio. Primer com a proteina estructural de
paret cel.lular donada la seva similitud amb les PRPs. En segon lIoc com proteina
d'emmagatzemament 0 defensa donada la similitud entre aquestes proteines i l'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 l'ernbrio en desenvolupament.
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CARACTERITZACIO DE CLONS DE cDNA DE LLAVOR
IMMADURA D'AMETLLER (Prunus amygdalus)

Jordi Garcia-Mas', Michael Stocker', Marian Virue12, Ramon

Messe�uer2, Pere Arus2 i Pere puigdomenech'. Unitat Mixta IRTA
CSIC: Departament de Genetica Molecular, Centre d'Investigaci6 i
Desenvolupament (CSIC) i 2Departament de Genetica Vegetal, IRTA
(Cabrils) .

L'objectiu d'aquest treball e s la identificaci6 i
caracteritzaci6 de clons de cDNA de proteines de reserva
abundants a la llavor imrnadura d'ametller. Partim del fet
que quan es forma el cotiled6 comencen a expressar-se els
gens codificants de proteines de reserva.
Arnb aquest propos it var em construir un banc de cDNA en

lambda-ZAP a partir de rnRNA poliA+ de llavor imrnadura de 4
mesos, quan el cotiled6 esta formant-se. Varem prendre uns
5000 clons independents i els hi produirem una excissi6 "in
vivo" per tenir-los clonats en plasmid, essent aixi mes
facilment manipulables. Varem aillar 400 clons
independents, els varem creixer en plaques de
microtitulaci6, i despres els varem glicerinar. Les
repliques en filtres de nylon obtingudes de cada placa de
microtiter varen ser hibridades amb sanda de cDNA primera
cadena obtinguda a partir de RNA total del mateix teixit
que l'utilitzat per a la sintesi del banc de cDNA. Varem
aillar alguns dels clans que donaren una hibridaci6 mes
forta, i el clan 3BH10, despres de ser seqtienciat per 5',
va resultar tenir hornologia arnb varies families de gens de
proteines de reserva d'altres especies de dicotiledonies,
entre elles les P'-globulines de cot6 i les legumines de

leguminoses.
Per tractar-se d'un clon arnb un insert de 900pb, massa curt
per encloure el marc de lectura sencer, s'utilitza corn a

sonda per hibridar sobre el banc de cDNA, obtenint-se aixi
un nornbre elevat de clans positiu5, dels quals varern
analitzar-ne dos, els clans 3BF1 i 1BC7. El primer conte un

insert de 2.0 Kb arnb un ORF que cornen9a a 50pb de l'extrern
5' terminal, el qual estern seqtienciant actualrnent, i
presenta una elevada hornologia arnb la P'-globulina de cot6.
El clan 1BC7, presenta hornologia elevada arnb les glicinines
de soja, entre d'altres, i conte un insert de 1.3 Kb, el
qual utilitzarern corn a sanda per buscar un possible clon
sencer.

Aquests clans, juntarnent arnb altres clons que hem
caracteritzat en un banc de cDNA d'arrel jove d'arnetller
(extensina, a-tubulina i fosfoglicerat rnutasa) ,

s'utilitzaran en propers estudis corn a marcadors del
desenvoluparnent de la llavor de l' arnetller, aixi corn a

sondes pel rnapatge genetic de Prunus.
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DETECCIO, AILLAMENT I CARACTERITZACIO DE PRODUCTES
GENICS HOMOLEGS ALS DE TIROSINA-KINASES A PLANARIA.

F BURGAYA, J GARCIA-FERNANDEZ, M RIUTORT, J BAGuNA & E SALO. Opt de Cenetica. Fac
Biologia; Diagonal, 645. 08028 Barcelona.

La gran diversitat d'organitzacions que admeten els essers vius sembla regulada per un

programa coordinat de mecanismes i senyals altament conservats. D'entre ells, els receptors de
membrana amb activitat citoplasmatica tipus nrosina-kinasa semblen actuar en processos diversos,
com ara proliferaci6 i diferenciaci6 cel.lulars.

L'activitat tirosina-kinasa sembla associada a l'adquisici6 de multi-cel.lularitat (1, 2)
malgrat recentment ha estat detectada tarnbe en llevats (3); productes genies hornolegs 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 forcosarnent homologa, Hom distingeix avui diferents sub
farrulies de tirosina-kinases (1, 5) que (als sistemes aparentment rnes primitius) poden respondre a

enzims ancorats a la membrana per IN-terminus. Aquests enzims actuarien com a transductors de
receptors de membrana als quais estarien acoblats; aixi s'esdeve en el cas de reconeixement
d'antigens pels limfOcits (6). D'altres sistemes presenten enzim i receptor com a dominis d'una
mateixa rnolecula que reconeix un lligand extern i transmet el corresponent senyal a I'interior de la
cel.lula, com s'esdeve per als receptors de factors de creixement.

La previa detecci6 d'immuno-reactivitat EGF-like en preparacions histologtques de
planaria. aixi com l'activitat mitogeruca que provoquen EGF i FGF, ens ha ernpes a buscar possibles
productes genies codificant per a receptors amb catalisi tirosina-kinasa acoblada. Seguint
l'estrategia del Dr. R. Steele per a Hydra (2), hem intentat amplificar per peR -a partir de cDNA
procedent d'extractes d'RNA polyA" pertanyent a individus intactes- el fragment rnes conservat del
domini catalitic rnitjancant nucleotide degenerats especifics.

Aquest sistema ens ha perrnes I'isolament -a la planaria Dugesia (C) tigrina- d'una
sequencia codificant per a 67 aminoacids, molt hom6loga amb la sequencia consensus coberta pels
esmentats oligonuclebtids i que representa part dels sub-dorninis VI-VII-VIII-IX del domini
catalitic. EI marcatge per random primed i posterior utilitzaci6 com a sonda d'aquesta sequencia en
llibreries amplificades de cDNA, ens ha permes isolar un producte genic incomplet (K2) que hem
sequenciat a hores d'ara i representa la meitat C-terminal d'un mRNA. La sequencia nucleotidica
ofereix una pauta oberta d'on hem deduit una sequencia de 286 aminoacids abastant tot el domini
catalitic i la cua C-terminal del producte. La comparaci6 de les posicions clau ens indica homologia
amb tirosina-kinases i no pas amb serina-treonina kinases; les sub-farrulies rnes properes sembien les
de Is oncogens src i abl/arg (1, 4); aixo fa suposar que no es tracti d'un receptor sino d'un enzim
citoplasrn.1tic ancorat a la membrana, pero cal coneixer la sequencia N-terrninal per saber-he.

L'estudi en curs de l'expressi6 del gen corresponent ens ha permes veure, en Northern blots,
que codifica un producte genic de poe mes de dues kilobases que s'expressa en animals intactes i al
llarg de tota la regeneraci6. Esta tarnbe en curs la localitzaci6 de l'expressi6 en l'espai rnirjancant
hibridaci6 in situ. La comparaci6 exhaustiva d'aquest producte amb els detectats en diferents
models ens perrnetra establir una analisi evolutiva de les tirosina-kinases respecte dels triblasrics
mes primitius.

Referencies:

(1) HANKS, SKi cols; � 241; 42-52 (1988).
(2) BOSCH, T C G i cols; Mol Cell BioL 9 (10); 4141-4151 (1989).
(3) HUNTER, T; CUff Op Cell BioL 1; 1168-1181 (1989).
(4) HANKS, S K; CUff Op Str BioloiiY, 1; 369-383 (1991).
(5) ULLRICH, A & SCHLESSINGER, J; � 61; 203-212 (1990).
(6) VEILLE"ITE, A & DAVIDSON, 0; Trends in Genetics, 8 (2); 61-66 (1992).
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AMPLIFICACIO DE SEQUENCIES "POU·BOX" A PLANARIA.
A.M. MUNOZ-MARMOL, I. GARCIA-FERNANDEZ, I. BAGUNA & E. SAL6.

Dept. de Genetica. Fac. de Biologia. Diagonal, 645. 08028. Barcelona.

La formaci6 del patr6 durant el desenvolupament ve determinada per l'activaci6
sequencia! d'una xarxa de gens reguladors. Aquests gens dirigeixen la transformaci6
d'informaci6 genetic a en estructures morfologique s mitjanc ant el control de
I'e xpressio espacial i temporal de gens efectors. els quaIs, per la seva banda,
determinen especificitats de tipus cel.lular.

Les proternes de molts d'aquests gens reguladors comparteixen dominis
estructurals comuns, molt conservats al llarg de iota I'escala filogenetica, que els hi
confereixen la capacitat d'uni6 al DNA. Un d'aquests dominis es el domini horneotic
(1), el qual adopta una conformaci6 d'he lix-vo lta-he lix amb capacitat dun io
especifica al DNA.

EI domini horrieotic es troba amb frequenci a associ at amb altres dominis
conservats, com el "LIM repeat", 0 els dominis Paired i POU. Els dominis POU-especffic
i POU-homeotic tenen 81 i 60 arninoacids 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 POlj-homeotic semblen ser necessaris per la uni6 a

sequencies especifiques de DNA amb alta afinitat. Molts gens amb POU-box han estat

correlacionats amb diversos fenornens de proliferaci6 cel.lular la majoria
s'expressen durant el desenvolupament al sistema ·nervi6s. encara que alguns tambe
s6n expressats en teixits especifics no neuronals i/o en organismes adults.

Planaria es un organisme que es caracteritza per tenir una extrema plasticitat
rnorfologica. essent capac de creixer i decreixer segons la frequencia d'ingesti6
d'aliments i de regenerar organismes complets a partir de petits fragments de
linici al. Aquesta gran plasticitat ve donada per la presencia d'una poblaci6 de
c e l.Iule s indiferenciades i totipotents anomenades neoblasts. presents adhuc en

organismes adults. que mantenen una proliferaci6, determinaci6 i diferenciaci6
cel.lular continua. la qual s'incrementa durant la regeneraci6 traumatica (3).

La identificaci6 de gens amb "homeobox" a planaria (4-5) ha perrnes
l'aproximaci6 molecular a l'estudi de la plasticitat morfologica d'aquest organisme.

Mi tj anc ant la t ec n i c a de PCR utilitzant com a "primers" barreges
d'oli gonucleotids degenerats basats en les regions rnes conservades dels dominis POU
especific i POU-homeotic (6-7), hem detectat al genoma de planaria dos nous gens que
codifiquen per dominis POU, Dtp-2 i Dtp-3 (l2..ugesia (G) tigrina f_OU-box). L'analisi de
la seva sequencia parcial mostra la conservaci6 en posici6 de la majoria dels
aminoacids "consensus" d'ambd6s subdominis i permet agrupar els gens Dtp-2 i Dtp-3
dins les classes POU III i POU IV respectivament.

L'e studi de l'expressi6 d'aquests gens en organismes intactes i regenerants,
rn itj ancant "Northern-blots", hibridacions "in situ" i immunohistoqufmica, ens

permetra confirmar el seu possible paper regulador durant la formaci6 del patr6 de

I'organisme i establir, donada la baixa posici6 filogenetica de les planaries. l'evoluci6

d'aquest domini.

Referenc jes'
(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, 1. & Romero. R. Hydrobiology 84. 181-194 (1981).
(4) Garcia-Fernandez, 1.: Baguna. 1. & Sa16. E. Proc.Natl.Acad.Sci. 8. 7338-7342 (1991).
(5) Miralles, A.: Munoz. A.M.: Garcia-Fernandez. J.: Baguna.J. & SaI6.E. S.CB. 9. 215-224 (1991).
(6) Billin. A.N.: Cockerill. K.A.: Poole. S.1. Mechanisms of Development 34. 75-84 (1991).
(7) Burglin, T.R.: Finney. M.: Coulson. A. & Ruvkun, G. Nature 341. 239-243 (1989).
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Caracteritzacio molecular d'un possible receptor proteic per la toxina botulinica present a

l'organ electric del peix Torpedo marmorata.

T.M. CanaIs, L. Ruiz-Avila, M. Arribas, J. Herreros, J. Blasi i J. Marsal

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

La neurotoxina botulinica de tipus A, sintetitzada pel bacteri anaerobic Clostridium
botulinum, es la toxina rnes potent que es coneix. La seva accio es la inhibicio de
l'alliberament d'acetilcolina ales sinapsis neuromuscu1ars, bloquejant aixi, de forma
drarnatica, la funcio muscular esqueletica i provocant paralisi flaccida i mort. Per tal
d'estudiar eIs fenornens de transmissio sinaptica als sistemes colinergics nosaltres hem triat
com a model experimental l'organ electric del peix Torpedo marmorata. Aquest organ esta
relacionat cntcgeneticament amb el sistema neuromuscular, i esta format per cel-lules planes
(electrocits), les quais reben un gran nombre de terminacions nervioses colinergiques. En
treballs previs realitzats en el nostre laboratori s'ha demostrat que eIs sinaptosomes aillats
d'aquest organ son sensibles a l'accio de la neurotoxina botulinica, resultant inhibit
l'alliberament del neurotransmissor al voltant d'un 70 per cent.

S'ha suggerit que l'acdo de la toxina segueix una via d'intoxicacic que consisteix en la seva

unio a la membrana, internalitzacio de la toxina i l'efecte toxic. 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 tecniques d"'overlay" amb
neurotoxina botulinica-F'I (1, 2). EIs anticossos obtinguts contra aquesta proteina
immunoprecipiten un producte de traduccio "in vitro" d'mRNA de organ electric. Aquests
anticossos son capa<;os de precipitar 12SI-BoNTx despres d'un breu poIs de "cross-linker" en

presencia d'una barreja de productes de traduccio "in vitro" d'RNA rnissatger d' organ electric.
EI rnateix resultat s'obte si s'utilitzen anticossos obtinguts contra una extraccio de proteYnes
de membrana presinapttca, Experiments paral-lels realitzats amb proteYnes natives de
sinaptosomes confirrnen eIs rnateixos resultats. Totes aquestes evidencies suggereixen que
existeix almenys una proteina que es capa<; d'interactuar estretament amb la BoNTx, la qual
podria intervenir en el mecanisme d'unio. Fent servir metodes immunologies hem aillat dos
clons que codifiquen per a la rnateixa protema. Els experiments en curs van dirigits a

determinar la seva estructura primaria aixi com a establir la seva possible irnplicacio en el
mecanisme d'intoxicacio de la neurotoxina botulinica de tipus A.

Aquest treball esta financat per un ajut de la OCICYT a J.M. i per una CIRlT de J.M.e

REFERENCIES

(1) SoIsona C, Egea G., Blasi J., Casanova C. and Marsal J. The action of Botulinum Toxin on

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

(2) Blasi J., Egea G., Castiella M.J., Arribas M., Solsona C; Richardson P. and Marsal J.
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, SEOUENCIACIO, EVOLUCIO I FUNCIO DE REGIONS
PROMOTORES DELS GENS DE PROTAMINA PI DE MAMIFERS.

Rosa Queralt i Rafael Oliva

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

Resum.

Fent servir 01 igonucleotids complementaris de regions conservades
de la regi6 5' del gen de la protamina humana, de brau i de
ratoli, hem aconseguit amplificar el promotor corresponent de 6
e s pe c i e s addicionals de mamifers (Cercopithecus ascanius, Gorilla
gorilla, Papio doguera, Pongo pygmaeis, cavia porcellus i Rattus
norvegicus). La sequencia nucleotidica del promotor d'aquestes
especies demostra una marcada divergencia entre la sequencia del
conill porqui i la sequencia de la rata i del ratoli la qual cosa
podria contribuir a clarificar la polemica sobre si el conill
porqui es 0 no es un rosegador (Graur et al., 1991). Entre les
regions conservades destaquen la regio de la TATA-box i la regio
corresponent a l'element Tet-l proposat recentment com a

responsable de l'expressio especifica testicular d'aquests gens.

Introduccio.

Eis gens de protamina proveeixen un dels exemples mes clars de
gens especificament expressats a la linia germinal (Oliva and
Dixon 1991). Malgrat aixo no es coneix en detaIl els mecanismes
que determinen la seva especificitat de teixit. Per tal
d'esbrinar quines son les regions promotores responsables
d'aquesta especificitat d'expressi6 hem adoptat l'estrategia de
sequenc i a r i comparar les regions homo Ioquas corresponents a
diverses especies (Queralt and Oliva 1991; Adroer et al. 1992).

D'aquesta manera es possible detectar regions conservades en
l' evo Luc i o i per tant candidates a desenvolupar una funci6
important potencialment reguladora.

En aquest treball demostrem que oligonucleotids dissenyats a

partir de regions conservades predites a partir d'un nombre molt
petit d'especies ha permes l'amplificacio i sequenciacio de la
regi6 homologa corresponent a moltes altres especies. Aquestsresultats aporten un nou consensus de la regio promotora del gensde protamina PI de mamifers.

Materials i metodes.

S'han amplificat els ADN amb les condicions de PCR seguents 200
ng d' ADN genomic, 50 mM KC1, 10mM Tris-HCl (pH 8.3), 1.5 mM
MgCI, i 200�M de cada dNTP. 5 pmols de cada "primer" OP19 0 OP11
i OP14 0 OP112 (Queralt i Oliva, manuscrit en preparacio) i una
un i tat de Taq I DNA polymerasa (Perkin- Elmer) , una
desnaturalitzacio 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 KV
, utili tzant el me tode del "double Geneclean" ( Bio 101) i £.coli 3M 109. Es varen aillar ssDNA i sequenciar pel metode de la
Sequenase (USB).

Resultats.

L'amplificacia de la regia promotora dels gens de protamina P1de cercopithecus ascanius, Gorilla gorilla, Papio doguera, Pongopygmaeis, Cavia porcellus i Rattus norvergicus ha donat lloc a
un producte un i c d r

amp Li f i c ac i.o del tamany esperat predit a
partir de la sequencia dels gens de protamina Pl existents (Fig1). La sequenciacio de diversos clons ha revelat la sequencianucleotidica de la regio promotora corresponent ales diverses
especies (Fig 2).

A

+- 341b -

it •

B

Figura 1: A: estructura del gen de protamina PI amb un introi el lloc d'hibridacio dels oligonucleotids. B: Producte
amplificat de 341 bp 1: oranguta, 2: papio, 3-8: humans, 9:control negatiu.

. . ...... . . . . ..... .

CTTTGCCCTCACAATGAC�AACGGCC--CCCTGGCATCTATAACAGGCCGCAGA
CTTTGCCCTCACAATGACCAACGGCC--TCCTGr,CATCTATAAGAACCTGCAGA
CTTTGCCCTCACAATGACCAACGGCC--CCCTGGCATCTATAAGAGGCCGCAGA
CTTAGCCCTCACAATGACCAACGGCC--CCCTGGt.:GTCTATAAGAGGCCGCAGA
CTTTGCCCTCACAATGACCAACAGCC--TCCTGGCATCTATAAGAGGCTGCACA
CTGTGACCTCACAATGACCAGGACCCTGCCCGGGTCTATATAAGAGGCCGGGAA
CTTTGACTTCATAATTCCTAGGGGCCA---CTAGTATCTATAAGAGGAAGAGGG
CTTTGACTTCATAATTCCCAGGGGCCA---CTAGTATCTATAAGAGGAAGAGGG
---TCACCTCACAATGTC------------CTGGGTTCTATAAGAGGCCAAGAG

PRHP1
PRCER
PRGOR
PRORANGUTA
PRPAPIO
PRBP1
PRMPl
PRRATA
PRCOBAYO

TATA
Te t-1

Figura 2: Comparaci6 de les sequencies amb el CRE i la TATA box.PRHPl: Huma, PRCER: Cercopithecus, PRGOR: Goril.la, PRORANGUTA:Oranguta, PRPAPIO: Papio, PRBPl: Brau, PRMPl: Ratoli, PRRATA:Rata, PRCOBAYO: Conill porqui.
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Discussio.

En aquest treball hem sequenciat la regio promotora del gen de
protamina P1 de diversos mamifers per tal de trobar regionsconservades en l'evolucio i per tant potencialment reguladores
o determinants de l'expressio especifica d'aquests gens.
L'estrategia que hem seguit ha consistit en la comparacio del
limitat nombre de sequencies promotores de gens P1 conegudes pertal de dissenyar oligonuclebtids corresponents a les regionsconservades i l'amplificacio de l'ADN d'especies addicionals fent
servir aquests oligonuclebtids. Tal com es pot apreciar en la
figura 1 l'amplificaci6 ha sigut molt eficient generant-seunicament una banda del tamany esperat. L'enfoc que hem seguit
no es pas trivial ja que la marcada variabilitat dels gens de
protamina feia dubtar en un principi si l' est rat.eq i a seguidafuncionaria 0 no. Aixi doncs disposem ara d'una nova estrategia
per l'estudi dels gens de protamina en la filogenia. Ames els
resultats obtinguts son relevants en l'estudi de la regulacio de
l' expressi6 d' aquests gens ja que demostren l' ex.i scenc i a de
regions conservades i per tant potencialment reguladores de'
l'expressi6 genetica (Fig. 2). Estudis previs comparant la
sequencia d'un nombre limitat de gens de protamina P1 de
vertebrats ja va demostrar l'existencia 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 ames, immediatament despres d'aquest element, es detectava
el dinucleotid CA en la majoria d'especies. El fet que aquestdinucleotid es trobes absent en la majoria d'elements CRE de gensconsti tutius va esser un dels primers indicis de que si be
l'element CRE no era exclussiu i determinant d'expressi6 de gens
en 1 'espermatogenesi , la variant que contenia l'extensio CA si
que ho podia ser� Per altra banda, ratolins transgenics obtingutsamb construccions formades pel promotor del gen de protamina de
ratoli acoplats a un gen marcador demostren que les sequencies
promotores contingudes en una regi6 d'aproximadament 500
nucleotids 5' desde l'inici de transcripcio son suficients perdeterminar l'especificitat d'expressi6. Aquesta variant de
l' element CRE estaria precisament inclosa dintre d' aquesta regi6.

L'inclussi6 de 6 especies addicionals de mamifers en la
comparaci6 dels promotors ha pe rmes la determinacio de les
regions conservades d'una forma molt mes precisa. Aqui demostrem
que la regi6 conservada descrita previament amb homologia al CRE
va seguida per una sequencia altament conservada (CIT A A T). La
sequencia nucleotidica CA descri ta previament correspondria ales
primeres dos bases d' aquest nou consensus. Per al tra banda
demostrem que cap dels mamifers sequenc.iats conte estrictament
en el promotor de protamina P1 la sequencia canonica CRE (T G A
C G T C A ) i que en el seu lloc es trobaria el consensus T G CIAC TIC T C A. Tot en conjunt suggereix d 'una forma molt mes
precisa que aquesta sequencia variant que conte el motiu
addicional conservat ( T G CIA C TIC T C A CIT A A T; un 12mer)
podria correspondre a un element especific que conferis expressio
en testicle. Aquesta n ipoties i ve fortament recolzada per la
recent descripci6 d'un factor especific de testicle (Tet-1) ques'uneix in vitro a la regi6 corresponent al gen de protamina P1
de ratoli (Tamura et al., 1992). La concordancia entre la regia.
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protegida amb ONAsaI pel factor Tet-l en el ratoli la sequ�nciaconservada determinada mitjanyant la comparacia de la sequ�ncianucleotidica en les diverses aspac ies de mamifers es qa i r ebe
perfecta (Fig 2: Comparar la regia subrayada en doble linia en
la regi6 delimitada per les dues sajetes. Es interesant notar queel nostre estudi comparatiu demostra la presencia d'una T en el
3' d'aquest element altament conservada i present sense excepcia
en tots els mamifers estudiats. Aquesta T final no es evident a
partir dels estudis de proteccio amb ONAsaI possiblement perqu�
es tracta d' una req i.o que en abs e nc i a de qualsevol factor es
refractaria a la digestio amb ONAsa I. Aixi doncs sera
interessant determinar per altres tipus d'enzims 0 agents (per
exemple dimetil-sulfat) el grau d'accessibilitat d'aquesta base
en pres�ncia del factor Tet-l. Per altra banda, cal recordar que
aquests estudis de protecci6 amb DNAasa estan realitzats in vitro
en abs�ncia de l'estructura nucleosomica la qual cosa pot canviar
d'una forma molt notable el grau d'uni6 d'aquests factors. Un
aventatge dels estudis comparatius a nivell de sequ�ncia d'ADN
es que el seu resultat no ve limitat per les sondes moleculars
existents al esser determinada exclussivament per les
caracteristiques biologiques in vivo. La potencialitat de
determinaci6 d' expressi6 testicular d' aquest element que hem
detectat es recolzada pel fet que el gen de la proteina de
transici6 TPI de ratoli especificament expressada en testicle
concorda tambe a la perfecci6 amb l'element Tet-l. Cal notar quela sequencia del conill porqui demostra una delecci6 de 10-12
nucleotids despres de la sequencia Tet-l. 10 nucleotids correspon
a una volta completa de l'helix en l'AON i en el suposat queaquesta regi6 es trobes ensamblada formant un nucleosoma in vivo,el fet que la variaci6 sigui d'una volta completa de l'helix de
l'ADN, podria indicar la necessitat de situar aquesta sequenciaaccessible des de I' exterior del nucleosoma per tal de ser
biologicament activa. Per altra banda, l'absencia d'aquests 10-12
nucleotids en el conill porqui carre span a una regi6 molt pocconservada en la resta de mamifers sequenciats. Tot en conjuntsuggereix una funcio irrelevant per aquesta regi6 deleccionada
en el conill porqui. Ara, sera interessant realitzar un estudi
sistematic entre totes les sequencies del "Gen Bank" per buscar
l'element altament conservat Tet-l, descrit en aquest article.

Agraiments.

Treball sUbvencionat per I' a jut d' inici a la Recerca de la
Universitat de Barcelona,(1991) i, en part, pel projecte CICYT
SAL90-0334 a R.O. S'agraeix la col.laboraci6 de Justo Garasa, M'
Jose Noto i resta de personal del parc zoologic de Barcelona perhaver subministrat les rnostres de les diferents especiesestudiades.
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SEQUENCIACIO DIRECTA DE L'EXO 17 DEL GEN DE LA PROTEINA AMILOIDE
IMPLICAT EN LA MALALTIA D'ALZHEIMER FAMILIAR.

Rosa Adroer, Cristina L6pez-Acedo
Genetica Molecular, Facultat de
Barcelona.

i Rafael
Medicina,

Oliva. Grup
Universitat

de

RESUM

La sequenciaci6 directa de l'ex6 17 del gen del precursor de la
proteina amiloide (APP: "Amyloid Protein Precursor"), ha permesidentificar 3 tipus diferents de mutacions patogeniquesrelacionades amb la malaltia d'Alzheimer familiar (FAD: "Familial
Alzheimer I s Disease"). Aquestes mutacions es troben amb una
f r-equeric i a molt ba i xa la qual cosa impl ica haver d' estudiar
nombroses mostres per tal d'identificar noyes families afectades
I a ixo es labori6s i llarg. Per poguer identif icar aquestesmutacions en altres paisos i buscar noyes mutacions en el gen
APP, hem optimitzat el procediment i hem reduit el tempsnecessari per a la preparaci6 de les mostres dill 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 alteraci6 del sistema
nervi6s que resul tava en una perdua de la memoria I de les
funcions intel.lectuals. Aquesta malaltia es correlaciona amb
l/aparici6 d'un acumul de proteina en el sistema nervi6s en forma
de plaques extracel.lulars 0 plaques senils, iamb la presenciade 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 tambe poden apareixer alguns casos a partirdels 40 anys. Aquests ultims serien els casos pre-senils. Es en
malalts pre-senils i familiars (on la malaltia s/hereda amb un
patr6 autosomic dominant) que es va detectar la primera mutaci6
(Goate et al., 1991). Aquesta consisteix en una substituci6 d'una
Valina per una Isoleucina a nivell del cod6 717, i per aquestmotiu s'anomena mutaci6 APP717 Val�Ile. Fins el dia d'avui s'ha
detectat la mutaci6 en 5 families: 1 a Anglaterra (Goate et al.,1991), 1 als E.E.U.U. (Goate et al., 1991), i 3 al Jap6 (Naruse
et al., 1991; Yoshioka et al., 1991). Posteriorment s'han
descobert dues mutacions mes localitzades a nivell del cod6
717: en un cas la Valina es substituida per Glicina (ChartierHarlin et al., 1991), i, en l'altre es substituida perFenilalanina (Murrell et al., 1991). Nosaltres hem optimitzat el
metode de preparaci6 de les mostres per sequenciar descrit perGoate et al. (1991) i l'hem reduit d'l�.hores a 3 i mitja. Aquestmetode ens permet buscar de forma senzilla la mutaci6 APP717 en
malalts pertanyents a l'Estat Espanyol.

MATERIALS I METODES

La reducci6 de temps en el processat de les mostres abans de la
seva sequenciaci6 ha estat possible realitzant una sola reacci6
de PCR ("Polymerase Chain Reaction") en comptes de dues (laprimera per amplificar l'ADN, i la segona per obtenir ADN de
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cadena senzilla), i estandaritzant e1 metode de purificaclo decadena senzi11a basat en 1'afinitat arnb esferes maqrie t i que srecobertes d' estreptavidina i La subsequent sequenc iac i o directa.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

711 pb"
489

_ "--
404 �
367
262

Fig. 1.- Arnplificaci6 d'ADN de leucocits de diferents malaltsd'Alzheirner (carrils 1 al 10).

/
-

-

Fig. 2.- (1) Producte de PCR + esferes rnagnetiques recobertesd' estreptavidina. (2) Captura de l' ADN amb MPC. (3) Desnaturalitzaci6 de l'ADN. (4) Eluci6 de la cadena no biotinilada.
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Les reaccions damp.l i r i cac i o es realitzen
amb 20 ng d'ADN, 10 pmols de cada encebador
(1: biotina-GCCTAATTCTCTCATAGTCTTAATTCCCAC-
3' i 2: 5'-GTTGGGCAGAGAATATACTGA-3'), 200 �M
de dNTP's, 1.5 roM MgCl" 10 roM Tris-HCl pH
8.3, 50 roM KCl i 1 unitat de Taq polimerasa
en un volum final de reaccio de 25 �l. Les
condicions de PCR son: una desnaturalitzaci6
inicia1 de 5 min. a 94 -c , seguida de 35
cicles consistents en 1 min. a 60 oc, 1 min.
a 72°C i 1 min. a 94 gc, amb una elongaci6final de 5 min. a 72°C (Fig. 1). Per
purificar cadena senzilla mitjanc;:ant esferes
magnetiques recobertes d'estreptavidina es
va utilitzar el protocol del fabricant amb
algunes modificacions: 20 �l de la reaccio
de PCR es barregen amb Dynabeads M-280 prerentats (10 �l de Dynabeads rentats 3
vegades amb 200 �l de TWS: 0.17% Triton-x-
100, 500 roM NaCl, 10 roM Tris pH 7.5, lroM
EDTA pH 8.0, i resuspes en 80 �l de TWS) a

temperatura ambient en una plataformarotatoria durant 30 min. Els Dynabeads son
separats amb un Lman (MPC: "MagneticParticle Concentrator") i rentats dues
vegades amb 20 �l de TWS. Segudament es
resuspen amb 32 �l de TE i s'afegeix 8 �l de
NaOH 1M / EDTA 4 roM per desnaturalitzar les
dues cadenes del producte de PCR. En aquestpunt la cadena d'ADN que conte biotina al
seu ext rem 5' queda fortament lligada ales
esferes magnetiques recobertes
d'estreptavidina, mentre que l'altra cadena
que no te biotina queda lliure en soluci6.
Eliminem aquesta cadena lliure amb l'ajudadel MPC quedant-nos nomes amb la cadena
unida ales esferes que es renten dues
vegades amb 200 �l de TWS i es resuspenenamb 7 �l d'aigua (Fig. 2). La mostra es a
punt per ser sequenciada amb l'encebador 2,
seguint el protocol de la Sequenase 2.0
(USB) .

RESULTATS

En la figura 3 es pot observar una sequenciaobtinguda per aquest metode. S'obte una
sequencia clara del fragment corresponent a
l'ex6 17 del gen de l'APP on podem buscar si
existeix el nuc Leo t i d mutat a nivell del
cod6 717.

......-
-

=-

---
-

.-
-

-

a
-
-

==
-
-

-

-
-

Fig. 3. - Sequencia no mutada de l' ex6 17 del gen APP d' unindividu afectat d'Alzheimer. .. Lloc de la mut ac i o APP717Val--+Ile. 0 Lloc de la mutaci6 de l'Hemorragia Cerebral tipusDutch (HCHWA-D: "Human Cerebral Hemorrhage Wi th amyloidosis Dutchtype") .
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Fins ara hem estudiat 54 mostres per aquest procediment i en cap
d'elles hem trobat la mutacia APP717 Val-lIe, tampoc hem trobat
les substitucions Val-Gly ni Val-Phe. Una altra mutacia
relacionada amb l'exa 17 es la de l'Hemorragia Cerebral tipus
Dutch situada al coda 693, que 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 m�tode es de gran utilitat per a fer un "screening" rapid
de la mutacia 717 en un nombre elevat de mostres, i per buscar
altres possibles mutacions de l'APP a nivell d'altres exons. Es
un procediment mes rapid i eficient que altres metodes
alternatius com ara la subclonaci6 del producte de PCR,
sequenciar cadena doble 0 fer PCR assimetric seguit de
purificacia de l'ADN.
La digesti6 del producte de PCR de l'ex6 17 amb Bcl I produeix
dues bandes extres si existeix la mutaci6 APP717 Val-lIe, perc
no pot detectar altres possibles mutacions. Una altra alternativa
a la sequenc i.ac Io de l' ADN es la tecnica del SSCA ("Single
Stranded Conformation Analysis") (orita et al., 1989), perc
aquesta tecnica no es mes rapida que la sequenciaci6 directa i
no pot identificar tots els canvis a nivell de nuclebtids.
La disponibilitat d'aquest metode permetra buscar de forma molt
mes rapida i eficient les mutacions de l'ex6 17 del gen de l'APP
en els diferQnts malalts.

Aquest treball ha estat subvencionat per l'ajuda d'investigacia
de la "Comisi6n Interministerial de Ciencia y Tecnologia" (ClCYT)
SAL90-0334, 1990-1993 i pel III Premi' Upjohn d'ajuda a la
investigaci6 a R.O., i per les beques F.P.I. del "Ministerio de
Educaci6n 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 0-1 DE LA TUBULINA

DEL MAJZ

"f..�. To r re s , '1. Capellades, P. Pui g dome nec h , J. Rigau; De pa rtarne n t de

Ge ne t ica \lolecular, C.I.D., C.S.I.C., C/ Jordi Girona 18-26, Barcelona-08034

Se ha abordado el estudio de la expresi6n del g e n 0-1 de la o-tubulina

del maiz tanto mediante estudios "in vivo", de e xp re s ion transitoria en

protoplastos y exp re s icn estable en tabacc, como "in vitro", a t rav e s de

analis is de la inter-ace ion DNA-proteina.

Se han realizado construcciones fusinando diversos fragmentos del

citado promotor al �en marcador GUS y al "nos term" con la serial de

poliade nilacicn. En ensayos de transformaci6n estable de tabaco las

construcciones que contienen los fragmentos mayores del promotor han

rnost.rado un patron de espresion similar al encontrado en rnaiz, Se han

lle vado a cabo tarnb ie n experimentos de expresi6n transitoria en protoplastos

de tabaco electroporados con el p ropos i to de acotar aq ue llas secuencias del

promotor que pudieran set' importante s en la re g u lacion de la e x p re s io n del

gen.

Respecto a los estudios de interacci6n DNA-proteina se han obtenido

Ir-ag me ntos de [l1'A no s upe rior-e s a 300-400 pares de bases con los que

rea l iz a r estudios de re tar do en ge le s de acrilamida en presencia de e xt rac tos

nur lca re s , Se ha constatado la presencia de bandas re tardad as en lin

f ra g me nt.o -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

Harie Francoise Niogret, Haria PIa and Hontserrat Pages.
Depac._t8.llento de Genet ica Molecular, CID-CSIC, Jorge Girona 18-26, 08034
Barceiona.

The plant hormone sbsc i s ic acid (ABA) siedi s t es a number of important
developmental and physiological processes in plants, such as embrvo l11aturation
and response of vegetative tissues to osmotic stress. A number of genes (rab)
which are normally expressed during late embryogenesis are also precociouslv
induced in voung embryo on ABA treatment or in vegetative tissues submitted
to dessication. Among these ABA responsive genes, the mai'ze reb 28 gene has
been isolated and characterized. It encodes a protein of predicted mol. wt
27.7. Transcription levels of the reb 28 gene have been followed bv Northern
sris lys i s during embryogenesis, seed germinat i on, and in the w i Ld type
seedlings subei t ted to ABA treatment or water stress. The reb 28 gene
expression has also been studied in two viviparous sutent:« of mai'ze : the ABA
deficient vp2 and the ABA-insensitive vp1 l1lutant.

The proximal promoter region of the mai'ze reb 28 gene contains the
conserved ABA responsive e Iesent: (ABRE), CACGTGG, reported in other plant
genes as responsible for ABA induction. Transient expression assevs in rice
pro topLes ts indicate that a 134 base pair fragment of the lIIafze promoter (-194
to -60, containing the ABRE) fused to a truncated cauliflower mosai'c virus
promoter (35S) 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 fragl1lent. Nuclear extracts tros esbryo and water stressed leaves
generate specific and highl.v stable coep Iexes of different electrophoretic
mobility. However, analysis of these protein-DNA complexes by methylation
interference footprinting show the same guanine-specific contact to the ABRE
sequence. These results suggest that distinct regulator,'! factors with apparent
similar affinity for the ABRE sequence lI/a,Y be involved in the hormone action
during embryo II/aturation and vegetative tissues submitted to water stress.
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IMPLICACIO DEL CALCI EN LA RESISTENCIA AL METOTREXAT
Veronica Noe i Carlos J. Ciudad

Unitat de Bioqufmica i Biologia Molecular.
Departament de Ciencies Fisiologiques Humanes i de la Nutrici6.

Universitat de Barcelona. 08028 Pedralbes

RESUM
L'ester de forbal TPA, l'ionotor A23187, i el 2,4-dinitrofenol incrementen
la resistencia al MTX en Ifnies cel.lulars de CHO. Donat que aquests tres
efectors tenen en cornu un mecanisme d'actuacio via calci, suggerim que
aquest catio esta implicat, molt probablement a traves de canvis en
I'activitat de la PKC, en el desenvolupament de la rasistencia al MTX per
arnoliticaclo de la dhfr .

INTRODUCCIO
La resistencia a la quimioterapia cancerosa es un problema serios per a
I'efectivitat clfnica d'aquest tractament. La resistencia pot e s s er

provacada per una recuccio en l'acumulacic de la droga administrada com a

conseouencia d'un efluxe actiu incrementat (1); per l'aparicio de clans
mutants que transparten menys eficientment la draga cap a I'interior
cel.lular (2) 0 que contenen una forma alterada, mes resistent, de la
molecula objecte d'inhibicio (3); i finalment, per ampliticaci6 genica en

que el nurnero de copies per un gen determinat pot estar incrementat de
gran manera (fins 1000 copies)(4). Aquest es el cas en la gran majaria de
les eel.lures que esdevenen resistents per tractament amb metatrexat
(MTX), un inhibidar de I'enzim dihidrofalat reductasa (5). EI mecanisme de
i'arnphtlcacio genica i la transduccro dels senyals que condueixen a la
mateixa estan actualment sota investiqacio. Recentment, hem cornencat a

estudiar les vies biaqufmiques que paden desenvalupar aquest tipus de
resistencia. Com a punt de partida yam prendre els resultats originals del
grup de Varshavsky (6,7) que observaren que els esters de forbol i
hormones rnltoqeruques (insulina, vasopresina I EGF) son capaccs
d'incrementar la incic:tencia de resistencia davant el MTX en cel.lulss 3T6
mitjancant un mecanisme d'amputicacto. Fins I'actualitat, hem demostrat
que en cer.tules d'ovari d'hamster (CHO), s'incrementa la resistencia al MTX
pels esters de farbol i per agents que mabilitzen el calci com ara l'ionotor
A23187 i inhibidars metab61ics com el 2,4-dinitrofenol (DNP) la qual cosa

demostra un paper d'aquest catio en el proces d'arnplificacio genica.

MATERIALS I METODES
Las linles cal.lulars utliitzades (UA21 i K1 de CHO, i ratt) es van creixer regularment en medi de
cultiu MEM amb penicil.lina i estreptcmicma suplementat amb un 7% de serum fetal. En els sxpenrnants
dastinats a quantificar la rasistancia al MTX. al medi selectiu era F 12 (HAM) amb doble contingut
c'amtnoacics i vitamines i sense glicina, hipoxantina i tirrudina. EI contingut de sarum d'aquest madi era
dal 5% osspres de diatis: en front de PBS (6 canvis) per un sspa: de tamps de tres dies, per alirmnar
compostos de baix pas molecular (com ara purines). A mas aquest medi era addicionat de concentracicos
variables de metotrexat, dissolt en el propi medi ·GHT. Els efectors (TPA, A23187 I DNP) eren dissolts
en DMSO i afegits a/ medi a /a concentraci6 desitjada sense superar e/ 1 % de DMSO. EI medi es canviava
cada 7 dies, manterunt al MTX i sense els electors per un total da tres setmanes. En aquest punt es
raalitzava el comptage de les colonies oespres de la seva tincio amb Violeta de qenciana.
EI TPA i l'A23187 es van obtsrur de Sigma, el DNP de MercK I el MTX dels Laboratoris Almirall
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RESULTATS
Es eoneguda la capactat o'arnpu'Icacro de limes eel lulars sotmeses aseleeei6 gradual amb eoncentracions creixents de MTX. Per aquesta rae.
yam realitzar uns experiments previs amb la Ii de determinar les
concentracions minimes de MTX capaces de produir la mort cel.lular de
diferents linies de CHO i de conduir a una tarnbe minima producci6 de
colonies resistents. Aquestes concentracions van variar depenent del
numsro de copies de dhfr de les eel.rules: aixi per a la linea UA21 (1
ccpia) la concentracio de MTX que complia els requeriments esmentats va
esser de 2x10-8 M i per a la linea K1 (2 copies) 3 x10-7 M. A continuaci6
yam intentar reproduir I'etecte del TPA, trobat en cet.lulss 3T6, en limes
csl.lulars de CHO. t.'interes en utilitzar aquestes linies es la disponibilitatde nombrosos mutants en el locus dhfr amb earacteristiques ja conegudes(8,9). Com es pot observar a la Fig u ra 1, el 12-0-tetradecano i I
forbol-13-acetat (TPA) a la concentracio de 0.1 �g/ml causa un increment
en el nurnero de colonies resistents al MTX. L'electe rnes clar es va obtenir
amb la linea K1 i per aquesta rae yam continuar l'experimentaci6 amb
aquesta. La resistencla assolida sembla ser relativament estable car el
nurnero de colonies resistents as el mateix tant si la seleccio en MTX
cesores de la primera setmana es fa en presencia com en aosencia de TPA.
Per comprovar la generalitat d'aquest efecte yam assajar l'accio del TPA
en cel.lules rat-i en les que tarnbe es va observar I'increment en el nurnero
de colonies resistents. L'etecte del TPA sobre cel.lules K1 as dependent de
la conceritracio com hom pot observar a la Fig. 2, que a la vegada es
incrementat si les cet.lules son pretractades amb TPA (0.1 �g/ml) abans
de realitzar la sereccio amb MTX en presencia de una segona dosi de TPA.
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FIG.1: Resistencla a MTX en diferents linees FIG.2: ReSitencia de cal.lulas Kl davant MTX
ceLlulars en absancra (barres sOlides) 0 en (3x 1 0- 7 M) en presencia de concentracions
presencia de 0.1 ).1g de TPAlmL (barres ratllades). creixents de TPA. (.) TPA i MTX afegits alhora.

(. ) cel.lulss prectratades amb TPA durant 48 h

A continuaci6, per assajar una irnplicacio directa del calci sobre la
resistencia al MTX, Yam incubar les cel.lules amb concentracions creixents
de l'ionotor de calci A23187 i una tixa de MTX. Com hom pot observar a la
Figura 3, aquest icnofor va causar un increment dependent de la
concentraci6 en el nurnero de colonies resistents al MTX. L'efecte maxim
es produf a 1 nM d'A23187.
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Finalment, vam .ncubar les cel.Iules CHO K1 amb crterentes concentrac:ons
de DNP, que causa la rnobilitz acio del catci com a corisequencra del
decrement en la concsntracio d'ATP cel.lular (10). L'accio d'aquestmhibidor metabolic va produir tam be un increment en el numero de
colonies resistents al MTX d'una manera dependent de la concentracio amb
un efecte maxim a 1 0 �M (Figura 4).
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FIG. 3: Resistencla de cel.lules Kl davant MTX
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FIG.4: Resistencia de cat.Iules Kl davant MTX
(3x 1 0- 7 M) en presencia de concentracions
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Les colonies primaries resistents formades per la presencia del DNP van
ser clonades i resembrades en medi que contenia la mateixa concentracio
de MTX emprada en la seleccio original (3x10-7M). Aquestes cal.Iules
aillades van ser capaces en el 100% dels casos de tornar a formar colonies
cos a que descartava la torrnacio de oseucocotomes en el primer pas de
seleccio.

DISCUSSIO
t.'observacio principal que descrivim es la capacitat de I'ester de forbol
TPA, l'ion6for A23187 i el DNP d'incrementar, d'una manera dependent de
la coricentracio, el nurnero de colonies resistents al MTX en cet.lutes CHO.
Tot i que I'efecte del TPA s'havia descrit en cel.lules 3T6, sorprenenment,
no s'havia fet cap reterencia al possible involucrament de la PKC en aquest
proces ni s'havia assajat I'efecte o'ionotors de calci.
Un cornu denominador d'aquests tres agents es el d'activar la PKC via calci:
EI TPA per un increment del DAG que disminueix la Km de la PKC pel calci;
l'ionotor per un augment de la concentracio de catci intraceLlular i el DNP
per una rnobrutzacio del calci des del reticle endoplasmic.
Eis experiments realitzats fins ara s'han fet amb cel.lules en presencia de
TPA durant un minim d'una setmana. Tanmateix, as conegut que la
incuoacio cet.lular amb TPA per un espai de temps entre 24 i 48h
transloca, proteolitza i finalment esgota la PKC. Aix6 planteja la
possibilitat que I'increment en la resistencia sigui consequencia de
l'activacio a curt termini de la PKC 0 de i'absencia d'aquesta activitat quan
as esgotada d'ambdues localitzacions cel.tulars: citosol i membranes. Per
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tal de discernir entre les dues possibihtats: estem realitzant incubacions
de curta durada (de I'ordre d'hores) amb TPA en que hi ha translccacio I

activacio de la PKC pero encara no esta esgotada del citoplasma, iamb
inhibidors de la PKC. Tant si es degut a una activacio com a una inactivacio
de la PKC, sembla clar que el calci seria el senyal que desencadenaria el
proces de resistencia. EI calci tarnbs esta implicat en la resistencia a
altres drogues com els alcaloids de la vinca i aquesta resistencia es
revertida per inhibidors de canals de calci com el verapamil (11). En
aquests casos, la resistencia es deguda a la qlicoproteina-P, que actua
com una bomba expulsora de droga i aixi aquesta s'acumula menys. En el
cas del MTX, perc, la resistencia es principalment deguda a l'arnpliticacio
del gen dhfr tal com succeix amb el TPA en cel.lules 3T6. Estem en el
proces de mesurar el nurnero de copies en les nostres Iinies resistents.
Tanmateix, hi ha probes que indiquen que la resistencia que observem es
deguda a arnctificacio: 1) Que les colonies de cel.lules resistents creixen i
s'acaben de formar ales tres setmanes de seleccio en presencia de MTX
encara que els efectors estiguin presents amb les cel.lules nornes durant
la primera setmana; 2) Que el TPA te un efecte acumulatiu sabre la
resistencia si les eel.lutes son pretractades amb I'ester de forbol; 3) Que
totes les colonies primaries obtingudes mantenen la seva resistencia al
MTX despres de clonacio. Tot aixo suggereix uns canvis genomics estables
molt probablement degut a un increment en el nurnero de copies en

comptes d'un increment transitori de l'extrusio de la droga emprada.
En sumari, proposem que, almenys en part, la reststencia al MTX en
cel.lules CHO causada pel TPA, ionotor A23187 i DNP esta mediatitzada
per canvis en I'activitat PKC mitjancant 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-FoFI ATP SINTETASA MITOCONDRIAL.

I. Martin. M. Giralt. R. I�lesias. O. Vinas. T. Hampel i
F. Villarroya.
Dept. Bioquimica i Fisiololl;ia. Unitat Bioquimica i Biolo�ia
Molecular B. Facultad de Biologia. Universitat de Barcelona.

L'obtencio d'ATP per via aerobica en els mamifers es produeix
gricies a un conjunt de complexes proteics presents a la membrana
mitocondrial interna i que constitueixen el sistema cadena
respiratoria/fosforilacio oxidativa (OXFOS). Cadascun d'aquests
complexes proteics c o n t e subuni tats codi f icades per gens nuc lears
i al menys una, codificada pel �enoma mitocondrial. La regulacio
de l'expressi6 dels �ens nuclears que codifiquen per proteines
del sistema OXFOS es produeix en bona part per mecanismes
transcripcionals i en funci6 de ia diferenciaci6 cel.lular, de
la seva coordinaci6 amb l'expressi6 del g e noma mitocondrial. dels
requeriments energetics de la cel.lula i sota i'acci6 hormonal.
principa!ment de les hormones tiroidals. Eis mecanismes precisos
de regulaci6 transcripcional de l'expressi6 d'aquests �ens i els
factors de transcripci6 implicats es desconeixen. Per avanqar
en aquest coneixement hem triat com a model el g e n de la
subunitat a del complexe FoFl ATP sintetasa mitocondrial humana.
Un primer pas fou obtenir la regi6 promotora del �en (-684/+91)
mitjanqant la tecnica PCR a partir de la sequencia publicada per
S.Ohta i col.laboradors (J. BioI. Chem. 263:11257,1988). El
fragment obtingut fou clonat en pUC18 i en pBLCAT. La sequencia
de nucleotids d'aquest fragment te menys d'un 5% de divergencia
respecte a la publicada previament i indica l'absencia de caixa
TATA. la presencia de quatre caixes CCAAT en la regi6 proximal
i una un i c a caixa GC. Hem realitzat aa s a i g s de t r an s f e c c i o

transitoria de la construcci6 -684/+91-pBLCAT en cel.lules HeLa
els quaIs han indicat que aquesta regi6 dirigeix efectivament
l'expressi6 del g e n "reporter" CAT. Aixi mateix hem o b t i ng u t
mitjanqant peR el mutant per delecci6 �271/+91-pBLCAT, la qual
cosa suposa l'eliminaci6 de la caixa GC. i hem observat que no

dona lloc a una disminuci6 significativa en l'expressi6 de CAT,
la qual cosa sembI a indicar que el lloc putatiu d'uni6 al factor
Spl no seria essencial per a l'expressi6 basal del gen.
Paral.lelaaent hem realitzat un estudi sistematic de la
interacci6 fisica entre proteines nuclears i la regi6 proximal
esmentada, mitjan�ant analisis de protecci6 a la DNAsa I
("footprint") i de retard en gel. Aquests estudis han indicat la
presencia de diferents factors que interactuen amb regions del
promotor, entre elles les corresponents ales caixes CCAAT. Aixi
mateix s'ha detectat la presencia d'un factor en els extractes
nuclears que s'uneix amb alta afinitat a una regi6 del promotor
amb sequencia hom61oga al lloc d'uni6 de factors de transcripci6
codi f icats per la famil ia c-ets de protooncogens. T'amb e hem
detectat la uni6 espec i fica del receptor nuclear d' hormones
tiroidals a seqUencies del promotor. Estudis en curs utilitzant
mutants del promotor Ll Lg a t s a CAT i dissenyats en funci6 de
respectar 0 eliminar les regions esmentades ens donaran la
informaci6 sobre la Lmpo r t.a nc i a funcional dels diferents elements
del promotor per a d Lr Lg i r l' expressi6 del g e n 13-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-Gomez, Jose Ayte, Jose A. Ortiz, Diego Haro
i Fausto C. 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 es expressat al fetge y els nivells del seu mRNA son
modulats per cAMP, insulina, glucocorticoids i acids grassos. A mes, un

mecanisme postraduccional de succinilaci6/ desuccinilaci6 sembla tarnbe
contribuir a mantemir els nivells d'enzim actiu.

Un fragment de 1.149 bp de la regia 5' flanquejant del gen es capa<;
de promoure la transcripci6 in vitro i guiar l'expressio d'un gen quirneric
amb CAT quan es transfectat a cel.lules HepG2, derivades d'un hepatoma
hurna. pero no en linies cel.lulars d'orige no hepatic tal com les NIH-3T3,
el que demostra la presencia de d'elements cis involucrats en l'especificitat
de teixit. EI mateix fragment de zona 5' confereix regulaci6 per cAMP,
insulina, dexametasona, acid oleic, T3 i TPA al gen marcador en

experiments de transfecci6 transitoria. correlacionant amb els resultats
obtinguts In vivo. Mitjancant la transfecci6 de diferents derivats deleccionats
de la construccio de 1.149 bp de zona 5', estern acotant l'exacta localitzaci6
dels esmentats elements a la zona 5' reguladora del gen.
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?EGULACICN DE LA EXPRESION DEL GEl'! a,-baaT"g
DE D melanoQaster
Carmep Martinez v Juan Modolell Centro 19
B�ologia Mo19sul�r CSIC-UAM Madr�d

El desarroilo de los 31S::8mdS
n e r v i o s o s central y p e r r t e r ic o de D__
meldnoQaster depende de la actividad de los
genes del CompleJo dcbaete-scute (e-AS) En
los discos r me q i n a Le s acbaeta (�) y �
(�) se expresao eo grupos de c9lulas eotre
las cuales uoa se d e t e r m r n a r a corno o r q a no

sensorial. Para analizar c crno se regula la
e xp r e s i on de estos genes. bemos analizado
eo 110eas traosiormaotes la expres�6n de
_Lli:Z d i r Lq i o a por difereotes fragmentos de
los promotores � 0 � En el caso del gen
ac. la mayoria de las secuenelas oecesarlas

para uoa expresi60 silvestre estdn
sootenidas eo 0 8 kb. situadas 5' a la
uoidad de traoscripci60. Esta region
coo t iene seeueoeias oeeesar i a s para la
a c t Lva c i o n de � por � y para La
autoestimulaci60 de �. Puesto que los
genes � y � �odifican proteioas que
con t r e n e n el dominio bel ice-lazo-bellee
(HLH) propio de una clase de reguladores
de la traoscripci6n esta regulaci6n puade
ser mediada directamente por sus productos
En la regioo de 0.8 kb del promotor �
estudiada bay varios sitios que eumpleo con
el conS90SO para la uoi60 de proteioas HLH
Para aoalizar 91 papel de estas secueocias
eo la regulacion del gen � bemos obteoido
110eas traosformaotes eo las que la
expresi6n dQl geo � asta dirigida par el
fragmento de 0.8 kb del promotor � en el
que uno 0 varios de los sitios de unioo de
proteinas HLH han side e1 iminados. Los
resultados' obtanidos indican qua estas
secuencias 300 fuodameotales para la
correcta expresi6n del geo � y que su

regulaci6n estaria mediada directameote por
los productos Ac y Sc
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REPRESSIO DEL GEN DE LA HISTONA H5 PER UN FACTOR D'ERITROCITS
QUE S'UNEIX A LA REGIO D'INICI DE LA TRANSCRIPCIO

A G6mez-Cuadrado, S Rousseau, J Renaud i A Ruiz-Carrillo - Departament de
Bioquimica, Centre de Recherche de la Universitat de Laval, Quebec; Departamentde Biologia Molecular i CeI.lular, CID-CSIC, Barcelona.

La H5 es una histona de tipus linker especifica de la linia eritraide de pollastre,
l'expressi6 de la qual es regulada durant el proces de maduraci6 dels eritrocits, EI gen de
la H5 es transcriu ja, encara que a nivells baixos, a lestadi CFU(E), quan la transcripci6dels gens de la globina es encara inactiva. EI nivell de transcripci6 augmenta drasticament
durant la transici6 CFU (E) a eritrablast, parcialment degut a I' activaci6 dels tres enhancers
del gen. Durant aquest penode, la H5 s'acumula a la cromatina, participant probablement
en la inactivaci6 de les cel.lules madures.

Els estudis de rnutagenesi per deleci6 realitzats per tal de caracteritzar els elements
funcionals upstream de la TATA box han indicat que els principals factors activadors del
promotor son l'Sp l i I'H4TFII. Una analisi dels footprints del promotor del gen amb
proteines nuc1ears d'eritrocits madurs, transcripcionalment inactius, ha revelat la presenciad'una activitat nova que interacciona amb sequencies del lIoc d'inici de la transcripci6.
Aquesta activitat ha estat purificada a homogeneitat, esdevinguent una glicoproteina de 75
kDa, que s'ha anomenat cIBR (per chicken initiation binding repressor).

Mitjancant assajos de transcripci6 in vitro amb extractes nuc1ears de cel.lules HeLa,
s'ha trobat que cIBR funciona com un repressor de la transcripci6 del promotor del genH5. L 'efecte es a1tament especific ja que cIBR no afecta la transcripci6 de promotors que
no contenen la seva sequencia de reconeixement 0 de promotors de la H5 mutats en eilloc
d' uni6 de la proteina. cIBR inhibeix la transcripci6 interferint amb la formaci6 del
complex d'iniciaci6, pero no afecta la transcripci6 de complexes preformats. D'acord amb
aixo, la uni6 del factor TFIID a la TATA box impideix la uni6 posterior de cIBR, pero no
al reyes. Aixo, i el fet que cIBR no te efecte quan s'uneix a un lIoc upstream del
promotor, suggereix que la unio de cIBR a la regie d'iniciacio causa repressio perinterferencia directa amb factors de transcripci6 generals diferents de TFIID, possiblementTFIIB. cIBR s'ha trobat nomes en eritrocits madurs i tardans, pero no en cel.lules
eritroides primaries que transcriuen activament el gen H5. Les cel.lules
transcripcionalment actives (pre-eritroblasts i eritroblasts), aixf com altres tipus cel.lulars
no eritroides, contenen cIBF (per chicken initiation binding factor). cIBF purificat es una

proteina no gJicosilada de 68-70 kDa que tarnbe reconeix la regi6 d'iniciaci6 de la
transcripcio del gen H5.
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BPBCTB DB LES CONVULSIONS LIMBIQUES SOBRE L' EXPRESSIO
NEUROTROPICS. NGP, BDNP I NT3, A L'HIPOCAMP DE RATA.

DIPERXNTS MODELS EXPERIMENTALS D'EPILEPSIA.

DE TRES PAC TORS
COMPARACIO ENTRE

N. Rocamora', J.M.Palacios', G. Mengod'

'Biologia Cel.lular. Facultat Biologia. Universitat de Barcelona

'Dept. Neuroquimica. CID-CSIC.

EI desenvolupament i manteniment de les cel.lules neuronals i les seves xarxes

depen de la presencia de factors neurotrofics, molecules que sintetitzades en

quantitat limitant per les cel.lules diana 0 'target' (postsinaptiques) s6n

transportades de forma retrograda als cossos neuronals (presinaptics).
Si be el 'nerve growth factor' (NGF) ha estat durant mes de tres decades la
unica molecula aillada amb capacitats neurotrofiques, el descobriment, en els
darrers tres any s , d ' al tres molecules; , brain-derived neurotrophic factor

(BDNF), 'neurotrophin-3, 4 i 5' (NT3, NT4 i NT5) que comparteixen
caracteristiques estructurals i funcionals amb I'NGF ha portat a la inclusi6
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 be solapades), aixi com en diferents

moments al llarg del desenvolupament. EI fet de que, en el SNC, les NTF es

concentrin ma j o r i tar iament; a 1 'hipocamp, juntament amb la seva ubicaci6

preferent ales neurones, fa suposar que les alterac ions en I' activi tat

neuronal del sistema limbic puguin afectar la regulaci6 de l'expressi6
d'aquestes molecules.

Hem prodult dos models d'alteraci6 experimental de l'activitat neuronal del
sistema limbic: (a) la introducci6 de petites lesions electrolitiques en el

hilus del gir dentat de l'hipocamp i (b) la injecci6 intrahipocampal (a nivell

del stratum radiatum de la CAl) d t
ac id quinolinic. En ambd6s models es

provoquen alteracions tant de l'activitat electrica (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, mitjan9ant la
hibridaci6 in situ d'oligonucleotids (48mer) especifics per a cada una

d'elles, sobre talls de criostat (20�) obtinguts a partir de cervells

d'animals sacrificats a diferents temps (entre 1 i 24-48 hores) despres de la

injuria (lesi6 electrolitica 0 injecci6 dac Ld quinolinic). Els resultats

obtinguts demostren, en ambd6s models, un increment important del nivell de
mRNA per l'NGF (entre 8-10 cops respecte al valor basal) i el BDNF (entre 20-
30 cops), a la capa de cel.lules granulars del gir dentat de l'hipocamp. Ames

ames, aquest increment es rapid (maxim a les dues -tres hores deapre s de

l'inici de les convulsions), bilateral i transitori (torna a valors basals a

les 12 hores per I'NGF i entre 24-48 hores pel BDNF). Contrariament, pel que
fa al nive11 de mRNA del NT3 observem, en ambd6s models, una clara, bilateral
i tambe transitoria disminuci6 a la mateixa capa cel.lular. Els nivells minims

s'assoleixen ales 10-12 hores despres de la injuria, recuperant-se
posteriorment els valors basals, entre les 24-48 hores.

La comparaci6 dels resultats presentats amb els obtinguts per altres autors

en d'altres models d'epilepsia; injeccions sistemiques 0 locals d'acid kainic

(Zafra et a1. 1990, EMBO J. 9, 3545; Dugich-Djordjevic et al. 1992,
Neuroscience 47, 303; Ballarin et al. 1991, Exp. Neurol. 114, 35; Gall et al.

1991, Mol. Brain Res. 9, 113), inducci6 de kindling (Enfors et al. 1991.
Neuron 7, 165), demostra un total acord pel que fa a la sobreexpressi6 de
l'NGF i el BDNF, en tots ells, fet que per l'NGF s'havia postulat que podia
tenir rel.laci6 amb els fenomens de �plasticitat' (reorganitzacions
sinaptiques) 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 lesi6 del hilus (Rocamora et al. 1992, Mol. Brain
Res. 13, 27) i, posteriorment confirmada tambs pel cas de l'injeccio d r ac i d

quinolinic.
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ANALISIS GENETICO DEL DEFICIT CONGENITO DE PROTEINA C ASOCIADOA PATOLOGIA TROMBOTICA.

Soria JM, Fontcuberta J*, Estivill X, Sala N.
Departament de Genetica Molecular del Insti tut de RecercaOnco16gica (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 suactividad a t ravas de la inactivaci6n de los factores Va yVIIIa de la coagulaci6n. Su importancia fisio16gica como
inhibidor de la coagulaci6n sanguinea queda demo strada par la
relaci6n existente entre su defecto y enfermedad
tromboemb61ica.
E1 deficit hereditario de PC se comporta como una enfermedadautos6mica dominante con penetrancia parcial y expresi vidadclinica variable. La prevalencia de heterocigotos se estima en
1 de cada 200-300 donantes de sangre sanos, si bien en solo 1
de cada 16.000-30.000 individuos, el deficit de PC se asocia a
enfermedad tromboemb61ica.
Para intentar establecer relaciones directas entre la causa
molecular del deficit y la severidad de la patologiatromb6tica, nuestro grupo ha iniciado el analisis del gen parala PC en familias con deficit hereditario de esta proteina.La estrategia seguida ha sido la siguiente: A partir del ADN
gen6mico de pacientes y controles, se amplifican los exones del
gen de la PC mediante PCR radioactiva, para aplicar la tecnica
de analisis de los "Single strand Conformation polymorphisms"(SSCP) y posterior secuenciaci6n de los exones que pre 5 entaban
bandas anormales en el analisis anterior.
Los resultados obtenidos para el analisis de los exones 3, 7 Y9 se muestran en la tabla I.

�: Mutacion•• idantiticadaa en 81 qen de 1a PC d. !a.ilias espaftolas con d6ticitconq'nito de PC.

P!DIGR.EI nOli K1l'1'ACIOIl E.R!STII. COKEli'rlUlIOS
PC-J4-3 I!.xOn 3 1380,C del.7pb Arq-3 BamHI(-) "Frameshitt", stop

en codOn 16

PC-34-6 I!.xOn J CGT->TGT No 06ticit tipo II
9, Arq->cys

PC-34-9 ExOn 7 6119,G inserci6n TT KnlI (-) "Frameshitt", stop
143. Arg->[Au en cod6n 156

PC-34-1 ExOn 7 =->TGG No
178. Arq->Trp

?C-34-4 ExOn 7 CGG->CAG No
6 y 15 178.Arq->Gln

?C-63-21 Ex6n 7 CAG->CAC BspMI pe at.r-uye J'
184,Gln->Hi. "splicing" con stop

en cod6n 225

PC-l4-19 Intr6nG 6274,C->T HphI Crea nuevo )'
ins Val,Gly 185-6 "splicing" can stop

en codOn 211
PC-l4-5 Ex6n 9 CGG->TGG Fnu4Hl OHicit tipo II

229,Arq->Trp
PC-l4-2 Ex6n 9 1877,T deleciOn Jpb BspH1

J21Ile,J22cys->Het
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CONTRIBUCIO DEL POLIMORFISME GENETIC DE L'APO A-I EN
LES MALALTIES CARDIOV ASCULARS

M.T. Montanes'. A. Castells'. I. Hurtado': V. Gracia', C. Fiol'. X. PinL6', M.l.
Castaneiras '.

1 Unitat de Recerca Experimental. Hospital Princeps dEspanya.
2 Servei de Medicina Interna. Hospital Princeps dEspanya.
) Servei de Bioqutmica. Hospital Princeps dEspanya.

INTRODUCCIO
L 'arteriosclerosi es un dels principals problemes sanitaris del m6n occidental. Si be

els factors ambientals son parcialment responsables de l'aparicio daquesta malaltia, hi
ha considerables diferencies en els nivells de rise individual, Tant es aixi. que podem
considerar I'arteriosclerosi com el resultat de la interacci6 entre factors ambientals i un

component genetic important (I).

Estudis epidemiologies realitzats en els ultirns anys han demostrat una associaci6
entre els nivells del colesterol HDL en plasma i el desenvolupament de la malaltia
cardiovascular. L 'apo A-I es el component proteic majoritari de les HDL, i s'ha vistque
ladisminuci6 de les concentracions de c-HDL i apo A-I ha estat associada amb malaltia
coronaria prematura (2,3.4),

EI gen de l'apo A-I ha estat trobat i caracteritzat adjacent als gens de les apo C-llI
i A-IV. Aquests tres gens formen una farnflia multigenica a111arg del cromosoma II,
Per altra banda, s'ha identificat una diana de restriccio polimorfica per l'enzim Pst-! en
lextrern 3' del gen de l 'apo A-I. La presencia 0 absencia daquesta diana, que s'ha
determinat mitjanc ant la digesti6 de I' ADN genomic amb l'enzim Pst-I i la hibridaci6
d'una sonda marcada pel gen de I'apo A-I. es visualitza en bandes de 3.3 kb i 2,2 kb (5),

MATERIAL I METODES
a) Obtenci6 de most res de ADN.

Les mostres s'han obtingut de l'hospital Princeps dEspanya de Bellvitge.
S'han fet dos grups destudi: un grup dindlvidus escollits a latzar i un grup
d'individus que pateixen a1gun tipus de malaltia cardiovascular. En els dos grups
sha separat el "huffy-coat" a partir de sang. S'ha procedit a la lisi ceLlular i
nuclear dels leucocits i tractament amb proteinasa K (200 ul), Extracci6 amb
fenol/cloroform/isoamilalcohol i quantificaci6 del ADN perespectrofotometria
a 260 nm.
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b) Oigesti6 de I'AON amb I'enzim de restricci6 Pst-I.
L 'ADN sincuba a 37"C un cop sha afegit lenz irn Pst-I, La separacio dels

fragments d' ADN es fa per electroforesi sumergida en gel d' agarosa 31 1%.

c) Transferencia de I'A ON a una membrana de Nylon,
Previament es tracta el gel amb una soluci6 desnaturalitzant penal de separar

les dues cadenes de I' ADN per preparar-Io per a la hibridaci6. La transferencia
es fa per capilaritat segons la tecnica de Southern (6). Posteriorment I'ADN es
fixat a la membrana amb llum UV.

d) Hibridaci6 i marcatge de la sonda.
Un cop tenfm I' ADN fixat a la membrana procedim a la pre-hibridaci6 per

tal de bloquejar les unions inespecffiques. La hi bridaci6 es fa am b una sonda del
gen de l'apo A-I. de 2.2 Kb, obtinguda a partir del plasmid pUC 8 i clonat en
E.Coli, i previament marcada amb 32P per Random priming. La hibridaci6 es
deixa incubar tota la nit a 65"C. Despres d 'uns rentats per eliminar I 'exces de
32P, sexposa la membrana a una pel.lfcula de raigs X iamb dues pantalles
amplificadores i sincuba a -70"C. Per ultirn es duu a terme el revelat de la placa
fo tografica.

RESULTATS i DISCUSSIO
Despres de la digesti6 amb Pst-I de I' ADN genomic i la hibridaci6 amb una sonda

de 2.2 Kb corresponent aI gen de I' apo A-I. s 'observa I 'aparici6 de dues bandes en els
individus que s6n heterocigots per l'aI.lel de la malaltia, una de 2.2 Kb corresponent
a lal.lel normal i una de 3.3 Kb corresponent a l'aI.lel alterat (fig. I).

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura l. Resultat de la hibridaei6 de la sonda
m are ada del gen de J' apo A·I en una electroforesi en

gel dagarosa al 1% d'ADN genomic digerit arnb
PSI·!.
Es detecten 7 individus hornocigots per lal.lel
normal (banda de 2.2 kb) i un individu heterocigot
pel gen alter at (bandes de 2.2 3.3 kb) en el c arril 6.

W -3_3 Kb

., • " -2_2 Kb
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En l'estudi realitzat fins ara, s 'ha pogut detectar4 individus heterocigots en el grup
de 31 pacients de rnalalties cardiovasculars estudiats, suposant un 12,9%. En la

poblacio control. sha trobat 3 individus heterocigots dun total de 91 mostres
estudiades. Aixo suposa un 3,2%. Podem dir doncs que Ia frequencia al.lelica resultant
en la poblaci6 control es de 1.6% , mentre que a la poblaci6 de pacients es de 6.45%.

Paral.lelament s'na estudiat els nivells de colesterol HDL plasmatic, i s'ha trobat
que de tots els heterocigots detectats en la poblaci6 de pacients. el50% tenen nivells
baixos de HDL « 0.9 mrnol/l) considerats hipoalfalipoproteinernics. Altrarnent, en la

poblaci6 control no shan trobat nivells baixos de HDL en els individus heterocigots.

En els resultats obtinguts es pot veure com a la poblacio de pacients hi ha un

percentatge mes elevat de l'al.lel alterat que en la poblacio control. la qual cosa ens

indica d 'una contribucio dels factors genetics en I' aparici6 de malalties cardiovasculars.

Donat que un 50% dels malalts heterocigots son hipoalfalipoproteinernics, es veu

un marcat efecte del polimorfisme genetic 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 contribuci6 genetica irn portant 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.l., FUENTES J.J., VOLPlNl V., ESTlVlLL X.

Oepartament de Genetica Molecular, Hospital Ouran i Reynals.
Hospitalet de LLobregat 08907 Barcelona.

Els microsatel.lits son una subclasse de s equenc i e s repetitives
les quais es caracteritzen per tenir seqUencies molt curtes de

repeticio, poden ser dinucleotits, trinucleotids 6
tetranucleotids (CA/GT, TCAT, AAC, etc.) i es troben presents
cada 20 kilobases,aproximadament, del genoma.Aquests
microsatel.lits s6n analitzats mitjanyant la tecnica de PCR,
amb un" primer" a cebador marcat radioactivament, que es
flanquejant a aquesta zona que ta les seqUencies de repeticio
i els fragments son separats per electroforesi.Nosaltres hem
seleccionat 5 microsatel.lits, corresponents a 5 regions
cromosomiques diferents: Apo C2 (cR. 19) , 0218168
(Cr.21) ,06S89 (Cr. 6) ,011835 (Cr.11) ,018117 (Cr .1) . Aquests
detecten entre 15 i 24 al.lels cada un, i tenen una elevada

heterozigositat. Hem estudiat les freqUencies dels diferents
al.lels i dels genotips en una mostra de 100 individus no

relacionats. Aquesta mostra as representativa del total de la

geografia espanyola. L'ancUisi multiple de microsatel.lits
constitueix el millor metode pel diagnostic de paternitats i
estudis de identificacions.
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DETECCIO DEL DNA DE VIRUS DE LA HEPATITIS B PERREACCIO EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
COMPARACIO AMB LA HIBRIDACIO MOLECULAR.

F.X.Lopez-Labrador, J.Costa, J.M.Sanchez-Tapias,J.Vidal, M.T.Jimenez de Anta i J.Rodes.
Serveis d ' Hepatologia i Microbiologia,

Hospital Clinic i Provincial de Barcelona.

RESUM

S'ha avaluat la detecci6 del DNA del virus de lahepatitis B (DNA-VHB) en 80 pacients amb hepatitisc r o n i c a causada per aquest agent mitjanc;:ant duest e c n Lq u e s : hibridaci6 molecular "dot-blot" utilitzant
una �onda marcada amb 32p i reaccio en cadena de lapolimerasa seguit de tincio amb bromur d'etidi (PCR-EB).Els resultats obtinguts per PCR concorden totalment ambels obtinguts per dot-blot. Tambe es va estudiar lasensibilitat d'ambdues tecniques, resultant ser del'ordre de 0,1 pg de DNA-VHB clonat pel dot-blot i de0,01 pg per la PCR-EB. Aquests resultats indiquen <;rue elmetode PCR-EB es adequat per a la detecci6 del DNA-VHBen serum. La PCR-EB es un procediment me s senzill, rapidi sensible que el dot-blot. Ad eme s te I' avantatge de queno calla utilitzacio d'isotops radioactius.

INTRODUCCIO

L'avaluacio de l'activitat replicativa del VHB a lahepacitis cronica ocasionada per aquest agenc infeccios es moltimporcanc pel seguiment dels paciencs, pero sobretot pel controldel tractamenc amb farmacs antivirals. Fins ara, el metode mesutiliczat per detectar la r e p Li c a c i o del VHB ha estat laidentificacio de sequencies del seu genoma en mostres de serum
per hibridacio molecular. Aquesta tecnica es complicada i lentade realiczar, per aixo la seva ucilitzacio queda restringida a
un pe t i t nombre de c e nt r e s que disposen de la tecnologia iinfraescructura adient. D' erica de l' apa r i c i o de la r eacc i o encadena de la polimerasa (PCR) s'han oberc noves perspectives pera la dececcio d'agencs infecciosos. En aquesc estudi es comparaun metode d'hibridacio molecular "dot-blot" amb sondaradioactlva marc ada amb 32p amb un procedimenc de PCR rapid isenzill.

MATERIALS I MtTODES

S'ha invescigat la presencia de DNA-VHB en 80 mostres deserum, 3S HBeAg+/Anti-HBeAg-, 39 HBeAg-/Anti-HBeAg+, S ambambdos marcadors posicius i 1 amb ambdos marcadors negacius.
Per a l'hibridacio molecular s'ha utilitzac una modificaciodel rne tode de Scot to e t al. (1), i, per a la peR s "ha seguic el

me t ode de Kaneko e c el. (2,3). Breument, el rne t ode consta d i

u naexcraccio simple del DNA-VHB traccanc el serum amb NaOH durant
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1 hora a 37°C, n eu t r a l i t z ac i o amb HCl i arnp Li f i c ac i o del ON.!.
extret. Per a l'amolificacio s'utilitzen ·primers· corresponentsa la regia pre-c-c del genoma del VHB, una de les mes
conservades. La reaccia es realitza en un termociclador Perkin
Elmer i consta de 30 cicles d t

amp Li f i ca c i.o ( l rn 30s a 94°C, 1m
30s a 42°C 1 3m a 72°Cl; els productes de 1a r e ac c i o es
visua1itzen mitjancant una electroforesi en gel d'agarosa al 2%
tenyit amb bromur d '

e c i.d i (PCR-EBl, detectant-se el oroducte
amplificat com una banda de 270 pb.

-

La sensibilitat dels dos metodes s'ha determinat utilitzant
diferents dil.lucions de ONA-VHB c1onat.

RESULTATS

Es va observar una c o r r e spond enc i a total dels resultats
obtinguts per dot-blot i per PCR-EB, excepte un cas,en el qualel dot-blot era dubtos i la PCR-EB clarament positiva.

DOT-BLOT PCR-EB

+ +

HBeAg+/Anti-HBeAg- 31 4 31 4

HBeAg-/Anti-HBeAg+ 1 38 1 38

HBeAg+/Anti-HBeAg+ 1 4 1 4

HBeAg-/Anti-HBeAg- 1 (d) 1

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

DISCUSSIO

Els me t ode s di h i b r i dac i o molecular han estat ampliament
utilitzats per a la determinacia de l'activitat replicativa del
VHB. No obstant, aquest procediment dura aproximadament una
setmana, e s complexe i, normalment, inc lou la rne n i.pu La c i o
d t i s o t op s radioact ius, la qual cosa' obliga a disposar de
instalacions adequades. Si be als darrers anys s ' han introduit
metodes de deteccia amb sondes no isotopiques, aquests no sempre
proporcionen resultats satisfactoris, especialment en QUant a la
sensibilitat, que normalment norne s arriba a 1 pg de ONA-VHB
clonat.

El metode de deteccia de ONA-VHB per PCR-EB utilitzat en

aquest estudi p r e s e nr a avantatges importants respecte a la
hibridacia molecular, ja que es un metode senzill: no
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s'utilitzen extraccions de DNA amb Proteinasa K/fenol/clorotorm,ni isotops radioactius en el proces de deteccio, cosa que permet
el seu us a laboratoris que no disposin de la infraestructuraadequada per la manipulac i o de r ad i o i s o t cp s . Ad eme s , e s un
rne t od e rapid: tot el procediment, des de i :

ext r a c c i.o del DNAtins la deteccio del producte amplificat es realitza entre 6 i 7hores, quan l' h i b r i d ac i o molecular t e una durada aproximadad'una setmana.

Es important destacar que el metode de deteccio del c�A delVHB per PCR-EB es equivalent al dot-blot, ja que s
'

ha o os e r var.
una concordanca total amb els resultats d'aquest metode, i, finsi tot, mes sensible, ja que per PCR-EB s'arriben a detectar 0,01pg de DNA-VHB clonat, mentre que la h i b r i d a c i o molecularpresenta el maxim de sensibilitat en 0,1 pg.

Degut a la rna j o r sensibilitat de la PCR-EB, aquest me t odepot ser potencialment mes adequat que el dot-blot per avaluarl'activitat replicativa del VHB en pacients que present in baixosnivells de viremia, com, per exemple, a la fase previa a las e rocorive r s s i o 0 en portadors de HBsAg, i Anti-HBeAg+, ambtransaminases elevades.

Es pot concloure, dones, que la deteccio del DNA del VHBper PCR-EB es un metode rapid, senzill i sensible que comportavaries avantatges importants sobre l'us de la hibridaciomolecular.
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UTILITAT D' UNA Tt::CNICA SIMPLE DE PCR PER A LA
DETECCIO DE DNA DEL VIRUS DE LA HEPATITIS B EN LA

HEPATITIS CRONICA B.

F.X.Lopez-Labrador, J. Costa, J.M. Sanchez-Tapias,
J. Vidal, M. T. Jimenez de Anta i J. Rodes.

Serveis d'Hepatologia i Microbiologia.
Hospital Clinic i Provincial de Barcelona.

Encre 1985 i 1990, 183 pacients amb hepatitis c r on ic a B, HBeAg+ i
DNA-VHB+ per hibridaci6 molecular amb sonda marcada amb 32p (dot-blot) van
ser seguics durant almenys 6 messos abans de decidir tractament. En aquestinterval el DNA es va negativitzar espontAniament a 50 casos (27%) pero les
cransaminases van persistir elevades i el HBeAg va seguir positiu en molt
d'ells, possiblement per persistencia de replicaci6 viral no detectable perdot-blot. Per a i xo s'ha analitzat si l a determinaci6 del DNA peramplificaci6 de la regi6 Pre-C-C mitjan�ant 30 cicles de PCR i tinci6 amb
bromur d'etidi (PCR-EB) es ut i I en el seguiment d'aquests pacients. En
examinar per PCR-EB els serums dels 50 pacients DNA negatius per dot-blot,
es va detectar DNA-VHB a 24 cassos (PCR-EB+), pe ro no als 26 restants
(PCR-EB-). No es van observar d i f e r e n c i e s entre aquests dos grups en
relaci6 a edat, sexe, diagnostic histologic i nivells de transaminases als 6
i 3 messos abans de la negativitzaci6 del DNA per dot-blot, perc a partir
d'aquest moment (moment 0) la ALAT va baixar mes rApidament al grup PCR-EB
negatiu (Taula 1) i t ambe es van observar d i f e r e ric i e s significatives en
relaci6 a la negativitzaci6 del HBeAg i a la reaparicio de DNA-VHB per dot
blot (Taula 2) .

TAULA 1: VALORS DE ALAT AL SEGUIMENT (mit j a ! D. E. )

Moment 0 Als 3 m. Als 6 m. Als 9 m. Als 12 m.

PCR-EB + 13 9 ! 143 94 : 67 101 ! 109 76 ! 93 64 "': 65

PCR-EB - 73 ! 71 42 ! 20 41 � 20 35 ! 21 56 � 61

P <0,001 <0,001 <0,005 <0,05 n. s.

TAULA 2 : CASSOS AMB HBeAq+ 0 DNA-HBV+ PER DOT BLOT AL SEGUIMENT

Moment 0 Als 3 m. Als 6 m. Als 9 m. Als 12 m.
e+ QN�+ �+ DNA+ e+ QN�+ e+ DNA+ e+ DNA+

PCR-EB + 22 0 14 5 11 9 11 6 11 4

PCR-EB - 16 0 6 0 4 0 4 4 2

p< .03 .02 .04 .03 .002 .03 .03 .03 n.s.

Es pot conc10ure que 1a PCR-EB es una tecnica simple que sembla util
per a detectar nivells baixos de replicacio del VHB pero associats a

patologia hepAcica 1 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 Genetica molecular, Institut de Recerca

Oncologica (I.R.O.), Hospital Duran y Reynals. Hospitalet de

LLobregat, 08907 Barcelona.

La enfermedad de Norrie (EN) es un trastorno neurologico 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 decada de la vida.

Se sabe que el locus de la enfermedad de Norrie se encuentra muy

proximo al locus DXS7(Xpll.2-11.3) y al gen de la MAO AlB 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 y hemos utilizado

amplificacion 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 la correspondiente aminoacidica de los

productos proteicos implicados en la enfermedad.

42



 



Estudi genetic i molecular de la distr ctia miotonlca en poblacions de l'e stat
espanyol.

Susana Balcelis, Liu'isa Vilageliu, Daniel Grinberg i Roser Gonzalez,
Departament de Genetica, Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona.

Ana Marfa Coco, Bagona Basauri i Montserrat Baiget
Unitat de Genetica Molecular, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Barcelona.

Adollo L6pez de Munain
Departamento de Neurologia, Arantzazuko Amaren Ospitalea. San Sebastian.

La dlstrofla miotOnica as la distrOfia muscular mes freqUent en la vida adulta.
Presenta una gran variabilitat en la seva expressi6, que va des de les formes
assimptornatiques, el diagnostic clinic de les quais as molt dificil, fins ales congenites, ques6n de caractar molt sever. En els darters anys la recerca del gen responsable ha
proporcional un gran nombre de marcadors pollmortcs molt propers a aquest locus. Aquests
han estat ulilitzats com a eines per al diagnostic i per realitzar estudis de lligament.
Nosaltres hem analitzat des grups de familes afectades de OM, un procedent del pais base, que
representa un clar exemple de poblaci6 arllada, i I'altre de la resta de I'estat espanyol.
Utilitzanl uns quants dels marcadors poltrnorflcs hem estudiat associacions al.lsllques,
calculat les distancles genetiques entre aquests i la malaltia (rnttlancant ·LOO scores") i
analitzat els diferents haplotips.

EI resultat mss rellevant ha sigut la observaci6 d'un fort desequilibri de IIigament entre el
marcador anonirn 019S63 i la distrOfia miotOnica tant en la poblaci6 basea com en la
espanyola. Amb altres marcadors els resultats en les dues poblacions han sigut diseordants:
si be en la poblaci6 espanyola no es detecta desequilibri de lligament entre la malaltia i
APOC2 Taql 0 CKMM Ncol aixo no es aixl en la poblaci6 basca on es manifesta un fort
desequilibri. Aquest resultat en la poblaci6 basca concorda amb els obtinguts en altres
poblacions amaees.

Segons els resultats dels ·LOO scores", APOC2 Taqt es situa a uns 3 cM del locus OM. Per
altra banda, no s'ha detectat cap recombinacio entre els marcadors CKMM i 019S63 i la
malaltia, per Ia qual cosa s'obts, en ambdos casos, un maxim de ·LOO score" a zero. En quant
als haplotips compostos d'aquests marcadors, un d'ells as mas freqUent en els cromosomes
distrOfics que en els normals. Si be aquest fet as cornu en les dues poblacions estudiades, es
mas acusat en Ia poblaci6 basca. Aquest haplotip podria correspondre a I'haplotip ancestral de
la OM assumint una taxa baixa de mutaci6 del gen OM i l'existencla d'un efecte fundador.

En els darrers mesas s'han arnat noves sondes de DNA que detecten un polimorfisme que
cosegrega amb Ia malaltia. En concret, els individus afectats presenten al.lels inestables de
mida superior a Ia dels al.lels normals. S'ha demostrat tarnbe, que aquesta expansi6 de mida
es deguda a I'increment de repeticions del trinucleotid CTG en la regi6 3' no tradu'ida del gen
candidat. A mas ames, s'na observat una correlaci6 entre la severitat de la malaltia i
I'increment en la mida de I'al.lel afectat, el qual pot variar des de uns pocs nuclectids pels
casos asimptornatcs, fins a unes 5kb en els casos mas severs.

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 identificaci6 de la mutaci6 responsable de la OM en una regi6 3' no
tradurda d'un gen es un resultat sorprenent i sera interessanl esbrinar quin paper juga
aquest defecte molecular en la patogenesi de la distrotia rruotonica.
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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 Chil16n, Virginia Nunes y Xavier Estivill.

unitat de Genetica Molecular, Institut de Recerca Oncologica
(IRO), Hospital Duran i Reynals, L'Hospitalet de Llobregat,
08907 Barcelona.

Actualmente se conocen mas de 150 mutaciones responsables de
fibrosis quistica (FQ), que permiten caracterizar el 75% de
los cromosomas de la poblaci6n espanola. Realizar un

diagn6stico genetico significa poder llegar hasta 150 analisis
corriendo el riesgo de no llegar a conocer la mutaci6n
responsable para alguno de los cromosomas afectos. La tecnica
de los SSCPs permite detectar en una solo analisis cualquier
cambio que se produzca en un ex6n 0 fragmento determinado de
ADN, sea este cambio debido a una mutaci6n ya descrita 0 bien
a una nueva mutaci6n. Esto supone un considerable ahorro de
tiempo y poder realizar al mismo tiempo anal isis geneticos y
busqueda de nuevas mutaciones.

Introducci6n La Fibrosis quistica es la enfermedad autos6mica
recesiva grave mas frecuente en la poblaci6n 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 Espana de 1/3000.

La gran cantidad de mutaciones existentes, mas de 150, suponen
un inconveniente para analizar un individuo determinado, ya
que para cada muestra hemos de hacer un anal isis para cada
mutaci6n conocida, hasta que encontremos cual es la

responsable en cada caso.

La aplicaci6n de la tecnica de los SSCPs permite analizar en

un solo analisis cualquier cambio que ocurra en un fragmento
determinada de ADN. Esta tecnica se basa en la diferente
velocidad electraforetica, en geles de acrilamida no

denaturantes, que presentan las cadenas simples de ADN. La
velocidad electrafaretica depende de la resistencia que sufre
una cadena simple de ADN en el gel par la conformaci6n 0

plegamienta que adapta, sienda el plegamiento dependiente de
la secuencia de nucle6tidos de la simple cadena. Cualquier
cambio en la secuencia de nucle6tidos, sea par substituci6n,
delecci6n 0 inserci6n de nucle6tidos provacara un plegamiento
o conformaci6n diferente presentando una distinta movilidad
electroforetica que nos permitira detectar el cambio.
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Cada mutaci6n presenta una movilidad electroforetica
determinada 10 que nos permite, con la utilizaci6n de
controles, saber que en el exon 0 fragmento de ADN analizado,
poder identificaila.

Material y Metodos Realizamos una PCR con el fragmento a
analizar utilizando un nuc Le ot i do marc ado (a32P-dCTP) en la
reaCClon. La mezcla de reaccion se realiza en un volumen final
de 10 �l, manteniendo las proporciones de los reactivos, asi
como las condiciones de amplificaci6n que utilizamos
normalmente para este fragmento.

El producto de reaccion se diluye 1:50, se carga en un gel de
poliacrilamida al 6%, con 10% de glicerol y 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 anomala que no presente un
patron conocido con los controles de mutaciones, se corta la
banda directamente del gel de acrilamida y se amplifica por
PCR de nuevo, s e c u e n c i a n d o s e el producto de la PCR
directamente, bien por s e c u e n c i a c i o n manual 0 porsecuenciaci6n automatica mediante deoxynucle6tidos marcados
por fluorescencia.

Resultados La utilizacion de este metodo permite realizar al
mismo tiempo la busqueda de nuevas mutaciones y analizar
rapidamente los exones del gen de FQ, facilitando el trabajo y
ahorrando una gran cant idad de t iempo. As i, nos ha s ido
posible realizar:

Identificaci6n de nuevas mutaciones:

siete nuevas mutaciones (E92K y A120T en el exon 4,
R334W en el ex6n 7, 1609delCA en el ex6n 10,
2869insG en el exon 15, y Rl162X Y 3667de14 en el
e xori 19).

dos nuevos polimorfismos (1001+12 CoT en el intr6n
6b y 1898+152 T 0 A en el intron 12).

cuatro variantes de secuencia (873 CoT en el ex6n
6a, 1773 A 0 T en el exon 11, 3030 GoA en el ex6n
15 y 4521 (G 0 A en el exon 24).

Ana Li s i s de los ex6nes 4, 7, 10, 11, 12, 15, 19 Y 20 del
gen de la FQ 10 que permite detectar cerca del 40% de las
mutaciones responsables de FQ, presentes en el 70% de los
cromosomas de nuestra poblacion en s6lo 8 analisis .. Se
logra asi una mayor rapidez en la identificacion de las
mutaciones causantes de FQ en un individuo determinado.
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Discusi6n La aplicaci6n de la tecnica de SSCP supone una
avance en el anal isis de mutaeiones de fragmentos determinados
de ADN, ya que permite observar cualquier cambio en la
secuencia de nucle6tidos sin necesidad de tener que utilizar
ningun equipo especial. Existen otras tecnicas que permitenanalizar las posibles mutaciones 0 cambios en la secuencia de
un fragmento de ADN, como la tecnica de Electroforesis en
Geles de Gradiente Desnaturalizante (DGGE), 0 la tecnica de
heteroduplex, 0 la del RNA-cleavage, pero necesitan de equiposespeciales, 0 bien como la de heteroduplex, presentan una
sensibilidad menor.

El siguiente paso en el analisis genetico 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
analisis de SSCP sobre el eDNA obtenido a partir del RNA de
biopsia nasal de afectos para la enfermedad, 10 quesignificaria reducir aun mas el numero de analisis y pasar a
realizar un maximo de 5 0 6 analisis por individuo afeeto. Al
mismo tiempo se debe seguir con la busqueda de nuevas
mutaciones de manera que podamos llegar a conoeer la totalidad
de las mutaciones eausantes de la enfermedad pudiendo realizar
asi anal isis directo de la enfermedad y ofrecer detecci6n de
portadores en la poblaci6n y diagn6stieo prenatal con una
fiabilidad del 100%.
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DE YACs A COSMIDS' NOYA ESTRATEGIA APLICADA AL )1APAIIE DE LA
REGIO CENTROMERIC A DEL CROMOSOMA Y HOMA.
M6nica Bayes i Chris Tyler-Smith.
CRC Chromosome Molecular Biology Group. Department of Biochemistry.
University of Oxford. U.K.

EI centromer es la part del cromosoma que interactua amb I'aparell mitotic i
garantitza la correcta segregaci6 del cromosoma durant la divisi6 celular. Durant
els ulums 10 anys s'ha analitzat en detall el DNA centromeric de molts cromosomes
de Saccharomyces c er ev i sia e i Sch izo sacch ar omy ces pombe. Tot i aix i, les
sequencies que funcionen com a centromers en els cromosomes de mamifer
encara no han estat identificades. En el Departament de Bioquimica de la
Universitat d'Oxford s'esta construint un mapa fisic de la regi6 centrornerica del
cromosoma Y huma, de gran utili tat per a realitzar despres altres analisis de tipus
funcional.

EI grup disposa de diversos YACs (cromosomes artificials de llevat) amb DNA
de la regi6 centromerica del cromosoma Y. Pero els clons de Y ACs poden ser dificils
d'analitzar i de manipular i, per tant, la conversi6 d'un YAC en cosmids pot ser un

pas molt uti! en la caracteritzaci6 de la regi6 clonada. Per aixo nosaltres hem
utilitzat dos YACs d'aquesta regi6 (AA4 A7/11 i 13CIF), aid com dues sondes
convencionals (205 i Y 190), per a escrinar una genoteca en cosrnids (LLOYNC03
"M") construi'da a partir d'un hfbrid huma/ratolf que conte e1 cromosoma Y
intacte. Eis YACs AA4 A7/11 (290kb) i 13C1F (190kb) contenen DNA adjacent al DNA
alfoid (sequencia repetida en tandem tipica de Is centromers de primats), en et bra"
curt del cromosoma Y. 2D5 detecta una sequencia de copia iinica present en ambd6s
Y ACs, mentre que Y 190 reconeix una repetici6 en tandem molt abundant en el
cromosoma Y.

EI principal problema en la utilitzaci6 de Y ACs com a sondes es la presencia de
sequencies de DNA repetitiu en aquests. Per tal de bloquejar els llocs d'hibridaci6
inespeclfica es van prehibridar els dos YACs, un cop aillats i marcats, amb DNA
total huml (Sigma). Es van fer repliques de la genoteca i es van hibridar amb
aquests dos Y ACs, 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 tecnica permet
l'acces immediat al DNA: del cromosoma Y contingut en YACs quimeres 0 en clons
amb mes d'un Y AC. Tambe simplifica l'analisi de YACs inestables.

Hi havia un interes particular per arllar un cosmid que contingues un punt
de ruptura fins ara nomes descrit en llntes cel.l ulars amb aberracions
cromosomiques, En el bra" curt del cromosoma Y existeixen dos blocs de DNA
repetitiu de diferent mida reconeguts per Y 190, s' anomenen Y 190 major i Y 190
menor. Estudis de Ifnies cel.lulars amb delecions en Yp revelen que hi ha un

polimorfisme en quant a la localitzaci6 de Is dos blocs Y 190. possiblement a causa
d'una inversi6. En l'ordenaci6 mes frequent el bloc menor es troba en una posici6
proximal respecte al major. A partir dels cosmids positius per 2D5 hem realitzat un

"walking" fins a trobar un cosmid que conte l'extrern proximal de YI90. La posici6
de les dianes de restricci6 en aquest cosmid indica que inc lou el punt de ruptura en

la inversi6. Hem subclonat el cosmid en pt z i actualment estern tractant de trobar
una sonda que permeti detectar la inversi6 en Iinies cel.lulars salvatges. Eis
polimorfismes fora de la regi6 pseudoautosornica del cromosoma Y s6n Iorca rars i,
per tant, aquesta inversi6 polirnorfica podria ser de gran utilitat en estudis
d'evoluci6 humana (llinatge patern).
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CARACTERITZACIO DE DOS ANTICOSSOS MONOCLONALS CONTRA LA
LIPOPROTEINA LIPASA BOVINA

Mar Fernandez, Elisabet Vilella, Senen Vilara.
Unitat de Biologia Cel.lular. Facultat de Biologia.

La lipoproteina lipasa (LPL) catalitza la hidrolisi dels triglicerids de les lipoprotemes
plasrnatiques iniciant el catabolisme dels quilomicrons i de les VLDL. Aquest enzim es troba
exposat al corrent circulatori ancorat a la membrana luminal de les cel.lules endotelials
rnitjancant proteoglicans del tipus heparan sulfat permetent aixf la captacio dels acids grassos
lliures, resultants de la hidrolisi dels triglicerids, pels teixits subjacents on seran

emrnagatzemats 0 be utilitzats com a substrat energetic. La forma activa de l'enzim es la d'un
dfrner format per dos polipeptids idenrics de 56 Kd. Els monomers presenten un elevat grau
de complexitat estructural amb quatre dominis diferents: Un domini responsable de la unio
a lipids i per tant de caracter hidrofobic, un segon domini d'unio a receptor (proteogluca) i
a heparina que presenta un elevat contingut de residus carregats positivament, un tercer
domini responsable de la unio a cofactor (apo CII) i per ultirn el que correspon al centre actiu.
Ames, recentment s'ha comprovat que la LPL es tarnbe capac d'unir-se a! receptor LRP de
les LDL (LDL receptor-related protein) facilitant possiblement la captacio de romanents de
quilomicrons per part del fetge.

Nosaltres yam abordar I'obtencio d'anticossos monoclonals utilitzant com antigen la
LPL bovina i la seva posterior caracteritzacio com a primera aproximacio en l 'estudi de
lestructura d'aquesta proteina,

Fins el moment hem obtingut dos anticossos monoclonals, 2hlO i 19l, els quals s6n
dues IgG de subclasses IgG2a i IgG I respectivament Hem estudiat la seva especificitat aixf
com intentat una primera aproximaci6 al rnapatge d'epftops per diferents tecniques ("site
competition assay" mitjancant la tecnica d'ELISA, western blot de fragments proteohtics, etc),
sempre comparant-los amb un tercer anticos monoclona! comercial (5d2). Els resultats
indiquen que I'anticos 2hlO reconeix un epitop proper al reconegut per l'anricos 5d2, que se

sap que es localitza a I'extrern C-terrnina! de la protema, mentres que I'lgl reconeix un

epitop totalment diferent, situat probablement en un domini centra! de la rnolecula. Aquests
resultats podrien perrnetre una caracteritzaci6 mes acurada del paper funcional dels diferents
dominis de la LPL, ja que la gran rnajoria de Is anticossos obtinguts contra la LPL reconeixen
8epftops situats en lextrem C-terrninal.
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PURIFICACIO PREPARATIVA DE L'ARGININA QUINASA PEL SEU ESTUDI

CRISTAL.LOGRAFIC
M. Cristina Veg� i Miquel Coli

Unitat de Quimica Macromolecular, C.S.I.C.- C. i 0.

E. T S. d'Enginyers Industrials

Diagonal 647. 08028 Barcelona

Es conegut el paper regulador de les quinases en processos metaboucs de I'organisme i

concretament, la partlcipacio de proteines quinases en processos tumorals. Aquesta facet a

concede IX un interes especial a I'esludi de protetnes amb capacitat de fosforilar arninoacios, ja que la

intormacio sobre la seva estructura pot servir per a coneixer el seu mecanisme o'accio i a la fi , pot
ajudar a comprencrs el funcioment d'altres proternes relacionades, com poden ser les proteines
oncoqeruques.

De forma hornoloqa a la tuncio desenvolupada per ta creatina quinasa en els organismes
vertebrats, I'arginina quinasa resulta imprescindible pel moviment muscular dets organismes
invertebrats. La seva tuncio as la transterencia ales mitocondries d'un grup fosfat de I'ATP a I'arginina
don ant lIoc a la fosfoarginina, un tosracen muscular: Ales miofibrilles as dona la reacci6 inversa

transferint-se el grup fosfat de la fosfoarginina a I'AOP L'ATP format sera la font enerqstica per a la

contraccio de res miofibrilles. La reacco cataLlitzada per I'arginina quinasa as dependent del pH, i a

mas as estereoespecifica EI nostre grup na cornencat restuci estructural per difracci6 de raigs-X de

I'arginina quinasa procedent del Ilobregant europeu (Homarus vulgaris). Aquest enzim as un

monomer d'un pes molecular aproximat de 40.000 Oa.

Hem portat a terme una purificaci6 preparativa de l'enzirn en tres etapes:
a) Fraccionament amb sulfat o'amoru

b) Cromatografia de bescanvi ionic de OEAE-SephaceL
c) Cromatografia de gel filtraclo amb Sephacril S100

Amb aquest procediment snan oblingut 30 mg de proterna pura i hem comenc;at a fer les primeres
proves de crtstal.litzacio
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SEQUENCIACI6 DE LA PROTAMINA P2 DE Monodonta turbi n ata:

ESTRATEGIA I RESULTATS

Montserrat Daban-. Manel Chiva- i Pierre Sautiere-

I. Departament de Biologia Molecular i CelIular, ClD, CSfC Lordi Girona 18-26,08028.
Barcelona: 2. Departament d'Enginyeria Quimica, ETSEIB, UPC Diagonal 647, 08028
Barcelona: 3. Institut de Recherches sur le Cancer, Universiie de Lille ff, URA 409 CNRS.
Place de Verdun. Lille, France.

En el present treball mostrem el proces de sequenciacio de la protamina P2 de Monodonta

turbinata (F. Mol.luscs. CI. Gastropodes, SCI. Vetigastropodes). La determinacio de la

sequencia completa ha cornpres les seguents etapes:

1. Analisi de la composici6 en aminoacids

2. Identificaci6 dels extrems amino i carboxil

3, Degradaci6 recurrent d'Edman

4. Fragmentaci6 enzimatica de la proteina

5. Separacio i analisi dels fragments peptfdics

6. A1ineament dels fragments i deducci6 de la sequencia completa

7. Confirmaci6 dels resuitats per tecniques d'espectrometria de masses

La sequencia obtinguda ha estat la segiient:

30

ARAVRRRRARSRSRSRKSRSRSRSAKRSAS

RRRSRSAGRRRRRRTASRRRRRSASRRRSV

SRRRRRRSRKSRGRRRRGRKVRRRRYKRAG

RKGRRRTRRRRRRARR(OH)

Eis resultats mostren que es una rnolecula de 106 residus aminoacidics. 61 dels quais s6n

arginines. La massa de la protein a es de 13 475 ± 1.9 Da, segons dades obtingudes per

espectrometria de masses en electroesprai. Composicionaiment es pot considerar una protamina
tfpica.
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DINAMICA MOLECULAR COM A EIN \ PER AI. DISSENY DE \lUT,\NTS DE
PROTEINES. Aplicaci6 a I'estudi comparatiu de I'inhibidor pruteic de la
curboxipeprldusa A de la patata i dels seus mutants Pro36Gly i Tyr37Phe.

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

lnstitut de Biolozia Fonarnerual i Dept. Bioquimica. Universitat Autonorna de Barcelona. 08193
Bellaterra (Barcelona).

S'han realitz at sirnulacions \1D de les formes silvestre. mutant Pro.36Gly i mutant
Tyr37Phe. de I'inhibidor proteic (PCI) de la Carboxipeptidasa A de la patata (CPA).
arnb I'ubjecte d'estudiar els seus espais cunfiguracionals ados nive lls: I) el de la
proteina sencera, que ens permet determinar l'estabilitat estructural, i 2) el de la regio C
terminal. que ens perrnet predir les capacitats inhibidores respectives. Com a conclusio
d'aquest treball, eS dedueix que la capacitat d'inhibicio d'arnbdos mutants es sols
lleugerarnent inferior a la del PCI nadiu.

Introduccio.

L'estructura de les protemes, la seva estabilitat terrnica i la seva funcionalitat, poden ser
alterades rnitjancant mutagenesi dirigida. Els rnetodes d'Enginyeria 00 Protemes estan sent actualment
ernprats per al disseny de proremes amb propietats particulars que poden ser d'utilitat terapeutica i/o
industrial. No obstant, la produccio d'un mutant amb propietats i caracteristiques predeterrninables
no es tan senzilla com pot sernblar: mutacions puntuals poden implicar canvis deslocalitzats en
l'estructura que afectin les propietats de la molecula (Bowie et al.. 1990) i que dificilrnent siguin
detectables rnitjancant models moleculars estatics. En aquest sentit, la Dinarnica Molecular (MD)
curnporta una ajuda fonarnental en l'estudi de l'espai conforrnac ional de la proteina (van
Gunsteren.1988). donant una visi6 molt rnes ampla que la que ens otereix el model abans rnencionat,

En el present estudi s'ha analitzat el peptid inhibidor (PCI) de la Carbox ipeptidasa A de la
patata (CPA)(Hass & Ryan,1982). amb eI proposit de dissenyar nous inhibidors. EI PCI. pel seu
petit tarnany, es un cas particular de proteina tacilrnent analitzable per MD (Oliva et al..199Ia) i.
tantmateix, es coneix la seva estructura 3D tant per difraccio de raigs X (formant cornplexe amb la
CPA (Rees & Lipscomb,1982») com per RMN (Clore et a 1..1 987). Ames. es dona el cas que el
nostre grup ha clonat i express at el corresponent gen sintetic (Molina et al..I992).

Material i mt:tooos.

A partir de l'estructura del PCl (isoforma PCI-lIa. i sense els residus Glul i Gly39) en la
contormacio que presenta unit a la CPA (Rees & Lips(.;omb.1982). es va realitzar, previa optirnitzaciode 1800 passes arnb Steepest Descent. una sirnulacio per MD. de 25Ops. amb acoplarnent a un hany
terrnic (temps de relaxacioei), I ps, temperatura (.;onstant=293K), arnb l'objecte d'estudiar l'estabilitat
extructural del rnateix i d'analitzar les propietats de la regio C-terminal (residus 35 al 38). en
particular. donada la seva importancia en la inhibicio 00 la CPA, l'orientacio d'aquesta cua respecte al
nucli de l'estructura (residus 8 al 34). ldentics analisi s'han realitzat sobre els mutants en la regi« de
la cua Cvterminal del PCl, Pro36Gly i Tyr37Phe. les estructures dels quais s'obtingueren per simple
substirucio Je residus en les coordenades cristal.logratiques del PCI nadiu.
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L'optirnitzacio i la simulacio I!S van executar rnitjancant I!I paquet de rutines GRO!'vIOS (van
Gunsteren & Berendsen .1987) seguint el model NIS. el camp de forces del qual conternpla la
neutralitzacio de les carregues del sistema, imitant aixi la presenc ia de contraions rAqvist I!t a I.. 1986;
Aqvist I!t al., 1985; Nilsson I!t aI., 1990; Oliva d aI., 19910; Oliva ct al., 1(910) Per a l'analisi eS
va utilitzar el paquet de subrutines NICE (Nilsson, 1990). i la visualitzacio grafica eS va dur a terrne
mitjancant mdFRODO (Nilsson. 1(90). Per a l'estudi de l'espai configuracional de la regio C-
terminal. es va desenvolupar un programa propi en I!lljut: eS van definir els angles If' i G. sobre e!
pia IT format pels residus del nucli, Pht:23. Ala26 i Asn29 (tigura I). Aquest prograrna perrnet
calcular la densitat de probabilitat per valors determinats de ls angles If' i tl (Tapia c l al., 1991). per a

les tres formes. silvestre, mutant Pru36Gly I mutant Tyr37Phe. del PCI.

Tyr 37

o

Asn 29

3

0-
Figura I:

Representacio dets angles de la regie Cvrerminal i del pia IT

Resultats i discussi6.

L'energia potencial de la forma silvestre del PCI es va estabilitzar al cap de 40ps de cornencar
la dinarnica, fluctuant seguidament en tom a una energia potencial promig de - I 150 Kj/rnol (Oliva d
al.. 199 1,1. La forma mutant Pro36Gly va trigar SOps en estabilitzar la seva energia potencial. i
aquesta va quedar tarnbe en torn als -1150 Kj/rnol (Oliva et al.,199Ih). En quant al mutant

Tyr37Phl!. I!S va estaoilitzar energeticarnent al cap de 30 ps d'engegada la sirnulac io i t'energia
potencial prornig dels passes seguents va quedar I!n un valor de -1100 Kj/mol (lleugerarnent menys
estable).

L'analisi dels tactors B de temperatura (tigura 2) dernostra que els tres sisternes posseeixen
prupietats sernblants, sent ames les sews fluctuacions cornparables a les de l'estructura obtinguda
per raigs-X (a excepcio de la regia Cvterminal. doncs el grup carboxilic no es troba unit al Zn2+ de la
CPA en cap moment de la simulaci6). Aixi mateix, la cornparacio � les estructures prornitjades en el
periode en que l'energia potencial I!S troba estabilitzada, dernostra que les dues formes mutants
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estudiades son molt sernblants en estructura a la torrna silvestre: en particular, la regill C -rerrninal cO;
va trobar en amhd6s casos amb una orientacio favorable per a la interaccio amb la CPA.

En aquest senrit, del calcul de la probabilitat de que la conrorrnacio de la regili Cvterrninal de
cada un dels mutants entres dins d'uns marges contorrnacionals considerats com a boris per a que eS

produeixi la inhibicio en la forma silvestre del PCI. s'ha deduit quin pot ser el porcentatge re latiu
d'inhibicio per als mutants Pro36Gly i Tyr37Phe; prenent cum a hipotesi que la inhibicio es produeix
per xoc efectiu entre el PCI i la CPA.

Eis resultars teorics han dernostrat que cis espais contorrnacionals de la regio Cvterminal de!s
mutants Pr1l36Gly i Tyr37Phe son molt sernblants entre si i al del PCI nadiu. i que la probabilitat de
que els angles abans definits prenguin valors que es trohin dins del rang dels que possibiluarien un
xoc etectiu, es elevada, Amb tot aixo, i tal com s'ha vist per estudis experirnentals relitzats tarnbe pel
nostre grup (obtencio dels mutants esrnentats per expressio heterologa en E. coli ). <:!s cornprova quela capacitat d'inhibicio sera molt sernblant en els tres cases.
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Figura 2

Representacio dels factors 8 de temperatura. En linia continua gruixuda la del cristall, i en
linia continua tina la de la forma silvestre. En linia discontinua la dels mutants del PCI Pro36/Gly
(tina) i Tyr37IPhe (gruixuda).

AGRAIMENTS. Aquest treball ha estat subvencionat rnitjancant ajuts de la PLANICYT. 81088-
0456. i 8[091-0477. 8.0 .. M.M .. i F.e. agraiexen la concessio de beques de recerca del
MEe.
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ANALISI CRISTAL.LOGRaFIC DE L'ENZIM GLUTATION S TRANSFERASA

Isabel Garcia i Miquel Coli
Unitat de Qufmica Macromolecular. CSIC-CID.
ETSEIB
Av. Diagonal 647. Barcelona (08028).

Glutation_S_transferases (GST) s6n una famflia de proternes citosoliques,ubiqUes i multifuncionals, relacionades amb processos de desintoxicaci6
cel.lular envers substancias xenobiotlques com ara mutagens, carcinogens i
productes actius farmacologicament, aixi com composts endcqens reactius
(protecci6 contra processos oxidatius). Tarnbe tenen un important paper com a
transportadors intracel.lulars de nombrosos Iligands de tipus hidrotob!c i
anfipatic, com s6n la bilirrubina, grups hemo,sals biliars i esteroids. Com a
enzims actuen catalitzant latac nucleofflic del grup tiol (-SH) del glutation performar conjugats amb aquest i una amplia varietat de composts hiorotobics. Eis
conjugats glutationil-S daqussts compostos, s6n mas polars, 10 qual facilita la
seva eliminaci6.

Las glutation_S_transferases citosoliques de mamffer saqrupen dins de 3
classes independents: a, � i n. En els ultirns anys els isoenzims classe 1t han
estat causa dInteres degut al seu potencial us com a marcadors primerencs en
processos de carcinoqenesi (sha vist un elevat increment en els nivells de GST
dins nOduls prsneoplasics presents en fetge de rata) i a la seva rslacio amb
ladquisicio de resistancia envers drogues anticancerfgenes, pesticides i
herbicides.

S'ha aconseguit cristal.litzar la GST classe 7t de fetge de ratolf, ( un dfmer de
50.000 Daltons) en dues formes cristal.lines: cristalls rornbics i cristalls
hexagonals. Es van analitzar els cristalls rornbics, obtinguts amb tamp6 fosfat
pH= 7, rnitjancant diagrames de raigs X de precessi6. Aquests cristalls
pertanyen al grup espaial1222 0 1212121, amb una celdilla unitaria a= 60.86 A,
b= 128.47 A i c= 146.36 A; a=�=y= 90° i V rn= 2.92 A/dalton. EI calcul de la V m
indica que la celdilla presenta un dfmer per unitat asimetrtca.

S 'ha recollit un pri mer espectre de difracci6 de raigs X a una resoluci6 de 3 A
utilitzant un detector de area "imaging-plate".
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ESTUDIS CRISTAL.LOGRAFICS DE DERIVATS QUIMICS
DE BIBONUCLEASA A

Llufs Beque 1, Maria vllanova-. Claudi Cuchillo2 i Ignasi Fita 1

1 Departament d'Enginyeria Qufmica, U.P.C.
2 Departament de Bioqufmica i Biologia Molecular, U.A.B.

S'han cristal.litzat tres derivats de ribonucleasa A de
pancreas bovf amb fosfat de piridoxal unit covalentment,
respectivarnent, a la lisina 1 (derivat A), la lisina 7 (derivat 8) i la
lisina 41 (derivat C). Aquests derivats presenten diferents graus
d'activitat enzimatica respecte a la ribonucleasa nativa.

La cristal.litzaci6 s'ha dut a terme mitjanc;ant el rnetode de
difusi6 de vapor en gota penjada, utilitzant PEG 4000 com a

precipitant.
Dels derivats A i 8 se n'ha obtingut I'espectre de difracci6 de

raigs X, fins a 1.85 A i 1.8 A de resoluci6, respectivament. Eis
cristalls obtinguts de tots dos pertanyen al grup espacial C2 i
contenen dues molecules de ribonucleasa per unitat asslmstrtca. Eis
parametres de cel.la son, per al derivat A, a = 101.85 A, b = 33.43
A, c = 73.61 A i � = 90.2°, i per al derivat 8, a = 101.60 A, b = 33.25
A, c = 73.56 A i � = 90.0°. La resotucio de les estructures s'ha
abordat mitiancant tecniques de remplac;ament molecular.
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ESTUDI PER DINA MICA MOLECULAR DE LA ZONA CENTRAL DEL LOOP
ANTIGENIC DEL VIRUS DE LA FEBRE AFTOSA (SEROT. C- SOCA
SANTA PAUl. INFLUENCIA DEL MODEL DE SOLVATACIO
M. Cristina Vega. Carles Aleman I Juan J. Perez

Dept. d'Enginyeria Quimica .E. T. S. d'Enginyers Industrials
Diagonal 647. 08028 Barcelona

Hem realitzat un estudi rnttiancant Olnarnica Molecular de la zona central del loop
antigenic del FMDV. Tarnbe hem estudiat la intluencia de Is diterents medis de solvataei6
reeomanats pels autors per estudiar molecules biologiques.

INTRODUCCIO

La familia dels Picornavirus presenten un gran nombre de virus patoqens tant pels
animals com pels humans ( virus de la hepatitis A, virus de la encefalomiocarditis (FMCV),
virus del refredat cornu etc). EI FMDV as actualment objecte de nombrosos estudis degut a
les perdues economtques que ceasiona al atacar al bestiar porci de molts indrets. Malgrat
aix6 encara no s'na trobat una vacuna amb aplicaci6 extensiva a tots els serotipes (1).
Relacionat amb les seves caracteristiques biolOgiques cal dir que s6n els virus portadors de
RNA de menor mida i el seu diarnetre exterior mig as de 30oA. Tots els membres de la
familia presenten una caps ide protstca amb estructura icosaedrica constituida per cuatre
protemes (VP1, VP2, VP3 i VP4) .

S'han realitzat estudis cristal.loqratics de tots els generes de la familia (3). En el rnes
recent relacionat amb el FMDV (ser. 0) s'ha observat que I'anomenat loop antigenic
presenta una zona de densitat difusa en el mapa de densitats electr6niques amb la qual cosa no
es pot saber quina estructura pot tenir el loop, amb la possibilitat de que es tracti d'un loop
multiconformacional (4). Degut al seu interes biologic es de gran lnteres abordar el
problema de forma teorica per tal de suplementar la informaci6 obtinguda rnitjancant la
ditracci6 de raigs-X .

Nosaltres hem estudiat el ser. C (Soca Santa Paul que es va arnar en la localitat
gironina del mateix n6m. La sequencia seleccionada (Thr-Ala-Ser-Ala-Arg-Gly
Asp-Leu-Ala) del loop antigenic del FMDV conts els residus RGD altament conservats entre
tots els serotipes del FMDV, implicats en la seva activitat infecciosa ( les cel.lules
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susceptibles d'infecci6 posseixen receptors per aquesta sequencia ) i que durant l'atac
cal.lular un atom de Ca2+ interacciona amb la cadena lateral del residu d'Asp (5).

MATERIALS I METODES

Per la realitzaci6 d'aquest estudi hem empreat els programes ECEPP pel "build up" i el
programa AMBER 3.0 per les trajectories de Dinamica Molecular.

Hem utilitzat com conformacions inicials les estructures obtingudes rnitjancant "build
up" que consisteix en construir la sequencia utilitzant els diferents minims contormacionals
dels residus segons el mapa de Ramachandran. EI rastreig conformacional s'ha realitzat
empreant la tecnica anomenada 'simmulated annealing", la qual consisteix en retredar
conformacions (310K) trobades en trajectories de Dinarnica Molecular a altes

temperatures (900K) per tal de rastregar a tons els minims energetics locals (6).
Ames s'ha estudiat la flexibilitat de I'astructura mas estable (Fig. 1) rnitiancant

trajectories lIargues (200ps-300ps) variant les condicions de solvatacio indicades com les

apropiades per simulacions amb interes biologic.

RESULTATS I DISCUSSIO

Es van obtenir com resultat del rastreig conformacional 15000 estructures de les quais
representem la mes estable.

Flg.1 Contormaci6 mas astable

representada amb un diagrama de cintes.

Aquesta estructura es caracteritza per ser

una estructura rica en motius estruc!urals.
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Es de destacar tres motius estructurals fonamentals: i) La presencia d'helix a en el
extrem N-t (fins el residu cinque); ii) L'existencia d'un t turn entre els residus

Ala(5)-Gly(7); iii) Presencia de un seqOn y turn entre els residus d'Arg(6)-Asp(8),
Aquest ultirn motiu conte la sequencia RGO allamenl conservada entre 1015 els serotipes
del FMOV , En els conformers mas estables trobats en un marge de 4 kcal/mol s'ha
observat unicarnent petites desviacions del backbone de la conformaci6 de menor enerqia.

L'esludi de ta flexibililat ha rnostrat una baixa probabililal de que l'estructura mostri

grans flucluacions respecle a la conformaci6 rnss estable (Fig, 2), AI Ilarg de tota la

trajectoria es conserva la presencia del y turn entre el residu d' Ala(5)-Gly(7),

Fig, 2, - Fluctuacions mostrades respecte
I'estructura mes estabte. Es pot observar la

conservaci6 del y turn i les variacions respecte
l'helix a a I'extrem N-1.

S 'ha trobat una gran dependencia dels perfils energetics i les geometries de les

interaccions del pont d'hidrogen utilitzat per descriure la constant dielactrica, Aixi la

contribuci6 electrostatica presenta un perfil molt similar al de I'energia total quan
utilitzem una constant dietectnca independent de la distancia. No obstant, quan
utilitzem l'expressi6 dependent de la dlstancla pasa a ssser una contribuci6
minoruana. La geometria de pont d'hidrcqen obtingudes a partir d'una expressi6
dependent de la distancia son rnss estabilitzades que les obtingudes a partir d'una

expressi6 independent (Fig, 3),
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Fig. 3 Grafic del logaritme del valor absolut de I'energia total, electrostatica, enllacant i de

van der Waals de I'estructura objecte d'estudi, empreant: A) Una expressi6 de la constant
dielectrica dependent de la distancta: b) Una expressi6 de la constant dielectrlca independent
de la distancia, L'energia enuacant es desestabilitzant (positiva), i el reste dels termes son

estabilitzants (negatius).

En I'actualitat estem realitzant estudis an presencia axplicita de molecules

d'aigua. Resultats preliminars indiquen que la sequencia RGD segueix implicada en una

estructura de y turn.
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L'ELSAMICINA I LA FORMA Z DEL DNA

E. .Jimenez-Garcia". F. Barcelo" & J. Portuqal"

"Departarnerit de Bioqufmica i Fisiologia, Facultat de Qufmica, Universitat de
Barcelona & "Departarnent de Biologia i Ciencies de la Salut, Universitat de les
Illes Balears.

Recentment hem descrit, amb la tecnica de footprinting amb DNAsal, que
la sequencia d'unio de I'antitumoral Eisamicina al DNA es un triplet que conte
el parell CpG [1]. Ames, l'us d'enzims de restriccio ens ha perrnes trobar que
la unio de l'Elsamicina es afavorida quan la tercera base (en I'extrem 5') del

triplet es una purina, sobretot si es una guanina [2]. Com les sequencies
alternants CpG s'inclouen entre les potencialment capaces d'adoptar la

contorrnacio Z, vam considerar que la unio preferencial a aquestes regions podia
ser un de Is mecanismes pels quais l'Elsamicina desenvolupa la seva accio
antitumoral, tot inhibint processos com ara la replicaclo i la transcripcio. en els
quais el DNA Z pot estar involucrat [3].

Aixf doncs, el treball ha estat centrat en el paper inhibidor de l'Elsamicina
sobre la transicic B-Z tant amb el poli(dG-dC) com amb el poli(dG-msdC). Per
estudiar-ho hem emprat diverses tecniques: canvis en I'espectre d'absorcio de

Ilum ultraviolada, diqestio amb DNAsal i Dicroisme Circular. Tots els resultats

porten a la mateixa conclusio: l'Elsamicina disminueix tant la velocitat de la

transicio B-Z com I'abast de la reaccio i, a mes, pot provocar un canvi
d' estructura dels dos polinucleotids des de la forma Z cap a la forma B en unes

condicions que afavoreixen clarament la contormacio Z. L'antlblotlc inhibeix rnes

eficacrnent la transicio 8-Z quan actua sobre el poli(dG-msdC) que quan ho fa

sobre el poli(dG-dC). EI poli(dG-msdC) pot adoptar la contorrnaclo Zen condicions

equivalents ales trobades a I'interior de la cel.lula: I'elevada torca ionica

requerida per a estabilitzar la forma Zen el poli(dG-dC) (NaCI 3.5 M) fa disminuir
I'afinitat de l'antibiotic pel DNA.
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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-CSIe), Barcelona.

Los telorneros son las estructuras que se hallan al final de los cromosomas eucariotas.
La tuncion de los mismos es mantener estables los cromosomas, preservandolos de la

deqradacion por nucleasas, y evitando la fusion entre extremos. Asi mismo son los

responsables de la completa replicacion eucariota, evitando la perdida de material genetlco
en cada vuelta de replicacion.

Los telorneros estan constituidos por dos tipos de secuencias repetitivas: las secuencias
subtelornericas 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 extern as y sstan formadas

por elementos de repeticion simple cuya unidad de repeticion comprende de 6 a 8
nucleotidos situados en tandem en una extension que varia desde 36 pares de bases a cientos
de kilobases en vertebrados. EI elemento de repeticion se halla muy conservado en todas las

especies eucariotas con una secuencia 'consensus' 5' T "3(T IA)G3'4 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 10 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 nucleotidos,

La caracterizacion estructural de oliqonucleotidos de cadena sencilla ricos en guaninas
ha revelado que estas pueden establecer interacciones intra e intermoleculares
estabilizadas per 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 anal isis estructural de las
secuencias telornericas en DNA superhelicoidal. La secuencia telornerica elegida ha side la

presente en los cromosomas de todos los vertebrados, incluido el hombre, cuya unidad de

repeticion es TTAGGG.

Las secuencias telornericas se obtuvieron a partir de oliqonucleotidos sinteticos, los
cuales se polimerizaron en diferentes grados de oliqornerizacion y fueron insertados en

plasmidos superhelicoidales.

EI analisis estructural se desarrollo 'in vitro' mediante dos tipos de ensayos: la

digestion con nucleasa P1, especffica de cadenas sencillas, y la utilizacion de reactivos
qufmicos que modifican el DNA selectivamente.

Los resultados obtenidos en el ensayo de P1 indican que estas secuencias telornericas

adoptan una contorrnacion alterada muy dependiente de pH, densidad superhelicoidal y
tarnario, puesto que solo se observan a pHs inferiores a 4.5, densidades superhelicoidales
inferiores a -0,04 y tarnano superior a 6 unidades de rapeticion.

EI patron de reactividad quimica obtenido indica que la cadena rica en citosinas se pliega
sobre sf 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 Fernaroez-Busquets i Joan-Rarron Daban

Departament de Bioquimica i Biologia Molecular. Facultat de ciencies.
Universitat AutOnana de Barcelona.

Resum

Es presenta un met ode innovador de separaci6 de les dues

cadenes d'un fragment de DNA d'origen nucleosomal i l'us del

material obtingut en l'estudi de la dinamica de la interacci6

entre les histones i el DNA monocadena.

Introducci6

L'estructuraci6 del genoma eucar i.ot i c representa un obstacle

per a la interacci6 del DNA amb proteYnes que intervenen en

processos fonamentals corn la rep l i.cac i c i la t.r-anacr ipc Lo •

Qualsevol d'aquests dos fenomens implica el desempaquetament

de la cromatina i, si me s no, un canvi en la ben coneguda

estructura del nucleosoma, tant a nivell de l'octamer

d'histones corn pel que fa a l'estructura del DNA, la doble

helix del qual 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 les histones de la

particula nucli romanen associades al DNA durant la replicaci6

(1, 2). En el prccas transcripcional ha estat descri ta una

conformaci6 mes oberta dels nucleosomes (3) 0 fins i tot una

desestructuracio parcial amb perdua de H2A, H2B (4). Aquest

canvi estructural pot ser degut al despla9ament que sofreix

l'octamer per part de la voluminosa RNA polimerasa, pero tambe
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a la torsi6 generada sobre el DNA pel pas de la maqu i na r i a

transcripcional (5).

L'important paper que ha de tenir la interacci6 entre les

histones i les regions de DNA monocatenari (curtes pero

nombroses) en els processos descrits i les poques dades sobre

el tema (6-9) ens va dur a estudiar la dinamica de

l'associaci6 de les histones amb el DNA monocadena (ssDNA).

Materials i metodes

El DNA heterogeni corresponent a una preparacio de nucleosomes

d'eritrocits de pollastre va ser clonat en M13 i es va triar

un dels clons obtinguts (NX1) en base a la seva seqUencia de

caracteristiques posicionadores de nucleosomes (10). Les dues

cadenes complementaries NX1(+) i NX1(-) van ser separades per

un metode que utilitza la precipitaci6 diferencial de DNA amb

polietilenglicol (veure detalls a la ref. 11). La interacci6

entre les histones i ssDNA i la renaturalitzaci6 del DNA es va

estudiar principalment mitjanyant electroforesis en gels

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

Resultats i diseussi6

Amb el DNA de NX1 (158 pb) i les cadenes (+) i (-) d'aquest

fragment per separat es va estudiar la dinamica de la

interacci6 de les histones amb una seqUencia especifica de DNA

d'origen nucleosomal. Els resultats van confirmar en part

aquells observats amb DNA d'elevat pes molecular (12) ,

especialment pel que fa ai' estequiometria de la interacci6

histona-ssDNA. Les histones s'uneixen al DNA en funci6 de la
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longitud d'aquest expressada en nucleotids (ssDNA) 0 parelles

de bases (dsDNA) i no en funci6 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 uni6 preferencial de les histones a certes

seqtiencies de ssDNA.

Per altra banda, experiments de renaturalitzaci6 fets amb les

cadenes (+) i (-) en presencia d'histones mostren que aquestes

no impedeixen la reassociaci6 de cadenes complementaries de

DNA. Aquestes propietats podrien ser utils per les funcions de

la cromatina que impliquin un aparellament de bases del DNA.
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Construcclon, clonacton y expresion de un gen smtetic o

para el inhibidor de carboxipeptidasa de patata

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

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

INTRODUCCION

EI ICP es una proteina de 39 residuos (Hass et ai, 1979) que Inhibe
competitivamente a la carboxipeptidasa. Obtener ICP recombinante
producido por E, coli es de gran interes, pues permite, una vez optimizada
dicha expresion, tener grandes cantidades del mismo con el cual estudiar
sus posibles aplicaciones biotecnol6gicas, dado el enorme interes
econornico e industrial de los inhibidores de proteasas (Bullock and
Kristiansen, 1987), EI ICP presenta el interes ariaoido de que recientemente
se ha descubierto que inhibe la transtorrnacion tumoral inducida por
radiacion de cslulas en cultivo (Billings et ai, 1989), Tarnbien permite
aplicar al ICP tscnicas de ingenieria de proteinas (Robson and Garnier,
1986) para estudiar la relaci6n secuencia de aminoacidos-plegamiento
Iuncion.

RESULTADOS Y DISCUSION

1, Obtenci6n de un gen sintetico para el ICP

En primer lugar se procedi6 al diserio de un gen sintetico para el ICP a

partir de la secuencia de arninoacidos de este. En dicho diserto se usaron los
codones 6ptimos 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
ariadieron codones para lIe-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) 0 en solitario (el cod6n Met es el de
iniciacion de la traduccion). A ambos lados del gen se colocaron extremos
cohesivos Sail,

Una vez disenado el gen sintetico, dado que tenia 150 pb, se hubieron de
disenar oliqonucleotidos de menor tamario (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. EI diserio de los oligos se hizo de forma que los que debian
hibridar presentasen la maxima complementariedad y los que no deb ian la
minima, Tarnbien se diseri6 un procedimiento para construir el gen a partir69



 



de los oliqonucleotidos en dos pasos.
A ccntinuacio n se sintetizaron los oligos monohebra pr ev.a rnantsdisefiados, y se purificaron Una vez purificados se ligaron en dossegmentos por separado segun el metcdo descrito por Frank et al. (1987).Oichos segmentos se purificaron por electroforesis en agarosa para luegoligarlos, dando lugar al gen completo, que seguidamente se purifico.Una vez tuvimos el gen sintetico purificado, se ligo al sitio Sal I delplasrnido pBR322 dando lugar al vector pBR322-ICP1. A continuacion seprocsdio a la sscuenciacion del gen ICP sintatico. Para ello se clone en elbacteriotaqo M13mp19 (Messing, 1983) y se sscuencio sequn el rnetcdodideoxi (Sanger et ai, 1977).

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

Para la expresion del gen ICP sintetico se eliqio el vector de secrscionplNIII-ompA3 (Ghrayeb et ai, 1984). La razon para escoger dicho plasrnidoha side que este se ha usado para expresar un inhibidor estructuralmentesimilar al ICP (Maywald et ai, 1988). Como dicho vector no presenta lugarde clonacion Sal I y el gen ICP sintatico tiene extremos Sal I, para clonarloen el vector se tuvo previamente que convertir los extremos del gen enromos y ligarle linkers Eco RI para luego ligarlo al vector y transformar enE. coli HB101. Para ello, como para el resto de tscnlcas de DNArecombinante usadas, se siguieron los protocolos descritos en Maniatis etal (1989) y Ausubel et al (1987). Asi se obtuvo un vector plNIII-ompA3 conel gen ICP colocado en el lugar de clonacion EcoRI, vector bautizado comopIMAM1. De dicho vector se obtuvieron los fragmentos Xbal-Hindlll y EcoRIEcoRI y se clonaron en M13mp18. EI primer fragmento contiene la secuenciacodificante del peptide serial omp A y la primera parte del gen; el segundotodo el gen. Dichos fragmentos se secuenciaron y se via que el gen ICP delvector plMAM1 tiene la secuencia correcta y esta insertado en el marco delectura adecuado.
Se llevo a cabo a continuaci6n un anal isis sobre si la cepa HB101(pIMAM 1) expresa el gen ICP y produce ICP recombinante. Para ello se hizocrecer dicha cepa a 30QC en medio M9+0,2% casaminoacidos, se indujo laexpresion del gen (por adici6n de IPTG 2mM) y se obtuvieron a partir dedichos cultivos tres fracciones, correspondientes a medio extracelular,espacio perlptasrntco y medio intracelular. Analisis inmunol6gicos (ELISA)usando los anticuerpos anti-ICP de conejo obtenidos y pruebas de actividad(Hass et ai, 1981) nos han permitido determinar la presencia de ICPrecombinante activo en los cultivos inducidos de HB101 (pIMAM 1). DichoICP se localiza de forma practrcaments exclusiva en el medio extracelular,a una concentraci6n muy baja, de 30-5011g/l. Esto concuerda con 10esperado, dado que un inhibidor de tripsina estructuralmente similar al ICPfue expresado tarnbien mediante el vector plNIII-ompA3 y apareciaasimismo en el medio de cultivo (Maywald et al,1988).EI ICP recombinante, dada la secuencia del gen, del propio vector plNIIIompA3 y el hecho de que se hubieran de ariadir linkers para insertarlo endicho vector, presentaba 10 arninoacidos extra en su extremo N-termnalrespecto al inhibidor native. por 10 que se denomin6 ICPr+ 1 O.

3. Obtenci6n del vector pIMAM3. Expresion del ICPr

Como se describi6 en el apartado anterior, se habia construido el vectorplMAM1 uniendo linkers EcoRI al gen sintetico para el ICP y clonandolc en elsitio EcoRI del vector plNII-ompA3 (Ghrayeb et ai., 1984). De dicho vector
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se obtuvieron los fragmentos Xba-Hind III (que comprende el peptido serial
ompA y parte del gen) y EcoRI-EcoRI (que comprende el gen) y se clonaron en
el vector M13mp18, originando los vectores M13-PCIXH12 y M13-PCIE12,
respectivarnente. Los fragmentos clonados en ambos vectores se

secusnciaron. Se disel'i6 un oligonucleotido para deleccionar el fragmentode 30 pb correspondiente a los 10 arninoacidos adicionales del ICP+10,
Usando dicho oligo se realize una mutagenesis dirigida ssqun el metoda de
Nakayame and Eckstein (1986) sobre el vector M13-ICPXH12, obteniendo el
vector M13-ICP02, que presentaba la delsccicn. Oicho vector se corte con
Xbal+Hindlll, el fragmento de 160 pb resultante se liqo al fragmento Xbal
Hindlll de 7000 pb del vector pIMAM1. originando el plasrnicc pIMAM2. EI
fragmento BamHI de 7500 pb de plMAM2 se ligo al fragmento BamHI de 130
pb de pMAM1. originando el vector pIMAM3. En 131 el primer codon del gen del
ICP sigue directament al ultimo residua del peptide serial de secrecion
ompA. EI fragmento Xbal-EcoRI de pIMAM3, que comprende el peptide sertal
ompA y el gen ICP, se clone en M13mp18 (originando el vector M 13-PCIF1) Y
secuencro, cornprobandose que el gen tenia la secuencia correcta y estaba
insertaco en marco de lectura.

Para expresar el ICP recombinante sin arninoacidos adicionales (ICPr) se
hizo crecer la cepa de E.coli MC1061 transformada con plMAM1 a plMAM3
en medio M9CAS+50 .ug/ml de ampicilina, a 3rC; induciendcsa la
expresion del gen mediante la adici6n de IPTG a una concentraci6n final de
0,2 0 2mM. 24 horas despues de la induccion, los cultivos se centritugaron
y se recupero el sobrenadante para cuantificar la cantidad de ICPr
presente en 131. Oichas 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 expresi6n del gen ICP en plMAM1 produce un ICP recombinante can 10
aminoacidos adicionales en el N-terminal (ICPr+10), mientras que en

plMAM3 produce un ICP recombinante sin residuos adicionales (ICPr).
Ambas tormas se encuentran casi exclusivamente en el media de cultivo.
Su produccion 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 produccion de ICPr.
Las cepas MC1061 Y HB 101 resultaron ser las mas productivas, mientras
que las TG 1 Y JM 1 09 producen diez y tres veces menos ICPr,
respectivamente. Respecto a las condiciones de cultivo, se ensayaron
distintas fuentes de carbona (glicerol, glucosa, lactosa) a diferentes
concentraciones, hallandose que la maxima produccion de ICPr se obtenia
a un 0,5% de glicerol (1,5 a 2,5 I1g ICPr/ml de cultivo). La mejor
temperatura para dicha producci6n son 37°C, y no hay diterencias
signiticativas en la misma en cultivos inducidos con 0,2 a 2mM IPTG 0 a
4h cespuss de iniciarse el cultivo.

4 Puriticacion del ICPr. Homogeneidad' y caracterizacion del ICPr
puriticado

Se ha disenaco un protocolo para puriticar el ICPr a partir de cultivos de
E. coli diterente a los previamente descritos para la puriticacion de ICP
natural a partir de patata (Hass et aI., 1979; Pearce and Ryan, 1983).

Para dicha puriticacion se partie de un cultivo de 0,5 I de �
MC1 061 (pIMAM3). Este se centrituqo y el sobrenadante se concentro
usando cartuchos Sep-Pak C18. EI material resultante se crornatoqratio en
una columna TSK-OEAE usando un sistema de FPLC. Las tracciones con
actividad inhibidora de carboxipeptidasa se concentraron usando de nuevo
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un cartucho Sep-Pak y el material resultante se sornetio a HPLC usando
una columna C4 (lase inversa), eluyendo el ICPr en un solo pico homoqeneo
En conjunto, se obtuvieron 0,5 mg de ICPr aparentemente hornoqeneo a

partir de los 0,5 I de medio con un rendimiento del 52% y una punticacion
de 16 veces.

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

Se determine la Kj del ICPr de acuerdo con el metodo de Henderson
(Henderson, 1972), que result6 ser de 1,8 nM; valor que ssta dentro del
rango de Kj previamente descrito para el ICP-II 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 arninoacidos del ICPr.

5. Produccien del ICPr en fermentador

Actualmente se ha puesto a punto en nuestro laboratorio un sistema de
producci6n del ICPr a gran escala mediante el uso de fermentador (LH
serie 210 modelo direct drive sistem), obtenrendoss una producci6n de 10
a 15 mg ICPr/1. Para su purificaci6n se usa el protocolo descrito con el
correspondiente escalado.
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CLONATGE D' UN cDNA DE RONYO QUE INDUEIX, EN OOCITS DE XENOPCS,
EL SISTEMA bO,+ DE TRANSPORT D'AMINOACIDS. UNA NOVA FAMILIA
DE TRANSPORTADORS D'AMINOACIDS A MAMlFERS.

Joan Bertran*, Iosep Chillar6n*, Andreas Wemer#, Simona Magagnin#,
Iurg Biber#, Xavier Testar*, Antonio Zorzano*, Heini Murer# i Manuel
Palacin*.

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

Hem aillat un clon de cDNA d'una llibreria d'expressi6 de rony6 de
conill per expressi6 funcional de transport de L-alanina i I-arginina en
occits de Xenopus laevis. El RNA sintetitzat a partir d'aquest clon indueix
un unic component de transport per arninoacids dibasics i neutres.

Aquesta activitat de transport correspon al sistema bO,+ descrit
funcionalment en blastocists de ratoli, El 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 bO,+ a oocits que es sensible a la deplecci6 per
hibridaci6 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
glicosilaci6 cap a l'extrem C-terminal despres del segment putatiu de
transmembrana. Traducci6 in vitro del RNA de rBAT en presencia de
microssomes pancreancs ha donat lloc a una proteina glicosilada sensible
a endoglicosidasa H. El marcatge de la proteina (3SS metionina) a I'oocit
evidencia diferents estats de maduraci6 sensibles a incubaci6 amb
tunicamicina i interacci6 per pants disulfur amb una altra subunitat de
la mateixa 0 una altra proteina. La proteina codificada per rBAT
presenta una homologia significativa amb una altra glicoprotema 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 tambe indueix transport d'aminoacids basics i neutres perc
mitjancant 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 de Is 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 u.' y Aviles F.X.',2
, Departamento de Bioquimica y Blologia Molecular Fac. Ciencias. Universidad Aut6noma de Barcelona2 Instituto de Blologia Fundamental. Universidad Aut6noma de Barcelona

Resumen
Mediante la utilizacion de fragmentos obtenidos por PCR y oliqonucleotidossinteticos, se ha construido una bateria de mutantes en la region del segmento de

activacion de la procarboxipeptidasa B. Ello perrrutira constrastar las hipotesis sobre
la relacion estructura-tuncion, obtenidas a partir de datos estructurales y del
mecanisme de activacion de este proenzima.

lntroduccron
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 activacron triptico [3] que muestra la
particularidad de que el SaS uberaco no mantiene la capacidad inhibitoria mostrada
por su forma hornoloqa Sa A, liberado en el proceso de actlvacion de ta
procarboxipeptidasa A (PCPA) [4J. Entre ambos procesos se observan una serie de
diferencias que pueden ser explicadas en base a motivos estructurales diferenciales
entre ambos proenzimas [5]. Las hlpotssis derivadas para la relaclon
estructura-tuncion. seran contrastadas gracias a la obtencion de los siete mutantes
aqui descritos.

Materiales y metod os

Materiales
- cON A de PCPS obtenido mediante amphticacion por PCR.

- E. coli MM294 (W' 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 tluorescencia (Applied Biosystems)

- Enzimas de restricci6n, T4 ligasa, T4 pohnucieotido kinasa y fosfatasa alcalina
(Boheringer Mannheim).

- Kit de purificaci6n de DNA Plasmidico (Qiagen)
- "Oligonucleotide puryfication columns" (Applied Biosystem)
- "PD1O Columns" (Pharmacia)

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

Punticacion de los oligonucleOtidos
EI tarnano de los oliqonucteotidos a utilizar como "primer" en PCR rondaba

los 40 nucleotidos. por 10 que se puruico en columna utilizando el kit "Oligonucleotide
puryfication Columns" (OPC, Applied Biosystems). Sin embargo, los oligonucleotidosdtseriados para mutageneizar por cassette contenian 73 nucleotidos, por 10 que fue
necesario purificar mediante geles de acrilamida al 12 % en conciciones disociantes
(7 M urea), seguido de cromatografia en columna PD1 0 (Pharmacia).
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Hibrtdacion y tostortlacron de los oligonucleotidos sinteticos
EI oliqcnucleotido disuelto a 0.1 .ugl).J1 en TE se calento a 70 ;C durante 30

min., se combinaron 50 ).JI de cada par de hornoloqos y se repitio el tratamiento de
desnaturalizaclon. EI atemperamiento a 37 QC se raalizo 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 S9 / Glu, Gin S9 / lie, Gin S9 . Val 94 / secuencia
hornoloqa en PCPA, Va194/ Ser y el doble mutante Arg 93 & 95 / Gin.

"Polymerase Chain Reacction"
Esta tecnica ha sido utilizada para la obtencion de los mutantes que no

permitian la introouccron de otiqonucleotidos sinteticos por lalta de dianas de
restriccion flanqueantes suficientemente cercanas.

La primera rnutacion realizada fue silenciosa e introdujo dos dianas de
restriccion (Xho I y Pvu I) que facilitaron la clonacion posterior de otiqonucteotidossmteticos portadores de mutaciones especificas.

La segunda rnutacion realizada fue la deleccion de una region de cuatro
residuos (presentes en la forma B pero no en la A) mediante el diserio de "primers"carentes de esta region. Una vez comprobado la introovccion correcta de la mutacion
por secuenciacion, se utilize 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 reaccion de
arnpliftcacion fue de 10 pg/).JI, mientras que la de los "primers" fue de 111M. Las
temperaturas de hibndacion fueron calculadas con el programa "University of
Wisconsin, genetics computer group" y en todos los casos se utilizaron 100 ).JI de
rsaccion y 30 ciclos.

Purificacion 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 "prirner-dimer". Para productos mayores se utilizo la purlticacion en
agarosa al 1 %.

Concatarnerlzaclon de los productos de PCR
Se hizo un tratamiento con T4 polimerasa durante 15 min para obtener

extremos rornos, seguido de la tostoruacion y ligacion a 14 QC 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 tenolica y se
restrinqto con los enzimas adecuados.

Clonaci6n y secuenciaci6n
Los fragmentos de DNA portadores de mutaciones se clonaron en el vector

de expresi6n pHDM 208 conteniendo el cDNA-PCPB completo. Se realizaron anal isis
de restriccion previamente a la secuenciacion en un "ABI syntetizer". Todos los
mutantes han sido comprobados por secuenciaci6n.

Resultados y Discusi6n

Purificaci6n de los oligonucleOtidos
Aunque la tecnica de OPC sea mas rapid a que la puriticacion en gel,

muestra el inconveniente de que no resuelve otiqonucleondos de longitud mayor de
50 mer. En el diserio de los ouqcnucreoncos sinteticos para las mutaciones cassette
se mmirruzo la longitud de los mismos introduciendo las dian as de restriccion Xho I yPvu I flanqueantes de la region GlnS9-Arg95 que permitieron la mutagenesis
mediante ouqonucteotidos sinteticos de 73 pb.
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Ctonacion de los mutantes
La cionacron de los oliqonucteotidos sinteticcs lue sencilla gracias a la

sintesis sirnunanea de adaptadores para dos enzimas de restriccion distintos que
permitieran un unico posicionarniento del fragmento a clonar.

En cambio, la clonaclon de los fragmentos obtenidos por PCR, requirlo de la
concatamertzacion de los mismos previamente a la digestion doble que originaria un
fragmento posicionable. Con ello se consrquio aumentar la eficiencia de restricciones
realizadas en el extremo del producto de PCR.

Mutantes deleccion
En la PCPS existe una region, Pro 40 - Lys 47, que no guarda homologia

con la zona correspondiente a la PCPA y en la que acernas se encuentran cuatro
residuos. Val 43 - lie 46, no presentes en PCPA. Esta region de la PCPS es conocida
como lazo inhibidor por que se piensa que esta implicada en la inhibicion en el
proenzima. La oetecclcn y substitucron srrnultanea de esta region no pudo ser
realizada directamente por PCR sobre el cDNA-PCPS salvaje que se usa como molde
debido a que el numero de desapareamientos no perrnitio la hlbrtdtzacion de los
"primers". Por ello se construyo el mutante deleccion y se usc este como molde en la
mutagenesis por PCR del mutante deleccion con substituciones laterales.

Mutantes Gin 89
La Gin 89 de la PCPS, ssta implicado en un puente de hicroqeno

establecido con el centro activo del enzima. Se han construido tres mutantes de este
residuo:

- Gin 89/ Glu: Se espera la tormacion de un puente salino.
- Gin 89 / lie: Destruccion de la intsraccion.
- Gin 89 - Val 94 I secuencia nornoloqa en PCPA: Acernas de la tormacion del un

puente salino, se insertan cuatro residuos, Gin 89-Phe 90, que no se encuentran en la
forma Spero si en la A. Esta region que se pliega en helice ex de mayor longitud en la
PCPA, parece ser la responsable del mantenimiento de la rnteracclon SaA-CPA
cespues de la accion tnptica.

Mutantes en el c-termtnal del Sa8
EI SaS una vez liberado por accion triptica, sufre proteolisis C-terminal por la

CPS recien generada. Se han construido dos mutantes en esta region:
- Arg 93 & 95 I 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 accion sobre una tercera diana, Arg 83, que no parece
ser accesible en el proenzima aunque si que 10 es en el SaS liberado.
- Val 94 I Ser: Este residuo es liberado por accicn carboxipeptlcasrca. Con este
mutante se pretende parar la proteolisis C-terminal y demostrar la incapacidad del
SaS para mantenerse unido al enzima.

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

mediante el sistema del factor a [6 ].
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ACTIVACIO TRANSCRIPCIONAL DEL GEN DE LA HISTONA Hlo
AL SNC DE RATOLINS TRANSGENICS

I. Ponte, M. Monzo*, J. L. Jorcano#, A. Alonso+ and P. Suau.

Dpt. de Bioquimica i Biologia Molecular de la Facultat de
Ciencies 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 L" expressi6 espaial L
temporal del gen de la histona HI °

en el sistema. nervi6s
central, s'han obtingut linies de ratolins transgenics. En

aquest ratolins s "ha introduit una con s t r'uc c Lo genica
formada per la regi6 5' flanquejant (3.141pb) del gen de la.
histona Hl° de ratoli i la zona codificant del gen Lac Z
d'E. coli. El cervell i el cervellet han estat examinats
mi t j aricant; la tinci6 de la is-gal a diferents moments
despres del nnaixement. El dia 9 despres del naixement ha
estat el primer dia que s'observa tinci6, sobretot a la
capa granular externa i interna del cervellet, a la
formaci6 hipocampal (gyrus dentatus i stratum-granulosum) i
ales prime res capes de l

'

es co rca cerebral. El nivell
d'expressi6 s'incrementa fortament a partir d'aquest dia.
En el dia 12, despres del naixement s'observa fortament
tenyit un nucli hiopotalamic. Des del dia 15, l'expressio
s'exten ales altres capes de l'escorca cerebral. En cap
dels· dies estudiats s'observa t.i.nc i o ales cel.lules de
Purkinje. L'activaci6 postnatal del promotor de la histona
Hl° en el SNC coincideix amb la diferenciacio terminal de
les neurones, i no ast.a relacionat amb la determinaci6
neuronal, la cual te lloc fonamentalment ambans del
naixement. La coincidencia de l'acumulaci6 de la histona
Hlo ales neurones d'escorca cerebral amb l'activacio
transcripcional dels transgens indique que l'acumulacio en

neurones diferenciades te 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 Bioinvestigacio, Merck-Igoda.

La humani t z ac i o d ' anticossos monoclonals murins mi t j a nc an t
1a creaci6 d'anticossos quimerics murins-humans, mi110ra 1a
possibilitat de que aquests puguin ser uti1itzats com agents
terapeutics efectius en la terapia del cancer.

S'han clonat, d e s p r e s d'una amp Li f i c ac i o per la reacci6 en
cadena de la polimerasa (PCR), les regions variables
corresponents ales cadenes pesants i lleugeres d'un anticos
monoclonal muri amb activitat anti-gangliosid GD3 en vectors
d'expressi6 en E.coli. Aquests vectors contenen les regions
constants humanes gamma 1 i kappa i, per tant, els bacteris
produlran el fragment Fab de l'anticos quimeric.

Introduccio

Els anticossos monoclonals p rodu r t s contra determinats
antigens poden ser utilitzats en terapia contra el cancer.
Els anticossos monoclonals murins presenten pero alguns
inconvenients com son la seva immunogenici tat (resposta
anti-globulina contra l'anticos subministrat) en humans i la
seva poca capacitat, en molts casos, d'activar convenientment
les funcions efectores (citotoxicitat) (1).

La produccci6 d'anticossos humanitzats, on la part
variable prove de l'anticos muri i la part constant correspon
a una immunoglobulina humana, solventa aquests problemes. A
mes a mes, molts dels hibrids produeixen anticossos especi
fics, pe r o son de l'isotip menys interessant: l'IgM. La
tecnologia molecular permet produir anticossos monoclonals
de l'isotip que mes interessi. L'IgG1 humana s'ha demostrat
(2) com l'isotip mes efectiu com a mitjanc;er de la citotoxi
citat ( cel.lular 0 activant el complement).

Les regions variables de la cadena pesant i lleugera de
l'anticos 136 2A10 han estat amplificades per peR utilitzant
primers especifics que introdueixen llocs de restricci6

adients per a dur a terme e L posterior c Lo n a t.g e en els
vectors d'expressi6.

Material i metodes

Es t r e b a l La amb l' an t i c o s monoclonal muri anomenat 136
2A10 prodult en el nostre laboratori despres d'una fusia de
cel.lules de melsa de ratoli immunitzat amb les cel.lules de
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melanoma WM-164 amb la linia de mieloma muri HLI-Friendly .

Aquest anticos monoclonal, de l' isotip 19M, presenta una alta
afinitat pel GD3 i una gran reactivitat contra cel.lules de
melanoma humanes.

Es p r e pa r a l' ARN (3) iI' ADNc de primera cadena (4)
utilitzant un o Li g o nuc l e c t i d dTt8 com a "primer".

Es van dissenyar un conjunt de "primers" per amplificarles regions variables murines de les cadenes pesants 1
lleugeres. Aquests "primers" (Taula 1) van ser d i s s e n y a t s pertal de que hi bridess in en les reg ions estructural s 1 i 4
(FRI i FR4) d'ambdues cadenes (5 i 6). Aquests oligonucleotids van ser sintetitzats en un sintetitzador Applied
Biosystems 391 i purificats mitjan�ant una cromatografia en
fase reversa utilitzant un Cts'

r-------------------------------------�
Per a l' ampLi f i c ac i o

mi t j aric an t la PCR, es va

util i tzar una barreja de
reaccio de 100 �l que con

tenia: 0,5 0 1 �l de l'hi
b r i d ARN-ADNc, 50 pmol de
cadascun dels "primers" 3'
i 5', 200 �M de cada dNTP,
10 mM Tris -HCl pH 8,3, 50
mM KC1, 1,5 mM MgC12 i 2 U
de Taq polimerasa (Cetus).
Les mostres e a sotmeteren
a 25 cicles (94'C 1 min,
60'C 1 min, 72'C 1 min) taula 1despres d'una des
naturalitzacio inicial a

98'C durant 5-10 min utilitzant
Una desena part del producte de
un gel al 2% d'agarosa.

°Qcjm.r.- old'OI p •• ant

VM1BACK (22-me,) Patl,
S'- AGGT(C/G)(A/C)A(A'/G)�(C/T)

AGTC(AIT)GG - 3'

VM1FOA2 (320m.,) Ba' Ell.
5' - TG AGQ ACClGTGACCGTG GTCCCT TGG CCC Co 3'

"Rcimer,· o,d,o. I/augera
VK2BACK (24-m.,) Sao I.

S' - G ACAT T�ACCCAGTCTCCA - 3'

VKFOA (24-m.,) x e e I.
6' -CCGT TTCAG�CT TGGTCCC 0 3'

un bloc termic programable.
la PCR va ser analitzada en

Es van utilitzar dos vectors capa�os d'expressar el
fragment Fab en E.coli basats en el pUC 18 (7). El vector
FVHD1. 311 va ser dissenyat per a clonar les regions variables
de les cadenes pesants, mentre que el FVKDl.31l ho va ser per
a rebre les regions variables de les cadenes Ll e ug e r e s
(Figura 2). Els vectors contenien la s e qu e nc i a pel pe p t i d
senyal Pel B (8), un lloc de clonatge multiple i la seqUenciacodificant pel fragment Fd de l'anticos D1.3 (9 i 10). El
vector per ales cadenes pesants contenia la regia constant
CHI de la gamma 1 humana (11). El vector per ales cadenes
l Le u g e r e s contenia La regia constant kappa human a integra
( 12 ) .

Els productes resul tants de I a peR foren puri ficats i
d i g e r i t s exhaustivament amb els enzims adients (Pstl i BstEll
per als productes de la cadena pesant i Sac1 i XhoI per els
productes de I a cadena lleugera). Els productes de la PCR
digerits i purificats foren clonats en els vectors que tambe
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havien estat d i g e r i t.s
i purificats. Els pro
ductes de la Ll i g as a ,

cadenes pesants i
Ll e ug e r e s , van ser

introdliits en cel.
lules E. col i TGl per
electroporacio. Les
dues genoteques (FVH i

FvL) es van crivellar
utilitzant la PCR
(13). De diversos
clons recombinants es

va preparar el DNA

p1asmidic de doble
cadena (14) i es va

seqlienciar utilitzant
el me t o de de I a ter
minacio per dideoxi
nu c Le o t i d s (15).

Resultats i discussi6

Vectors d'expressi6 en E.coli (lgG1)
=

- � ""l" .3�"'l:::g'-:"""l -

�7�"<4<,�/�:

C .s f

�' � �
.._ c 8' 3 '.,? '; Ie D 1 3:"; n C �

[�-=::.;;;;;;;�.....

(�Vk[o'3)
\ /

<c.>

Figura 2

La f' i g u r a 4 mostra e1 resultat d'una amp l Lf' i c ac i c mit
jan9ant 1a PCR. E1s productes corresponents a les regions
v a r iab1es van ser a I vol tant de 300 pb , mentre que en
amp1ificar e1 fragment Fd es van obtindre bandes de 700 pb.

Figura 3: Ana1isi elec
troforetica dels productes
de la PCR en gel d'agarosa
a I 2%. Carrers 1 i 11:
marcador 1Kb. Carrer 2
control posi tiu (500 pb).
Carrils 3 a 5 amplificacio
del fragment Fd: blanc i
cadena pesant respect iva
ment. Carrers 7 a 9 am

p Li f i c a c i o de les regions
v a r iables: blanc, cadena
pesant i cadena lleugera.
Carrer 10: marcador Xl74-
HaeIII.

I • I
....

......

..
-

.... --
-
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-

- .. -
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En la PCR, la rampa de temperatura entre els passos d'hibri
dacio i extensio de la cadena va ser allargada fins a 2,5
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seg/'C, mentre que en els altres passos del cicle e1 canvi de
temperatura per a passar d'una a a1tre fou de 0.5 seg/·C.
Aquest fet, juntament amb una temperatura d '

hibridaci6
e1evada (60'C), millora la fidelitat de la uni6 dels
"primers" i disminui e1s errors de la polimerasa.

Despres de l'amplificaci6 els fragments resultants van ser

purificats, ja que l' exces de "primers" d i ficul t a enormement
l'activitat de les endonucleases de restricci6 i disminueix
l'eficiencia del clonatge. AIXi mateix, fou necessari despres
de les digestions tornar a purificar els productes d ' .i n t e r-e s .

L'eficiencia de transformaci6 utilitzant cel.lu1es TGI i
electroporaci6 fou de 5xl08• Es prepara el DNA p1asmidic de
d i v e r s o s clons positius, s e qile nc i an t+ne uns quants per a

poder detectar possibles errors introdults per la Taq
polimerasa. Per a la cadena pesant no s'obtingue cap cIon amb
la sequencia completa de La r e g i o variable, indicant la
presencia de dianes internes per als enzims Pstl 0 BstElI.
Per tal de clonar tota 1a sequencia corresponent al fragment
variable de I a cadena pesant, el producte de la peR amb
extrems roms fou clonat en pUC18-Smal.

La sequencia codificant pels amminoacids de les regions
variables de les cadenes pesants i lleugeres de l' a n t i c o s

1362AI0, fou comparada amb altres regions variables murines
i classificades segons Kabat (16). La regi6 variable de 1a
cadena pesant correspon al grup muri IIA, presentant en les
regions estructurals una elevada homo Lc g i a amb les s e q u e n c i e s
consensus. La regi6 variable de la cadena lleugera te
l'estructura d'una cadena kappa murina del grup VI.
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CANVIS A L'EXPRESSIO DELS GENS I i II DE LA CALMODULINA EN EL CERVELL
DE RATA, PRODUITS PEL NEUROTOXIC LINDANE.

Sonia Barron, Josep Ma Tusell* i Joan Serratosa
Dept. Farmacologia i Toxicologia; tDept. Neuroqufmica. CID-CSIC. Jordi Girona 18-26.
08034 Barcelona.

RESUM

Hem estudiat, en el cervell de rata, l'expressio de dos gens diferents que
codifiquen exactament per la mateixa sequencia d'arrunoacids de la calmodulina. Hem
amplificat les sondes de cDNA per aquests gens i rnitjancant Northern blots hem
detectat canvis en la seva expressto en sscorca cerebral, oespres d'adrninistrar l'aqent
neurotoxic convulsivant lindane (y-hexaclorciclehexa). Aquests canvis es produeixen
ales poques hores c'esser administrat ellindane. Es manifesten com una oisrninuclo
de l'aetivitat transcripcional i sembla que hi hagi una relacio dosi-resposta.

INTRODUCCIO

Ellindane, isomer y del hexaclorciclehexa, 9s un potent plaguicida ampliament
emprat i que tambs t9 aplicacions en vetsrinaria i medicina. S'ha demostrat que
aquest compost 9s neurotoxic a totes les especies animals estudiades; concretament
en humans i altres mamffers provoca hiperexitabilitat, tremolors i convulsions (Joy,
1982; Wooley et al., 1985; Tusell et ai., 1987). Diversos autors han proposat el canal
de clor lIigat al receptor GABAA com a lIoc o'accio del toxic (Lawrence i Casida, 1984;
Abalis et al., 1985). Nogensmenys diferents estudis suggereixen que tarnbe paden
haver-hi altres mecanismes o'accio (Bloomquist et al., 1986). En diversos treballs hem
demostrat que ellindane 9S l'unic isomer del hexaclorciclehex8 que activa l'expressio
del c-tos. En un recent treball hem demostrat que tant el Ii ndane com el BAY K
provoquen un augment de la calmodulina al nucli de les neurones al cap d'una hora
de la seva adrninistracio (Vendrell et al., 1992). En condicions normals molts
processos cel.lulars son regulats pels nivells de Ca2• presents al citosol, el qual no

actua amb la seva forma ionica lliure, sino Iligat a determinades protsines. La
calmodulina (CaM) ss la principal proterna acceptora de Ca2• en c91.Iules no

musculars (Means et al., 1982). Fins ara s'han clonat del genoma de rata tres gens
diferents que codifiquen per la mateixa protema (Nojima 1989): CaM I que s'expresa
en dos mRNAs provinents de senyals de ponaoannaco alternatives (1,7 i 4 kb), CaM
II (1,4kb) i CaM III, igualment amb dos mRNAs (0,8 i 2,3 kb). En aquest treball
presentem un estudi de rexpressto de Is gens CaM I i CaM II com a resposta a

l'administracio del lindane.

MATERIAL I METODES

A) Obtenci6 de sondes
Les sondes especffiques dels gens CaM I i CaM II emprades en aquest treball,

han estat amplificades a partir dels cDNAs insertats en un plasmid pUC.
Posteriorment s'han purificat digerint-Ies amb I'enzim de rsstriccio Bam HI.
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8) Tractament dels animals
Ellindane ha estat dissolt en oli d'oliva i administrat oralment mitlancant sonda

intrapastrlca. Les rates control han estat administrades amb oli d'oliva. Eis animals
s'han decapitat a diferents temps post-acministracio. Les escorces han estat
disseccionades rapicarnent i congelades a -80'C per la posterior purificaci6 del RNA.

C) Aillament del RNA i Northern blots.
L'obtenci6 del RNA s'ha fet segons el metoda de LiCI-urea (Gubits, et aI., 1989).

Les diferentes mostres de RNA s'han fet correr en un gel d'aqarosa al 1,2% i s'han
transferit a una membrana de nylon. La hibridaci6 s'ha fet tota la nit amb sondes
marcades amb e2P]a-dCTP (Amersham) seguint el metoda Oligo-labeling
(Pharmacia).Les membranes han estat rentades amb diferentes condicions

dastrinqencia 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

l'actina. L'analisi de les bandes ha estat feta amb un Densltornetre Laser (LKB). S'han

comparat els quocients dels valors c'absorbancia de les bandes corresponents a la
CaM partits pels valors d'absorbancia de les bandes de I'actina.

RESULTATS

Per poder caracteritzar l'accio del lindane sobre l'expressi6 dels gens de la
calmodulina hem dut a terme una corba de temps, axf com un estudi dosi-resposta.
A la figura 1 (B,C) es presenten els Northerns de CaM II i de la actina corresponent
que procedeixen del mateix gel csspres 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

A

........ __ ...
c

Figura 1. Expressi6 de
CaM II. Eis numeros

indiquen les hores

despres de
l'administraci6 de
lindane (30 mg/kg pes
corporal). A: carrega
del gel; 8: CaM II; C:
Actina.

B
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de les diferentes dosis estudiades al Ilarg del temps. A dosis no convulsives ens

trobem en dues situacions: a 10 mg/kg de pes corporal, dona un increment significatiu
de l'exprsssio del gen CaM II a partir de les 24 hores de t'aoministracio del lindane.

Aquest increment es manta ales 40 hores de l'adrntnistraoo: a 20 mg/kg, no hi ha
canvis significatius de rexpressio. A dosi convulsiva (30 mg/Kg) hi ha una forta
disrninucio dels valors basals de transcripci6 que es cornenca a detectar ales 24

heres i es manta fins ales 40.
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Figura 2. Expressi6 de
CaM II. L 10, L 20, L
30 indiquen les dosis
de lindane (mg/kg) a

diferents temps
(hores) despres de
l'administraci6.
L'ordenanda indica el
% respecte els valors
control.
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o L 10
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24 32 40

temps (h)

A la figura 3 es veu un Northern del gen CaM I corresponent als animals
tractats a dosi convulsiva. Es poden observar les dues bandes descrites ( 1,7 i 4 kb).
En aquest cas, la cisrrunucio d'expressi6 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.
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Figura 3. Northern de
CaM I. Eis nurneros

indlquen el temps
des pre S d e

l'administraci6 de
lindane a dosi
convulsiva.
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Figura 4. Expressi6 de CaM I en les
matelxes 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

EI treball que presentem es un estudi preliminar sobre la possible afectacio
diferencial de dos gens que codifiquen per la calmodulina. Eis nivells d'sxpressio
basal d'aquests gens que hem trobat a rsscorca de cervell, coincideixen amb els
d'altres estudis referits a la drstrtbucio cerebral de I'activitat de la calmodulina (Zhou
et ai., 1985) i ala localltzaclo per hibridacio in situ dels mRNA del gen CaM I. O'altra
banda, hi ha treballs que presenten modificacions de l'exoressio d'aquests gens
durant el desenvolupament i a cel.lules transformades (MacManus et aI., 1989).
Aquestes modificacions a vegades son increments de l'expressio i d'altres,
decrements. Eis nostres resultats indiquen que a dosis baixes de lindane (10 mg/kg)
hi ha un increment de l'exprsssio del gen CaM II mentre que a dosis convulsives (30
mg/kg) hi ha una forta disrninucio tant de CaM I com de CaM II i que es rnante
cespres de bastantes hores de t'acmmtstracto de ragent neurotoxic. No sabem quines
son tes consequanciss 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
transcripcio podria significar una variacio dels nivells de calmodulina i aixo pod ria

repercutir en I'activitat d'enzims calmodulina dependents com la protsma quinasa II,
la calcineurina, MLCK, etc. De fet hi ha estudis en que els efectes toxics de metalls
com el zenc es tradueixen en una inhibici6 de la tostorilacio en general i de I'activitat
de la protstna quinasa II calmodulina dependent. EI nostre treball encare no permet
aportar res en aquest sentit perc el fet de que un agent com ellindane, que modifica
els fluxes neuronals de calci, provoqui canvis a l'expressi6 de Is gens de la
calmodulina, perrnstra aportar coneixements sobre els mecanismes d'accio de Is
agents convulsivants aixf com sobre els esdeveniments que son conssquencia de la
seva acci6.
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EXPRESSI6 ESPAOAL I ORGANITZA06 GENOMlCA DELS GENS AMB
"HOMEOBOX" Dth-l i Dth-2

[ordi Garcia-Fernandez, [aume Baguna i Emili 5a16
Departament de Genetica. Facultat de Biologia. Universitat de Barcelona

Alguns dels processos d'organitzaci6 espacial durant el desenvolupament
embrionari i la regeneraci6 estan conservats en diferents organismes, suggerint que
especies divergents poden emprar estrategies comunes en la formaci6 del patr6 i la
deterrninacio i diferenciaci6 cel.lulars. Un element genetic que recolca aquesta
estrategia comuna es l"'homeobox" (1), domini regulador conservat de 60 aminoacids
que conte un motiu de helixa-volta-helixc que I'hi confereix capacitat d'uni6 al DNA.

Amb la intenci6 d'identificar gens reguladors que controlessin aspectes de la
formaci6 del patro i regeneracio a planaria varern ai11ar i sequenciar 2 gens amb
"homeobox": Dth-l i Dth-2 (2), Ames, recentment, el nostre grup ha ai1lat tres gens
que contenen sequencies "POU-homeobox" (3 i Munoz, A.M. et al, aquest volum)

La primera aproximacio a l'estudi de les funcions d'aquests gens ha sigut l'analisi
de la seva expressio tant en diferents estadis de regeneraci6 com en diferents parts de
I'organisme intacte: en aquest sentit, les hibridacions de "Northern-blots" d'ARN
pclyA« amb sondes especifiques dels gens Dth-l i Dth-2 han mostrat que ambd6s gens
s'expressen en uns nivells molt baixos, i tant en organismes intactes com en

regenerants.
Per caracteritzar el patro espacial d'expressio hem utilitzat la tecnica d'hibridacions

in situ amb ribosondes antisentit de Dth-l i Dth-2 marcades amb 35S-UTP. L'expressio
del gen Dth-l esta restringida a cel.lules de l'epiteJi intestinal de la gastrodermis,
mentre que el gen Dth-2 s'expressa nomes en cel.lules del parenquima periferic, mes
abundantment en les regions dorsals que en les ventrals.

A IDes, per detectar els productes proteics hem obtingut serums policlonals de conill
a partir de protemes de fusio s-Cal/Dth-I i Dth-2. Inmunohistotincions preliminars
confirmen les mateixes localitzacions que les hibridacions in situ: El serum anti-Dth-l
marca nuclis de l'epiteli intestinal, mentre que la proteina Dth-2 es detecta en nuclis de
cel.lules parenquimatiques subepidermiques.

Els patrons d'expressio, tant de missatger com de proteina, mostren que ambd6s
gens no estan implicats directament en el proces de la regeneracio, mes aviat semblen
jugar el seu paper de factors reguladors en la deterrninacio i/o diferenciacio 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 cant6 hem endegat l'estudi de la organitzaci6 geruca i la regulaci6
d'aquests gens. Hem construit una genoteca genomica en el fag ..Charon35 i hem ai11at
clons genomics corresponents als gens Dth-1 i Dth-2. El gen Dth-l esta organitzat en

tres exons (0.4,0.3 i lKb.) i dos grans introns, de 8 i 12 Kb. El gen Dth-2 es molt mes
discret en extensi6: tarnbe te dos introns, per6 de sols 42 i 45 pb. En l'actualitat estern
acabant de sequenciar les regions 5' d'aquests gens i identificant els inicis de
transcripci6 per extensi6 d'iniciadors 0 PCR-RACE. Aquesta analisi previa ens

permetra planificar futurs estudis de regulaci6 d'aquests dos gens amb "horneobox".

1- GEHRING, W.J. (1987). Science 236,1245-1252.
2- GARCIA-FERNANDEZ. J.; BAGU�J'A, J . .It SALO, E. (1991). Proc. Natl Acad. Sci. USA 88, 7338-7342.
3- MIRALLES, A.; MUNOZ, A.; GARCIA-FERNANDEZ, J.; BAGlffiA, J. &.: SALO, E. (1991). BioI. Desenv. 9,

21:;'224.
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EXPRESSIO GENICA DEL SISTEMA bO,+ DE TRANSPORT D' AMINOACIDS
(rBAT) : ONTOGENIA, DIABETIS I DEJUNI

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

Departament de Bioquimica
Universitat de Barcelona.

Fisiologia. Facultat de Biologia.

Recentment, s'ha arllat un cDNA de rony6 de conill (rBAT) que
indueix en oocits de Xenopus el sistema bO,+ de transport sodi
independent d'amlnoacids basics i neutres (p.e. leucina, cistina)(Bertran i col., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 1992, en premsa). A la
rata, l'expressi6 de rBAT es especifica de rony6 i mucosa intestinal
(transcrit d'aprox. 2.4 kb).

L'expressi6 de rBAT s ha estudiat durant el desenvolupamentdel rony6 i I'intesti de la rata. L'expressi6 del mRNA de rBAT es
detectable al rony6 ja a l'ultirn dia de vida fetal (dia 21) i
augmenta progressivament despres del naixement: al dia 12 de vida
(Iactancia) els nivells de mRNA de rBAT son <15% dels de I'adult i,
coincidint amb el canvi a la dieta salida, s'incrementa l'expressi6de rBAT fins assolir nivells propers (75%) als de Is ronyons adults
(al dia 26 de vida). A I'intesti, l'expressi6 de rBAT mostra una
ontoqenia similar, perc 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 s6n similars 0 superiors(1 30- 1 70%) als dels adults.

La diabetis experimental (7 dies des pres de l'administraci6
de 70 mg de estreptozotocina Ikg de pes corporal) redueix
notablement (85%) l'expressi6 del mRNA de rBAT al rony6.
Contrarlarnent, a I'intesti, la diabetis incrementa (aproximadament60-70%) els nivells del mRNA de rBAT. EI dejuni de 48 hores
augmenta l'expressi6 del mRNA de rBAT a rony6 (aproximadament70%) i no s' afecta la seva expressi6 a intesti. Tant a rony6 com a
intesti, la diabetis i el dejuni no modifiquen significativament els
nivells de mRNA de B-actina.

Eis nostres resultats demostren que l'expressi6 del mRNA de
rBAT (sistema bO,+ de transport d'amtnoactds) es regula de forma
teixit especifica pel desenvolupament, la diabetis i el dejuni. En el
futur, l'arllament del promotor de rBAT perrnetra estudiar els
mecanismes de regulaci6 de l'expressi6 del gen rBAT.

37



 



PARTICIPANTS a lea JORNADES de BIOLOGIA MOLECULAR. Edici6-92

ADAN LIEBANA Cristina Btoquirnica Btologla VB
ADROER MARfORI. Rosa Ctencies Ftstol, Medicina VB
ALEDO ZAMORA Rosa cm CSIC
ALEMAN LI.ANSO. Carles DEQ ETSEIB VPC
ALBAI�T. Ricard Genetica Biologla VB
ALEDO. Rosa cm CSIC
ALVAREZ ECHEVESTE. Inaki cm CSIC
AMADORCAT�.Amrua Genetica Btologia VB
ANGEL. Eduard Ftsto. Vegetal Farmacia VB
ARINO. Joaquin BioI. Mol. Vetertnana VAB
ATRIAN VENTURA Silvia Genetica Btologta VB
BACH ELIAS. Montserrat cm CSIC
BALCELLS COMAS. Susanna Genetica Btologia VB
BARRON, SOnia cm CSIC
BANCHS, M!. Isabel Oenetica Mol. IRO HDR
BAYES. Monica Genetica Btologta VB
BERTRAN COMULADA Joan Btoquimica Btologia VB
BOQUE LWRDES, Lluis DEQ ETSEIB VPC
BORONAT LWP. Susanna cm CSIC
BORONAT MARGOSA Albert Btoquimica Quimica VB
BVRGAYA Ferran Genetica Btologta VB
CAMPS CAMPRVBi, Marta Bioquimica Btologia VB
CANALS surds. Francese BioI. Mol. IBF VAB
CARRANZA GIL, Salvador Btologta VB
CASADO MEREDIZ, F. Xavier Btoquimica Btologta VB
CASALS FERRER Nurta Bioquimica Farmacia VB
CASAMAYOR GRACIA Antoni Btoquimica Vetertnana VAB
CASANOVA ROCA Jordi cm CSIC
CASTELLO FARRE. Anna Btoquirmca Btologia VB
CASTELLS GASULLA. Albert Recerca Exp. HBV
CHILLARAS CHAVEZ. Josep Btoquimlca Btologia VB
CHILWN. Manuel Genetlca Mol. IRO HDR
CIRERA Susanna Genetica Btologia VB
CIUDAD. Carles Bioquimica Farrnacta VB
CLOTET. Josep Bioquimica Veterin. VAB
COLL CAPELLA. Miquel cm CSIC
COMERON. Josep Genetica Btologia VB
CORDERO GDIZA Maria Josep cm CSIC
CORNUDELU MIR Lluis cm CSIC



 



COROMINAS, Montserrat Genetica Btologia UB
COROMINAS COLILLAS, Josep Bloquimtca Vetertnarta UAB

COSTA.C�PS, Josep Hepatologla HCPB
cusmo PEREZ, Lidia BioI. Cel. Ftsto. Medicina UAB
DABAN, Joan Ramon Btoquirmca Ciencies UAB
DABAN MARIN, Montserrat cm CSIC
Di-IORIO RIVERO, Lluisa
ENJUTO, Montserrat Bioquirruca Quirnica UB
ESCOLA GIL. Joan Carles Ftsto. Animal Btologia UB
FARRES VICEN, Jaurne Bioquimica Ctencies UAB

FERNANDEZ-BORJA. M� Mar BiOI. CeLlular Biologia UB

FERNANDEZ-BUSQUETS, Xavier Bioquimlca Clencies UAB
FERRER MARTiNEZ, Andreu Bioquimica Biologia UB

FIBrA PALAZON. Joan Genetica Btologta UB

FUENTES, Joan Josep Genetica Mol. IRO HDR

FURRIOLS ESPONA. Marc Bioquimtca Btologia UB

GALLEGO, Francesca Btoquimica Cienctes UAB

GARCIA-FERNANDEZ, Jordi Genetica Btologta UB

GARCIA-MAS. Jordi cm CSIC
GARCIA-SAEZ, Isabel DEQ ETSEIB UPC
GIL-GOMEZ. Gabriel Btoquimica Farmacta UB
GOMEZ. Manel Bloquimica Cienctes UAB
GOMEZ ANGELATS, Mlreta Bioquimica BIOLOGIA UB
GOMEZ CUADRADO. Alicia cm CSIC
GOMEZ ROIG, Alicia IGODA
GONzALEZ-DUARTE, Roser Genetica Biologta UB

GRADO, Angels Bioquirruca Blologia UB
GRINBERG, Daniel Genetica Biologia UB
HERNANDEZ MARrIN, Joaquim Flsto. Animal Ctencies UAB
HERNANDEZ POUS, Lluis Bioquirnica Farrnacia UB
HUERTAS RUZ, Dort cm CSIC
IBORRA OBIOLS, Antoni BiOI. Mol. IBF UAB
JIMENEZ GARCIA. Emili Bioquimlca Quirnica UB

JOAQUIN CAUDET, Manel Bioquimica Farmacia UB
JOSE ESTANYOL, Matilde cm CSIC
LIMON CARRERA. Anna Btoquimica Farrnacia UB

LOPEZ-LABRADOR, Francese Hepatologta HCPB

LOPEZ-RIBERA. Ignast cm CSIC
LUDEVID, MI Dolors cm CSIC
MARFANY NADAL, Gemma Genetica Biologia UB
MARINO BUSLJE, Cristina BioI. Mol. IBF UAB

MARTi GAUDEs, Merce BioI. Cel. Fisio. Medicina UAB
MARrIN. Imma Btoquimtca Btologia UB
MARrIN-CAMPOS. Jesus Maria Genetica Blologia UB

MARTiNEZ. Carrne CBM (Madrid) CSIC UAM

MARTiNEZ FLORES, Ivan Cttogenetica IBF UAB

MARTiNEZ-MAS, Joan Vicenc Btoquimlca Btologta UB



 



MARTiNEZ PEREZ. Irene Bioquimica Ctencies UAB
MARTiNEZ-RUBIO. Gemma Metabolopatles IBC
MARTORELL RIERA. M�. Rosa BioI. Cel. Fisio. Medicina UAB
METON TEJEIRO. Isidre Btoquirntca Farmacla UB
MlRALLES ACOSTA. Agusti Immunologia HCPB
MOLINA. Miquel A. BioI. Mol. IBF UAB
MONFORT VIVES. Amparo CID CSIC
MONSALVES JEREZ. Claudi Bioquimica Cienctes UAB
MONTAN-ES VIDAL. M!, Teresa Recerca Exp. HBV
MORALEJO ALMENDRAL. Pilar Bioquimica Farmacia UB
MORENO PARRA, Albert Bioquimica Cienctes UAB
MUNOZ. Gemma Enztmologia IBF UAB
MUNOZ-MARMoL. Anna Genetlca Btologla UB
MUNOZ-MORUNO. Purtflcacio Btoquimlca Biologia UB
NIOGRET. Marte-Francoise CID CSIC
NOt MATA. Veronica Btoquimica Farmacia UB
NOGALES FERNANDEZ. Balbina Mlcrobtologta IBF UAB
OLNA. Rafael Ctencies Fisio1. Medlcina UB
OLNA MIQUEL. Baldomero BioI. Mol. IBF UAB
OLMEDO CASAS. Eva Hepatologta HCPB
ORTIZ. Miquel CID CSIC
PAGES. Montserrat CID CSIC
PASTOR ANGIADA. Marcal Btoquimica Btologta UB
PEREZ. Joan J. DEQ ETSEIB UPC
PONTE MARULL. Imma Btoquimtca Clencies UAB
POSAS GARRIGA. Francese Biquimica Vetertnana UAB
PUIGDOMENECH ROSELL. Pere CID CSIC
QUERALT MUNTANYOLA. Rosa Ctencies Fistol, Medieina UB
QUINTANA. Itziar Btoquimica Btologta UB
RAMOS ONSINS. Sebastia Genetlca Biologia UB
RAVENTOS SEGURA. Dora CID CSIC
RECASENS GUINJUAN. MI. Angels Hematologia CQSA
RIERA PRENAFETA. Rosa Ftsto. Vegetal Farmacia UB
ROCA PUIG. Ramon cm CSIC
ROCAMORA. Nati Blol. CeLlular Biologia UB
RODEs GUBERN. Blanca IGODA
RODRiGUEZ RUBIO, Joan Carles Bloquim1ea Farmacta UB
ROMERA BARRIOS, Carme cm CSIC
ROSELL VIVES, El1sabet IGODA
RUIZ-MONTASELL, Bonaventura Btoquimlca Btologia .UB
SAL6 BO IX. Emili Genetlca Btologta UB
SALVADO MORELLO. Cristina Bloquim1ca Farmacta UB
SANTALUCIA ALBi. Tomas Bioquim1ca Btologia UB
SOLANES GARCIA. Gemma Bioquim1ca Vetertnarta UAB
SORIA. Josep Manel Genetica Mol. IRO HDR
SUAU LEON, Pere Bioquim1ca Ciencies UAB
TARRASON ENCUENTRA, Gemma IGODA
TAULER GIRONA. Albert Btoquirruca Farmacta UB
TORRES LACRUZ. Miquel Angel cm CSIC
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TUCA. Alexandre Btoquimica Btologia UB
URIBE ESTEFANIA, Xavier cm CSIC
VAQUERIZO MONTILLA. Joan Btoquimica Ctencies UAB
VEGA FERNANDEZ, M!. Cristina DEQ ETSEIB UPC
VIAPLANA FLORENSA, Elisenda Mlcrobiologla IBF UAB
VILAGELIU ARQUES, Mil. Llutsa Genetica Btologia UB
VILLEGAS, Vtrtuts Bioquimtca Ciencies UAB
VILLENA GARCIA, Joan Bioquimica Vetertnana UAB
VINALS CANALS, Francese Btoquimlca Blologta UB
YUBERO, Pilar Bioquimica Btologta UB

SIGLES

CBM
cm
CSIC

CQSA
DEQ
ETSEIB
HBV
HCPB
HDR
IBC
IRO
UAB

UAM
UB
UPC

Centre de Blologia Molecular del CSIC a la UAM
Centre d'Investtgacto i Desenvolupament del CSIC a Barcelona
Consell Superior d'Investigactons Cientifiques
Clinica Quinta de Salut l'Alianza
Departament de Enginyerta Quimica. ETSEIB-UPC
Escola Tecruca Superior d'Engtnyers Industrials de Barcelona
Hospital Princeps d'Espanya, Bellvitge
Hospital Clinic i Provincial de Barcelona
Hospital Duran i Reynals
Instltut de Btoquimica Clinica Flor de maig
Institut de Recerca Oncologica
Universitat Autonorna de Barcelona
Uruversttat Autonoma de Madrid
Unrversttat de Barcelona
Untversttat Polttecnlca de Catalunya



 



 



 



 



 


