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INTRODUCCION 1

La bomba de sodio: importancia fisiolégica

El sistema enzimatico Na',K'-ATPasa, también conocido como
"bomba de sodio", funciona en todas las células animales como el principal
regulador de las concentraciones intracelulares de los cationes Na" y K.
Durante su ciclo de actividad bombea, contra gradiente de concentracion, 3
cationes Na* hacia el exterior de la célula y 2 cationes K" hacia el interior por
cada molécula de ATP hidrolizada (Sweadner, 1989). El mantenimiento de
una baja relacién Na':K" intracelular resulta esencial para la actividad de
muchas enzimas celulares. Ademas, el gradiente electroquimico creado por
la Na*,K*-ATPasa es fundamental para el mantenimiento del potencial de
reposo celular, para la actividad de tejidos excitables como el cerebro, el
musculo esquelético o el musculo cardiaco, para la captacion de nutrientes y
para la regulacion del pH y la concentracion intracelular de otros iones como
el Ca®*. La bomba de sodio tiene una gran importancia farmacologica, ya

que es el receptor de los glicésidos cardiotonicos (Sweadner, 1989).

La familia de las P-ATPasas: caracteristicas comunes, ciclo

de funcionamiento y relaciones evolutivas

La Na*,K*-ATPasa se clasifica dentro del grupo de ATPasas de tipo P
(Palmgren y Axelsen, 1998). Estas proteinas se caracterizan por ser
transportadores de membrana con una séla subunidad catalitica que media
la traslocacion contra gradiente de iones gracias a la energia proporcionada
por el ATP y que tienen en comun la existencia de un intermediario
fosforilado en su ciclo de reaccion. Todas las P-ATPasas comparten un
dominio de fosforilacion comun compuesto por los aminoacidos DKTGT, de
los cuales es el aspartato el que es fosforilado (Walderhaug y cols., 1985;
Axelsen y Palmgren, 1998). Durante su ciclo de reaccion su estructura pasa,
al menos, por dos conformaciones, denominadas E1 y E2. La fosforilacion

fuerza la enzima a entrar en E2 y la defosforilacion subsiguiente la devuelve
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al estado E1. En el caso de la Na*,K'-ATPasa el mecanismo de reaccién
puede representarse mediante el modelo de Post-Albers (figura 1, Heyse y
cols, 1994). La conformacion E1 expone los sitios de union a cationes al
citoplasma. Una vez fosforilada la enzima los iones Na® unidos se ocluyen
(son incapaces de intercambiarse con el medio acuoso) y se produce una
transicion espontanea al estado E2, que deja los sitios de union abiertos
hacia el lado extracelular. La union de K" inicia la defosforilacion de la
enzima y la oclusién de los cationes, que son liberados al medio intracelular
cuando se une el ATP e induce un cambio de conformacién de E2 a E1. A
este modelo se le ha afadido una explicacion electrostatica, segun la cual en
la conformacién E1 no ocluida existen dos sitos de unién cargados
negativamente por los que compiten el Na* y el K* y un tercer sitio neutro y
altamente especifico para el Na*. La unién del Na® a este ultimo sitio es

electrogénica y desencadena la oclusién de los cationes (Heyse y cols,

1994).

Nay. By ATP
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Figura 1. Ciclo de Albers-Post. Esquema que representa el transporte de
Na® y K* por la bomba de sodio mediante un ciclo de fosforilacion-
defosforilacion en el que alternan dos estados conformacionales. Los
guiones indican uniones covalentes y los puntos, uniones no covalentes.
Entre paréntesis, cationes en estado ocluido. (Tomado de Heyse y cols,
1994).
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Las P-ATPasas han sido identificadas en todos los organismos
estudiados, con la U(nica excepcion de la bacteria parasita Borrelia
burgdorferi. Son capaces de transportar distintos iones (K*, Na*, H’, Mg#,
Ca®*, Cu?', Cd*")y otros sustratos cargados como fosfolipidos (Palmgren y
Axelsen, 1998). Aunque las secuencias pueden llegar a tener similitudes
muy bajas, todas estas enzimas comparten ocho segmentos altamente
conservados; se cree que estas zonas de la proteina son las implicadas en
la comunicacion entre la hidrolisis del ATP y el cambio conformacional, la
unién de iones y la union de ATP. Mediante la comparacién de estos

segmentos conservados se puede establecer un arbol evolutivo (figura 2).
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Figura 2. Arbol filogenético de las P-ATPasas. Los nombres en cada rama
indican el nombre de la proteina, el nombre del locus o bien el nimero de
acceso de GenBank (National Center for Biotechnology Information, NIH,
EEUU) donde se puede encontrar la secuencia de DNA. Abreviaturas: HM,
metales pesados; PL, fosfolipidos; NAS, especificidad no asignada.
(Tomado de Palmgren y Axelsen, 1998).
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El resultado es que las P-ATPasas se agrupan segun su especificidad
de sustrato y no segun la relacién evolutiva de las especies donde han sido
caracterizadas, lo que indica que la aparicion de una nueva especificidad de
sustrato se acompafa de un rapido cambio en la tasa de evolucion de la
secuencia (Axelsen y Palmgren, 1998). Se puede llegar a la misma
conclusion teniendo en cuenta que una misma P-ATPasa, como por ejemplo
la Na*,K*-ATPasa, guarda una similitud del 60% entre especies tan distantes
como camardn y humanos, mientras que dos P-ATPasas de la misma
especie, como por ejemplo Na*,K'-ATPasa y Ca?*-ATPasa tienen una
similitud del 50%.

Estructura de Na*,K*-ATPasa

La subfamilia IIC de las P-ATPasas (X*,K'-ATPasas) tiene en comun,
ademas de su ciclo catalitico, la capacidad de intercambiar un catién (como
Na* o H") por K y el requerimiento de una subunidad B asociada de forma

no covalente a la o formando un heterodimero (figura 3).

oo

1

3 Na*

Figura 3. Modelo esquematico que representa la Na',K'-ATPasa en
forma de heterodimero of3.
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En el caso de Na’'K'-ATPasa puede encontrarse una tercera
subunidad, denominada vy, aunque sélo esta presente en algunos tejidos
como el rifdn y el pancreas. La subunidad o, o subunidad catalitica, es una
proteina de unos 112 kDa que, como en el resto de P-ATPasas, contiene los
sitios de unién a cationes y ATP, ademas del de unidn de glicdsidos
cardiotdnicos (Sweadner, 1989). La subunidad f, también llamada
subunidad reguladora, es una glicoproteina de aproximadamente 55 kDa
implicada en la biogénesis y en la actividad del sistema (Beggah y cols,
1997). La subunidad y es un pequeio polipéptido de s6lo 10 KDa cuyo

papel en el sistema es aun controvertido.

La unidad minima funcional de Na',K*-ATPasa es el heterodimero
oz unido en una estequiometria 1:1, aunque hay datos que apoyan la
hipotesis de que in vivo se encuentra como una asociaciéon (ofl)2, dado que
se han encontrado evidencias de interacciones homotipicas o-a y B- en
sistemas de expresién heterdloga (Blanco y cols, 1994; Colonna y cols,
1997a). Es necesario tener en cuenta ademas que la bomba de sodio esta
en estrecha interaccion con los lipidos de membrana que la rodean, como lo
demuestran los resultados que indican que la composicién de las
membranas es capaz de alterar la actividad Na*,K*-ATPasa (Yeagle y cols,
1988).

Isoformas de Na’,K'-ATPasa: variaciones en la distribucion

tisular y durante el desarrollo.

La Na* K*-ATPasa es una familia multigénica. Tanto la subunidad o
como la B poseen isoformas codificadas por genes independientes
localizados en distintos cromosomas. Hasta ahora se han identificado cuatro
isoformas de la subunidad o (o1-4) (Shull y cols, 1986; Shamraj y Lingrel,
1994) y tres de la subunidad B (81-3) (Martin-Vasallo y cols. 1989, Malik y

cols, 1996). Las isoformas de a comparten un 85% de identidad entre si;
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cada una de las isoformas esta a su vez conservada entre un 90 y un 99%
entre distintas especies de vertebrados (Takeyasu y cols, 1990). Las
isoformas de B son mas divergentes y tienen entre un 40 y un 50% de
identidad entre ellas, aunque al igual que las isoformas de «, estan
altamente conservadas entre especies (90-99%) (Malik y cols, 1996). La
expresion de las isoformas de Na’',K'-ATPasa es especifica de tejido y de
tipo celular, estando ademas sometida a regulacion diferencial durante el
desarrollo. Es importante resaltar que un determinado tipo celular puede
expresar varias isoformas de la subunidad o y de la B a la vez. Dado que las
distintas combinaciones de isoformas de las subunidades o y B son capaces
de formar una Na' K'-ATPasa funcional en sistemas de expresion
heterélogos, parece logico pensar que en una célula que expresa distintas
isoformas de ambas subunidades se pueden formar a la vez distintas
isoenzimas de Na*,K*-ATPasa (Blanco y cols, 1995a y b). La existencia de
varias isoformas de las subunidades de Na',K'-ATPasa, su regulacion
diferencial y la posibilidad de formar distintas isoenzimas simulataneamente
da una idea de la altisima especializacion que necesitan las células animales

respecto al manejo del Na* y del K.

Las isoformas o1 y B1 de Na*,K'-ATPasa suelen considerarse como
genes constitutivos (housekeepers), dado que se expresan en practicamente
todos los tipos celulares estudiados. Hay unas pocas excepciones, sobre
todo para la isoforma B1, que estd ausente en reticulocitos (Stengelin y
Hoffman, 1997) y en fibras glicoliticas de contraccion rapida en musculo
esquelético (Lavoie y cols, 1996). La isoforma o2 se expresa principalmente
en musculo cardiaco y esquelético, y en tejido adiposo. o3 esta en elevada
concentracion en las neuronas del SNC. Por ultimo, o4 parece ser una
isoforma especifica de testiculo (Shamraj y Lingrel, 1994), aunque hay que
recordar que hasta ahora no hay ningun dato bioquimico (sélo la similitud de
su secuencia) que indique que o4 es capaz de formar una bomba de sodio

funcional.
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La proteina B2 estd concentrada principalmente en el sistema
nervioso (Martin-Vasallo y cols, 1989; Lecuona y cols, 1996; Peng y cols,
1997), aunque también se ha encontrado en musculo esquelético
(concretamente en fibras glicoliticas de contraccion rapida, Lavoie y cols,
1996) y en musculo cardiaco (Wang y cols, 1996). Es importante resaltar que
en otros tejidos se encuentra mRNA de B2 sin que se detecte la proteina,
aunque la cantidad de mRNA es muy baja comparada con los tejidos que si
expresan la proteina (figura 4; Martin-Vasallo y cols, 1989; Avila y cols,
1998). Esto indica que, aunque la regulacién de la expresion de la proteina
B2 se ejerce principalmente a nivel transcripcional, no se trata de una
regulacion estricta; no se puede descartar la presencia de algin mecanismo

adicional de regulacion traduccional.
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Figura 4. Expresién del mRNA de la subunidad B2 en tejidos de rata.
Northern blot con RNAs preparados de tejidos de rata de 2 dias de edad (A),
2 semanas (B) y adultas (C). (Tomado de Martin-Vasallo y cols, 1989).

La expresion de la subunidad B2 varia durante el desarrollo; este
hecho ha sido comprobado tanto detectando el mRNA en northern blots
(figura 4; Martin-Vasallo y cols, 1989) como la proteina mediante
inmunohistoquimica (Lecuona y cols, 1996). El mRNA de B2 aparece en
bajos niveles en el higado de la rata neonata, pero en la adulta desaparece
por completo. En el rifion los niveles de mRNA son también mas altos en el
neonato que en el adulto. Recientemente se ha comprobado que el rifion

fetal expresa la proteina B2 (sin que se detecte 1), mientras que a partir del
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nacimiento ésta desaparece rapidamente al tiempo que los niveles de mRNA

decaen (Burrow y cols, en prensa) .

En el SNC de la rata B2 incrementa su expresion desde el estadio PO
hasta el P10. Ademas, tiene una localizacion celular diferencial en neonatos

y en adultos (figura 5 ; Lecuona y cols, 1996).

NEONATO ADULTO

Figura 5. A. Inmunolocalizacién de la subunidad B2 de Na',K'-ATPasa
en cerebelo de rata adulta. Los terminales axonales de las células en cesta
sobre las células de Purkinje (P) son positivos (flecha gruesa). Se observa
tincién puntiforme en la superficie dorsolateral de las células de Purkinje
(cabezas de flecha) vy en la capa molecular (M) (flechas). También son
inmunopositivas las neuronas de la capa granular (G). Barra: 25 pm (tomado
de Lecuona y cols.,, 1996). B. Esquema de las diferencias en la
inmunolocalizacion de la subunidad B2 en SNC de rata neonata y
adulta. El trazo grueso alrededor de las células indica la presencia de 2.
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La isoforma B3 se expresa predominantemente en pulmon y testiculo
de rata adulta, estando presente también en higado y musculo esquelético.
El rifidn, el corazén y el cerebro contienen solamente trazas. En el estadio
P7 el musculo esquelético y el pulmén son los mas enriquecidos en 33,
mientras que en higado practicamente esta ausente (Arystarkhova y
Sweadner, 1997), lo que demuestra que la expresion de esta proteina

también esta regulada durante el desarrollo.

Subunidad o: estructura-funcion

La subunidad o es una proteina de unos 110 KDa. Su secuencia
comparte un patron de hidrofobicidad muy parecido al resto de las
subunidades o de las P-ATPasas, aunque con numerosas ambiguedades.
Esto ha conducido a la necesidad de un estudio experimental de la topologia
de la subunidad o en la membrana plasmatica. Se han propuesto distintos
modelos a partir de los datos obtenidos de técnicas muy diversas como
proteolisis selectiva, modificacién quimica y mapeo de epitopos de
anticuerpos monoclonales. Se ha demostrado que tanto el extremo amino
como el carboxilo estan situados en el citoplasma; en el extremo N-terminal
de la proteina hay claramente cuatro segmentos transmembrana, pero los
resultados han resultado contradictorios al analizar la zona C-terminal de la
proteina. Actualmente el modelo mas aceptado (figura 6) incluye seis
segmentos transmembrana en el C-terminal (sumando un total de 10). La
conclusién méas importante que se ha obtenido de estos estudios es que
fragmentos que por su secuencia no son especialmente hidrofobicos pueden
constituir pasos transmembrana si son estabilizados por interacciones
proteina-proteina (en el caso de Na',K'-ATPasa, interacciones a-o. 0 a-p),
siendo ademas muy dinamicos (en oposicion a los clasicos segmentos
transmembrana altamente hidrofébicos, como los del N-término de la
subunidad o de Na',K’-ATPasa) y posiblemente de gran importancia para

los cambios de conformacién funcionales de las proteinas (Karlish, 1997).
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Figura 6. Modelo topolégico de la subunidad o de Na',K'-ATPasa.
(Tomado de Colonna y cols, 1997b).

En la figura 6 se puede observar que existe un largo lazo intracelular
situado entre los segmentos transmembrana 4 y 5. En esta zona se situa el
sitio de fosforilacién y el sitio de union de ATP. La identificacion de los
residuos implicados en la unién y la oclusién de los cationes transportados
ha resultado mucho mas problematica. Mediante modificacion quimica y
mutagénesis dirigida se han identificado residuos aminoacidicos
funcionalmente importantes en los segmenos transmembrana H4, 5, 6, 8 y 9.
La sustitucion de estos residuos mediante mutagénesis ha resultado en
enzimas inactivas o con modificaciones en las afinidades aparentes por el
Na* y por el K*. Entre estas mutaciones existen algunas que modifican la
afinidad sélo por uno de los dos cationes (Blostein y cols, 1997). Aunque la
naturaleza del sitio de unién y oclusién de cationes es aun poco conocida, el
modelo mas aceptado actualmente o describe como una regidn ocupada

consecutivamente tanto por el Na* como por el K durante la traslocacién y
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que es capaz de acomodar los cambios en la selectividad de union de estos

cationes dependiento de la conformacion de la enzima.

El interés en la caracterizacién de los elementos implicados en la
unién de cationes es atiin mayor si se tiene en cuenta que las isoformas de la
subunidad o tienen distintas afinidades por el Na* y por el K'. Estas
diferencias explicarian, al menos en parte, el fundamento fisiolégico de la
existencia de isoformas de Na* K'-ATPasa y de su distribucion diferencial.
Sin embargo los datos obtenidos han sido en muchas ocasiones
contradictorios (Sweadner, 1989; Jewell y Lingrel, 1991), dependiendo en
muchas ocasiones del sistema de expresion heterdloga utilizado o del
modelo analizado. De la misma manera, la construccion de quimeras entre
las distintas isoformas para localizar los sitios de unién de cationes muestran
que estos estan formados por distintos segmentos de la proteina a la vez
(Jewell y Lingrel, 1993). La conclusién es que la afinidad por Na* y por K no
es una propiedad inamovible de cada una de las isoformas, sino mas bien
una mezcla de las caracteristicas de la proteina, el entorno y la asociacion

con otras proteinas como la subunidad B, como se expone mas adelante.

Otra zona objeto de una investigacion intensiva ha sido la de union de
glicésidos cardiotdnicos, debido a su gran importancia farmacologica y a las
distintas sensibilidades a la inhibicion de la actividad enzimatica que las
isoformas de la subunidad o muestran por estas drogas. La afinidad por
ouabaina difiere segun la especie estudiada (Sweadner, 1989). En la rata la
isoforma a1 tiene una afinidad por ouabaina de 3 X 10°, dos ordenes de
magnitud inferior a la de o2 y tres respecto a la de a3. Sin embargo la
isoforma o1 humana si presenta una alta afinidad por ouabaina. Las bases
moleculares de estas diferencias se comprenden bien en la actualidad
(Sweadner, 1993). La sustituciéon de dos aminoacidos en el lazo extracelular
entre H1 y H2 (figura 6) es suficiente para cambiar la alta afinidad de o1

humana a la baja afinidad caracteristica de la o1 de rata. También hay
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evidencias de que la zona transmembrana H1 y el lazo extracelular entre H3

y H4 estan involucrados en la unién de ouabaina (Canessa y cols, 1993).

Las zonas de la estructura de la subunidad o que median la
interaccion con la P también han sido objeto de estudio mediante la
construccion de quimeras y la utilizacion del sistema del doble hibrido en
levaduras. Se ha llegado a la conclusion de que la region extracelular
comprendida entre los segmentos H7 y H8 es la responsable de la union a B

(Colonna y cols, 1997a).

Otra caracteristica de interés en la molécula es la presencia de
secuencias consenso de fosforilacién por PKC en el extremo carboxilo y por
PKA en el amino. Se ha demostrado en numerosos estudios, tanto in vitro
como in vivo, que estos residuos son de hecho fosforilados, aunque el efecto
de esta modificacion sobre la actividad Na‘,K'-ATPasa es en numerosos
casos contradictoria, incluso cuando se utilizan preparaciones de enzima
purificadas. La explicacion dada a este hecho es que la fosforilacion no tiene
un efecto directo sobre Na' ,K*-ATPasa, sino que mas bien debe regular la
interaccién de la subunidad o con otras proteinas (Feschenko y cols, 1997).
Por otra parte, un resultado muy interesante ha sido obtenido recientemente
por Cheng y cols (1997), en el que se demuestra que la respuesta de
Na' K'-ATPasa a la fosforilacion por PKC depende del estado de
fosforilacion de la Ser®, que es el blanco de la PKA. Hay que resaltar que la
mayor parte del trabajo sobre la regulacién por fosforilacion de la subunidad
o se ha realizado con la isoforma a1 de distintas especies, mientras que la
fosforilacion de 02 y a3 permanece poco estudiada. El sitio de fosforilacion
por PKA se encuentra conservado en las tres isoformas, mientras que los
sitios diana de PKC lo estan en menor grado. Estudios preliminares en
sistemas heterdlogos indican que la modulacion debida a protein kinasas

podria ser diferencial segun la isoforma implicada (Blanco y Mercer, 1997).

La estructura de la subunidad o contiene informaciéon que determina

su localizacion subcelular. Se ha demostrado que o interacciona con
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moléculas del citoesqueleto como la anquirina, la fodrina o la espectrina. En
concreto, el sitio de unién a anquirina se sitia en el gran lazo intracelular que
queda entre H4 y H5 (Jordan y cols, 1995). Tanto H* K*-ATPasa como
Na* K'-ATPasa estan restringidas a dominios de membrana especificos en
las células epiteliales, de manera que pueden mediar el transporte vectorial
de los cationes. Las sefiales que determinan tanto la localizacion apical de
H* K*-ATPasa como la basolateral de Na’,K'-ATPasa han sido localizadas
en una corta secuencia de ocho aminoacidos del cuarto segmento

transmembrana de ambas proteinas (Caplan, 1997).

Recientemente se ha propuesto una nueva funcion para la subunidad
o de Na* K*-ATPasa. Se ha demostrado la interaccion fisica y funcional con
FGF-2, ya que no solo coinmunoprecipitan ambas proteinas sino que
ademas la expresién de la subunidad o en células COS inhibe la exportacion
de FGF-2. La secrecion de esta proteina sigue una via independiente de
reticulo endoplasmico/Golgi, por lo que se ha propuesto que la subunidad o
podria funcionar a modo de chaperona implicada en esta via (Florkiewicz y
cols, 1998).

Subunidad B: estructura-funciéon. AMOG

Todas las subunidades B secuenciadas hasta el momento, ya sean de
Na* K'-ATPasa o de H',K*-ATPasa, comparten una homologia significativa
entre ellas (figura 7), con elementos altamente conservados, aunque se
pueden distinguir hasta cuatro grupos de secuencias. Tres de ellos
corresponden a las isoformas B1, B2 y B3 de Na*,K'-ATPasa en distintas
especies, mientras que el cuarto agrupa a las subunidades f de H',K'-
ATPasa. Los porcentajes de identidad entre estos cuatro grupos apuntan a
un gen ancestral comun a partir del cual se originé el grupo de la isoforma 31
y un segundo grupo que dio origen a la subunidad B de H",K'-ATPasa y a las
isoformas B2 y p3 de Na*,K*-ATPasa (Malik y cols, 1996; Avila y cols, 1998).
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Figura 7. Relaciones de identidad entre las secuencias de aminoacidos de
las isoformas de la subunidad B de Na",K'-ATPasa. La escala en la parte
inferior de la figura indica el porcentaje de identidad entre isoformas. La
linea de puntos indica que la secuencia de la isoforma B3 de rata proviene de
un clon parcial. (Adaptado de Malik y cols, 1996).

La evidencia bioquimica y la secuencia de aminoacidos indican que la
subunidad B es una proteina transmembrana de tipo Il, que tienen como
caracteristica poseer su extremo amino en el interior de la célula y un
segmento hidrofébico que ejerce como dominio transmembrana y como
péptido sefial que permanece sin cortar (Lipp y Dobberstein, 1986). En el
caso concreto de P este dominio transmembrana es unico, quedando una
zona intracelular muy corta, de aproximadamente 39 aminoacidos, y la
mayor parte de la proteina expuesta al exterior (figura 8). En todas las
subunidades [ identificadas hay seis residuos de cisteina conservados que
son capaces de formar tres puentes disulfuro (figura 8). Ademas existe una
serie de sitios potenciales de N-glicosilacién, cuyo numero varia entre las
distintas proteinas y entre especies (Martin-Vasallo y cols, 1989; Malik y
cols, 1996). La glicosilacion hace que las subunidades B exhiban un peso
molecular aparente en un gel de electroforesis desnaturalizante superior al

predicho por la secuencia. La cantidad de glicosilacién es muy variable,



INTRODUCCION 15

cambiando para una misma proteina segun el tejido estudiado o el estadio
de desarrollo del organismo (Lecuona y cols, 1996). Esto sugiere que los
oligosacaridos no son esenciales para la funcién de la subunidad B, lo cual
viene apoyado por la observaciéon de que la inhibicion de la glicosilacion por
tunicamicina no tiene influencia en la funcién de la enzima (Takeda y cols,
1988). Lo mismo ocurre cuando se eliminan los sitios consenso de N-
glicosilacion por mutagénesis dirigida (Beggah y cols, 1997). Sin embargo en
ambos casos se observa una mayor sensibilidad de la subunidad B a
proteasas y un descenso en la eficiencia de ensamblaje con la subunidad o.

Este efecto es aditivo y no depende de ningun oligosacarido en concreto.

Figura 8. Modelo de la subunidad B de Na+,K+-ATPasa. Basindose en
las predicciones a partir de la secuencia de aminoacidos, se representan las
zonas plegadas en forma de hélice o (cilindros) y de hoja B. También se
indica la posicién de los tres puentes disulfuro (S-S) y los sitios potenciales
de glicosilacion, en este caso los caracteristicos de la isoforma B2.
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La funcién de la subunidad B y de sus isoformas en el ciclo catalitico
de Na',K'-ATPasa no esta aun bien definida. A pesar de que todas las
actividades cataliticas las realiza la subunidad o, se ha visto en diversos
sistemas de expresion heterdloga que las distintas isoformas de la
subunidad B son capaces de modular la afinidad de las subunidades o tanto
por el K* (Jaisser y cols, 1992) como por el Na* (Blanco y cols, 1995a y b).
Este hecho se ve corroborado por datos obtenidos a partir de Na',K'-
ATPasa endégena en distintos tejidos (Therien y cols, 1996) o de sistemas in
vitro (Shainskaya y Karlish, 1996). Sin embargo, la sustitucion de una
isoforma de B por otra no tiene ningun efecto en las afinidades por ouabaina

de las subunidades a.

Se ha demostrado que la subunidad B tiene un papel muy importante
en la biogénesis estructural y funcional del sistema Na*,K*-ATPasa (Geering,
1991; Ueno y cols, 1997). Soélo las subunidades o que se ensamblan con
subunidades B en el reticulo endoplasmico son expresadas de forma
estable, adquieren sus propiedades funcionales y son transportadas hasta la
membrana plasmatica. La misma subunidad B sufre una maduracion
estructural con el ensamblaje, reflejada en una mayor resistencia a la
proteolisis (Geering y cols, 1996). Los requerimientos estructurales para el
ensamblaje o-f han sido parcialmente caracterizados (Colonna y cols,
1997a), encontrandose que distintas regiones de la subunidad B participan
en la interaccién con . La adquisicion de una conformaciéon compatible con
el ensamblaje podria estar mediado por chaperonas moleculares, como
sugiere el hecho de que las proteinas B recién sintetizadas se asocian a la
proteina BiP (Beggah y cols, 1996). Existen pocos datos acerca del papel
que podrian jugar las distintas isoformas de la subunidad B en el proceso de
biogénesis de Na*,K*-ATPasa. En el mUsculo esquelético la expresion de las
isoformas de P es especifica de cada tipo de fibra muscular. Bajo el estimulo
de la insulina se produce un aumento de la actividad Na* K*-ATPasa

correlacionado con una traslocacién especifica de o2 y PB1 desde
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membranas intracelulares hasta la membrana plasmatica. En las fibras
donde existe 02 y B2 pero no B1, esta traslocacién no tiene lugar (Lavoie y
cols, 1996), lo que sugiere que las distintas isoformas de B podrian estar
implicadas en una regulacion diferencial de la maduracion de Na®*,K*-
ATPasa.

Al contrario que la subunidad o, en determinados sistemas {3 es capaz
de alcanzar la membrana plasmatica por separado (Ueno y cols, 1997). En
general la estequiometria of es 1:1, pero existen tejidos donde esta
proporcion sufre variaciones. En el musculo esquelético la presencia de un
exceso molar de B sobre o se asocia a una mayor actividad enzimatica, lo
que implica que cambios en la cantidad de la subunidad p podrian modular
la actividad del sistema activando la bomba de sodio mediante algun
proceso de oligomerizacion (Lavoie y cols, 1997). Otra posible explicacion
para este hecho es la presencia de subunidades o de otras ATPasas de tipo
P que se asociarian con la subunidad B de Na®,K*-ATPasa. Esta posibilidad
ha sido demostrada en el caso de las membranas apicales del epitelio del
colon distal. En estas membranas esta presente la subunidad p1 de Na*,K'-
ATPasa, sin que existan subunidades o detectables. Sin embargo si que se
encuentra la subunidad o de la H*,K*-ATPasa colénica. Se ha demostrado
que esta proteina se asocia in vivo a B1 de Na* K'-ATPasa en las
membranas apicales del epitelio del colon distal y del rifion (Codina y cols,
1998) y ambas son capaces de producir una H*,K*-ATPasa funcional cuando

se coexpresan en oocitos de Xenopus (Codina y cols, 1996).

Recientemente se ha descubierto una nueva funcién de la subunidad
B de la H',K*-ATPasa gastrica. Como ya se ha dicho, esta enzima debe su
localizacion apical en células epiteliales a una sefial presente en la
subunidad o. Sin embargo, la reinternalizacion de H*K'-ATPasa en
respuesta a estimulos destinados a interrumpir la secrecién gastrica de HCI
estd mediada por una sefal situada en el extremo citoplasmatico de la

subunidad B, concretamente un residuo de tirosina. Cuando esta tirosina se
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sustituye por una alanina mediante mutagénesis dirigida y se construye una
linea de ratones transgénicos homozigéticos para esta mutacion se
comprueba que la H*,K'-ATPasa esta permanentemente en la membrana
apical secretando H" al medio (Courtois-Coutry y cols, 1997). Se desconoce
si la subunidad B de Na*,K'-ATPasa podria cumplir alguna funcién similar,

aunque carece de la sefial de tirosina en su extremo citoplasmatico.

La subunidad B2 de Na*,K*-ATPasa tiene un interés adicional, ya que
fue caracterizada independientemente como una molécula de adhesion en
glia (AMOG) que media la interaccion entre astrocitos y neuronas,
especificamente la migracion de las neuronas granulares del cerebelo sobre
las prolongaciones de los astrocitos durante el desarrollo (Antonicek y cols,
1987; Gloor y cols, 1990). Este efecto se demostrd especifico de la isoforma
B2 utilizando un modelo in vitro de crecimiento de neuritas sobre un lecho de
fibroblastos transfectados con 1 o con B2/AMOG (Miller-Husmann y cols,
1993). Sin embargo, la generacién de una linea de ratones transgeénicos con
el gen de la subunidad B2 delecionado (Magyar y cols, 1994) ha puesto en
entredicho el papel de 2 como una molécula de adhesion clasica. Los
animales de esta linea muestran trastornos motores a partir de 15 dias
después de su nacimiento y mueren 2-3 dias después con ventriculos
cerebrales mayores de lo normal, degeneracion de los fotorreceptores de la
retina y de las terminaciones de los astrocitos y con estructuras vacuoladas
en todo el cerebro. Por otra parte, la citoarquitectura del cerebelo y la
migracion de las neuronas granulares parece normal. Si B2/AMOG es
efectivamente una molécula de adhesién, su actividad debe solaparse con
otras proteinas que son capaces de compensar su pérdida en el raton
B2/AMOG -/- de forma que el cerebelo continia desarrollandose
correctamente. Los propios autores sugieren que el fenotipo encontrado
podria explicarse por defectos en la actividad Na‘,K'-ATPasa de la cual
B2/AMOG es parte constituyente. Homogenizados de cerebro tienen una
actividad Na*,K*-ATPasa normal en estos ratones, pero la distribucién de p2

es especifica de tipo celular y su ausencia podria provocar cambios
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indetectables al homogenizar todas las células. Otro resultado contradictorio
es que, a pesar de que el raton deficiente en B2 muere rapidamente,
transplantes del telencéfalo de los ratones B2/AMOG -/- son capaces de
sobrevivir indefinidamente (> 500 dias) en el raton receptor de fenotipo
salvaje sin que en ellos exista expresion detectable de B2 proviniente del
huésped (Isenmann y cols, 1995). Posteriormente se ha demostrado que la
muerte de los fotorreceptores de la retina se produce por un aumento en el

porcentaje de estas células que sufren apoptosis (Molthagen y cols, 1996).

Durante la redaccién de esta memoria se han publicado los resultados
obtenidos al generar una linea de ratones knock-in B2/81, en la que a la vez
que se inactiva el gen de la isoforma B2 se introduce una copia del cDNA de
la isoforma B1, quedando ésta bajo los elementos de control del gen de 32
(Weber y cols, 1998). A pesar de que la cantidad de mRNA de la subunidad
B1 sdélo alcanza el 15% de la expresion normal de B2, es suficiente para
prevenir la letalidad observada en el mutante B2 (-/-). La morfologia del SNC
es normal. El Gnico defecto que persiste es la degeneracion de las ceélulas
fotorreceptoras de la retina. Estos resultados indican que la isoforma 1 es
capaz de sustituir las funciones de la isoforma 32, al menos en determinados
tipos celulares, pero no aclaran la posible participacion de B2 en los

procesos de adhesion entre astrocitos y neuronas

Otras proteinas estudiadas independientemente en el SNC, como
GP50 en rata (Paladino y cols, 1989) o el antigeno Nervana, del SNC de
Drosophila (Sun y Salvaterra, 1995), han resultado ser homdlogas a la
subunidad B de Na*,K*-ATPasa.

Subunidad v: estructura-funcion

La existencia de una tercera subunidad componente de Na’K'-
ATPasa fue postulada por primera vez por Forbush y cols (1978), que

encontraron un pequefo polipéptido de aproximadamente 10 KDa en
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preparaciones purificadas de Na®,K'-ATPasa renal que reaccionaba con
derivados de la ouabaina con la misma probabilidad que la subunidad c.
Esta subunidad se ha denominado y y se asocia en proporciones
equimolares con los dimeros o-B (Reeves y cols, 1980). La prueba definitiva
de que este componente no era un producto de degradacion de las
subunidades o o B provino del clonaje de la subunidad y de mamiferos
(Mercer y cols, 1993). La subunidad y coimmunoprecipita con complejos o-
y su distribucién a lo largo de la nefrona es idéntica a la de la isoforma o1. El
polipéptido y consta de 58 aminoacidos que constituyen una proteina
transmembrana de tipo |, con el extremo amino-terminal hacia el exterior de
la célula (Therien y cols, 1997). La secuencia esta altamente conservada
(similitud del 93%) entre distintas especies de mamiferos (Mercer y cols,
1993, Kim y cols, 1997).

La expresion de la subunidad v esta restringida principalmente a la
médula renal y al pancreas (Therien y cols, 1997, Kim y cols, 1997), aunque,
al igual que la isoforma B2, aparece transitoriamente en el higado durante el

desarrollo (Kim y cols, 1997).

La funcion de la subunidad y dentro del sistema enziméatico bomba de
sodio no esta clara, aunque recientemente se han producido avances
significativos en su estudio. La importancia de esta proteina se deduce no
solo de su secuencia altamente conservada entre especies, sino del hecho
de que otras ATPasas de tipo P también se encuentran acompanadas de
pequefios proteolipidos analogos (Mercer y cols, 1993), aunque sin
homologia de secuencia, siendo el mejor conocido el asociado a la H*-
ATPasa de la membrana plasmatica de levaduras (Navarre y cols., 1994).
Por otra parte, se sabe que la presencia de la subunidad y no es esencial
para el funcionamiento del sistema, ya que hay tejidos en los que no se
encuentra y sin embargo poseen actividad Na*,K*-ATPasa. En experimentos
de expresion heterdloga de Na*,K'-ATPasa en levaduras, la presencia de la

subunidad ¥ no tiene ningun efecto sobre el sistema (Scheiner-Bobis y
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Farley, 1994). Sin embargo, cuando se utilizan otros sistemas heterdlogos
de expresidén como las células de insecto sf@ (Minor y cols., 1998) u oocitos
de Xenopus (Béguin y cols., 1997) se comprueba no sélo que y se asocia
especificamente con complejos o-B (y no con subunidades o de otras P-
ATPasas), sino que ademas es capaz de modular la activacion por K" de la
enzima y de aumentar su actividad. Por otra parte, la subunidad y es capaz
por si sola de actuar como un canal de entrada de cationes a la célula en
oocitos de Xenopus (Minor y cols., 1998). Otras pequefias proteinas con
similitudes de secuencia del 50% con la subunidad y actian como canales
especificos de cationes, como por ejemplo CHIF (Attali y cols, 1995). La
posible funcion de la subunidad y como canal de cationes se ve apoyada por
los resultados de Jones y cols (1997), que muestran que la subunidad y es
fundamental para el desarrollo del blastocisto de ratén y que se localiza no
solo en la membrana basolateral del epitelio trofoectodérmico junto con
Na* K*-ATPasa sino que ademas se encuentra en la membrana apical. La
ausencia de y disminuye la actividad Na',K'-ATPasa, aunque la enzima
purificada mantiene intactas sus propiedades. Se postula que 7y activa
Na*,K*-ATPasa proporcionandole Na" intracelular o bien actuando como una
via de pérdida de K*; ambos mecanismos posibilitan el transporte vectorial
de Na".

Regulacién de Na*,K*-ATPasa

La actividad de Na',K'-ATPasa puede ser modulada de distintas
formas, mediante la accion de efectores directos o indirectos. Los efectores
directos incluyen sus propios ligandos, el Na*, el K" y el ATP. El de mayor
relevancia fisiolégica entre ellos parece ser el Na®; un aumento en la
concentracion intracelular de Na® se traduce inmediatamente en una
activacion de la bomba. El K extracelular no parece tener tanta importancia,
aunque la actividad Na*,K*-ATPasa podria ser importante en la recaptacion

de K" mediada por astrocitos (Sweadner, 1995). Por altimo crece cada vez
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mas la evidencia de que existen varios analogos endégenos de la ouabaina
que participarian en la regulaciéon de la actividad Na*,K'-ATPasa
directamente (Schneider y cols, 1998). Las implicaciones fisiologicas de

estos compuestos son, evidentemente, enormes.

La actividad Na' K'-ATPasa también es regulada por efectores
indirectos, cuya forma de actuacion es variada. En general ejercen su accion
induciendo modificaciones post-traduccionales en la enzima, una
redistribucion de bombas desde reservorios intracelulares hasta la
membrana plasmatica o cambios en la expresion de las subunidades. Un
ejemplo de los dos primeros casos es la accion de la insulina sobre la bomba
de sodio. Esta hormona estimula la actividad Na*,K*-ATPasa en el mudsculo
esquelético, higado, rifion y adipocitos (Ewart y Klip, 1995). Este efecto es
importante para compensar el aumento de [Na’]; debido a la activacion
hormonal del transportador de aminoacidos acoplado a Na® y el
intercambiador de Na‘*xH*, ademas de mediar la reabsorcion de K por el
musculo después de las comidas. El mecanismo de activaciéon es distinto
segun el tejido. En hepatocitos parece ser secundario al aumento de [Na'];,
mientras que en adipocitos y en células del tibulo colector del rifdn se ha
propuesto un aumento en la afinidad de la Na*,K*-ATPasa por el Na*
dependiente de un factor citosdlico. En musculo esquelético se ha
demostrado una redistribucién  especifica de isoformas desde
compartimentos internos de la célula a la membrana plasmatica en

respuesta a la insulina (Lavoie y cols, 1996).

Existen numerosos estudios que describen cambios en la expresion
de las distintas subunidades de Na' K'-ATPasa en respuesta a diferentes
estimulos, aunque hasta ahora no se ha detectado ninguno capaz de
modificar la expresion de B2, ya sea el mRNA o su producto proteico. La
descripcion detallada de las distintas situaciones en las que se modifican los
niveles del resto de las isoformas de las subunidades o o B queda fuera del

ambito de este estudio.
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Regulacion de la expresion génica

Existen varios puntos clave en los cuales se controla la expresion
génica en las células eucariotas. Dejando aparte los procesos caracteristicos
del procesamiento de las proteinas ya sintetizadas, los principales puntos de
control en la expresion de un gen son la activacion estructural de la
cromatina, la iniciacion de la transcripcion, la terminacién de la elongacion
del mRNA, el procesamiento, transporte y traduccién del mRNA, y la
estabilidad de esta molécula. En general se acepta que la mayor parte de los
eventos reguladores que controlan la expresion génica tienen relacion con la
iniciacion de la transcripcion, proceso que necesita la activacion estructural
de la cromatina, aunque existen muchos ejemplos en los que también

participa la estructura y la estabilidad del mRNA sintetizado.

Estructura de la cromatina y factores que la modifican:

acetilacion/desacetilacion de histonas y metilacion del DNA.

El DNA en el nucleo celular se encuentra organizado y densamente
compactado en forma de cromatina. La unidad basica de organizacion de la
cromatina es el nucleosoma (Kornberg y Lorch, 1992; figura 9), alrededor
del cual se enrollan 145 pb de DNA y cuyo nucleo estd compuesto por un
octamero de proteinas histonas, H2A, H2B, H3 y H4, dos de cada clase. Las
histonas H1 y H5 no parecer estar implicadas en el enrollamiento del DNA.
H1 se asocia al complejo del nucleosoma en el lugar donde entra y sale del
nucleo del nucleosoma el DNA en células diferenciadas, aumentando en 20
pb la secuencia de DNA unida. La separacién entre cada nucleosoma es
variable segun la especie y el tejido. Las interacciones adicionales entre las
histonas y el DNA convierten la forma extendida en conformaciones cada
vez mas condensadas, denominadas fibras de 10 y 30 nm. Al parecer la

histona H1 tiene un papel muy importante en la estabilizacion de las
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estructuras de orden superior en la cromatina (Thoma y cols, 1979), aunque

esta funcién ha sido puesta en entredicho (Svaren y Hérz, 1996).

o

Figura 9. Representacién esquematica de la estructura de wun
nucleosoma. El DNA se empaqueta formando una superhélice levogira
alrededor del octamero de histonas. Se marca la situacion de cada una de las
histonas. (Tomado de Stryer, 1995).

Se ha acumulado gran cantidad de evidencias de que la
condensacion del DNA eucaridtico en forma de cromatina no soélo tiene una
funcién "fisica", logrando mantenerlo en el interior del ndcleo celular, sino
que ademas ejerce como un represor general de la expresion génica (Beato
y Eisfeld, 1997; Wu, 1997). Este efecto se extiende desde el nivel de los
nucleosomas, que impiden el acceso de los factores de transcripcion al DNA
(aunque existen algunos factores que son capaces de unirse al DNA
empaquetado en nucleosomas; Beato y Eisfeld, 1997), hasta las estructuras
de orden superior que determinan la existencia de regiones enteras
silenciadas. Por tanto, la estructura de la cromatina tiene que ser modificada
para facilitar la transcripcion. Los elementos responsables de esta
modificacién no pueden ser solamente los factores de transcripcion, ya que

su energia de unién no es suficiente para sobrepasar la del DNA con la
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superficie del nucleosoma (a menos que existan muchos sitios de union
consecutivos) (Felsenfeld, 1996). En la mayor parte de los casos se requiere
la cooperacion de otros cofactores y de las histonas. Se ha demostrado la
existencia de varios complejos proteicos capaces de remodelar la cromatina
en un proceso dependiente de ATP (revisado por Wu, 1997, Kadonaga,
1998). El primero descrito fue el complejo SWI/SNF de levaduras (Peterson
y Herskowitz, 1992), que tiene homdlogos en Drosophila (brahma) y en
humanos (BRG1 y HBRM). Este complejo ejerce como un regulador
transcripcional positivo de un limitado nimero de genes en levaduras y
puede ser aislado como componente de la holoenzima RNA polimerasa |II.
Aunque todavia no se explica bien cémo ejerce su accion de forma selectiva,
existen evidencias de que debe hacerlo a través de la interaccion con
proteinas especificas de unién a DNA. Recientemente se ha purificado a
partir de células de eritroleucemia murina un complejo de remodelacion de la
cromatina requerido in vitro por el factor de transcripcion EKLF (erythroid
Kriippel-like factor) para la generacién de un promotor hipersensible a
nucleasas y transcripcionalmente activo en el gen de la B-globina. Se ha
denominado E-RC1 y estd relacionado inmunolégicamente con los
homélogos de SWI/SNF en mamiferos (Armstrong y cols, 1998). Este
constituye un buen ejemplo de como el aparato de transcripcion no
interacciona con el DNA, sino mas bien con la cromatina. Se han descrito
otros complejos de remodelacion de cromatina dependientes de ATP, como
NURF (Nucleosome Remodeling Factor de Drosophila), RSC (Remodeling
the Structure of Chromatin de Saccharomyces), etc. Todos ellos contienen
una subunidad relacionada con SWI/SNF y que es un miembro de la familia
de proteinas de unién a ribonucleosidos trifosfato. Se ha propuesto que esta
subunidad actuaria como un motor de traslocacion del DNA dependiente de

ATP que interrumpe la union entre el DNA y las histonas (Kadonaga, 1998).

Existen otros factores con capacidad para modificar la estructura de
la cromatina (Wu, 1997; Kadonaga, 1998). Aunque el proceso de la

transcripcion se ha venido relacionando desde hace mucho tiempo con la
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acetilacion de histonas y la influencia de ésta en la estructura de la
cromatina, sélo muy recientemente se han comenzado a comprender las
bases moleculares de esta relacién (Pazin y Kadonaga, 1997). Los grupos e-
amino de los residuos de lisina del extremo N-terminal de las histonas,
particularmente la H3 y la H4, pueden ser acetilados. El extremo N-terminal
estd orientado hacia el exterior del nucleosoma y se ha postulado que la
neutralizacion de la carga positiva de los residuos de lisina debido a la
acetilacién disminuye la afinidad de la interaccion histona-DNA y hace mas
accesible el DNA a los factores de transcripcion. Existe una correlacion
positiva (aunque no universal) entre la acetilacion de histonas y la actividad
génica. Se ha progresado mucho en la identificacion de las enzimas
responsables de la acetilacién/desacetilacion de histonas. Entre las
proteinas con actividad histona-acetil transferasa identificadas existen
factores de transcripcion basales (TAFII250) vy coactivadores
transcripcionales (GCN5, SRC-1, etc). Por otra parte una histona-deacetilasa
similar a la proteina de levaduras RPD3 esta implicada en la represion de la
transcripcion.  Se ha visto que represores especificos de secuencia
establecen una asociacion con histona-deacetilasas a través de varias
proteinas de union, siendo la mas conocida de ellas Sin3 y sus homadlogos

de mamiferos mSin3A y B (figura 10).

Figura 10. Modelo de la interaccion entre un represor transcripcional y
las enzimas histona-deacetilasas a través de mSin3A. En este caso se
representa al represor heterodimérico Mad-Max, que se une especificamente
a las secuencia E-Box e interacciona con la proteina mSin3A. Esta a su vez
interacciona con al menos siete polipéptidos, entre ellos las histona-
deacetilasas 1 y 2 (HDACI1, HDAC2), que ejercen su accion desacetilando
las histonas H3 y H4, lo que se traduce en una represion de la transcripcion.
(Tomado de Razin, 1998).
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Sin embargo la relacidén entre la actividad histona-deacetilasa y la
represion de la transcripcién parece compleja, ya los tratamientos con
inhibidores de estas enzimas como la tricostatina A o en las levaduras con
rpd3 interrumpido no se produce una activacion génica global e incluso hay

genes cuya expresion resulta reprimida (de Robertis y cols, 1996).

En un trabajo de reciente publicacion (Zhang y cols., 1998) se ha
demostrado la existencia en células humanas de un complejo proteico,
llamado NuRD, que posee tanto la capacidad de remodelar la estructura de
la cromatina de forma dependiente de ATP como la actividad histona-
deacetilasa. Esto podria resultar paraddjico, ya que hasta ahora se pensaba
que la actividad de remodelacion de la cromatina dependiente de ATP
actuaba como activador transcripcional, mientras que la desacetilacién de
histonas estaba conectada con la represion. Sin embargo, la coexistencia de
la actividad de remodelacién de la cromatina y de acetilacién/desacetilacion
de histonas podria proporcionar un nuevo mecanismo de regulacion
transcripcional. La necesidad de mecanismos que unan ambas actividades
se entiende si se tiene en cuenta que la unién a las histonas de proteinas
como las de la familia RbAp, mediadoras de la actividad histona-
desacetilasa, depende de la alteracion de la estructura de los nucleosomas
(Verreault y cols, 1997). Zhang y cols. (1998) proponen un modelo en el que
proteinas especificas de union a DNA dirigen la union de complejos como
NuRD al promotor de un gen. NuRD catalizaria la remodelacion de la
cromatina en esa region, de forma que las histonas quedarian accesibles a
la unién de las proteinas RbAp, permitiendo la deacetilacion de las mismas.
De esta manera se logra que la represion mediante deacetilacion de
histonas sea especifica de genes concretos, explicandose los resultados
dispares obtenidos con los mutantes de rpd3 y con la tricostatina descritos

anteriormente.

Hasta ahora se ha hablado de la remodelacion de la cromatina, pero
no de los factores que contribuyen al ensamblaje de esta estructura, esencial

en el mantenimiento de la funcionalidad del genoma. El ensamblaje es



28 Regulacion de la transcripeion del gen de la subunidad B2 de Na',K*-ATPasa

dependiente de ATP y parece estar mediado por un complejo proteico
denominado ACF (ATP-utilizing Chromatin assembly and remodeling Factor)
junto con una chaperona de histonas. ACF contiene una subunidad de la
familia de las proteinas de unién a nucledsidos trifosfato, al igual que todos
los complejos de remodelaciéon de la cromatina. Esto sugiere una relacion
entre el ensamblaje de la cromatina, su remodelacion y la regulacién de la
transcripcion. Ademas, una subunidad de la chaperona de histonas es
idéntica a una proteina asociada a histona-deacetilasas y esta relacionada
con una histona-acetil transferasa. Sin embargo, es mas probable que esta
Gltima relacion esté implicada en el transporte de las histonas desde el
citoplasma hasta el nlcleo y en su estabilidad que en procesos relacionados

con la transcripciéon (Kadonaga, 1998 ).

Una modificacion comin del DNA es la adicién enzimatica de un
radical metilo a alguna de las bases que lo componen. Entre los eucariotas,
la principal (posiblemente la Unica) base modificada es la citosina, que se
convierte en 5-metilcitosina (5mC). En animales el 90% de las 5mCs se
encuentran en el dinucledtido CpG . Los niveles de 5mCpG varian mucho
segin las especies animales. Los vertebrados presentan el mayor
porcentaje de metilacién, mientras la mayoria del resto de las especies
animales (por ejemplo, conocidos organismos modelo como Drosophila o C.
elegans) no poseen 5mCpG detectables (Bird, 1994). Por tanto la metilacion
del DNA no tiene una funcion bioldgica universal, aunque su importancia en
el desarrollo de los mamiferos ha sido puesta de manifiesto con la
generacion de un ratén deficiente en la enzima DNA-metiltransferasa, que
muere durante la gestacion (Li y cols, 1992). Existe evidencia experimental
de que la metilacion del DNA afecta a la transcripcion de los genes, aunque
en algunos casos la relacién entre ambos procesos parece circunstancial.
De cualquier manera, la presencia de 5mCpG interfiere en la mayor parte de
los casos con el proceso de la transcripcion (Bird, 1994). Se han propuesto
dos mecanismos por los cuales la metilacién podria contribuir a la represion

transcripcional. El primero de ellos es el bloqueo directo de la uniéon de un
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factor activador de la transcripcidon a su secuencia diana. El segundo seria
mediante la atraccién de proteinas mediadoras de la represiéon. Aunque
parece ser que ambos mecanismos tienen lugar en la célula, la identificacion
de proteinas de union a 5mCpG (por ejemplo, MeCP1, MeCP2 y la histona
H1; Nan y cols, 1997) ha proporcionado evidencia genética de que el
segundo de ellos es el mas importante. Genes hipermetilados, y por tanto
silenciados, vuelven a transcribirse cuando se inactivan los genes de las
proteinas de unién a 5mCpG. (Bird, 1994; Nan y cols., 1997). La unién de
estas proteinas al dinucle6tido CG metilado no parece estar afectada por las
secuencias flanqueantes. Ademas, se ha demostrado que son capaces de
unirse al DNA empaquetado en forma de cromatina. Si se tiene en cuenta la
amplia distribucién de 5mCpG a lo largo de todo el genoma se deduce que
estas proteinas poseen una funcion de represion inespecifica de la
transcripcion. Esta funcién podria ser importante para reducir el "ruido de
fondo" transcripcional, que seria imcompatible con los complejos programas
de expresion génica de las células diferenciadas (Nan y cols, 1997). Un
factor crucial en la represién mediada por proteinas de union a 5SmCpG es la
densidad de estos dinucledtidos. La efectividad de la represién sera mayor
en zonas con concentraciones locales elevadas de 5SmCpG. Por otra parte
existen evidencias de que los dinucleétidos metilados estan en exceso
respecto a la proteina MeCP2. Esto tiene como consecuencia que, dado que
existen diferencias en las cantidades de MeCP2 entre distintos tejidos, la
efectividad de la inhibicion sera mayor en unos que en otros. El SNC
presenta altos niveles de expresion de MeCP2 y por tanto el mecanismo de

represion "global" seria muy efectivo en este tejido (Nan y cols, 1997).

Un aspecto importante para comprender la funcionalidad de la
metilacion del DNA es la existencia de regiones ricas en el dinucleétido CpG
y que se encuentran constitutivamente sin metilar. Estas zonas se
denominan islotes CpG y ocupan aproximadamente el 1-2% del genoma de
un mamifero. Se caracterizan por poseer un contenido en G+C mayor del

50% y por tener un porcentaje de dinucleétidos CpG parecido al de GpC
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(ambos estando cercanos al valor tedrico predicho). En el resto del genoma
el dinucledtido CpG se caracteriza por estar en un porcentaje inferior al
predicho teéricamente si la probabilidad de su aparicion fuese independiente
(Bird, 1986). La prediccién, comprobada en muchas ocasiones, es que los
islotes CpG se encuentran sin metilar, al menos en células germinales. Los
islotes CpG se encuentran generalmente en la region 5' de los genes,
caracteristica que los ha hecho Utiles en el clonaje de genes al azar. Todos
los genes expresados constitutivamente poseen uno o varios islotes CpG
asociados, aunque también se encuentran casos de islotes CpG en genes

cuyo producto proteico aparece sélo en algunos tejidos.

Se ha demostrado que los promotores de genes de expresion
constitutiva de células de mamiferos, que como se ha dicho se localizan
invariablemente en islotes CpG, estan estrechamente relacionados con
origenes de replicacion de DNA. Esos resultados son relevantes porque
sugieren que la transcripcion y la replicacion del DNA podrian compartir

elementos comunes de regulacién (Delgado y cols, 1998).

Es importante sefialar que la existencia de 5mC aumenta mucho la
carga mutacional que tienen que soportar los organismos, ya que, a pesar
de la existencia de un sistema especifico de reparacion, un tercio de las
mutaciones puntuales caracterizadas que dan lugar a enfermedades
humanas derivan de la transicion CpG a TpG. Aunque multitud de
organismos son capaces de desarrollarse sin metilacion en su genoma,
parece haber alguna ventaja en la introduccion de estos mecanismos en
vertebrados que compensa el incremento en la carga mutacional, ya que se
ha hecho imprescindible para el desarrollo (Li y cols, 1992; Bird, 1992). Esta
ventaja podria encontrarse en un aumento de la estabilidad del genoma
debido a la metilacion. Las células deficientes en el gen de la DNA
metiltransferasa presentan un fenotipo mutador cuyas caracteristicas
sugieren que la metilacion del DNA impide recombinaciones mitéticas y/o
contribuye a la segregacion eficiente de los cromosomas durante la mitosis
(Cheny cols, 1998).



INTRODUCCION 31

A lo largo de 1998 tres grupos han puesto de manfiesto un
mecanismo molecular que conecta el silenciamiento de la expresion génica
mediante metilacion con la estructura de la cromatina (revisado por Razin,
1998). Se ha descrito que MeCP2 interacciona a través de parte de su
dominio represor de la transcripcion con el correpresor mSin3A, que es
responsable del reclutamiento de histona-desacetilasas en levaduras,
Drosophila y mamiferos. Como se describié anteriormente, Sin3A se une a
proteinas que reconocen secuencias silenciadoras especificas, pero se ha
demostrado que, en mamiferos, anticuerpos contra MeCP2 inmunoprecipitan
mSin3A y la actividad histona-desacetilasa (figura 11). La desacetilacion de
las histonas H3 y H4 hace a los promotores de los genes inaccesibles a los
factores de transcripcion. Para que el gen se active, el complejo represor se
deberia reemplazar por un activador que acetilara las histonas de nuevo.
Existen datos de algunos genes como el de la vitelogenina en los que parece

existir un mecanismo activador similar al propuesto.

Figura 11. Modelo de la represion transcripcional estable inducida por
MeCP2 y mediada por mSin3A. El complejo se forma inicialmente con la
union de MeCP2 a los dinucleétidos mCpG. (Tomado de Razin, 1998).

Estos datos sugieren un mecanismo para el mantenimiento de
estructuras especificas en la cromatina después de cada replicacion del
DNA. Las metiltransferasas metilan el DNA inmediatamente después de su
replicacion. Los dinucledtidos 5mCpG unirian MeCP2, que a su vez dirigiria
la desacetilacién de las histonas (que en los nucleosomas recién formados
estan acetiladas) y el restablecimiento de la estructura de la cromatina en la

misma forma que tenia antes de la replicacion del DNA (Razin, 1998).
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De cualquier forma, hay que resaltar que existen mecanismos de
represion de la transcripcion dependientes de metilacion  pero
independientes de la acetilacion/desacetilacion de histonas. Un ejemplo es la
histona H1, que se sitia en las zonas de unién entre nucleosomas en el
caso de que que estén altamente metiladas, impidiendo el libre movimiento

de los mismos (Svaren y Horz, 1996).

Con los datos expuestos en esta seccion parece evidente que la
transcripcion de los genes eucaridticos es una red interconectada de
factores de transcripcion y de complejos modificadores de la cromatina, y
que parece imposible llegar a comprender la regulacion de la transcripcion
de un gen sin tener en cuenta el papel que juega la cromatina en el proceso.
En la figura 12 se muestra un diagrama esquematico de las relaciones

potenciales existentes entre la cromatina y la transcripcion.

CROMATINA
Complejo RNA Factores de Factores de HATy Proteinas de
polimerasall [ remodelacion |— ensamblaje de —1 HDAT unién a mC
dela la cromatina
cromatina
TRANSCRIPCION

Figura 12. Factores que relacionan la estructura de la cromatina con la
regulacién de la transcripcién y posibles interacciones entre ellos. Las
conexiones propuestas estan en todos los casos apoyadas por datos
experimentales, aunque algunas de ellas estan atun sujetas a polémica. Por
otra parte pueden existir otras conexiones ademas de las esquematizadas.
(Adaptado de Kadonaga, 1998).
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Iniciacion de Ila transcripcion. Complejo RNA pol Il

Activadores y represores transcripcionales

La enzima clave en la iniciacion de la transcripciéon es la RNA
polimerasa. La expresion diferencial de genes en los organismos
eucarioticos es responsabilidad de la RNA polimerasa Il (RNA pol I). Se ha
logrado desarrollar un modelo esquematico del ensamblaje del complejo de
iniciacion de la transcripcion de la RNA pol Il (Buratowski, 1994; Ogbourne y
Antalis, 1998; figura 13). La actividad de la RNA pol Il depende
completamente de una serie de factores de transcripcion auxiliares (GTFs
segun las siglas en inglés de General Transcription Factors). Los GTFs se
congregan en la zona proximal del promotor del gen y ejercen de plataforma
para la incorporacion de la RNA polimerasa Il. En esta zona existe, en la
mayor parte de los genes eucariotas, un elemento conocido como caja
TATA, situada aproximadamente 25 pb a §' del inicio de transcripcién. De
todos los GTFs el Gnico que interacciona con una secuencia especifica es la
proteina de union a TATA (TBP) (en los genes en los que la caja TATA esta
ausente la transcripcion parece basarse en la iniciacidon mediada por otros
factores de transcripcion como Sp1 o ETS -Pugh y Tjian, 1991; Kaufmann y
cols, 1996-). La TBP y algunos factores asociados forman el complejo
denominado factor de transcripcion IID (TFIID). El ensamblaje continia con
la incorporacidon de TFIIA. Esta union provoca un cambio conformacional y
permite la entrada al complejo de TFIIB, que a su vez facilita la union de un
complejo preensamblado de TFIIF y la RNA pol Il en su forma no fosforilada.
A continuacion entran en el complejo TFIIE, TFIIH y un agregado de
proteinas conocido como mediador. En este momento la iniciacién de la
transcripcion esta completa, pero la RNA pol Il debe ser fosforilada para que
comience la elongacion. Con la fosforilacion se eliminan TFIIB, TFIIE y TFHH
(aclaramiento del promotor). Segun se sugiere en un trabajo de reciente
publicacion (Orphanides y cols, 1998), es necesaria ademas la presencia de

un factor de remodelacion para facilitar la elongacién a través del DNA
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molde organizado en nucleosomas. Una vez finalizada la transcripcion la

RNA pol Il debe ser defosforilada para que pueda comenzar un nuevo ciclo.
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Figura 13. Ensamblaje de los factores generales de transcripcién en un
promotor eucariodtico tipico. Se muestra un promotor con caja TATA, una
secuencia de iniciacion (INR) con el inicio de transcripcion y dos elementos
GAGA. Se esquematiza la secuencia de ensamblaje de los GTFs al promotor
y el inicio de la elongacion del mRNA. (Tomado de Ogbourne y Antalis,
1998).
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Recientemente se ha identificado un complejo formado por la RNA pol
I, TFIB, TFIIH y el mediador que puede ensamblarse de manera
independiente al promotor y que se ha denominado holoenzima RNA pol il.
Se ha postulado que este es realmente el mecanismo de formacion del
complejo inciador de la transcripcion in vivo (Greenblatt, 1997). Se ha
sugerido que la holoenzima RNA pol Il es capaz de mediar sefales
represoras o activadoras. El grupo de Ptashne ha publicado datos que
sugieren que los activadores podrian funcionar incorporando la holoenzima
como un complejo al promotor (Barberis y cols, 1995). También podria ser
mediador de alteraciones en la estructura de la cromatina y transducir
sefiales activadoras o represoras mediante el estado de fosforilacion de la

RNA pol ll, que influiria en la elongacion y la terminacién de la transcripcion.

Por otra parte hay cada vez mayor evidencia de que lo que se
denomina holoenzima RNA pol Il son en realidad complejos con diferencias
en su composicion, capaces de interaccionar con una gran cantidad de
factores de unién a DNA. Es muy probable que el ensamblaje de los GTFs y
la iniciacion de la transcripcion difiera en los distintos promotores (Goodrich y
cols, 1996). Esto afade un nuevo mecanismo de regulacion para la
expresion de grupos de genes especificos de un tejido o una etapa del
desarrollo (Chang y Jaehning, 1997). El analisis de la funcidon de cada uno
de los componentes del aparato de transcripcion en la regulacion de la
transcripcion de un determinado grupo de genes ha experimentado un gran
avance gracias a la descripcion del genoma completo de Saccharomyces
cerevisiae. Con esta informacion se ha podido estudiar simultaneamente la
expresion de todos los genes de esta levadura y los cambios producidos por
la mutacién de componentes claves de la holoenzima RNA pol Il, del factor
de transcripcion general TFIID y de un complejo de remodelacion de la
cromatina (Holstege y cols, 1998). Los resultados obtenidos apoyan la idea
de que los componentes del aparato de transcripcion participan en la
regulacion de la transcripciéon de grupos especificos de genes, de forma que

se superponen al control ejercido por los factores de transcripcion
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especificos. Ademas, se ha puesto de manifiesto que el complejo de
iniciacién de la transcripcion incluye las dianas finales de las vias de

transduccion de sefiales.

El aparato de transcripcion basal sélo consigue niveles minimos de
expresion. Se necesitan otros factores para incrementar las tasas de
transcripcion. Por el contrario, es necesario un mecanismo de represion para
silenciar el gen por completo, aunque parece ser que el mecanismo de
represion de la transcripcion no es tan importante en eucariotas como en
procariotas (Ogbourne y Antalis, 1998). Se han identificado muchos
activadores y sus secuencias diana, mientras que los represores se conocen
peor. En la mayor parte de los promotores eucariotas se encuentran
secuencias consenso para la unién de factores como NF1 o Sp1, situadas
generalmente en los 100 primeros pb a 5' del inicio de transcripcion. Estos
factores son muy importantes para aumentar las tasas de transcripcion, pero
existen muchos otros elementos capaces de responder a estimulos externos
(por ejemplo, los elementos de respuesta a glucocorticoides,

mineralocorticoides, hormonas tiroideas, etc).

Existen varios mecanismos mediante los cuales los activadores
pueden ejercer su funcion (Goodrich y cols, 1996). El mas obvio es mediante
el reclutamiento directo de GTFs al promotor. También podrian alterar la
conformacién de los complejos de iniciaciéon parciaimente ensamblados o
mediar la modificacién covalente de los mismos (por ejemplo provocando su
fosforilacion). En realidad se sabe que las interacciones proteina-proteina
son fundamentales, pero los mecanismos precisos de activacion no se
conocen con detalle. Las interacciones proteina-proteina se ven facilitadas
en muchas ocasiones por la unidén de factores con capacidad de inducir
curvatura en el DNA. Se han encontrado activadores de la transcripcion a
gran distancia, incluso a varias Kpb (Bou-Gharios y cols, 1996), del

promotor basal, tanto en direccion 5' (la mayoria) como en direccion 3'.
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El papel de los activadores es muy importante en la especificidad de
la transcripcion. El ejemplo mas extremo que se conoce es el factor Myo D,
que soélo se encuentra en células musculares y que por si solo es capaz de
transformar fibroblastos en miocitos (Olson, 1990). También los represores
son importantes en la determinacion de la especificidad de la expresion

génica (Ogbourne y Antalis, 1998).

Técnicas de estudio de los elementos implicados en la

regulacion de la transcripcion.

Una vez que se conoce la secuencia de nucledtidos de un gen,
especialmente en su zona 5', se puede abordar el estudio de la regulacion
de su expresion mediante una gran variedad de técnicas. A continuacion se

describen esquematicamente las méas usuales.

Analisis de promotores mediante mutagénesis in vitro

Esta técnica se utilizd por primera vez con el gen de la timidina kinasa
de herpesvirus (McKnight y Kingsbury, 1982) y consiste en el cambio o
delecion de zonas concretas de un gen (generalmente la region 5')
comprobando como se afecta la expresién del mismo en un sistema celular
en el que se introduce la construccién (lineas celulares transfectadas,
oocitos de Xenopus, etc). Generalmente la zona 5' se acopla a un gen,
denominado gen reporter cuyo producto se detecta facilmente y que no esta
presente en el sistema celular elegido (luciferasa, cloranfenicol acetil
transferasa, B-galactosidasa). Mediante deleciones seriadas se localizan
zonas que activan o inhiben la transcripcién de forma significativa respecto al
control. Estas zonas se pueden definir con resolucion creciente hasta llegar
al nivel de un soélo nucleétido. Con esta aproximacién se han identificado
gran numero de secuencias reguladoras, lo que ha dado lugar al aislamiento

de factores implicados en la regulacion de la expresion génica. Por ello esta
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técnica es la de eleccion en la mayor parte de los estudios preliminares

sobre regulacion de la expresion.

Sin embargo su utilizaciéon presenta algunos problemas. En primer
lugar en eucariotas complejos como los mamiferos pueden existir
secuencias reguladoras a gran distancia del inicio de transcripcion o en el
interior del gen, por lo que el fragmento inicial elegido, a pesar de ser capaz
de dirigir la expresion del gen reporter, podria no contener todas las
secuencias reguladoras necesarias in vivo. Otro problema mucho mas
importante es que en los experimentos de transfeccion transitoria el
promotor puede empaquetarse o no con histonas nucleares de igual forma
que lo hace el gen en la célula (Beato y Eisfeld, 1997). Ya se ha descrito
antes la enorme importancia de la estructura de la cromatina en la regulacién
de la expresion génica. Por ultimo hay que tener en cuenta que las
deleciones en un promotor provocan cambios en las distancias entre dos
secuencias reguladoras a menos que se introduzcan fragmentos de DNA
heterdlogos (cuyo efecto también es dificil de controlar). Estos cambios
pueden alterar por completo las interacciones entre las proteinas, de manera
que se obtiene un efecto que no es especifico de la zona delecionada. De
esta manera, y a pesar de que se trata de una técnica de extraordinaria
utilidad, los resultados obtenidos carecen en muchas ocasiones de
significado fisiolégico y por tanto es necesario complementarlos con otros

procedimientos.

Una mejora fundamental de esta técnica ha sido la generacion de
organismos transgénicos que incluyen en su genoma las construcciones con
el promotor del gen de interés acoplado a un gen reporter (un ejemplo de
este tipo de estudio se puede ver en el trabajo de Bou-Gharios y cols, 1996).
De esta manera se evitan varios de los inconvenientes descritos, ya que en
primer lugar se puede determinar si el fragmento elegido dirige la expresion
del gen reporter con la misma especificidad de tejido y durante el desarrollo
que tiene el gen en estudio. Se utiliza un sistema mucho mas cercano al

fisiologico para el andlisis de las secuencias reguladoras.
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Ensayos bioquimicos de transcripcién in vitro

Los primeros sistemas de transcripcion in vitro fueron desarrollados a
principios de los afios 80 (Luse y Roeder, 1980; Dynan y Tjian, 1983) y han
permitido precisar las funciones de los GTFs y de proteinas reguladoras
especificas. Se pueden utilizar extractos nucleares (crudos o fraccionados) o

sistemas reconstituidos a partir de factores purificados (Zhang y cols, 1996).

Esta técnica tiene, ademas de la logica dificultad experimental, los
inconvenientes derivados de ensayar in vifro un proceso tan

extraordinariamente complejo como la transcripcion.

Identificaciéon de factores reguladores mediante ensayos de

retardo en gel, Southwestern blots y técnicas de footprinting in vitro

Para identificar los posibles factores especificos implicados en la
regulacion de la transcripcion de un gen se puede ensayar la unidon de
proteinas procedentes de extractos nucleares de distintos tejidos (o un tejido
en distintos estados fisioldgicos) a pequefios fragmentos del promotor. La
mezcla de factores nucleares y de sondas de DNA, convenientemente
marcadas, se someten a una electroforesis en un gel nativo de
poliacrilamida. Si la sonda se une a alguna proteina puede detectarse un
retardo en la migracion electroforética del DNA (Carey, 1991). Si ademas se
sospecha qué factor nuclear puede estar provocando el retardo y se dispone
de anticuerpos que lo reconocen especificamente, se puede comprobar la
identidad del factor anadiendo los anticuerpos a la reacciéon. En algunos
casos se provoca un retardo adicional en la migracion electroforética, ya que
aumenta el peso molecular del complejo (supershift), mientras que en otras
ocasiones se inhibe la unién debido a la competicién del anticuerpo. Con
esta técnica se puede estudiar ademas el efecto de cofactores como
hormonas o cationes divalentes en la unién de los factores nucleares al
DNA. También se ha utilizado de forma cuantitativa para estudiar las

cinéticas de union proteina-DNA.
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Para la identificacion de factores de transcripcion tambien se utiliza la
técnica de Southwestern blot, en la que las proteinas se separan segun su
peso molecular en un gel desnaturalizante de poliacrilamida, se transfieren a
una membrana y se renaturalizan in situ tras haber eliminado todo el
detergente que tenian unido. A continuacién se incuba la membrana con
una sonda de DNA bicatenario correspondiente a un fragmento del promotor
de interés y marcada radiactivamente. Mediante autorradiografia se puede

detectar si existen proteinas en la membrana capaces de unirla (figura 14).
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Figura 14. Sumario del procedimiento de identificacion de proteinas de
uniéon a DNA mediante Southwestern blot. (Tomado de Lelong, 1993).

El inconveniente de estas dos técnicas es que las proteinas
reguladoras pueden estar presentes pero no unirse debido a que el medio no
tiene las condiciones necesarias para la interaccion o en el caso del

Southwestern blot porque no son capaces de renaturalizar o porque actian



INTRODUCCION 41

como heterodimero en la uniéon. Ademas, incluso aunque una proteina
interaccione con la sonda, nada indica que esto tenga relevancia fisioldgica.
La utilizacién de esta técnica es secundaria al mapeo de las secuencias de

importancia en la regulacion.

La secuencia con la que interacciona un factor proteico se puede
determinar con una resolucién a nivel de nucledtido mediante las técnicas de
footprinting in vitro, basadas en la proteccion que la proteina unida ejerce
sobre el DNA frente al ataque de distintas sondas, tanto enzimaticas
(generalmente la DNasa I) como quimicas (por ejemplo, dimetil sulfato). La
comparacion de los fragmentos de degradacion del DNA unido a la proteina
y del DNA purificado permiten localizar las zonas de interaccion. Esta técnica

es muy eficaz utilizada con los experimentos de retardo en gel.

Hipersensibilidad a nucleasas y sondas quimicas en tejidos y

celulas permeabilizadas. Resistencia a la acciéon de exonucleasas

La estructura de la cromatina esta ligada estrechamente a la
regulacion de la transcripcion. Un test comunmente utilizado para detectar
zonas importantes en la regulacién de la expresion de un gen es la
localizacion mediante marcaje indirecto (figura 15) de los sitios con
hipersensibilidad a DNasa | dentro del promotor de ese gen (Wu, 1980, 1984
y 1989), que representan zonas en las que la condensacion de la cromatina
es menor y que suelen coincidir con sitios de unién de factores de
transcripcion. Una ventaja adicional de esta técnica es que permite el rastreo
de varias kilobases de DNA a la vez. El mapeo de hipersensibilidad a DNasa
| se puede realizar tanto en nucleos aislados de tejidos o células como en

células permeabilizadas en cultivo.

También se pueden utilizar otras nucleasas mas especificas, como la
nucleasa S1, especifica de DNA monocatenario (Michelotti y cols, 1996), o la
nucleasa micrococal, que pone de manifiesto la presencia o no de

nucleosomas en una zona concreta y si éstos se encuentran en posiciones
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definidas respecto a la secuencia de DNA (Thoma, 1996). También se han
utilizado distintos agentes quimicos que modifican el DNA de forma mas o
menos especifica (Gross y Garrard, 1988, y referencias incluidas). En
cualquier caso, e independientemente de la sonda utilizada, el método de
deteccion mas empleado es el del marcaje indirecto, resumido en la figura
15.
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Figura 15. Deteccién de hipersensibilidad a nucleasas mediante marcaje
indirecto. En este caso se esquematiza un experimento con nucleasa
micrococal, aunque la técnica de deteccién es independiente de la nucleasa
utilizada. (Tomado de Thoma, 1996).

Siguiendo una aproximacion similar se puede determinar la presencia
de factores proteicos fuertemente unidos al DNA debido a la barrera que
representan al progreso de las exonucleasas como Bal 31 o Exo lil (Wu,
1989). Las histonas no constituyen una barrera para estas exonucleasas, lo

que hace a este test especifico para detectar factores de transcripcion.
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Analisis de metilacion con enzimas de restriccion

Como ya se ha comentado, la metilacion del DNA es una modificacion
importante para la regulacion de la expresion génica. Existen
isosquizomeros de enzimas de restriccion que difieren en su sensibilidad a la
metilacion de la diana. En concreto, Msp | corta en CCGG esté o no metilada
la citosina, mientras que Hpa Il corta en la misma diana sdélo si no hay 5mC.
Esta diana incluye el dinucleétido CpG, que acapara el 90% de la metilacion
del genoma de mamiferos. Se puede hacer un mapeo a baja resolucion de la
metilacion mediante southern blot de varias kilobases del promotor de un
gen en distintos tejidos y fases del desarrollo. El inconveniente de esta

aproximacion radica en el bajo niumero de residuos CpG analizados.

Footprinting in vivo del DNA genémico mediante LM-PCR

Con esta técnica se logra un mapa de alta resolucién (nucleétido a
nucledtido) de las zonas de DNA en estrecho contacto con proteinas en las
células vivas. El concepto de proteccion es igual al del footprinting in vitro,
aunque en este caso el tratamiento con sondas quimicas o enzimaticas se
realiza con el DNA en un estado mas préximo al fisioldgico. Se puede aplicar
a tejidos, en cuyo caso hay que aislar nicleos previamente, o a células en
cultivo. Si la sonda es capaz de atravesar la membrana plasmatica, como es
el caso del dimetil sulfato, no es necesario ningun tratamiento previo, lo que
tiene la ventaja de realizar el experimento en condicones fisioldgicas. Con
otro tipo de sondas como la DNasa | es necesario permeabilizar primero las
células o aislar sus nucleos. La visualizacién de los fragmentos de DNA
generados es mucho mas problematica en este caso ya que se parte de una
mezcla compleja de DNA genémico fragmentado. El procedimiento utilizado
se basa en una PCR mediada por ligacién (LM-PCR, figura 16). Con un
cebador especifico de la secuencia a analizar se realiza una primera
extension para formar un fragmento bicatenario al que se pueda unir una
corta secuencia conocida mediante ligacion. Esta ligacion es orientada

debido a que el fragmento tiene un extremo romo y otro protuberante. Este
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molde es el utilizado para la PCR, que utiliza un segundo oligonucleétido
especifico, anidado al anterior, y un cebador complementario al fragmento
comun. El paso final consiste en la utilizacion de un tercer cebador
especifico marcado radiactivamente para una extension que producira los
fragmentos analizados posteriormente mediante  electroforesis y

autorradiografia.
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Una vez determinadas las secuencia a las que se une una proteina in
vivo se puede deducir si se trata de un factor de transcripcion conocido o si
por el contrario podria constituir un lugar de unién de un nuevo factor (o una
secuencia consenso nueva para la union de un factor ya conocido). Esta
técnica se puede aplicar a cualquier zona que se sepa de importancia en la
regulacion de un gen, como por ejemplo las determinadas con la
hipersensibilidad a nucleasas. EI principal inconveniente de este
procedimiento es que no detecta proteinas importantes en la regulacion que
no se unen a DNA (p.e. factores de transcripcién que interaccionan con otros
factores o con la RNA pol pero no con el DNA), ademas de su complicacion
técnica. No se pueden analizar zonas muy grandes de DNA, por lo que hay

que tener un mapeo previo obtenido por otros medios.

La LM-PCR también se puede utilizar en el analisis de la metilacion
partiendo de DNA gendmico purificado, ya que la la reaccion de hidrazina +
piperidina corta especificamente citosinas no metiladas (Maxam y Gilbert,
1980).

Regulacion transcripcional de la expresion del gen de la
subunidad B2 de Na*,K*-ATPasa

Se conoce relativamente poco acerca de los mecanismos de
regulacion transcripcional de las isoformas de Na'K'-ATPasa,

especialmente de los de la subunidad f.

El gen que codifica la isoforma B2 ha sido clonado y secuenciado
integramente en ratones (Magyar y Schachner, 1990) y humanos (Avila y

cols, 1998), y parcialmente en ratas (Kawakami y cols, 1990).

El grupo de Kawakami analizo la region 5' del gen de la subunidad 2
en rata acoplando 2.8 Kb de esta zona a genes reporter y realizando
deleciones seriadas para definir las zonas implicadas en la regulacion de la

transcripcion (Kawakami y cols, 1992). Las células utilizadas en este estudio,
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B103, son una linea derivada de neuroblastoma de rata (Schuber y cols,
1974) que expresan la subunidad B2 (Martin-Vasallo y cols, 1989). En la

figura 17 se muestran los resultados iniciales de este analisis.
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Figura 17. Construcciones utilizadas por Kawakami y cols (1992) para la

localizacién de zonas de la region 5' del gen de la subunidad B2
implicadas en la regulacién de su expresiéon. A la derecha se muestran los
valores de la actividad cloranfenicol acetil transferasa (CAT) relativizados a
la construccién con 2,3 Kpb del promotor, a la que se asigna valor 100.

A pesar de encontrar variaciones sustanciales en la expresion del gen
reporter a partir de la tercera delecion (a -1232 pb del inicio de transcripcion),
sélo se profundizé el andlisis a partir de -118 pb. Mediante deleciones,
sustituciones por secuencias heterélogas y mutaciones puntuales, los
autores identificaron dos elementos reguladores positivos cuya funcion se
compensa mutuamente. El primero de ellos esta situado entre -156 y -138 y
corresponde a la secuencia de union del factor de transcripcién general Sp1.
El segundo elemento regulador, denominado AMRE (AMOG regulatory
element), se sitia entre los nucledtidos -88 y -77 y tambien contiene la
secuencia minima de union para Sp1, aunque las bases flanqueantes son
algo diferentes. Esta secuencia esta conservada entre rata y raton, pero no
totalmente en humanos. En el mismo estudio se ensay6 el efecto activador
de la transcripcién de este elemento y de la secuencia consenso de Sp1,
que es ligeramente distinta, en la linea B103 y en otras lineas celulares que

no expresan B2, como C6 (astrocitoma de rata), MDCK (rifion de perro) y
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3Y1 (embrion de rata). El patrén de activacion encontrado fue
3Y1>B103>MDCK>C6. Por tanto AMRE no es especifico de células de
sistema nervioso central y ni siquiera de células que expresen B2. Por otra
parte, su patrén de activacién es distinto al de Sp1, aunque en un estudio
posterior del mismo grupo (Kawakami y cols, 1993), se demostré6 mediante
distintas técnicas que la proteina que interacciona con AMRE en B103 y en
cultivos primarios de astrocitos es, de hecho, Sp1. El patron diferente de
activacion de AMRE y de la secuencia consenso de Sp1 puede ser explicado
por afinidades diferentes de la proteina hacia las dos secuencias, por efectos
posicionales o porque la actividad de Sp1 es muy variable dependiendo del
tejido estudiado (Robidoux y cols, 1992).

Sp1 se ha encontrado en todas las células estudiadas hasta ahora,
aunque sus niveles de expresion son variables. Forma parte de una familia
génica de elevada homologia, cada vez con méas elementos identificados y
que se unen a secuencias similares. Como ya se ha descrito anteriormente,
Sp1 interacciona con la maquinaria basal de transcripcion y con elementos
reguladores a mayor distancia, apareciendo en la mayor parte de los
promotores estudiados. Ademas ha sido implicado en otros procesos como
el mantenimiento de los islotes CpG libres de metilacion, remodelacion de la
estructura de la cromatina y regulacion de la expresion de genes del ciclo
celular, estando la misma actividad de Sp1 modulada por ciclinas (Marin y
cols, 1997 y referencias incluidas). Estos datos hacen pensar que Sp1 tiene,
ademas de su papel en la activacién de la maquinaria basal de transcripcion,
una funcién general en el establecimiento de la competencia para la

transcripcion y la regulacion del ciclo celular.

Aunque parece que Sp1 puede tener un papel importante dentro del
promotor de B2, su accién no es capaz de explicar por si sola la compleja
regulacion a la que esta sometida la expresion de este gen. Por tanto, es
l6gico pensar que existan otros factores implicados en la regulacion de la

transcripcion del gen de la subunidad 2.
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Los intentos de encontrar elementos que regulen la transcripcion de
las subunidades o y B de forma coordinada no han tenido eéxito. La
comparacion de los promotores de todas las isoformas da como resultado
algunas secuencias comunes muy cortas (Kawakami y cols, 1990), pero
hasta ahora no se ha demostrado que ninguna de ellas sea relevante,
excepto Sp1, que se ha visto que participa en la regulacion de a1, a2 y o3
ademas de B2 (Murakami y cols, 1997). Esto no es sorprendente si se tiene
en cuenta que las secuencias consenso de Sp1 se encuentran en la mayor
parte de los genes eucariotas. En cualquier caso las comparaciones entre
los promotores de las subunidades de Na*,K*-ATPasa resulta problematica,
ya que los fragmentos homdlogos son muy cortos y la mayor parte de la

secuencia es completamente diferente.
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El sistema enzimatico Na*,K*-ATPasa puede constituirse a partir de
cuatro isoformas de la subunidad a y tres isoformas de la subunidad B. La
distribucion de estas isoformas es especifica de tipo celular y esta modulada
durante el desarrollo. El trabajo de nuestro grupo se ha centrado en la
isoforma B2, incluyendo su identificacion, el clonaje de su cDNA y del gen
que la codifica en humanos y su distribucién en distintos tejidos y células.
Los elementos que regulan la expresién de la isoforma B2 de Na*,K*-ATPasa
son poco conocidos. Por tanto se ha planteado el estudio de la regulacion de
la transcripcion de la subunidad B2 mediante los siguientes objetivos

concretos:

1. busqueda de un modelo adecuado para este estudio: eleccion de especie
animal y tejido o linea celular. Determinacién de los patrones de
expresion de las isoformas de la subunidad B de Na*,K*-ATPasa en dicho

modelo,

2. caracterizacion de la estructura de la cromatina en el promotor del gen de
la isoforma B2 de Na’,K'-ATPasa: hipersensibilidad a endonucleasas,
distribucién de nucleosomas y determinacion de patrones de metilacion

en tejidos y lineas celulares,

3. estudio de los factores de transcripcion que interactian con las zonas
hipersensibles a endonucleasas mediante técnicas de proteccion a

exonucleasas, ensayos de retardo en gel y southwestern blot.
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1. Preparacion y analisis de DNA

Plasmidos y cultivo de bacterias

Los vectores de clonaje utilizados rutinariamente fueron pBluescript
KS (+) (Stratagene) y pGEM-T (Promega), este ultimo para el clonaje de los
productos amplificados mediante PCR con Tag polimerasa. La cepa de
Escherichia coli en la que se propagaron las construcciones fue XL1-Blue.
Los métodos de ligacién, transformacion y corte con enzimas de restriccion

fueron los estandar, descritos por Sambrook y cols (1989).

La preparacion de DNA plasmidico se realizé a partir de cultivos de E.
coli crecidos toda la noche en medio liquido Luria-Bertani (10 gr/l. de
triptona, 5 gr/L de extracto de levadura, 10 gr/L de NaCl, pH 7) con los
antibidticos de selecciéon adecuados. Se utilizé un kit comercial (High Pure
Plasmid Isolation Kit, Boehringer Mannheim) para la purificacion de los

plasmidos.

La secuencia de todas las sondas utilizadas fue comprobada
mediante clonaje y secuenciacion siguiendo el método de los
dideoxinucledtidos (Sanger y cols, 1977) con el kit comercial Sequenase®

(United States Biochemicals).

DNA genémico

La preparacién de DNA gendmico a partir de lineas celulares o de
tejidos se realizd segiin describe Sambrook y cols (1989), salvo en el caso
de los experimentos de footprinting in vivo, descritos mas adelante. La
cuantificacion del DNA se realizo mediante espectrofotometria UV a 260 nm;
su pureza se determiné mediante el cociente de esta absorbancia y la
obtenida a 280 nm. La integridad de la muestra extraida se comprobd

mediante electroforesis en geles de agarosa al 0,8%.
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Electroforesis de DNA en geles de agarosa y purificacion de

fragmentos de DNA

El analisis del DNA se realizd mediante electroforesis en geles de
agarosa SeaKem (FMC Bioproducts) a concentraciones variables en tampon
TAE (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA) o TBE (90 mM Tris-borato, 2 mM
EDTA) . El tampdn de carga utilizado fue 40% (p/v) sacarosa, 0,25% azul de
bromofenol y 0,25% xilen cianol (1 parte por cada 5 de muestra). En cada
gel se incluyeron como marcadores de peso molecular muestras de DNA de
fago A (Promega) digerido con las enzimas de restriccion BstEll o Hindlll
(Promega) o bien una escalera de 15 fragmentos de 100 pb (desde 100
hasta 1500; Gibco BRL). Las electroforesis se desarrollaron a una diferencia
de potencial constante (50-125 V) hasta que la migraciéon del azul de
bromofenol alcanzé 3/4 partes de la longitud del gel. La tincion del DNA se
realizé6 mediante inmersion en una solucion de bromuro de etidio (0.5 pgr/mL
en agua) durante 15 minutos. Para reducir la fluorescencia de fondo el gel
se lavo durante 5 minutos en agua. Las bandas se visualizaron mediante un
transiluminador de luz ultravioleta de 312 nm y se fotografiaron con el
sistema ImageStore 5000/7500 (UltraViolet Products).

Los fragmentos de DNA se purificaron mediante electroforesis en
geles de agarosa de bajo punto de fusién (Sigma). Para fragmentos de
tamafo menor a 1000 pb se utilizd agarosa Nusieve GTG (FMC
Bioproducts). Tras tefiir el gel y recortar la banda de interés con un bisturi
estéril se fundié la agarosa en 4 volumenes de TE (10 mM Tris-HCI pH 8, 1
mM EDTA) a 65°C. La agarosa fundida se elimind mediante extracciones
sucesivas con fenol, fenol:cloroformo y cloroformo. Por dltimo el DNA se
precipité con 0,1 volimenes de acetato sédico 3 M pH 7 y 2 volumenes de

etanol, y se resuspendié en un volumen adecuado de TE.



MATERIAL Y METODOS 57

Marcaje de sondas y oligonucleétidos

Marcaje homogéneo de sondas de DNA bicatenario con 2p.
aproximadamente 50 ng de DNA purificado mediante electroforesis en
gel de agarosa se desnaturalizaron calentandolos a 100°C durante 10
minutos. El tubo se transfiri6 rapidamente a hielo y se afadieron
hexanucledtidos de secuencia al azar (Boehringer Manheim), 50 pCi
(3000 Ci/mmol) de *P-0-dCTP (NEN), 0,3 mM de los restantes
deoxinucledtidos sin marcar (Promega) y 5 u del fragmento Kienow de la
DNA polimerasa (Promega) en un volumen final de 20 pL. La reaccién de
marcaje se incubd a 37°C durante 30 minutos y se detuvo afiadiendo 1
uL de EDTA 0,5 M pH 8. Tras llevar el volumen hasta 100 pL con TE se
separaron los nucleétidos no incorporados mediante centrifugacién a
través de una columna de exclusion molecular Sephadex G-50
(Pharmacia), siguiendo el método descrito por Sambrook y cols. (1989).
El porcentaje de incorporacion se calculé comparando la radiactividad
presente en 1 uL de la reaccion antes y después de pasar por la columna

de exclusion.

Marcaje de sondas de DNA bicatenario en su extremo 5’ con 32p: entre 1
y 50 pmoles de extremos de productos de PCR (libres de fosfato en 5’)
se marcaron mediante la accién de 20 u de polinucleétido kinasa
(Promega) y 50 pmoles de *P-y-CTP (3000 Ci/mmol, NEN) durante 60
minutos a 37°C. Tras detener la reaccion con 1 uL de EDTA 0,5 M pH 8
se purifico el DNA marcado mediante filtracion en columna de exclusion
Sephadex G-50 (Pharmacia).

Southern blots

El DNA fue separado mediante geles de agarosa de concentraciones

desde 0,8 a 1,5%, dependiendo del tamano de los fragmentos de interés.

Tras tefiir el gel con bromuro de etidio segun se ha descrito y fotografiarlo,

se procedié a la transferencia del DNA a una mebrana de nylon cargada
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positivamente (Boehringer Mannheim) siguiendo el protocolo descrito por
Sambrook y cols (1989). Este método se basa en la desnaturalizacion in situ
del DNA con 0,5 M NaOH en presencia de 1,5 M NaCl, seguido de una
neutralizacién con 1 M Tris-HCI pH 7,4 y 1,5 M NaCl, y la transferencia por
capilaridad del DNA a la membrana en presencia de 10X SSC (1X SSC =
150 mM NaCl, 15 mM citrato sédico, pH 7). La transferencia se desarroll6
durante al menos 16 horas. El DNA se uni6é covalentemente a la membrana
de nylon mediante luz ultravioleta (1200 mJ/cm?) con un crosslinker UVP
modelo CL-1000.

La membrana se prehibridé durante al menos 2 horas a 42°C en una
solucion de 50% (v/v) formamida, 0,5% (p/v) SDS, 6X SSPE (1X = 150 mM
NaCl, 15 mM citrato sédico, 1 mM EDTA, 13 mM KH;PQO4, pH 7,4), 5X
reactivo de Denhart (1X = 0.02% Ficoll, 0.02% polivinilpirrolidona, 10 mg/mi
BSA) y 100 pugr/mL de DNA desnaturalizado de esperma de salmon.
Seguidamente se afiadié la sonda marcada homogéneamente con 2p (10
ng/mL a una actividad especifica de al menos 10° cpm/ugr), previamente
desnaturalizada calentandola durante 5 minutos a 100°C, en una solucion
de 50% formamida, 0,5% SDS, 6X SSPE, 100 pgr/mL de DNA de esperma

de salmadn. La hibridacion se desarrolld a 42°C durante al menos 20 horas.

El exceso de sonda se eliminé mediante dos lavados de 5 minutos
cada uno con 2X SSC, 0,1% SDS a temperatura ambiente. La sonda
hibridada inespecificamente se lavé 2 veces, 15 minutos cada vez, con 0,2X
SSC, SDS 0,1% a 60°C. En algunos casos se realizé un ultimo lavado con
0,1X SSC, 0,1% SDS a 65°C. Una vez finalizados los lavados la membrana
se envolvio en plastico "Saran Wrap" y se expuso a una pelicula de rayos X
(Kodak X-OMAT AR) en chasis con pantalla de amplificacion a -80°C. La
duracién de la exposicion dependié de la longitud de la sonda utilizada,

variando entre 24 horas y 7 dias.
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Reciclaje de membranas

Con el objeto de utilizar una segunda sonda en una misma
membrana, ésta se traté durante 1 hora con una solucidon de 50%
formamida, 2X SSPE a 65°C, eliminando asi la sonda hibridada
previamente. Tras varios lavados con 0,1X SSPE a temperatura ambiente,

la membrana se reutilizé procesandola como se ha descrito.

Analisis de secuencias

La localizaciéon de dianas de enzimas de restriccion se llevé a cabo
mediante un programa desarrollado por el Dr. Tongjia Yin en la Universidad
Estatal de Nueva York y disponible en internet en la siguiente direccion:

http://darwin.bio.geneseo.edu/~yin/WebGene/RE.html. Las comparaciones

entre secuencias se realizaron con el programa "ClustalW", del EMBL-
European Bioinformatics Institute y disponible en la direccion de internet:

http://www?2.ebi.ac.uk/clustalw/.

La busqueda de secuencias consenso para la union de factores de
transcripcion se realiz6 con el programa “"Matinspector V2.2"

(http://www.gsf.de/cgi-bin/matsearch.pl).

El contenido en el dinucledtido CpG se determind con el programa
"CpG", desarrrollado en el EMBL-European Bioinformatics Institute y

disponible en internet en la direccién http://www2.ebi.ac.uk/cpg/. Este

programa sigue el método establecido por Gardiner-Garden y Frommer
(1987) para la identificacion de islotes CpG. El valor umbral, que determina
cuando el algoritmo del programa establece la existencia de un islote CpG,
se situd en 20. La localizacién de secuencias repetitivas en el promotor del
gen de la subunidad B2 de Na',K'-ATPasa se realizd con el programa
Repeat Masker2 (Smit y Green, University of Washington Genome Center,
datos no publicados), disponible en internet en la direccion:

http://ftp.genome.washington.edu/cgi-bin/RepeatMasker.
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2. Preparacioén y analisis de RNA

Purificacion de RNA

En la extraccion de RNA total a partir de tejidos o lineas celulares se
utilizd el kit comercial "QuickPrep Total RNA Extraction Kit" (Pharmacia)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Brevemente, el método de
extraccion consistié en la homogenizacién de aproximadamente 100 mg de
tejidoo 1 x 107 células con un Potter en 225 pL de tampdn con tiocianato de
guanidinio y N-lauril sarcosina (el fabricante no especifica en ningun caso las
concentraciones ni la composicion exacta de las soluciones utilizadas). El
homogenizado se transfiri6 a un tubo eppendorf y se afiadieron 525 uL de
cloruro de litio, 4,5 pL de p-mercaptoetanol 14,3 M y 750 pL de
trifluoroacetato de cesio. Tras incubar cada tubo 15 minutos a 0°C, se
centrifugé a 13000 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente en una
microcentrifuga (Biofuge A, Heraeus). Debido a sus diferentes densidades,
el RNA sedimenta formando un pellet en el fondo del tubo mientras que el
DNA vy las proteinas permanecen en solucién. Una vez retirado el
sobrenadante, el pellet de RNA se lavé con la misma solucién de tiocianato
de guanidinio, N-lauril sarcosina, cloruro de litio y trifluoroacetato de cesio y
se centrifugé de nuevo. Tras un lavado adicional con 1,5 mL de etanol al
70%, el pellet se resuspendié en agua desionizada tratada con 0,1% de
DEPC vy la concentracion de RNA y su pureza se determiné mediante
espectrofotometria UV a 260 y a 280 nm.

Northern blots

Se siguié el método descrito por Sambrook y cols (1989). Todo el
material utilizado fue de plastico estéril y desechable o bien fue tratado con
agua con 0,1% de DEPC y autoclavado para evitar la contaminacién por
RNasas. Se siguid el mismo tratamiento para las soluciones acuosas
utilizadas. Aproximadamente 20 pgr de RNA total se separaron en un gel

desnaturalizante de agarosa al 1% con 7% formaldehido y 1X tampon de
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camara (20 mM MOPS, 8 mM acetato sédico y 1 mM EDTA, pH 7). La
muestra de RNA se prepard calentandola durante 10 minutos a 70°C en
presencia de 1X tampdn de camara, 7% formaldehido, 50% formamida y 1
ugr de bromuro de etidio. Antes de cargar las muestras se mantuvo el gel
durante 15 minutos a 60 V. El tampdn de carga consistié en 0,25% de azul
de bromofenol, 0,25% de xilen cianol, 50% de glicerol y 1X de tampédn de
camara. Los primeros 30 minutos se mantuvo la diferencia de potencial de
60 V. El resto de la electroforesis se desarrollé a 120 V hasta que el azul de
bromofenol llegd a las % partes del gel. Se fotografio el gel y se elimind el
formaldehido lavando 4 veces, 15 minutos cada una, en agua desionizada y
tratada con DEPC. La transferencia a membranas de nylon cargadas
positivamente (Boehringer Mannheim) se desarrollé en 20X SSC durante
toda la noche siguiendo el método descrito por Sambrook y cols (1989). El

RNA se uni6 covalentemente a la membrana con luz UV (1200 mJ/cm?).

Para la deteccion de los mRNAs de interés se utilizaron sondas de
DNA bicatenario marcadas homogéneamente con ¥p_Las sondas utilizadas

fueron:

o cDNAPB2: fragmento que comprende 461 pb del extremo 5' no traducido,
toda la region codificante (868 pb) y 434 pb del extremo 3' no traducido
(total 1763 pb) del cDNA de B2 de rata (Martin- Vasallo y cols, 1989).

e f-actina: sonda obtenida mediante PCR (ver Apéndice) a partir de cDNA
de rifidn de rata y complementaria a un fragmento de 330 pb que
corresponde a los ultimos 26 nucledtidos del segundo exén y los
primeros 304 del tercer exén del gen de la B-actina (GenBank V01217,
Nudel y cols, 1983).

Las sondas se desnaturalizaron calentandolas durante 5 minutos a
100°C en 500 pL de solucion de prehibridacion (50% formamida, 5X SSPE,
2X reactivo de Denhart y 0,1% SDS). La membrana se prehibridé durante 2

horas y se afadi6 la sonda directamente a la solucién de prehibridacion. La
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hibridacién se prolongé durante 20 horas. El exceso de sonda se elimind
lavando brevemente con 2X SSC, 0,1% SDS. La sonda hibridada de forma
inespecifica se lavo tratando la membrana dos veces, 15 minutos cada una,
con 0,2X SSC, 0,1% SDS a 60°C. La senal de radiactividad se detectd
mediante autorradiografia con pelicula Fuji RX en chasis con pantalla de

amplificacién a — 80°C.

Para reutilizar las membranas se elimind la sonda previamente

hibridada de la forma descrita para los Southern blots.

3. PCR y diseiio de cebadores

Los oligonucledtidos que sirvieron como cebadores para las
reacciones de PCR vy las condiciones de reaccion seguidas en cada caso
particular se recogen en el Apéndice. Su sintesis se realiz6 en nuestro
laboratorio en un sintetizador de oligonucleétidos modelo PCR-mate 391
(Applied Biosystems) o bien se encargé a una casa comercial (MedProbe,

Noruega; Boehringer Mannheim, Alemania).

El disefio de los cebadores se realizd a partir de las secuencias
depositadas en el GenBank (National Center for Biotechnology Information,
National Institutes of Health, EEUU), o bien se obtuvo la secuencia de la
referencia indicada en el Apéndice. Se siguié una serie de precauciones
generales en el disefio de los oligonucledtidos: evitar apareamientos
intramoleculares; ausencia de secuencias complementarias entre los
extremos 3 de cada pareja de cebadores; Tm similar para ambos

oligonucleétidos; contenidos G/C y A/T intermedios.

El cDNA utilizado como molde para la obtencion de la sonda -actina
se sintetizé mediante la accidn de la retrotranscriptasa del virus de la
mieloblastosis aviar (AMV, Promega) utilizando oligo-p(dT):s (Boehringer
Mannheim) como cebador especifico de mRNA. La reaccion se desarrolld

en 20 pL de 10 mM Tris, 50 mM cloruro potasico y 56 mM MgCl,. Los
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desoxinucleotidos 5'-trifosfato (dATP, dGTP, dCTP y dTTP, Promega) se
utilizaron a 1 mM cada uno. A esta mezcla se afiadieron 1.6 ug de oligo-
P(dT) y 20 u de retrotranscriptasa AMV. Ademas, se incorporaron a la
reaccion 50 u de inhibidor de RNasa (Boehringer Mannheim). La reaccién se
incubd durante 10 minutos a 25°C y posteriormente 60 minutos a 42°C. La
retrotranscriptasa AMV fue inactivada calentando la reacciéon hasta 99°C
durante 5 minutos. El cDNA asi sintetizado se almacend a -20°C hasta su

uso.

El resto de las PCRs utilizaron como molde DNA genémico de rifidn

de rata purificado de la forma descrita anteriormente.

Para la reaccion de PCR se utilizd Tag DNA polimerasa (Bioline) a
una concentracion de 0.02 u/uL, cebadores a 0.5 uM cada uno y dNTPs a
0.125 uM cada uno. La composicion del tampén de reaccidon fue 16 mM
(NH4)2SOq4, 67 mM TrisHCI (pH 8.8 a 25°C) y 0.01% Tween® 20. En cada
caso se afadi6 MgCl, hasta la concentracion final indicada en el Apéndice.
La mezcla se cubrié con aceite mineral (Sigma) y se incubd durante 5
minutos a 95°C para desnaturalizar el DNA. La reaccién se llevé a cabo en
un termociclador Perkin Elmer con los patrones de ciclos, tiempos y
temperaturas indicados en el Apéndice. Tras finalizar el nimero de ciclos
programado, la reaccion se sometié a una etapa final de elongacién durante

15 minutos a 72°C. Las muestras se conservaron a 4°C hasta su analisis.

4. Cultivo de lineas celulares

Todas las lineas celulares utilizadas (tabla 1) son derivadas de tejidos
de rata y han sido caracterizadas ampliamente con anterioridad. Su cultivo
se realizd en Dulbeco’s Modified Eagle Medium (Sigma) suplementado con
10% de suero fetal bovino (Sigma) a 37°C en atmosfera de 5% CO.,. Se
utilizaron placas de 25 y 75 cm? (Corning o Costar). El pase de las células

se realizd por tripsinizacion siguiendo métodos estandar. Las células
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destinadas a inmunocitoquimica se crecieron en placas multipocillo sobre
portaobjetos de 20 mm de diametro tratados previamente con gelatina (0,25
mg/mL) y con poly-L-lisina (10 pg/mL) para mejorar la adhesién de las
células. Los experimentos se realizaron con las células a un 90% de
confluencia aproximadamente. La conservacién a largo plazo de las células

se realizé en medio de cultivo con 8% de dimetilsulféxido a -150°C.

Linea Origen Fuente Referencia

B35 Neuronal Dr. D. Schubert (The Salk Institute, La Jolla, | Schubert y cols.,
California) 1974

B50 Neuronal Dr. D. Schubert (The Salk Institute, La Jolla, | Schubert y cols.,
California) 1974

B82 Glial Dr. D. Schubert (The Salk Institute, La Jolla, | Schubert y cols.,
California) 1974

B103 Neuronal Dr. D. Schubert (The Salk Institute, La Jolla, | Schubert y cols.,
California) 1974

NRK Epiteliorenal |Dra. A. Aranda (Instituto de Investigaciones|Cosgaya y cols,
Biomédicas, CSIC, Madrid) 1997

Tabla I - Lineas celulares utilizadas durante este estudio.

5. Western blots

Preparacion de microsomas

Las células crecidas en cultivo se lavaron dos veces con PBS (137
mM NaCl, 27 mM KCI, 80 mM NazHPO4, 18 mM KH,PO4, pH 7,4) en frio y
se levantaron de la placa en la misma solucién. Tras sedimentarlas
centrifugando 3 minutos a 1000 g se resuspendieron en 2 mL de tampdn de
lisis frio (Hepes 10 mM pH 7,4, 50 mM sacarosa, coctel comercial de

inhibidores de proteasas -Complete®, Boehringer Mannheim-) y se
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homogenizaron en un Potter con émbolo de teflon y vaso de vidrio a 2000
rpm. La solucién se llevo hasta 8% (p/v) de sacarosa y 1 mM MgCl, y se
centrifugo 2 veces, 10 minutos cada una, a 1000 g para eliminar células sin
romper y organulos celulares como ndcleos y mitocondrias. El
sobrenadamente se centrifugé durante 30 minutos a 10° g en una
ultracentrifuga (Beckman L8-M). El pellet se resuspendié en tampodn de lisis
y se almacené a —80°C hasta su uso. La fraccion obtenida contiene la
membrana plasmatica y las membranas del reticulo y del aparato de Golgi
(Coppi y Guidotti, 1997). La concentracion de proteinas se determiné
mediante el método de Bradford (1976) comparando las muestras con

patrones de BSA a concentraciones conocidas.

Deglicosilacion de proteinas

Las proteinas a deglicosilar (de 10 a 100 ugr) se diluyeron en 20 mM
tampon fosfato pH 7, 10 mM EDTA, 0,2% SDS, 1% B-mercaptoetanol, y se
calentaron durante 5 minutos a 100°C. Una vez enfriada la muestra se
afiadio el mismo tampon, pero con 5% Triton X-100 en lugar de SDS, a una
proporcion 1:10 y 0,08 u por pgr de proteina de N-glicosidasa F (Boehringer

Mannheim). La muestra se incubé durante 2 horas a 37°C.

Electroforesis

Las muestras se mezclaron con tampén de carga al 3X (62 mM Tris-
HCI pH 6,8, 3,33% glicerol, 0,67% SDS, 1,67% B-mercaptoetanol, 0,0004%
azul de bromofenol) y se calentaron durante 5 minutos a 100°C. La
separacién de las proteinas se llevé a cabo en un sistema de geles
discontinuos de poliacrilamida-SDS (Laemli, 1970) al 10%. Como marcador
de peso molecular se utilizé una mezcla de proteinas conocidas pretefidas
con azul de Coomasie (Sigma). La electroforesis se desarrolld en una
cubeta Hoefer SE600 a 100 mA y a temperatura ambiente hasta que el azul

de bromofenol alcanzo el final del gel.
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Transferencia

Tras la electroforesis el gel se equilibro durante 15 minutos en el
tampon de electrotransferencia (20 mM Tris, 192 glicina, 20% metanol, pH
8,3-8,4) y las proteinas se transfirieron a una membrana de polivinilideno
difluorado (PVDF, Inmobilon-P, Millipore), previamente hidratada con
metanol y agua desionizada y equilibrada en tampdn de transferencia. Las

condiciones de transferencia fueron 200 mA a 4°C durante toda la noche.

Deteccion

Una vez finalizada la transferencia se lavé la membrana varias veces
en PBS y se bloqued durante 1 hora en PBS con 5% leche desnatada y
0,2% Tween-20. Para la deteccion de las isoformas de la subunidad 8 de
Na® K'-ATPasa se utilizaron anticuerpos policlonales especificos bien

caracterizados (tabla Il).

Anticuerpo |lIsoforma | Dilucién |Fuente Referencia
SpETB1 B1 1:7500 | P. Martin-Vasallo | Gonzalez-Martinez y cols., 1994
SpETR2 B2 1:10000 | P. Martin-Vasallo | Gonzalez-Martinez y cols., 1994
RTNB3 B3 1:5000 |K.J. Sweadner Arystarkhova y Sweadner,1997

Tabla II - Anticuerpos utilizados en este estudio.

Los anticuerpos se diluyeron en PBS con 0,5% leche desnatada y
0,2% Tween® 20 y se incubaron con las membranas durante 1 hora a
temperatura ambiente. Tras tres lavados de 10 minutos cada uno con PBS y
0,2% Tween® 20 se aplicé el anticuerpo secundario, anti-IgG de conejo
unido a peroxidasa (Boehringer Mannheim) a 1:10000 en la misma solucion
que el anticuerpo primario. La incubacién fue de 1 hora a temperatura
ambiente. Se lavé 3 veces la membrana con PBS y Tween® 20 0,2% vy

varias veces con PBS. La actividad peroxidasa se reveldé mediante
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quimioluminiscencia con el sistema ECL Plus (Amersham) y se detectd con

pelicula Fuji RX durante tiempos de exposicidn variables.

Reciclaje de membranas

Las membranas de PVDF se reutilizaron eliminando el anticuerpo
unido mediante tratamiento con una solucion 62,5 mM Tris-HCI pH 6,7, 2%
SDS, 100 mM B-mercaptoetanol durante 30 minutos a 50°C, seguido de

varios lavados en PBS a temperatura ambiente.

6. Inmunofluorescencia

Las células crecidas en portaobjetos se lavaron 3 veces en PBS y se
fijaron durante 5 minutos con paraformaldehido 4% en PBS a temperatura
ambiente. Se lavaron 2 veces con PBS y se permeabilizaron durante 5
minutos en PBS con 0.25% (v/v) de tritdn X-100. Las células se bloquearon
durante 30 minutos en PBS con 0,5% de BSA (p/v) y 0.25% de tritén X-100
para evitar el marcaje no especifico y se incubaron 12 horas a 4°C con el
anticuerpo SpETB2 a una dilucion 1:2000 en la misma solucién. Algunas
muestras se incubaron sin el primer anticuerpo o con el suero preinmune
como controles negativos. Transcurrido el periodo de incubacion con el
primer anticuerpo, las células se lavaron 2 veces con PBS, 0,1% BSA,
0,25% triton X-100 y se incubaron con el anticuerpo secundario durante 1
hora a temperatura ambiente en oscuridad. El segundo anticuerpo fue anti-
IgG de conejo marcado con isotiocianato de fluoresceina (Sigma) a una
dilucion 1:150. Posteriormente se realizaron 2 nuevos lavados y se
montaron las muestras en glicerol:PBS (9:1) para su observacion y

fotografia con microscopio de fluorescencia (Olympus BX50).
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7. Preparacion de factores nucleares

Todos los experimentos con animales se realizaron respetando los
criterios de la convencién de Helsinki. La preparacion de factores nucleares
sigue los protocolos descritos por Krause y Gehring (1989) y Andrews y
Faller (1991). Los tejidos de rata (cerebelo e higado de ratas Sprague-
Dawley adultas -2 meses de edad- procedentes del animalario de la
Universidad de La Laguna y sacrificadas mediante dislocacién cervical) se
homogenizaron en frio con un Potter de émbolo de teflén y vaso de cristal a
2000 rpm en 4 mL/gr de tampon (15 mM HEPES pH 7.6, 15 mM NaCl, 60
mM KCI, 0,15 mM espermina, 0,5 mM espermidina, 1 mM DTT, 1 mM
EDTA, 0.34 M sacarosa, coctel de inhibidores de proteasas -Complete®,
Boehringer Mannheim-). En el caso de los factores de lineas celulares se
utilizé el mismo tampdn de homogenizaciéon para levantar las células de la
placa, que previamente habia sido lavada dos veces con PBS en frio. Los
pasos siguientes son comunes para las células en cultivo y los tejidos. Tras
centrifugar 10 minutos a 4000 g se resuspendio el pellet en el tampon de
homogenizacion (4 mL/gr). Seguidamente el extracto crudo se centrifugd a
traves de 5 mL de sacarosa 0.8 M en el mismo tampon, durante 15 minutos
a 4000 g. El pellet obtenido se resuspendié en tampoén de extraccién de
factores nucleares (20 mM Hepes pH 7,9, 0,4 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM
EGTA, 1 mM DTT, 1 mM fluoruro de fenil metil sulfonilo) y se agitd
vigorosamente durante 15 minutos a 4°C. Finalmente se centrifugd el
extracto a 13000 rpm en una microcentrifuga durante 5 minutos a 4°C. El
sobrenadante se dividié en alicuotas y se almacené a -80°C hasta su uso.
La concentracion de proteinas se determind mediante el método de
Bradford (1976).
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8. Hipersensibilidad a endonucleasas: DNasa |,

nucleasa S1 y nucleasa micrococal.

El procedimiento seguido para la determinacion de hipersensibilidad a
DNasa | es el descrito por Wu (1980, 1989) con modificaciones. Ratas
Sprague-Dawley de aproximadamente dos meses de edad (machos o
hembras indistintamente, procedentes del animalario de la Universidad de
La Laguna) se sacrificaron mediante dislocacion cervical. Aproximadamente
0.3 gr de cerebelo y 0.5 gr de higado de rata adulta se homogenizaron en un
Potter con émbolo de teflon y vaso de cristal en 10 mL de un tampdn
compuesto por 60 mM KCI, 15 mM NaCl, 15 mM B-mercaptoetanol, 0.15 mM
espermina, 0.5 mM espermidina y 15 mM Tris-HCI pH 7.4 previamente
enfriado (Hewish y Burgoyne). El tamp6n de homogenizacién se suplementé
con una mezcla comercial de inhibidores de proteasas (Complete®,
Boehringer Mannheim). El homogenizado se sometié a centrifugacion
durante 5 minutos a 4000 g en frio. El sedimento obtenido se resuspendio
en 2 mL de tampon de digestion de DNasa | frio (60 mM KCI, 15 mM NaCl, 5
mM MgCl,, 0.1 mM EGTA, 15 mM B-mercaptoetanol, 0.34 M sacarosa, 15
mM Tris-HCI pH 7.4, inhibidores de proteasas -Boehringer-). La suspension
se reparti6 en alicuotas de 100 uL y se afadieron cantidades
progresivamente mayores de DNasa | (Boehringer Mannheim, liofilizado
disuelto a 1 mgr/mL en 20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 50 mM NaCl, 1 mM DTT,
100 ugr/mL BSA, 50% glicerol, conservado a -20°C). Las condiciones de

digestion se determinaron empiricamente y fueron las siguientes:

e a temperatura ambiente durante 10 minutos, con 0, 5, 10, 20 y 40 ugr/mL
DNasa |

e a 37°C durante 5 minutos, con 0, 5, 10, 15, y 20 pgr/mL DNasa |

Como control de la especificidad de la accion de la DNasa | se

realizaron digestiones de DNA gendmico purificado de cerebelo de rata.
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Aproximadamente 20 pgr de DNA en el tampdn de digestion descrito se
incubaron durante 2 minutos a 37°C en presencia cantidades cada vez
mayores de DNasa | (0.1, 0.2, 0.4, 0.8 y 0.16 pgr/mL).

La digestion con nucleasa micrococal se llevo a cabo en el mismo
tampon de digestion con DNasa | suplementado con 0.4 mM CaCl; (Wu,
1989). Tras resuspender el sedimento en 2 mL, se repartié la muestra en
alicuotas de 100 uL, que fueron incubadas a 37°C durante 7 minutos. Las
cantidades de nucleasa micrococal (Pharmacia) afiadidas fueron 0, 450,
600, 750 y 900 u/mL. También se realizaron controles con DNA genémico
purificado de cerebelo de rata. 20 pgr de DNA se digirieron en el tampodn
descrito. Las condiciones fueron 3 minutos a 37°C con 1.5, 3, 6 y 12 u/mL

de nucleasa micrococal.

Las muestras utilizadas en la digestion con nucleasa S1 se
resuspendieron en 2 mL de tampén frio (3 mM ZnCl,, 1 mM EDTA, 30 mM
acetato sddico pH 4.5, Michelotti y cols, 1996) y se repartieron en alicuotas
de 100 pL. Cada alicuota se centrifugdé durante 1 minuto a 13000 g y se
resuspendié de nuevo en tampdn de digestion. Este procedimiento de
lavado se repitié dos veces. A continuacion se llevaron los tubos a 37°C y se
afadieron cantidades cada vez mayores de nucleasa S1 (Promega), desde

0 hasta 1500 u/mL. La incubacién se prolongo durante 15 minutos.

En todas las digestiones con endonucleasas, la reaccion se detuvo
mediante la adicién de un volumen de 1% SDS, 20 mM EDTA. Tras afiadir
20 ugr/mL de RNasa A (Boehringer Mannheim), las muestras se incubaron
durante 1 hora a 37°C. Posteriormente se realizd un tratamiento con
proteinasa K (Boehringer Mannheim) a 100 pgr/mL durante 3 horas a 50°C.
Las muestras se extrajeron con un volumen de fenol equilibrado a pH 8 y
antes de seguir su procesamiento se comprobd el grado de digestion del
DNA gendmico mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Las
reacciones con niveles adecuados de digestion se purificaron mediante

extracciones con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico y con cloroformo. Tras
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su precipitacion, el DNA se resuspendié en agua desionizada y estéril. Las
muestras que se trataron con una enzima de restriccién (indicada en cada
caso en la seccién de Resultados) se resuspendieron en 87 uL de agua y se
anadieron 10 pL del tampon de digestion (10X) adecuado para la enzima
utilizada. La mezcla fue tratada con 10 u de la enzima de restriccién durante
1 hora aproximadamente a la temperatura especifica para cada enzima, se
anadieron 20 u mas y se continué la reaccion toda la noche. El DNA se
recuperé6 mediante precipitacion y los fragmentos se separaron con una
electroforesis en gel de agarosa a la concentracion especificada en cada
caso. A cada muestra se le mezcl6 una pequeia cantidad
(aproximadamente 10 ngr) de marcadores de peso molecular (fago A
cortado con Hind!ll o BstE!l o bien una escalera de 100 pb). Los patrones de
digestion por DNasa [, nucleasa micrococal o nucleasa S1 se analizaron
mediante Southern blot, utilizando sondas marcadas con *’P-o-CTP segun

se ha descrito anteriormente. Las sondas empleadas fueron las siguientes:

e DHSP1: utilizada junto con la enzima de restriccion Bso Bl. Fue obtenida
mediante PCR a partir de DNA gendmico de rindn de rata con los
cebadores F- y R-DHSP1 (Apéndice); comprende desde el nucledtido
724 hasta el 946 (numeracion relativa al inicio de transcripcion). El
fragmento resultante de 236 pb (que incluye las dianas de restriccion
introducidas con los cebadores) se situa en el inicio del primer intrén del
gen de P2 (figura 25, Resultados). Su secuencia fue comprobada
mediante clonaje en pBluescript KS(-) y secuenciacion por el método de
los dideoxinucleotidos (Sanger y cols, 1977), resultando exactamente

igual a la descrita por Kawakami y cols (1990).

e DHSP2: utilizada junto con la enzima de restricciéon Nco |. Obtenida en
dos pasos de digestion a partir del plasmido pPRB2 (este plasmido se
construyé a partir de pBluescript KS(-) y el fragmento de la regién &' del
gen de B2 amplificado por los cebadores F- y R-PRB2, descritos en el

Apéndice. El fragmento abarca desde aproximadamente -2,3 Kb del
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inicio de transcripcion hasta justo después del inicio de la secuencia
codificante). Primero se digirié el plasmido con Hpa | y la banda de 1.8
Kpb generada se purificé en un gel de agarosa y se traté con Nco |. Tras
la separacion de los productos mediante electroforesis se purifico la
banda de 430 pb, que corresponde al DNA entre las posiciones -792 y -

362 respecto al inicio de transcripcion (figura 25, Resultados).

Las membranas hibridadas con DHSP1 se expusieron a la pelicula
radiografica (Kodak X-OMAT AR) durante 7 dias aproximadamente en
chasis con pantalla de amplificaciéon a -80°C. Las hibridadas con DHSP2 se
expusieron durante 2-3 dias. Una vez reveladas las peliculas se procedio a
rehibridar las membranas segun el procedimiento descrito anteriormente con
sondas especificas para los marcadores de peso molecular. De esta manera
se compararon los tamafios de las bandas obtenidas con marcadores
internos, eliminando asi los errores generados por las variaciones de

movilidad entre carril y carril.

9. Proteccion a la exonucleasa Bal 31.

El extracto crudo de ndcleos utilizado para los experimentos de
hipersensibilidad a nucleasas se purifico centrifugando a través de sacarosa
0,8 M de la forma descrita para la preparacion de factores nucleares. El
pellet se resuspendié en 1 mL de tampdn de digestion de DNasa | (apartado
anterior). Para permitir la accion de Bal 31 los nucleos se digirieron
parcialmente con bajas concentraciones de DNasa |. La actividad de Bal 31
necesita altas concentraciones de sales, por lo que la digestién con DNasa |
tiene que realizarse en un paso anterior. Los nucleos se resuspendieron en
el tampoén de digestion de DNasa | y se trataron con 2 pgr/mL de esta
enzima durante 3 minutos a 37°C. Los nucleos se centrifugaron 1 minuto a
13000 g y se resuspendieron en tampdén de digestién de Bal 31 (Kumani y
cols, 1996), consistente en 20 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl, 12 mM
MgCl,, 12 mM CaClz, 1 mM EDTA, 0.3 M sacarosa, inhibidores de proteasas
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(Boehringer Mannheim). Se afiadieron 5 o 7.5 u/mL de Bal 31 (Promega) y

la digestion se prolongé durante 5 minutos a 37°C.

La purificacion y el analisis del DNA se realizé segln se describe en

el apartado anterior.

10. Determinacion de patrones de metilacion

Los patrones de metilacion de la zona 5' del gen de la subunidad 2
de Na',K'-ATPasa se caracterizaron mediante el uso de isoesquizémeros
de enzimas de restriccién con diferencias en su sensibilidad a la metilacion
de las citosinas presentes en sus dianas. La pareja de isoesquizémeros
utilizada fue Hpa 1l / Msp I, que al tener una diana de sélo cuatro nucledtidos
(CCGG) posee altas frecuencias de corte y permite examinar un mayor
numero de posiciones en el DNA. La actividad endonucleasa de Hpa |l se
inhibe cuando aparece el patréon de metilacion C"CGG, mientras que Msp |

es capaz de cortar en su diana aunque aparezca el dinucleétido "CpG.

Se analizaron DNAs gendmicos de cerebelo, riidn e higado de rata
adulta y de neonato (estadio postnatal 2), y de las lineas celulares B82 y
NRK. La purificacion del DNA se realizd segin describen Sambrook y cols
(1989). Aproximadamente 20 ugr de DNA se cortaron con 30 u de Msp | o
de Hpa Il a lo largo de toda la noche a 37°C en un volumen final de 100 pL.
Como control interno de la eficacia de la digestidbn en dos reacciones se
afadieron 50 ngr del pldésmido pPRB2. Tras concentrar el DNA por
precipitacion con etanol, se separaron los fragmentos generados mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se transfirieron a una membrana
de nylon cargada positivamente (Boehringer Mannheim) segin se ha

descrito anteriormente.



74 Regulacién de la transcripcion del gen de la subunidad B2 de Na',K'-ATPasa

Los Southern blots se hibridaron con la sonda PRfB2, obtenida
mediante digestion con Eco Rl y Bam HI del plasmido pPRfB2, descrito en el

apartado numero 8 (Hipersensibilidad a endonucleasas).

La hibridacién se realizé segun el protocolo descrito. La membrana se
expuso a una pelicula Kodak X-Omat AR en un chasis con pantalla de

amplificacion a -80°C durante 24 horas.

11. Southwestern blots

La técnica de Southwestern se llevd a cabo segun el procedimiento
de Antalis y cols. (1993) con pequefias modificaciones. Aproximadamente
100 pg de factores nucleares de higado o cerebelo de rata adulta
(preparados segin se ha descrito) se desnaturalizaron mediante
calentamiento a 65°C en presencia de 0.2% de SDS y se separaron
mediante electroforesis discontinua en un gel con 0.1% SDS y 8%
poliacrilamida (Laemli, 1970). Tras la electroforesis se corto el gel en dos
mitades. Una se utilizd para tincion con azul de Coomasie. La otra se utilizé
para la electrotransferencia de las proteinas a una membrana de
nitrocelulosa (Optitran BA-S 85, Schleicher & Schuell) en tampon 25 mM

Tris, 192 mM glicina durante toda la noche a 200 mA.

Con el objeto de retirar el SDS unido a las proteinas, las membranas
de nitrocelulosa con los factores nucleares se trataron con una solucion 7 M
clorhidrato de guanidinio, 50 mM DTT, 2 mM EDTA, 0.25% leche desnatada,
50 mM Tris-HCI pH 8.3, durante 1 hora a t.a. Para renaturalizar las proteinas
se lavd la membrana varias veces con una solucion 100 mM NaCl, 2 mM
DTT, 2 mM EDTA, 0.1% Nonidet P-40, 0.25% leche desnatada, 50 mM Tris-
HCI pH 8.3, y se incub6 en la misma solucién durante 16 horas a 4°C.
Seguidamente la membrana se bloqueé en una solucién 50 mM NaCl, 1 mM
DTT, 1 mM EDTA, 5% leche desnatada, 5 pugr/ml! poli [d(I-C)], 50 mM Tris-
HCI pH 7.5 durante 1 hora a t.a.
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La hibridacién se llevdé a cabo en 50 mM NaCl, 1 mM DTT, 1 mM
EDTA, 5 pugr/ml poli [d(I-C)], 10 mM Tris-HCI pH 7.5. Las sondas utilizadas
(iguales a las descritas en los experimentos de retardo en gel; ver siguiente
apartado) se marcaron en un extremo 32P-}(—ATP mediante el uso de la
enzima polinucledtido kinasa siguiendo el procedimiento descrito
anteriormente. Tras dos horas de incubacién a t.a. se procedié a lavar la
membrana varias veces con 50 mM NaCl, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, Tris-HCI
pH 7.5, 10 minutos cada vez. Este proceso se repitié hasta que la solucién
de lavado no presentaba trazas de radiactividad detectables con un
contador Geiger. Normalmente fueron necesarios fres lavados. La
membrana se envolvié en plastico "Saran Wrap" y se expuso a una pelicula

Fuji RX durante una noche a -80°C con pantalla de ampilificacion.

12. Experimentos de retardo en gel (EMSA)

Para los experimentos de retardo en gel se utilizd un kit comercial

(DIG Gel Shift Kit, Boehringer Mannheim) con marcaje quimioluminiscente.

Sondas

Se utilizaron tres sondas (#1 a #3) de aproximadamente 150 pb y que
solapan una media de 30 pb entre si con objeto de impedir que alguna
secuencia especifica de unién a una proteina se vea interrumpida por
situarse en el extremo de las sondas. Las sondas de DNA utilizadas
comprenden la zona desde -300 hasta +90 respecto al origen de
transcripcion del gen de la subunidad B2 de Na*,K*-ATPasa. En la figura 18
se puede ver un esquema de la disposicién en el gen de la subunidad B2 de

estos fragmentos de DNA.
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Figura 18. Disposicién de sondas para EMSA. En azul, y numeradas del 1
al 5, las sondas utilizadas en los experimentos de retardo en gel. Se indica la
posicion de la caja TATA (caja naranja) y del inicio de transcripcion (flecha
curva). En cada una de las sondas se indican los nucleétido donde comienza
y donde acaba numerados respecto al inicio de transcripcion.

Aproximadamente 100 ngr de cada sonda previamente purificada
mediante electroforesis en gel de agarosa fueron utilizados en la reaccion de
marcaje, que estd basada en la incorporacion en el extremo 3' de la sonda
del nucledtido modificado digoxigenina-ddUTP mediante la accion de la
enzima deoxinucleotidil transferasa terminal en presencia del CoCl,. La
mezcla de reaccién (250 mM cacodilato potasico, 25 mM Tris-HCI pH 6.6,
0,25 mg/ml BSA, 50 uM digoxigenina-ddUTP, 5 mM CoCl,, 50 u
deoxinucleotidil transfersasa terminal) se incubé durante 15 minutos a 37°C.
Posteriormente, el DNA se precipitd llevando la solucion a 400 mM de LiCl,
anadiendo dos 2,5 voliumenes de etanol al 100% y manteniendo la solucion
a -80°C durante 30 minutos. El precipitado se recogié centrifugando a 12000
g durante 15 minutos a 4°C. El pellet se lavé tres veces seguidas anadiendo
500 pL de etanol al 70% y centrifugando durante 5 minutos en las mismas
condiciones. Finalmente el pellet se seco en un evaporador Speedvac y se
resuspendié en 25 uL de tampon TEN (10 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM EDTA,
100 mM NacCl).

La eficiencia de marcaje se determiné comparando diluciones

seriadas de la sonda marcada respecto a diluciones de un control
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proporcionado por el kit. Se deposité 1 puL de cada dilucion en una
membrana de nylon (Boehringer Mannheim) y se detecté mediante
quimioluminiscencia segun la forma descrita en el apartado Revelado (ver

mas adelante).

Reacciones de unién proteina-DNA

El experimento basico de unién de proteinas a DNA consistid en
mezclar cantidades cada vez mayores de factores nucleares, preparados
como se ha descrito anteriormente, con una cantidad fija de sonda marcada
con digoxigenina (aproximadamente 0,8 ng) en presencia de competidor
inespecifico (poli [d(I-C)], 50 ng/uL). Como tampén de union se utilizdé 25 mM
Hepes, 1 mM EDTA, 10 mM (NHg)2 SO4, 1 mM DTT, 0,2% (p/v) Tween® 20,
30 mM KCI, poli-L-lisina 5 ng/uL, pH 7,6. El volumen total de reaccion fue
20 uL. Como controles de retardos no especificos se incluyeron mezclas sin
factores nucleares, con factores previamente calentados a 100°C durante 5
minutos, 0 en presencia de un exceso molar de aproximadamente 125
veces de sonda sin marcar. Las reacciones se incubaron durante 15 minutos
a temperatura ambiente. Posteriormente se les anadié tampoén de carga
(glicerol hasta 5% (v/v), 0,25X TBE), se transfirieron a hielo y se cargaron en

el gel de electroforesis lo antes posible.

Electroforesis

Se utilizé un sistema de electroforesis en gel de poliacrilamida al 6%
en tampon TBE 0,25X, de dimensiones 13x10x0,1 cm. En todos los casos el
gel se formd el dia anterior al experimento con objeto de que el persulfato
amonico utilizado en la polimerizacion se degradara completamente y asi
evitar su interaccién con las muestras. Como tampén de camara se utilizd
TBE 0,25X. Antes de cargar las muestras se realizé una pre-electroforesis a
4°C y a 100 V hasta que la intensidad de corriente alcanzé un valor
constante (tipicamente 4 mA, alcanzados en 1-2 horas). La aplicacion de las

muestras se realizé con una jeringa Hamilton de 50 uL a la vez que se
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aplicaba una diferencia de potencial de 300 V para minimizar el tiempo de
entrada en el gel y de esta manera evitar al maximo la disociacion de los
complejos DNA-proteina. La electroforesis prosiguié a 100 V hasta que el
colorante xilen-cianol alcanzé las 3/4 partes del gel. Sélo se utilizaron
colorantes como referencia (azul de bromofenol y xilen-cianol) en un carril,
en el que no habia muestra, para evitar que pudieran interferir con los

complejos DNA-proteina (Carey, 1991).

Transferencia

El DNA se electrotransfiri6 durante 30 minutos y con una intensidad
de 400 mA a una membrana de nylon cargada positivamente (Boehringer
Mannheim) y preequilibrada en TBE al 0,25X, que fue el tampdn de
transferencia utilizado. Posteriormente la membrana se equilibré en 10X
SSC y el DNA se unié covalentemente al nylon mediante luz UV (1200

mJdicm?).

Revelado

La membrana se equilibré brevemente en tampdn de lavado (0.1 M
acido maleico, 0,15 M NaCl, Tween® 20 0,3%, pH 7,5) y se incubé durante
30 minutos en 100 mL de solucién de bloqueo, consistente en un reactivo de
bloqueo comercial (Boehringer Mannheim) al 1% en 0.1 M &cido maleico,
0,15 M NaCl, pH 7,5. Esta misma solucion se utilizéd para diluir 1:10000 el
anticuerpo anti-digoxigenina acoplado a fosfatasa alcalina (Boehringer
Mannheim). La membrana se incub6 con 20 mL de la solucién diluida de
anticuerpo durante 30 minutos. El exceso de anticuerpo se retird lavando 2
veces 15 minutos cada vez con tampén de lavado. La membrana se
equilibré en 0,1 M Tris-HCI, 0,1 M NaCl, 50 mM MgClz, pH 9,5 durante 5
minutos y se incubd en 10 mL de solucién de revelado (el sustrato
quimioluminiscente de fosfatasa alcalina utilizado fue CSPD® 0,1 mg/mL,
Boehringer Mannheim) durante otros 5 minutos. Tras eliminar el exceso de

liquido se sell6 la membrana en una bolsa de hibridacion y se incubd
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durante 15 minutos mas a 37°C. La exposicion se realizé durante 2 horas a

una pelicula de rayos X (Fuji RX).



Capitulo IV
Resultados
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Expresion de la isoforma B2 en lineas celulares en cultivo

La expresion de la subunidad B2 de Na',K'-ATPasa en las lineas
celulares NRK, B35, B50, B82 y B103 fue estudiada mediante northern blot,
western blot e inmunocitoquimica. En la figura 19A se observa que en las
lineas B35 y B82 existe mRNA de B2, pero en muy bajo nivel comparado
con el del cerebro de rata adulta. En las lineas NRK, B50 y B103 no se
detecta el mMRNA de B2. La misma membrana recuperada e hibridada con
una sonda complementaria a la B-actina da una idea de las cantidades
relativas de RNA en cada carril (figura 19B). Se puede ver de esta manera
que la diferencia entre cerebro de rata adulta y las dos lineas celulares en
las que se detecta mRNA de B2 es adn mayor, ya que los carriles
correspondientes a las lineas celulares contienen mas RNA total que el del

cerebro de rata.

A B

CR NRK B35 B50¢ B82 B103 CR NRK B35 B50 B82 B103

Figura 19. Deteccion del mRNA de la subunidad B2 mediante Northern
blot en lineas celulares de rata. Aproximadamente 20 pgr de RNA total de
cerebro de rata adulta (CR) y de distintas lineas celulares se separaron en un
gel desnaturalizante de agarosa al 1% y se transfirieron a una membrana de
nylon segun se describe en la seccion Material y Métodos. Como referencia
de peso molecular se sefiala la migracion de los rRNAs 28S y 18S. A,
expresion de 2. B, la misma membrana rehibridada con una sonda
especifica para B-actina.

Con objeto de comprobar si niveles tan bajos de mRNA eran capaces
de producir proteina B2 detectable en la linea B82, se utilizé un antisuero
generado en nuestro laboratorio y ampliamente caracterizado, que reconoce

esta proteina de forma muy especifica, tanto en western blot como en
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inmunofluorescencia (Gonzalez-Martinez y cols, 1994; Peng y cols, 1997).
En los western blots se utiliz6 como control positivo microsomas de cerebelo
de rata adulta. Las muestras se duplicaron y una de ellas se sometié a una
deglicosilacién como un test adicional de especificidad. Como puede verse
en la figura 20A, el antisuero SpETB2 no fue capaz de reconocer ninguna
banda especifica en las muestras de las lineas celulares, incluso
sobreexponiendo la pelicula y analizando hasta 100 pgr de proteinas. Sin
embargo, el antisuero detectd perfectamente la proteina B2 en so6lo 10 pgr
de los controles positivos. Al sondar la misma membrana con el antisuero
SpETP1, si se detectd, aunque muy débilmente, la proteina 1 en su forma
deglicosilada (figura 20B). La forma glicosilada se detecta siempre con
menor eficacia debido al impedimento que representan las cadenas de
azlcares a la unién del anticuerpo. Sin embargo, la linea B82 posee altos
niveles de la subunidad B3 (figura 20C). Las masas moleculares aparentes
de las tres isoformas, tanto en su forma glicosilada como no glicosilada, son
coherentes con las descritas previamente en la literatura (Gonzalez-Martinez

y cols, 1994; Arystarkhova y Sweadner, 1997).

crR cr' Bs2 B8zt CR CR" B82 BS2” CR CR” B82™ BS2
70 KDa — 70 KDa

= 57KDa *=57 KDa

39,5 KDa

739,5 KDa

36 KDa — 36 KDa

Figura 20. Expresion de las isoformas de la subunidad  en microsomas
de la linea B82. 100 pgr de proteinas microsomales de B82 (B82’, proteinas
nativas; B82', deglicosiladas) y 10 pgr de proteinas microsomales de
cerebro de rata adulta (CR’, nativas; CR”, deglicosiladas) se separaron en un
gel de poliacrilamida al 10% y se transfirieron a una membrana de PVDF
(Material y Métodos). Se indica la migracion de cuatro marcadores de peso
molecular y su masa en KDa. La misma membrana se sondo
consecutivamente con tres anticuerpos distintos. Las cabezas de flecha
sefialan la forma glicosilada y la deglicosilada de las proteinas. A, deteccion
de la isoforma B2 con el antisuero SpETP2. B, deteccion de Bl con
SpETB1. C, deteccion de B3 con RNTf3.
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También se estudié la expresion de las isoformas B1y B2 de Na* K-
ATPasa en células NRK mediante western blot. Utilizando el mismo
procedimiento que en el caso de la linea B82 no fue posible detectar la
presencia de la subunidad B2 (figura 21A). La subunidad 31 estd presente
en muy bajo nivel (figura 21B), al limite de la sensibilidad de la técnica. La

expresién de la subunidad B3 no fue comprobada en esta linea celular.

A B

NRK NRE Ko NRK NRE cK cR

Figura 21. Expresion de las isoformas de la subunidad § en microsomas
de células NRK. 100 pgr de proteinas de microsomas de la linea NRK,
nativas (NRK) o deglicosiladas (NRK") se analizaron mediante western
blot segun se ha descrito anteriormente. Como control se incluyeron 10 pgr
de proteinas de microsomas de cerebro de rata adulta (CR’, nativas; CR’,
deglicosiladas). Se indica la migracion de los marcadores de peso
molecular, su masa en KDa y la posicion de la forma glicosilada y
deglicosilada de las proteinas. A, membrana sondada con el antisuero
SpETP2, especifico para detectar la subunidad $2. B, la misma membrana
sondada con SpETB1, especifico de la subunidad B1.

La expresion de la subunidad B2 en las células B82 se estudid
también con la ayuda de una técnica mas sensible como es la
inmunofluorescencia. Como puede observarse en la figura 22A, la
inmunotincion con el antisuero SpETB2 produjo una sefal positiva, aunque
débil, en las células B82. La distribucion subcelular de B2 es homogénea en
estas células, encontrandose tanto en el soma como en las prolongaciones
(figura 22A). En este experimento se incluy6é un control negativo en el que se

sustituyé el anticuerpo especifico por suero preinmune, teniendo como
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resultado una tincion inespecifica muy tenue (figura 22B) y claramente

inferior a la obtenida con el antisuero SpETp2.

Figura 22. Localizaciéon por inmunofluorescencia indirecta de la
subunidad B2 en la linea celular B82. A, inmunoreactividad para la
subunidad B2 tanto en el soma como en las prolongaciones de las células
B82. B, control con suero preinmune.

Hipersensibilidad a DNasa |

Para realizar un rastreo a baja resolucién de zonas hipersensibles a
DNasa | en la region 5' del gen de la subunidad B2 en rata se eligio la
enzima de restriccion Ava |, con diana en la secuencia CPyCGPuG. Esta
enzima tiene un unico punto de corte en la secuencia disponible del gen de
B2 de rata, concretamente en el primer intrdn (figura 23). La sonda utilizada
para el Southern blot (DHSP1) se muestra en la figura 23. Es un fragmento
de 236 pb cuyo extremo 3' coincide con la diana Ava |. La siguiente diana
Ava | hacia el extremo 5' se intenté determinar cortando DNA genémico
purificado de cerebelo de rata y analizandolo mediante Southern blot. Sin
embargo todos los intentos para obtener un fragmento de tamario discreto
en el Southern blot fracasaron. La actividad de Ava | se ve inhibida por la
presencia de un radical metilo en la posicién 5 de la citosina central de su
diana (pr5mCGPuG) (McClelland y cols, 1994). Debido a esto se empleé un
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isosquizémero de Ava | denominado Bso Bl y cuya actividad es insensible a
la metilacion. Bso Bl produce un fragmento de aproximadamente 12 Kpb,
segun se pudo determinar con los marcadores de peso molecular (DNA de
fago A cortado con Hind Ill o Bst Ell), de forma que la siguiente diana Ava | /

Bso Bl hacia 5' estd aproximadamente a - 8,7 Kpb respecto al inicio de

A\
t W t t
Aval/ (- 12Kpb) Nco | Hpa Il Aval/
Bso BI Bso BI
300 pb | T
€«> DHSP2 DHSP1

transcripcion.

Figura 23. Esquema de la regién 5' del gen de la subunidad B2 de
Na',K*-ATPasa en rata. El primer ex6n del gen se representa con una caja
y se indica el inicio de la zona codificante (ORF). También se indican las
dianas de enzimas de restriccion que sirven como referencia para las sondas
DHSP1 y DHSP2, utilizadas en los experimentos de hipersensibilidad a
nucleasas.

Como experimento control preliminar se digirié parcialmente DNA
genomico purificado de rata con cantidades crecientes de DNasa I. En la
figura 24A se pueden ver los resultados de la curva de digestién. Al cortar
este DNA con Bso Bl y analizarlo en un Southern blot con la sonda DHSP1
se comprueba que la DNasa | lo degrada rapidamente de forma
inespecifica, quedando un rastro a lo largo de todo el carril y sin que puedan

apreciarse bandas de un tamafo discreto.
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Figura 24. Hipersensibilidad a DNasa I de la zona 5' del gen de la
subunidad B2 en cerebelo de rata adulta. 20pgr de DNA tratado con
DNasa I se purifico, se cortd con Bso B, se separd en un gel de agarosa al
0,8% y se transfirid a una membrana de nylon. La sonda utilizada para el
analisis fue DHSP1. A, DNA genémico purificado tratado in vitro con
DNasa [ a 37°C (0, 0,1, 0,2, 0,4, 0,8 y 0,16 pgr/mL); en el primer carril,
control digerido con Bso BI y Bst EIl, que da lugar a un fragmento de 2168
pb. B, nucleos de cerebelo de rata adulta tratados durante 5 minutos a 37°C
con concentraciones cada vez mayores de DNasa I (0, 5, 10, 15, 20 y 40
pgr/mL). La flecha sefiala el fragmento generado por el corte Bso BI/Bso
BI. El corchete sefiala la banda que indica la presencia de una zona
hipersensible a DNasa L

El andlisis de los patrones de digestion de DNasa | en extractos
crudos de nucleos de cerebelo de rata adulta indica la existencia de una
sola zona hipersensible a la digestion con esta nucleasa en las 12 Kpb que
incluye el fragmento Bso Bl/Bso Bl. Esta zona tiene un tamafio aproximado
comprendido entre 1.2 y 0.7 Kpb, lo que la sitia entre -250 y +200 respecto
al inicio de transcripcion aproximadamente (figura 24B). Aparece un cierto
numero de bandas adicionales, pero no parecen especificas de la accién de
la DNasa |, ya que no incrementan su intensidad a lo largo de la curva de
digestion. Con objeto de comparar este patron con el existente en tejidos
que no expresen B2 se analizaron con el mismo procedimiento higado y
rifén de rata adulta. Las muestras de cerebelo y de higado se separaron en

el mismo gel de agarosa de manera que las bandas resultantes fueran
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comparables. La intensidad de la sefial que produce DNasa | es mayor en
cerebelo que en higado (figura 25A y 25B) para reacciones de digestion
similares, segun se comprueba en el analisis del DNA previo al corte con
Bso BI (figura 25C). Ademas, la banda que aparece en higado no es tan
ancha como la del cerebelo, indicando esto que la regidn hipersensible a
DNasa | es menor. En rifitdon también aparece un patron de hipersensibilidad

con caracteristicas similares a las del higado (datos no mostrados).

DNasa | DNasa |

Figura 25. Comparacién de los patrones de hipersensibilidad a DNasa I
en cerebelo e higado de rata adulta. Muestras de nucleos de cerebelo e
higado de rata tratados con DNasa I (0, 5, 10, 15 y 20 pgr/mL) se
procesaron en paralelo. 20 pugr de cada DNA cortados con Bso BI se
analizaron en el mismo Southern blot con la sonda DHSP1. A, cerebelo. B,
higado. C, gel de agarosal 0,8% teflido con bromuro de etidio que muestra
los patrones de digestion de cerebelo e higado con DNasa I antes de cortar
el DNA con Bso BI. Muestras en el mismo orden que en A y B. Carriles 5y
11, fago A cortado con Bst EIIL
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Para el analisis a mayor resolucion de la zona hipersensible a DNasa
| se emplean enzimas de restriccién que hagan que las bandas de interés
queden entre 1,5 y 0,5 Kpb y se separa el DNA en geles de agarosa mas
concentrados (1.5% en lugar del 0.8% inicial) (Wu, 1989). En este caso
concreto el subfragmento que aparece al cortar con Bso Bl tiene el tamafio
correcto, por lo que se procedié a la separacion de DNAs equivalentes a los
utilizados en el anterior apartado en geles de agarosa al 1.5%. Como
analisis independiente del mismo fragmento se utiliz6 una segunda diana de
restriccidn como referencia acompainada de una segunda sonda. La enzima
utilizada fue Nco |, que corta a -792, y la sonda (DHSP2) un fragmento de
DNA que incluye desde esa diana Nco | hasta la siguiente diana Hpa I,
situada justo antes del inicio de la zona hipersensible (-362, 430 pb) (figura
23). Como marcador de peso molecular se incluyd en cada carril una

escalera de 100 pb.

Los resultados del andlisis con la sonda DHSP1 (figura 26A) situan la
zona hipersensible a DNasa | en cerebelo entre -165 y +80 (la numeracion
se refiere siempre al inicio de transcripcion). Con la sonda DHSP2 (figura
28B) se obtiene una situaciéon para la zona hipersensible practicamente
idéntica (-170 hasta +70). En dos repeticiones de ambos experimentos las
diferencias en la estimaciéon de esta region no pasaron de 10 pb, coherente

con las diferencias obtenidas entre las sondas DHSP1 y DHSP2.

Es importante sefalar que la intensidad de la banda a lo largo de la
zona hipersensible en cerebelo no es homogénea; se aprecia una zona
interna resistente a nucleasas, que da lugar a dos bandas separadas

aunque no bien resueltas por la electroforesis (figura 26A).

En higado, al igual que ocurria en el analisis a baja resolucion, la
zona definida por su hipersensibilidad a DNasa | es menor que en cerebelo.
Con la sonda DHSP1 esta region se detecta entre -70 y +35 (figura 26A).
Los resultados con DHSP2 son similares: -90 hasta +20 (figura 26B). Estas

diferencias y las encontradas en dos repeticiones de ambos experimentos
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son similares a las determinadas en el caso del cerebelo y sitian el rango
de error de este mapa en V 10-20 pb. En higado no se detecta la zona

interna resistente a DNasa | que se puede observar en cerebelo.

En el experimento de hipersensibildad a DNasa | detectada con la
sonda DHSP1 se utilizé una referencia adicional (figura 26A, carril 4),
consistente en el producto de la reaccién de digestion de DNA gendmico
purificado con Bso Bl + Nde |. Esta altima enzima, Nde |, tiene una diana de
corte en -120, o sea, dentro de la zona hipersensible y a unos 90 pb a 5' de
la caja TATA. Con este marcador adicional se cofirma el mapa obtenido

mediante la escalera de 100 pb.

H Cb H Cb

DNase | DNase | DNase | DNase |

.y =] — 1 _—]

Figura 26. Localizacion precisa de la region de hipersensibilidad a
DNasa I. Muestras de DNA tratadas y procesadas como en los
experimentos descritos en las figuras 24 y 25 se separaron en un gel de
agarosa al 1,5% y se transfirieron a una membrana de nylon. A, Southern
blot de higado (H) y cerebelo (Cb) de rata adulta con la sonda DHSP1. En el
carril 4, control consistente en la digestion de DNA gendémico con Bso Bl y
Nde I, que produce un fragmento de 1054 pb. Los corchetes sefialan los
limites de la region hipersensible. La cabeza de flecha sefiala la presencia de
una zona interna resistente a nucleasas en el caso del cerebelo. B, Southern
blot de los mismos tejidos con la sonda DHSP2.
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Hipersensibilidad a nucleasa S1

La nucleasa S1 fue la segunda sonda enzimatica utilizada para
localizar zonas hipersensibles a nucleasas en el promotor del gen de la
subunidad B2 de Na',K'-ATPasa. En cerebelo, la zona hipersensible a
DNasa | también es atacada preferentemente por la nucleasa S1 (figura
27A).

A S1

RHN2

Figura 27. Hipersensibilidad a nucleasa S1 en la region 5' del gen de la
subunidad 2. Nicleos de cerebelo e higado de rata adulta se trataron con
concentraciones crecientes de nucleasa S1 (0, 300, 600, 900, 1200 y 1500
u/mL) durante 15 minutos a 37°C. 20 pgr de los DNAs purificados se
cortaron con Bso BI y se analizaron mediante Southern blot con la sonda
DHSP1. A, DNA de cerebelo separado en un gel de agarosa al 0,8%. Con
corchetes se indican las dos regiones hipersensibles, denominadas RHN1 y
RHN2. B, DNA de cerebelo en un gel al 1,5%. La flecha indica una zona de
menor intensidad en la region hipersensible. C, higado de rata adulta; gel de
agarosa al 0,8%. D, DNA de higado en gel al 1,5%.
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Sin embargo aparece una nueva zona, no detectada por DNasa |, que
se localiza aproximadamente entre -7 y -7,5 Kpb respecto al inicio de
transcripcion. Su intensidad aumenta al mismo tiempo que la cantidad de
nucleasa S1 empleada, lo que indica que aparece debido a la accién de esta
enzima. Para distinguir las dos regiones hipersensibles a nucleasas
detectadas, se denominé RHN1 a la mas cercana al inicio de transcripcién y
que es detectada tanto por DNasa | como por nucleasa S1, y RHN2 a la

mas alejada, que sélo se detecta con nucleasa S1 (figura 27A).

Se realiz6 un analisis a mayor resolucion de la zona RHN1 generada
por nucleasa S1 para comprobar si su localizacion es idéntica a o no a la
detectada por DNasa | en cerebelo. Los resultados, mostrados en la figura
29B, indican que esta regién esta situada entre -265 y + 35 respecto al inicio
de transcripcion. Al igual que en en el caso de la digestion con DNasa |, la

banda tiene en realidad una zona central de menor intensidad.

En higado aparecen ambas zonas. RHN2 es similar al cerebelo, tanto
por el ancho de la banda como por su intensidad (figura 27C). RHN2, al
igual que en el caso de la DNasa |, tiene menor intensidad que en cerebelo
(figura 27C) y no se observa la zona interna de resistencia a nucleasas. Sin
embargo la localizacion de RHN1 es algo distinta a la generada por DNasa |
en el mismo tejido, ya que se situa desde -165 a -65 respecto al inicio de

transcripcion (figura 27D).

En la figura 28 se muestra un esquema resumiendo la situacion de
las zonas hipersensibles a DNasa | y a nucleasa S1 detectadas en este

estudio.
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Figura 28. Representacion esquematica de las zonas de hipersensibilidad
a nucleasas. Los corchetes en negro indican las zonas hipersensibles a
DNasa I en cerebelo (Cb) e higado (H). Los corchetes azules indican las
regiones de hipersensibilidad a nucleasa S1. La regién RHN2 no esta
representada a escala.

Sensibilidad a nucleasa micrococal

La nucleasa micrococal corta de forma preferencial en los segmentos
espaciadores entre nucleosomas del DNA empaquetado en forma de
cromatina (Dingwall, 1981). Al digerir con esta enzima el DNA de nucleos
aislados y separar los fragmentos mediante electroforesis en un gel de
agarosa se observa un patron en escalera de fragmentos discretos cuyo
tamano difiere en aproximadamente 200 pb (variable segun la especie y el
tejido estudiados), longitud del DNA protegido por un nucleosoma. Sin
embargo no todas las regiones del DNA estan empaquetadas en
nucleosomas e incluso si estos estan presentes pueden no tener distribucion
regular (Thoma, 1992). Las propiedades de corte de la nucleasa micrococal
se utilizaron para estudiar la presencia y distribucidon de los nucleosomas en

distintas regiones del gen de la subunidad B2 de Na',K*-ATPasa.

Cuando se analizaron los fragmentos resultantes de la digestion de
ndcleos de cerebelo e higado de rata en un gel de agarosa se obtuvo, como
era de esperar, en un patron en escalera, caracteristico del corte de la

nucleasa micrococal (figura 29).
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MNasa MNasa

Figura 29. Patrén de corte de nucleasa micrococal en cerebelo ¢ higado
de rata adulta. Nucleos de cerebelo e higado de rata adulta se trataron con
concentraciones crecientes de nucleasa micrococal (MNasa; 0, 450, 600,
750 y 900 w/mL) durante 7 minutos a 37°C. 20 pgr de DNA purificado se
separaron en un gel de agarosa al 1,5%. A, cerebelo. B, higado.

Estos mismos geles fueron transferidos a una membrana de nylon
con objeto de determinar la distribucion de nucleosomas en distintas
regiones del gen de la subunidad B2 de Na*,K*-ATPasa mediante Southern
blot con el uso de sondas especificas. En primer lugar se realizdé una
hibridacion con la sonda cDNAB2 (Material y Métodos), que incluye toda la
region codificante de este gen. Los resultados (figura 30) indican una
distribucion de nucleosomas a lo largo de la region codificante del gen de la
subunidad B2 similar a la observada cuando se analiza DNA total (figura 29),
tanto en cerebelo como en higado, aunque el DNA de cerebelo presenta
una sefial mas débil si se compara con los patrones obsevados en el DNA
total (figura 29).
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MNasa

I _A

MNasa

Figura 30. Patrén de digestion de nucleasa micrococal a lo largo de la
regién codificante del gen de la subunidad B2 de Na',K'-ATPasa.
Southern blot con la sonda cDNAP2. A, cerebelo. B, higado.

Utilizando la misma membrana se procedié a estudiar la disposicion
de los nucleosomas en la regidon caracterizada previamente como
hipersensible a DNasa | y en una zona adyacentes en direccion 5' mediante
el uso de sondas adecuadas. La primera de ellas, denominada 1F2R, fue
amplificada con los oligonucleétidos del mismo nombre (apendice 1) y
abarca desde -300 hasta -29 respecto al inicio de transcripcién, solapando
por lo tanto con la region sensible a DNasa |. La segunda sonda utilizada fue
DHSP2, descrita en el apartado anterior y que se sitia entre los nucleotidos
-792 y -362 respecto al inicio de transcripcion, situandose asi en posicion 5'
a la zona hipersensible a DNasa I. Los resultados (figura 31) muestran un
patron diferencial en higado y en cerebelo. El higado sigue conservando una
distribucién regular de nucleosomas en las dos regiones estudiadas (figura
31B y 31D), al igual que en la zona codificante del gen (figura 30) y en el
DNA total (figura 29), pero hay fragmentos de mayor intensidad que otros,
cosa que no ocurria al sondar con cDNAB2 (figura 30). Por el contrario el

cerebelo presenta una sefial muy débil y una distribucion irregular de los
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nucleosomas con ambas sondas (figura 31A y 31C). Sin embargo si se
observan los fragmentos de mayor peso molecular se puede ver una
diferencia entre las dos regiones estudiadas en cerebelo. Con la sonda
1F2R aparece una escalera de fragmentos de alto peso molecular (figura
31A), que indican la presencia de nucleosomas en zonas alejadas de la
sonda (ya que ésta no hibrida con fragmentos menores). En el caso de

DHSP2 estos fragmentos apenas se detectan (figura 31C).

Figura 31. Patrones de digestion de nucleasa micrococal en la region
hipersensible a DNasa I y en la regiones adyacente en direccién 5'.
Southern blot con las sondas 1F2R (A, B) y DHSP2 (C, D). A, C, DNA
obtenido de cerebelo de rata adulta. B, D, DNA de higado de rata adulta.

En numerosos promotores y secuencias reguladoras de la
transcripcion se ha visto que los nucleosomas se sitlan sobre una
secuencia de DNA determinada (Thoma, 1992; Beato y Eisfeld, 1997). La

presencia de un patron de nucleosomas altamente irregular en cerebelo
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sugirié estudiar su posicidon respecto a la secuencia de DNA mediante la
técnica de marcaje indirecto (Wu, 1980; Thoma, 1996), que es la misma que
se utilizé en los experimentos de hipersensibilidad a nucleasas para localizar
las zonas degradadas preferencialmente. Los nucleos aislados de cerebelo
se trataron con nucleasa micrococal de la misma manera que en el
experimento anterior. Una vez purificado el DNA se corté con las enzimas de
restriccion Bso Bl y Nco | (puntos de corte a +946 y -792 respectivamente;
figura 23) y los fragmentos resultantes se separaron en una electroforesis en
gel de agarosa. Se utilizé6 la sonda DHSP1 (Material y Métodos) para el
analisis del DNA mediante Southern blot . Debido a que la nucleasa
micrococal presenta especificidad de secuencia en su actividad se utilizé un
control de DNA gendmico de rata digerido in vitro con esta enzima para
detectar puntos preferenciales de corte debidos a la secuencia. Los
fragmentos resultantes se analizaron de la misma forma que el DNA
obtenido de los nucleos de cerebelo tratados con nucleasa micrococal. Los

resultados de este analisis se muestran en la figura 32.
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Figura 32. Localizacién de los puntos de corte de nucleasa micrococal en
la regién comprendida entre -792 y +946 del gen de la subunidad B2.
Aproximadamente 20 pgr de DNA procedente de nicleos de cerebelo
tratados con nucleasa micrococal y DNA gendmico purificado digerido con
la misma enzima fueron cortados con Bso BI y Nco 1 y analizados mediante
Southern blot con la sonda DHSP1. A, DNA obtenido de ntcleos de
cerebelo tratados con nucleasa micrococal. B, DNA gendmico tratado in
vitro con nucleasa micrococal.
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La nucleasa micrococal corta el DNA in vifro con relativa
especificidad, lo que produce algunos fragmentos discretos (figura 32B).
Esta actividad no interfiere en la interpretacion de los datos ya los
fragmentos generados por esta enzima al digerir los nucleos de cerebelo
tienen una intensidad muy superior a los producidos en DNA gendmico
purificado (figura 32A), lo que indica una especificidad de corte mucho
mayor. Esta comparacion es posible ya que se analizaron cantidades de
DNA iguales en ambos casos, lo que puede comprobarse si se observa la

intensidad de los fragmento Bso Bl / Nco | generados.

Existen dos puntos hipersensibles a nucleasa micrococal en la region
analizada en los nucleos de cerebelo (indicados en la figura 32A con flechas
gruesas), y al menos tres puntos adicionales de menor intensidad (flechas
finas). Las zonas resistentes a la nucleasa entre estos puntos de corte
indican la posible presencia de nucleosomas en fase respecto a la
secuencia (ver Discusién). En cada uno de los carriles se mezclaron
pequefas cantidades de un patron de peso molecular consistente en una
escalera de 100 pb. La recuperacion de la membrana y la hibridacién con
una sonda complementaria al patron de pesos moleculares (datos no
mostrados) permitid calcular la longitud de los fragmentos generados por la
nucleasa micrococal. De esta manera se determiné un tamano de 1000 a
1100 pb aproximadamente para el fragmento de mayor intensidad y un
tamafo de entre 700 y 800 pb para el siguiente fragmento. Los tres
restantes, de intensidad menor, resultaron tener unos tamafos aproximados
en torno a 600, 500 y 350 pb. Como estos fragmentos se detectan con la
sonda DHSP1, cuyo extremo 3' coincide con la diana Bso BI, se puede
calcular la posicion de los sitios de corte preferencial de nucleasa micrococal
sobre la secuencia de DNA. De esta manera, el fragmento principal se situa
en torno a -170 pb respecto al inicio de transcripcion, en una zona
coincidente con el extremo de la regidn hipersensible a DNasa |. El segundo
fragmento en intensidad se sitla inmediatamente a 5' del inicio de

transcripcion y los tres restantes en el interior de la zona transcrita.
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Patrones de metilacion

La ausencia de corte de la enzima Ava | en los experimentos de
hipersensibilidad a nucleasas y el funcionamiento normal de su
isosquizémero insensible a la metilacion Bso Bl, sumado a la importancia
que tiene esta modificacién en la estructura de la cromatina, llevo a
considerar el estudio de los patrones de metilacion de la region §' del gen de
la subunidad B2 de Na*,K'-ATPasa de rata.

En primer lugar se realizé un analisis del contenido en el dinucledtido
CpG en la region 5' de la subunidad B2 en rata por medio del programa CpG
(ver Material y Métodos). Como se expuso en el apartado Infroduccién, el
90% de la base modificada 5mC se encuentra formando parte de este
dinucledtido. El resultado indica la presencia de una region candidata a
islote CpG de 1 Kpb de longitud que comienza en el nucleotido - 12 y que se
prolonga hasta el + 1039 (numeracién respecto al inicio de transcripcion).
Entre los nucledtidos - 2308 (hasta donde llega la secuencia disponible) y -
12 el programa detecta algunas zonas positivas, pero ninguna de ellas
sobrepasa los 50 nucleétidos de largo. En general los islotes CpG descritos
son iguales o mayores a 1 Kpb, por lo que secuencias tan cortas no se

consideran como tales (Bird, 1986).

Como elemento de comparacion se analizaron las regiones 5' de los
genes de la subunidad B2 en ratén y humanos. También se incluyeron como
controles el gen de la subunidad a1 de Na‘,K'-ATPasa, que es un gen
constitutivo y por tanto debe poseer un islote CpG en su region 5', y el gen
del fibrinbgeno de rata, cuya region 5' se encuentra libre de islotes CpG
(Bird, 1986). En todos los casos se tom6 como referencia el inicio de la
region codificante (nucledtido ATG) y se eligieron 1300 pb hacia 5' (este
numero es el maximo que se puede escoger, ya que no se conoce la
secuencia mas hacia 5' en el caso del gen de la subunidad B2 en humanos).
Como se representa esquematicamente en la figura 29, el programa CpG

detectdé candidatos a islotes CpG en posiciones conservadas entre los
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genes de la subunidad B2 de rata, ratén y humanos. Como era previsible,
también se detecta un islote CpG en la region 5' de la subunidad o1,
mientras que la del gen del fibrinégeno tiene niveles normales de este

dinucledtido.

mRNA
0] RATA (X53233)

ATG
FBR RATA (X86561)
ATG
mRNA
B2 RATA (D90048)
ATG
p2 HUMANO (AF007876)
ATG
B2 RATON (X56007)
ATG
100 pb
<«

Figura 29. Localizacién de islotes CpG en la regién 5' de los genes de la
subunidad B2 en rata, ratén y humanos y comparacion con los genes de
la subunidad ol y del fibrindgeno de rata. Entre paréntesis, niimero de
acceso a la secuencia en GenBank. Se eligieron secuencias de igual longitud
(1300 pb) inmediatamente a 5' del inicio de la secuencia codificante
(sefialado como ATG). Las cajas indican la presencia de un islote CpG. El
inicio de transcripcion se indica con una flecha curva y con mRNA. En el
caso del gen del fibrindgeno no se sefiala inicio de transcripcion, ya que es
variable. FBR = fibrindgeno.

Para que las secuencias con las caracteristicas propias de un islote

CpG puedan ser consideradas como tales es necesario ademas que se



102 Regulacién de la transcripcién del gen de la subunidad B2 de Na'",K'-ATPasa

encuentren constitutivamente libres de metilacion, al menos en células
germinales (Bird, 1986). En las células somaticas el patron puede variary en
muchas ocasiones se correlaciona con la actividad del gen. Por tanto, se
procedié al analisis de los patrones de metilacion del gen de la subunidad 2
de Na'K'-ATPasa de rata en distintos tejidos y etapas del desarrollo.
Concretamente se eligié cerebelo, higado y rifion de rata adulta y los
mismos tejidos de individuos con dos dias de edad (P2). Como se ha
expuesto anteriormente el cerebelo expresa siempre altos niveles del mMRNA
de la subunidad B2, mientras que en el rifidn decrece a los pocos dias del
nacimiento y en el higado desaparece por completo (Martin-Vasallo y cols,
1989).

El procedimiento escogido fue un analisis a baja resolucion mediante
el uso de isosquizomeros de enzimas de restriccion que incluyen en su
diana el dinucledtido CpG y que difieren en su sensibilidad a la metilacion.
La pareja utilizada fue Hpa 1l / Msp |, con diana en la secuencia CCGG. La
enzima Msp | es capaz de cortar la secuencia C"CGG, mientras que Hpa Il
ve inhibida su actividad por la presencia del grupo metilo. Las dianas de

estas dos enzimas en el gen de la subunidad 2 se muestran en la figura 31.

En un experimento preliminar se determiné que los unicos fragmentos
detectados en un Southern blot son los comprendidos entre el nucleétido -
2207 y el -374 (1833 pb) y entre el -374 y el +446 (820 pb). El resto de los
fragmentos generados son demasiado pequefios, incluidos los producidos
por cortes hacia 5'y 3' de la secuencia conocida, de donde se deduce que
las siguientes dianas Hpa Il / Msp | deben estar muy cerca en el genoma.
Para comparar la efectividad de corte de Msp | y de Hpa 1l se utilizaron
cantidades iguales de DNA (20 ugr) procedente de la misma muestra en
ambas reacciones. Como control de la actividad de las enzimas de
restriccion utilizadas se llevaron a cabo reacciones adicionales incluyendo,
ademas del DNA genomico, aproximadamente 10 ngr del plasmido pPRp2,

que al estar propagado en E. coli esta libre de la presencia de 5mC. Este
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plasmido produce fragmentos de igual tamafio que el DNA gendmico al ser
cortado con Hpa Il / Msp | si se detecta el Southern blot con la misma sonda.
De esta manera se pudo comprobar que ambas enzimas eran igualmente

activas en la mezcla de reaccioén (datos no mostrados).

El resultado del Southern blot (figura 30) muestra cémo las dianas
situadas a -374 y +446 estan libres de metilacion en todos los casos
estudiados, ya que tanto Msp | como Hpa Il son capaces de cortar con la
misma efectividad, liberando el fragmento del tamafo correspondiente (833
pb). La Unica excepcidn lo constituyen las células NRK, que deben tener un
alto grado de metilaciéon en alguna o ambas dianas (figura 30), de manera

que Msp | corta con una efectividad muy superior a la de Hpa |l.

Por el contrario, la diana situada en -2207 respecto al inicio de
transcripcion si estd metilada en todos los tejidos y lineas celulares
estudiados. Msp | corta normalmente y produce un fragmento de 1833 pb,
pero Hpa Il presenta mucha menor actividad (figura 30). El fragmento que
aparece tiene un tamafo en torno a 6 Kpb, salvo en la linea NRK, déonde
alcanza unas 8 Kpb. Por tanto, la zona metilada abarca aproximadamente
6,3 Kpb (8 en NRK) hacia 5' del inicio de transcripcién del gen de la
subunidad B2 de rata, hasta que se encuentra otra diana Hpa Il / Msp | libre
de metilacion. Este experimento se repitid dos veces con resultados iguales

en ambos casos.
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_Cb Ad CbP? L Ad L P2 RAd RP2 NRK_ _B82
M HMHMH MHMHMH

~ 6 Kpb >

1833 P
820 P

Figura 30. Resultados del analisis de los patrones de metilacién de la
region 5' del gen de la subunidad B2 en tejidos de rata. 20 pgr de DNA
genémico purificado de los distintos tejidos indicados se cortaron con Msp I
o con Hpa II, los fragmentos resultantes se separaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% y se analizaron mediante Southern
blot Abreviaturas: Cb, cerebelo; L, higado; R, rifién; Ad, adulto; P2, dos
dias de edad; M, Msp I; H, Hpa IL.

En la figura 31 se esquematiza la situacion de las dianas de

restriccion estudiadas y su metilacion.

M/H M/H

"W

340 pb

Figura 31. Esquema de la regién 5' del gen de la subunidad B2 con los
patrones de metilacién encontrades en los distintos tejidos y lineas
celulares analizados. Se muestra la posicion del islote CpG (caja), el inicio
de transcripcién (flecha curva) y la posicion de las dianas Msp 1/ Hpa II
(M/H). La presencia de metilacion en todos los tejidos y lineas celulares en
la diana -2207 se indica con un circulo azul.
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La intensa senal de fondo apreciable en el Southern blot del
experimento descrito (figura 30) se debe probablemente a la presencia de
zonas repetitivas en el promotor del gen de la subunidad B2 de rata, que al
ser utilizado como sonda hibrida parcialmente con muchas otras zonas del
genoma que contienen estas mismas secuencias. La presencia de
secuencias repetitivas en el DNA estudiado se comprobé mediante el uso
del programa Repeat Masker2 (Material y Métodos). Los resultados se
presentan de forma esquematica en la figura 32. Se detectan siete zonas
repetitivas, tres de ellas de la familia SINE (Short Interspersed Elements)
tres de la familia LTR () y una de la familia scRNA (small citoplasmic RNA)
(para una revision reciente sobre estas secuencias, ver Smit, 1996). Ademas
se estudio la presencia de este tipo de secuencias en la region 5' del gen de

la subunidad B2 en ratén (figura 32).

B2 RATA

B2 RATON

220 pb

Figura 32. Situacion de las regiones repetitivas en la zona 5' del gen de
la subunidad B2 de Na",K'-ATPasa en rata. Se representa la caja TATA
(caja color negro, no a escala). En naranja, secuencias repetitivas de la
familia SINE. En azul, secuencias tipo LTR. En verde, tipo scRNA.
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Resistencia a la exonucleasa Bal 31

La presencia de factores unidos fuertemente al DNA impide su
degradacién mediante exonucleasas, pero la presencia de histonas no
representa una barrera para la actividad de estas enzimas (Wu, 1984). Para
comprobar si las regiones hipersensibles a nucleasas contienen factores
unidos al DNA se procedié a caracterizar la resistencia de estas zonas a la
accion de la exonucleasa Bal 31 (Gross y Garrard, 1988; Kumani y cols,
1996) mediante la técnica de marcaje indirecto, la misma utilizada en los
experimentos de hipersensibilidad a nucleasas. Para que las exonucleasas
puedan ejercer su accion es necesario digerir parcialmente el DNA en los
nucleos aislados, empleando para ello enzimas de restriccién o, de forma
alternativa, endonucleasas como DNasa | o nucleasa micrococal (Wu,
1989). Estos experimentos presentaron numerosos problemas técnicos que
s6lo hicieron posible el analisis en nucleos de cerebelo y Unicamente
mediante la accién previa de DNasa |. La utilizacion de esta enzima tiene el
inconveniente de producir una poblacion de fragmentos igual a la que tiene
que aparecer si existe resistencia a Bal 31. Sin embargo se puede distinguir
esta resistencia si otras bandas en el Southern blot son degradadas y la
zona hipersensible se mantiene intacta. Los nucleos digeridos con bajas
concentraciones de DNasa | se trataron posteriormente con Bal 31, se
purificd el DNA y tras cortar con la enzima Bso Bl se analizaron los
fragmentos generados mediante Southern blot con la sonda DHSP1. Los
resultados de este experimento (figura 36) muestran como la adicion de
cantidades crecientes de Bal 31 degrada de manera progresiva el fragmento
Bso Bl / Bso BI, pero no el equivalente al generado por DNasa |. De esto se
deduce que en esta region se encuentran factores proteicos fuertemente
unidos al DNA, sin que se detecten zonas similares en ningun otro punto de
las 12 Kpb analizadas. Es importante sefialar que el inicio de la zona
resistente a Bal 31 en su extremo 5' no coincide exactamente con el de la

region hipersensible a DNasa |, sino que se sita mas cerca del inicio de
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transcripcion (figura 36). En tres experimentos independientes se obtuvieron

los mismos resultados de forma altamente reproducible.

1 23 45

Figura 36. Resistencia a Bal 31 en la regién 5'del gen de la subunidad 2
de Na* K'-ATPasa. Como controles se muestran los DNAs purificados de
ntcleos control sin tratamiento (carril 1), tratados sélo con Bal 31 (carril 4)
o0 sélo con DNasa I (carril 5). Los nicleos tratados consecutivamente con
DNasa Iy con Bal 31 se muestran en los carriles 2 (5 w/mL Bal 31) y 3 (7,5
wmL). El tratamiento con DNasa I fue de 10 pgr/mL (Material y Métodos).
Se sefiala el fragmento Bso BI / Bso BI (flecha) y la zona hipersensible a
DNasa I y de resistencia a Bal 31 (corchete).

Experimentos de retardo en gel

En la figura 18 (Material y Métodos) se muestra la disposicion de las
tres sondas utilizadas en los experimentos de retardo en gel. Estas sondas
tienen una longitud aproximada de 150 pb y solapan entre si unas 30 pb. En
los tres casos el experimento consisti6 en la adicion de cantidades
progresivamente mayores de factores nucleares obtenidos de cerebelo e
higado de rata adulta. Una de las reacciones con concentraciones
intermedias de factores nucleares se duplico y se afnadiéo un exceso de

aproximadamente 125 moles de sonda sin marcar como control de la
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especificidad de los retardos. Otra reaccién se realizé en ausencia de
factores nucleares, que fueron sustituidos por el tampén en el que se
almacenan (Material y Métodos). Cada uno de los retardos se repitié un

minimo de tres veces, con resultados reproducibles en todos los casos.

En la figura 37 se muestran los resultados obtenidos con la sonda
nimero 1, que se situa entre -300 y -156 respecto al inicio de transcripcion,
solapando parcialmente en su extremo 3' con las zonas hipersensibles a

DNasa | y nucleasa S1.

Figura 37. Experimento de retardo en gel con la sonda niimero 1. La
situacién de la sonda libre se sefiala con una linea. Los retardos provocados
por los factores nucleares de cerebelo de rata adulta (carriles 3, 4, 5 y 6;
1.75, 3.5, 7 y l4ugr de factores respectivametne) se sefialan con flechas.
Carril 7: competicion con sonda no marcada (7 pgr de factores de cerebelo).
Carriles 8, 9 y 10, retardo con factores nucleares de higado (1.75, 3.5y 7
gr) (sefialados con un corchete).

Los factores nucleares de cerebelo provocan dos bandas especificas
de retardo, ademas de algunas de mayor tamafio y aspecto mas difuso. Por
su parte, los factores de higado dan como resultado un patron diferente
compuesto por varias bandas seguidas que no se resuelven totalmente. La

competicion con sonda no marcada (carril 7, figura 37) anula la formacion de
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retardos. La sonda sin factores de transcripcion anadidos (carril 1, figura 37)

migra como una sola banda sin que se produzca ningun retardo.

En la figura 38 se muestra el experimento de retardo en gel utilizando
la sonda numero 2 (-178 a -29 respecto al inicio de transcripcion). De nuevo
aparecen dos bandas de retardo, pero en este caso son evidentes tanto al
utilizar factores nucleares de higado como de cerebelo. La competicién con
sonda fria provoca una disminucién de la intensidad de las bandas formadas
por los complejos DNA-proteina, sin llegar a anularlos por completo. Existe
una banda adicional muy cercana al pocillo. Debido a su gran tamafio y a su
intensidad, se debe probablemente a la formacion de complejos

inespecificos entre la sonda y los factores nucleares.

1 2 3 4567 8 910 11

Figura 38. Experimento de retardo en gel con la sonda nimero 2. Carril
1, sonda sin factores nucleares. Carriles del 2 al 5, retardos provocados por
cantidades progresivamente mayores de factores nucleares de cerebelo
(1.175, 3.5, 7 y 14 pgr). Carril 6, competicion de la unién de factores de
cerebelo (7ugr) con sonda numero 2 sin marcar. Carriles del 7 al 10,
retardos con factores de higado (igual cantidad que en cerebelo). Carril 11,
competicion de sonda sin marcar con factores de higado (7 ugr). Los
retardos especificos se indican con flechas.
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El ultimo fragmento analizado fue la sonda ndmero 3 (-63 a + 90
respecto al inicio de transcripcion). En la figura 39 se muestra como con
factores de cerebelo aparecen de nuevo dos bandas principales de retardo.
Los factores de higado también provocan dos bandas de retardo, aunque
cuantitativamente presentan diferencias con las obtenidas con factores de
cerebelo. De nuevo la sonda no marcada compite parcialmente con la
formacion de estos complejos. Este hecho podria deberse al orden de
adicién de los componentes de la reaccion, ya que se ha demostrado que
este factor puede influir en la especificidad de las uniones DNA-proteina

(Demczuk y cols, 1991).

123 456 7 8 910 11

Figura 39. Experimento de retardo en gel con la sonda namero 3. Carril
1, sonda sin factores nucleares. Carriles del 2 al 5, con factores nucleares de
cerebelo (1.75, 3.5, 7 y 14 pgr). Carril 6, competicion de la unién de
factores de cerebelo (7 pgr) con sonda niimero 2 sin marcar. Carriles del 7
al 10, retardos con factores de higado (1.75, 3.5, 7 y 14 pgr). Carril 11,
competiciéon de sonda sin marcar con factores de higado (7 pgr). Los
retardos especificos se indican con flechas.
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Experimentos de Southwestern blot

El Southwester blot se utilizd como técnica complementaria a los
retardos en gel para la deteccion de factores proteicos especificos que
interaccionen con la region definida por su hipersensibilidad a nucleasas en
el gen de la subunidad B2 de Na®,K*-ATPasa. En un mismo gel
desnaturalizante de poliacrilamida se separaron cantidades equivalentes de
factores nucleares obtenidos de cerebelo e higado de rata adulta. Una de
las porciones del gel se cortd para su tincion con azul de Coomasie con
objeto de confirmar que las cantidades de proteina utilizadas en el

experimento eran comparables, como de hecho resulté (figura 40A).

El resto de factores nucleares se transfiri6 a una membrana de
nitrocelulosa y se renaturalizé in situ (Material y Métodos). La membrana se
dividio en cuatro fragmentos, cada uno de ellos con un carril de factores
nucleares de cerebelo y otro de higado, y se hibridé con las mismas tres
sondas utilizadas en los experimentos de retardo en gel y con la sonda f3-
actina, correspondiente a un fragmento de la zona codificante de este gen

(Material y Métodos), como control (figura 40).

Al analizar los resultados se desecharon las bandas que aparecen en
la hibridacién con dos o mas sondas y que por tanto se interpretan como
inespecificas. Entre las bandas especificas las de mayor interés son las que
estan presentes sélo en los factores de un tejido, ya que podria representar
proteinas importantes en la regulacion del gen de la subunidad 2. Este tipo
de bandas aparece con mayor frecuencia en la sonda numero 1 (figura
40C), mientras que en la sonda 2 no existe ninguna proteina de union
especifica de tejido (figura 40D). Finalmente, en la sonda nimero tres se
detectan al menos tres bandas diferenciales (figura 40E). En general son
mas abundantes las proteinas especificas en higado que en cerebelo, tejido
que sélo presenta una banda diferencial en la unién con la sonda nimero 1.
Oftras proteinas que se han tenido en cuenta son las que producen una

sefial cuantitativamente diferente entre los dos tejidos estudiados. La
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hibridacion con la sonda de B-actina muestra algunas bandas especificas,
pero en menor medida que las sondas correspondientes al gen de la

subunidad B2.

Figura 40. Southwestern blot con sondas de la regién S' del gen de la
subnidad P2 de Na',K'-ATPasa. A, tincion de las proteinas con azul de
Coomasie. B, hibridacion con la sonda B-actina.C, hibridacién con la sonda
ntmero 1. D, hibridacién con la sonda nimero 2. E, hibridacién con la
sonda nimero 3. Los asteriscos indican bandas especificas de tejido. Las
cabezas de flecha marcan bandas con diferencias cuantitativas entre tejidos.
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Del modelo utilizado

Como ya se expuso en la Infroduccion, el gen de la subunidad B2 de
Na* K'-ATPasa ha sido caracterizado en distintos animales, incluyendo el
raton, la rata y los humanos. La rata presenta diversas ventajas que han
hecho que haya sido elegida en este trabajo como modelo de estudio de la
expresion del gen de la isoforma B2. En primer lugar es el organismo donde
mejor se han caracterizado los patrones de expresion de esta proteina,
especialmente en SNC y concretamente en cerebelo (Peng y cols, 1997, y
referencias incluidas). Es ademas el unico modelo dénde se han efectuado
trabajos previos sobre la regulacion del gen objeto de este estudio
(Kawakami y cols, 1992, 1993). También presenta la ventaja de que las
Unicas lineas celulares descritas que expresan el gen de interés provienen
de SNC de rata (Martin-Vasallo y cols, 1989). Sin embargo hay que sefialar
que seria deseable ampliar los estudios sobre el gen de la subunidad B2 de
Na* K'-ATPasa al ratén, ya que este animal proporciona la oportunidad de
analizar in vivo las regiones reguladoras de la transcripcion mediante la
generacion de cepas transgénicas. Esta aproximacion permite analizar en
multiples tejidos y en condiciones fisiolégicas la influencia de secuencias

determinadas sobre la expresion de un gen (MacDonald y Swift, 1998).

Las lineas celulares positivas para la expresion de la subunidad B2,
como B35 y B82, resultaron tener unos niveles muy bajos tanto del mRNA
como de la proteina B2, no comparables a los presentes en los tejidos que
expresan la proteina en condiciones fisiologicas. Por ello se prefirié utilizar
como modelo de estudio tejidos de rata adulta, concretamente el cerebelo y
el higado, como positivo y negativo respectivamente para la expresion de la
subunidad B2 de Na’,K*-ATPasa.
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Del planteamiento experimental y de la metodologia

Al igual que la mayoria de los casos estudiados, la expresion de la
proteina B2 de Na',K'-ATPasa se correlaciona estrechamente con los
niveles de transcripcion del gen que la codifica. La expresion de altos niveles
del mRNA de la subunidad B2 parece ser el paso limitante para la sintesis de
esta proteina, por lo que este trabajo se ha centrado en la transcripcion del

gen de dicha subunidad.

La aplicacion de la mutagénesis in vitro al estudio de la regulacion de
la transcripcién del gen de la subunidad B2 de Na* K'-ATPasa ha
proporcionado resultados poco esclarecedores (Kawakami y cols, 1992)
acerca de los elementos implicados en la expresién especifica de tejido de
esta proteina. Debido a esto se planteé una aproximacion diferente, que
incluyera elementos como la estructura de la cromatina, implicados en la
regulacién de la expresion génica en condiciones fisiologicas. La
caracterizacion de la estructura de la cromatina en la regién 5' del gen de la
subunidad B2 de Na*,K'-ATPasa se llevé a cabo mediante estudios de
hipersensibilidad a nucleasas con distintas especificidades de corte y la
determinacién de sus patrones de metilacion, tanto en tejidos que expresan
esta proteina como en otros que no lo hacen. La sensibilidad a nucleasas
permite establecer con precision qué regiones de una zona concreta del
DNA estan expuestas a la interaccion con factores relacionados con el
metabolismo del mismo, como por ejemplo reguladores de la transcripcion
(Gross y Garrard, 1988). La accién de la nucleasa micrococal presenta una
ventaja adicional, ya que con ella se logra determinar la presencia y posicion
de los nucleosomas en la region de interés. De esta manera, ademas de
determinar posibles diferencias en la estructura de la cromatina en distintas
situaciones fisiolégicas en las que se encuentre el gen, se puede componer
un mapa que acota las zonas de interés para la blisqueda de elementos
reguladores. La blsqueda de dichos elementos se abord6 mediante el uso

de varias técnicas alternativas y complementarias entre si, como son la
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resistencia a exonucleasas, que indica la presencia de factores fuertemente
unidos al DNA, los ensayos de retardo en gel y los experimentos de
Southwestern blotting. Estas dos Ultimas técnicas detectan la union in vitro
de proteinas al DNA y por tanto tienen que estar complementadas por otros

experimentos que indiquen la relevancia fisiologica de estas interacciones.

De la expresion de las isoformas de la subunidad 3

de Na*,K*-ATPasa en lineas celulares

Con anterioridad a este trabajo se habia descrito la presencia del
mRNA de la subunidad B2 de Na*,K’-ATPasa en las lineas celulares B35,
B50, B82 y B103 (Martin-Vasallo y cols, 1989), lo que las hacia ideales como
modelo para estudiar los mecanismos reguladores de la expresion de este
gen. Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo no concuerdan
con esos datos, ya que se encontraron niveles de expresion muy bajos o
nulos, aunque hay que resaltar que no se puede realizar una comparacion
directa, ya que en el trabajo original no se incluye una referencia de la
sensibilidad del método como la hibridacién con el mMRNA de B2 de cerebro
de rata o la detecciéon de actina. En el caso de la linea B82, la Unica
estudiada con mayor detalle, es posible detectar el mMRNA y su producto
proteico, pero siempre cerca del limite de sensibilidad de las técnicas
utilizadas. En cualquier caso la cantidad de mRNA de la subunidad 2 es
muy inferior a la del cerebro de rata. Sorprendentemente, esta linea celular
expresa altos niveles de la subunidad B3 de Na',K'-ATPasa, superiores a los
del tejido de donde proviene, donde esta isoforma tiene una expresion muy
baja (Arystarkhova y Sweadner, 1997). Por lo tanto las lineas celulares
estudiadas no conservan los patrones de expresion de las isoformas de la
subunidad B del tejido que las originé y no son adecuadas para el estudio de

la expresion del gen de la isoforma 2.
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La linea NRK, derivada de rifion de rata, no expresa la subunidad 32,
seglin se ha podido comprobar en este trabajo y con los datos obtenidos por
otros laboratorios (K.J. Sweadner, comunicacién personal). El rindn de rata
adulta tampoco expresa la proteina B2, aunque su mRNA se transcribe en
bajos niveles (Martin-Vasallo y cols, 1989; Avila y cols, 1998). Sin embargo,
estas células poseen un patrén de metilacion anormal, no detectado en
ninguno de los otros tejidos y células estudiados, ya que las citosinas
incluidas en el islote CpG presentan esta modificacién. La hipermetilacion
selectiva de genes en lineas celulares, acompafiada de una inhibicion en su
expresién, ha sido ampliamente descrita (Antequera y cols, 1990). Este
efecto se da en genes especificos de tejido que no parecen ser
imprescindibles para la célula en cultivo, ya que los genes constitutivos se
mantienen libres de metilacién y se expresan normalmente. Ademas parece
aumentar con el nimero de pases de cultivo a que se somete la linea celular
(Antequera y cols, 1990). Por tanto esta linea celular tampoco constituye un
buen modelo de expresion del gen de la subunidad B2, ya que la estructura
de su zona 5' esta sometida a modificaciones que no parecen ser propias del

tejido del que se deriva.

De la hipersensibilidad a DNasa | y nucleasa S1

Las aproximadamente 12 Kpb analizadas en direccion 5' del gen de la
subunidad B2 de Na*,K*-ATPasa de rata muestran un solo sitio hipersensible
a DNasa |, situado en torno al inicio de transcripcién tanto en tejidos que

expresan activamente el gen como en otros que no lo hacen.

Tipicamente las regiones hipersensibles en 1 Kpb inmediatamente
anterior al extremo 5' de un gen activo son las mas relevantes para la
regulacién de la expresion génica, coincidiendo con el promotor basal,
activadores y/o represores de la transcripcion (Gross y Garrard, 1988;
Kumari y cols, 1996; y referencias contenidas en estos articulos). Sin

embargo, existen ejemplos en los que zonas hipersensibles a mayor
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distancia del promotor basal tienen un importante papel en la regulacion,
como las encontradas en torno a -17 Kpb del inicio de transcripcion en el gen
del colageno o2(l) murino (Bou-Gharios y cols, 1996). En el caso de la
subunidad B2 no se puede descartar la presencia de regiones importantes

mas alla de -12 Kpb, limite del analisis realizado en este trabajo.

Por otra parte, el grado de sensibilidad a DNasa | y la amplitud de la
region detectada en torno al inicio de transcripcion del gen de la subunidad
B2 si son especificos de tejido. Ambos son mayores en cerebelo, tejido
donde se expresa la subunidad B2, que en higado o rifidn, donde se
encuentra casi totalmente inactivo. Una situacion similar se presenta en el
promotor del gen c-fos. Una region hipersensible de 50 pb situada justo a &'
del inicio de transcripcion en el gen inactivo se amplia tanto hacia 5' como
hacia 3', adentrdndose en la zona transcrita, hasta alcanzar una longitud de

200 pb cuando se induce su expresién (Herrera y cols, 1997).

Muchos genes que presentan una expresion especifica de tejido
poseen zonas hipersensibles a DNasa | de forma diferencial vy
correlacionadas con el estado de activacion del mismo (diversos ejemplos en
Babiss y cols, 1986; Gross y Carrard, 1988; Vuillaumier y cols, 1997). Lo
mismo ocurre en genes inducibles (como los de las proteinas de choque
térmico; Wu, 1980) o en los alelos activos e inactivos del cromosoma X
(Yang y Caskey, 1987). Sin embargo hay genes que poseen sitios
constitutivamente hipersensibles a DNasa | (Gross y Garrard, 1988). Entre
estos hay que destacar, por su relacién a la situacion de la subunidad 2, los
genes que en algin momento del desarrollo se expresan en un tejido para
luego pasar a ser inactivos. En estos casos se suelen mantener las regiones
hipersensibles incluso después de la inactivacion (Forrester y cols, 1986;
Gross y Garrard, 1988). En el caso de B2, los dos tejidos estudiados como
controles negativos, higado y rinén adultos, expresan en algin momento del
desarrollo la proteina (Martin-Vasallo y cols, 1989; Burrow y cols, en prensa),

lo que podria explicar la presencia de la zona hipersensible.
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Alternativamente se podria pensar que la existencia de una zona accesible a
factores nucleares en el extremo 5' del gen de la subunidad 2 en tejidos en
los que éste no es activo podria deberse a la existencia de un represor. Para
que esto fuese posible, el hipotético represor deberia ser mas activo en
higado, donde no se observa mRNA de B2, que en rifdn, donde éste esta

presente en bajo nivel.

Una explicacién alternativa viene de la constatacion de que los sitios
hipersensibles a DNasa | aparecen en ocasiones antes de que se inicie la
transcripcion activa de un gen (Burch y Weintraub, 1983). Esto suele ocurrir
en genes que deben activarse rapidamente en respuesta a sefales
estimuladoras, como el gen de c-fos (Herrera y cols, 1997). En el caso de la
subunidad B2 de Na',K*-ATPasa no se ha encontrado hasta ahora ningun
estimulo que active la transcripcién de esa forma, por lo que no parece
probable que el mantenimiento de una estructura de la cromatina
transcripcionalmente competente sea la explicacion de la presencia de la

regién de hipersensibilidad a DNasa | en tejidos que no expresan el gen.

Finalmente se puede explicar la presencia de la zona hipersensible en
higado y rifién debido al islote CpG que el gen de la subunidad B2 posee en

su region 5' (ver mas adelante en el apartado De /a metilacion).

Otra caracteristica que diferencia la zona hipersensible a DNasa | en
cerebelo de la de higado es la presencia de una zona interna resistente a la
accion de la nucleasa. Mediante el analisis de alta resolucion se pudo
determinar que esta zona coincide aproximadamente con el inicio de
transcripcion y su zona inmediatamente a 5', que incluye la caja TATA.
Existen otros casos en los que se ha detectado una regién resistente de
caracteristicas similares. De hecho, a partir de estos datos se obtuvo la
primera prueba de la unién in situ de proteinas a la caja TATA, en concreto a
la del gen hsp70 (Wu, 1984).
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En este estudid también se analiz6 la hipersensibilidad a nucleasa S1,
cuya accion es mas especifica que la de DNasa |, cortando
preferencialmente en zonas de DNA monocatenario o que no tienen
conformacién en B-DNA (Gross y Garrard, 1988). Existen numerosos
estudios en los que se caracterizan zonas hipersensibles a la nucleasa S1
en distintos genes y organismos, aunque hasta ahora no se han podido
elucidar con precision ni las moléculas ni los mecanismos que generan la
hipersensibilidad a esta enzima en los cromosomas (Michelotti y cols, 1996).
La asociacion de zonas hipersensibles a DNasa | y a nucleasa S1 parece ser
muy habitual, habiéndose descrito en numerosos estudios (Brito y cols,
1993). En el caso de la subunidad B2 de Na',K*-ATPasa de rata, S1 cortd
preferencialmente dos zonas, tanto en cerebelo como en higado. Una de
elllas abarca la region previamente caracterizada como hipersensible a
DNasa |, siendo mas amplia en su extremo 5' en el caso del cerebelo. La
segunda no aparece con DNasa | y se encuentra a unas 7 Kpb del inicio de

transcripcion.

Durante el tratamiento con nucleasa S1 los nucleos se exponen a un
pH &cido (concretamente pH 4,5). Bajo estas condiciones las secuencias de
DNA compuestas por repeticiones homopurina/homopirimidina con simetria
"en espejo” son capaces de adoptar una estructura en triple hélice
denominada forma H del DNA (Lyamichev y cols, 1986). Esta estructura se
forma cuando una zona homopurina/homopirimidina, que se mantiene unida
en forma de duplex mediante enlaces de Watson-Crick, interacciona con la
hebras de pirimidinas de la secuencia simétrica mediante enlaces de
Hoogsteen, dejando a la hebra de purinas en forma de DNA monocatenario,
de forma que es sensible a la acciéon de la nucleasa S1. La tendencia a
formar esta estructura se ve potenciada con la longitud de la secuencia

repetitiva, el superenrollamiento negativo y los pHs bajos.

Existe evidencia de que las zonas repetitivas ricas en secuencias
homopurina/homopirimidina pueden funcionar como secuencias reguladoras

de la transcripcion mediante la unién de proteinas especificas (por ejemplo
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en el promotor de Ulfrabithorax, en Drosophila; Biggin y Tjian, 1988).
Ademas se localizan frecuentemente en la region 5' de los genes eucariotas,
como por ejemplo en el de la isoforma o2 de Na*,K'-ATPasa (Potaman y
cols, 1996).

La zona RHN1 es hipersensible tanto a DNasa | como a nucleasa S1,
por lo que puede descartarse que el origen de este efecto se deba
solamente a la exposicién de los nacleos a pH acido. El andlisis de la
secuencia del gen de la subunidad B2 en esta zona muestra al menos tres
secuencias repetitivas homopurina/homopirimidina, siendo la mayor de ella
de 32 nucledtidos, aunque con alguna interrupcion (figura 41). Ninguna de
ella posee simetria aparente, pero al estar situadas en la region
inmediatamente a 5' de la zona hipersensible a DNasa |, podrian ser las
responsables de esta ampliacién de la zona hipersensible cuando se utiliza
nucleasa S1. El hecho de que esta zona sea hipersensible en cerebelo y no

en higado hace pensar que podria tener algun significado funcional.

i

eI~ T 2cccac R
cT N £ TG AGATGGGTCT

BrcraccerarcaceeeTC T C CCGCTAGGACCAAAAGACGCACCAG
BrcarcecaTacTecccacA N :GGCGATCCTGGTTTTCTGCGTGGTC

GGGGCGGGTCCAATTCCTCTATAATTTGCATATGTATGAGGTCTACTAGGCTAGCAACGA
CCCCGCCCAGGTTAAGGAGATATTAAACGTATACATACTCCAGATGATCCGATCGTTGCT

GGAGGCGGGGTTCCTGGGGGGTGGGTGGGAAGGGGGCGGACACCCTTAGAGTCACAGAG
CCTCCGCCCCAAGGACCCCCCACCCACCCTTCCCCCGCCTGTGGGAATCTCAGTGTCTCHY

NV VAGACTGTGCGCAGGGACCGCGCT
TGACACGCGTCCCTGGCGCGA

Figura 41. Presencia de secuencias repetitivas homopurina /
homopirimidina en la regién 5' del gen de Ia subunidad B2 de Na",K'-
ATPasa. En negro se sefiala la caja TATA. La flecha sefiala el inicio
aproximado de la region hipersensible a DNasa I. La estrella, el inicio de la
regiéon hipersensible a nucleasa S1. En azul, secuencias repetitivas
homopurina / homopirimidina.
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La segunda zona hipersensible a S1 (RHN2) podria deberse a un
artefacto, ya que no es degradada preferentemente por DNasa I. La
secuencia de la zona dénde aparece la segunda regién de hipersensibilidad
no ha sido determinada, por lo que no se puede afirmar que la presencia de

una zona homopurina/homopirimidina sea la razén de su aparicion.

Por ditimo, y al igual que en el caso de la DNasa |, al tratar con
nucleasa S1 nucleos de cerebelo de rata se observa una zona resistente en
el interior de la region hipersensible RHN1, ausente en higado. Este dato
aporta una prueba mas respecto a la ocupacién de la caja TATA del gen de

la subunidad B2 por factores proteicos en cerebelo pero no en higado.

De la sensibilidad a nucleasa micrococal

La utilizacién de distintas sondas en los Southern blots permitié poner
de manifiesto las diferencias en cuanto a presencia de nucleosomas entre
las distintas regiones del gen de la subunidad B2 de Na*,K'-ATPasa y entre
tejidos que expresan o no esta proteina. La sonda correspondiente a la
secuencia codificante del gen revelé la presencia de nucleosomas con
distribuciéon regular tanto en cerebelo como en higado, lo que ha sido
descrito anteriormente en numerosos estudios (por ejemplo, Shimada y cols,
1985). En el cerebelo la escalera de fragmentos de DNA da una sefal muy
débil, con los fragmentos mas difusos que en higado. Este efecto concuerda
con los cambios que induce en los nucleosomas la RNA pol Il a lo largo de la

transcripcion (Wu y cols, 1979).

Al utilizar una sonda solapante con la regién hipersensible a
nucleasas las diferencias entre higado y cerebelo se hacen mucho mas
evidentes. En el higado contindan existiendo nucleosomas con una
distribucion regular, aunque las distintas intensidades de los fragmentos dan
idea de cierta distorsién en la estructura, que se ve reflejada en la

hipersensibilidad a nucleasas. En el cerebelo la presencia de nucleosomas
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es menos evidente y su distribucion es irregular. En ambos casos la
presencia de un islote CpG cercano y por tanto la probable existencia de
histonas acetiladas (Razin, 1998) debe contribuir a la desestructuracion del
patrén regular. Esta distorsion es mayor en cerebelo, correlacionandose con

el estado transcripcionalmente activo del gen.

El efecto se hace notar incluso cuando se utiliza una sonda situada
inmediatamente a la region de hipersensibilidad a nucleasas en direccion 5'.
Una situacion muy similar ha sido descrita por Herrera y cols. (1997) en el
promotor del gen de c-fos. Solo en los fragmentos mayores del patrén en
escalera (por tanto los que contienen secuencias mas alejadas de la sonda)
se recupera una disposicion normal de nucleosomas, evidente tanto en

higado como en cerebelo.

Mediante la técnica del marcaje terminal indirecto (Wu, 1980; Thoma,
1996) se pudo determinar la posicién de los nucleosomas en la region 5' del
gen de la subunidad B2 en cerebelo. El sitio preferencial de corte de
nucleasa micrococal situado a -170 respecto al inicio de transcripcion
coincide exactamente con el final de la region hipersensible a DNasa I. Esto
implicaria la presencia de un nucleosoma situado en fase que determinaria
la extension de la region hipersensible en direcciéon a 5'. Sin embargo hay
que tener en cuenta que en esa zona también se situa una zona preferencial
de corte de la nucleasa S1. La nucleasa micrococal es capaz de cortar en
regiones de DNA monocatenario, de forma similar a nucleasa S1 (Dingwall y
cols, 1981). Este hecho impide esclarecer si realmente existe un nucleosoma
en fase en esa region, aunque resalta la importancia de esta secuencia en la
determinacién de la regidén hipersensible a DNasa | y, posiblemente, en la
regulacién de la transcripcion del gen. El resto de las 600 pb analizadas
hacia 5' de esta region no muestran sitios de corte preferencial para la
nucleasa micrococal, lo que implica que o bien no hay nucleosomas o bien

estos no estan situados en fase respecto a la secuencia.
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En direccion a 3' se encuentra una zona resistente a nucleasa
micrococal coincidente con la caja TATA. Serian las proteinas unidas a esta
secuencia y a las adyacentes, y no un nucleosoma, las que protegerian al
DNA de la degradacién por nucleasa micrococal. Una situacion similar se da
en el promotor del gen de la dihidrofolato reductasa humana (Shimada y
cols, 1985).

A partir de este punto aparecen una serie de bandas dispuestas
regularmente pero de muy poca intensidad. Esto corresponde a la presencia
de nucleosomas en la regién codificante. La sefal difusa se podria deber
tanto al efecto ya citado de la RNA pol Il como a la baja tasa de actividad
que posee la nucleasa micrococal en secuencias ricas en G-C (Dingwall y
cols, 1981), ya que esta zona coincide con la situacion del islote CpG,

enriquecido en estos dos nucleotidos.

De la metilacion

La presencia de un islote CpG en la zona 5' del gen de la subunidad
B2 y la ausencia de metilaciéon en esta region de forma constitutiva pudo
comprobarse en todos los tejidos y lineas celulares estudiados, salvo en las
células NRK, que presentan un patrén de metilacion anormal. Se ha
demostrado que el factor de transcripcion Sp1 es critico para el
mantenimiento de los islotes CpG libres de metilacion (Brandeis y cols,
1994). En el caso de la subunidad B2 existen hasta siete secuencias de
uniéon a Sp1 en la zona del islote CpG, ademas de las dos existentes en el
promotor del gen. Se ha visto que este tipo de agrupacion es importante
para mantener el islote libre de metilacién y que normalmente se asocia a
regiones con secuencias repetitivas tipo SINEs (Alu en humanos), que
normalmente estadn densamente metiladas (Graff y cols, 1997). El gen de la
subunidad B2 tiene secuencias repetitivas de este tipo conservadas entre
especies, aunque su metilacién no pudo ser caracterizada por carecer de

dianas para las enzimas de restriccion utilizadas. Teniendo en cuenta estos
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datos se puede proponer que Sp1 tendria un doble papel en el promotor de
B2, tanto como activador de la transcripcion (Kawakami y cols, 1992) como

para mantener el islote CpG libre de metilacion.

El islote CpG en la region 5' del gen de la subunidad B2 tiene como
consecuencia adicional una posible desrepresion constitutiva, ya que en
ausencia de grupos metilo no se une la proteina MeCP2, que induce la
desacetilacion de histonas (y por tanto una estructura de la cromatina que
reprime la transcripcion) a través del complejo con la proteina mSin3A
(Razin, 1998). En general todos los genes constitutivos poseen un islote
CpG en su promotor (Bird, 1986). También existen ejemplos de genes
especificos de tejido con islotes CpG asociados, siendo uno de ellos la
subunidad B2 de Na*,K'-ATPasa. La presencia de estos islotes constituye
una posible explicacion al hecho de que algunas proteinas con expresion
especifica de tejido presentan ademas niveles bajos de su mRNA en
muchos tejidos que no expresan la proteina. Un ejemplo de este Ultimo caso
es una glicoproteina que se expresa en elevados niveles en el sistema
nervioso del hombre y del ratén (aunque su mRNA se encuentra en muchos
otros tejidos) y que pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas,
Thy-1. El gen thy-1 tiene un islote CpG de 1.6 Kb que comienza 600 bp
antes del inicio de transcripcion (Kolsto y cols, 1986). Cuando esta proteina
se expresa en una linea celular neuronal, el crecimiento de las neuritas de
estas células sobre un lecho de astrocitos se inhibe, aunque esto no ocurre
si la superficie de células es de otro tipo, como células de Schwann o glia
embrionaria. E| efecto se revierte con Thy-1 soluble, que debe saturar el
receptor (Tiveron y cols, 1992). La expresiéon del gen thy-1 tiene como
requisito necesario pero no suficiente la existencia de la zona libre de
metilacion en su regién 5'. Es posible que esta sea la misma situacion que la

del gen de la subunidad B2 de Na*,K*-ATPasa.

En los genomas de organismos que presentan la base modificada
5mC existe una correlacion positiva entre la hipometilacion de secuencias

CpG en zonas proximas a promotores, la presencia de sitios hipersensibles
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a nucleasas y la transcripcion del gen. Al parecer la demetilacion del
dinucleétido CpG es necesaria pero no suficiente para el establecimiento de
zonas de hipersensibilidad a nucleasas, mientras que la metilacion suprime
la formacién de estas zonas. Este efecto se puede producir a través de
multitud de mecanismos, como la unién de proteinas como la MeCP2 (con la
consiguiente desacetilacion de las histonas H3 y H4; Razin, 1998) o la
histona H1. Esta dltima proteina produce una expansion de la condensacion
del genoma de forma cooperativa. También puede ocurrir un cambio en el
posicionamiento de los nucleosomas o una alteracién en la afinidad de union

de factores que actuan en frans (Gross y Garrard, 1988).

De la presencia de secuencias repetitivas tipo SINEs

Los genes de la subunidad B2 de Na* K*-ATPasa en rata y en raton
poseen varias secuencias de la familia SINE situadas en posiciones
conservadas. Se ha demostrado que las secuencias Alu, pertenecientes a la
familia SINE, son capaces de actuar en algunos casos como reguladores de
la transcripcion, tanto uniendo factores de transcripcion especificos como
dando lugar a estructuras tipo cruciforme (para una revision de Alu como
secuencias funcionales, ver Szmulewicz y cols, 1998). Sin embargo en el
caso concreto del gen de la subunidad B2 en rata estas secuencias estan
situadas muy lejos de las zona hipersensible a nucleasas y por tanto no es
probable que tengan un significado funcional como el propuesto. Las
secuencias tipo Alu también son una fuente de variabilidad debido a que
ejercen como mutagenos al insertarse en distintas zonas del genoma
(Szmulewicz y cols, 1998). Se podria especular que la presencia de este tipo
de secuencias en la regién 5' de los genes de la subunidad 2 de Na*,K*-
ATPasa en distintos animales podria haber tenido algin papel en la
evolucion de la especificidad de expresion de esta proteina, aunque no

existen datos que sostengan esta hipétesis.
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De la resistencia a Bal 31

Los experimentos de resistencia a Bal 31 determinan la existencia de
uno o varios factores fuertemente unidos a la region promotora del gen de la
subunidad B2 de Na',K*-ATPasa en cerebelo de rata. Esta regién coincide
con la zona hipersensible a DNasa | en el mismo tejido, aunque comienza
mas cerca del inicio de transcripcion. En esta region se situan las secuencias
consenso de unidén a Sp1, cuya capacidad de unidén a esta proteina ya ha
sido demostrada (Kawakami y cols, 1993). Esto no descarta la presencia de
factores adicionales y del complejo basal de transcripcion, cuya presencia

sugieren los resultados de hipersensibilidad a DNasa | y nucleasa S1.

La region denominada RHNZ2, en la que corta de forma preferencial la
nucleasa S1 pero no DNasa |, no presenta ninguna barrera al avance de Bal
31, por lo que podria tratarse de un artefacto, como ya se ha discutido

anteriormente.

Los elevados niveles de nucleasas endogenas y la escasa actividad
de Bal 31 en las preparaciones de higado de rata impidieron el estudio de
este tejido mediante la técnica de resistencia a exonucleasas. Por motivos
similares no se pudo utilizar en ningun tejido enzimas de restriccion, que son
de gran utilidad en este tipo de estudio, ya que permiten abrir el DNA la

accion de las exonucleasas en zonas concretas (Wu, 1984; 1989).

De los experimentos de retardo en gel

La utilizaciéon de la técnica de retardo en gel ha permitido la
identificacion preliminar de complejos de union proteina-DNA especificos de
distintas zonas de la regién promotora del gen de la subunidad B2 de Na*,K"-
ATPasa en rata. Los retardos detectados con las sondas nimero 2 y niumero
3 son producidos de manera similar tanto por factores nucleares de cerebelo

como de higado, con variaciones cuantitativas Unicamente. Estas
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diferencias, que reflejan la abundancia de las proteinas formadoras del
complejo en los nucleos de cada tejido, podrian regular el gen cambiando la
efectividad de su transcripcion, pero no parecen explicar la expresion con
especificidad de tejido. La sonda numero 2 incluye las dos secuencias de
union a Sp1 que se han caracterizado en el promotor de la subunidad B2 de
rata (Kawakami y cols., 1992; 1993), por lo que se podria pensar que es esta
proteina la causante del retardo. Se ha descrito que Sp1 tiene niveles de
expresion distintos segun el tejido estudiado (Marin y cols, 1997), lo que
seria coherente con los resultados obtenidos. Por otra parte, esta proteina
produce varios complejos retardados a la vez (Kawakami y cols, 1993), lo
que también concuerda con los resultados de este trabajo. En cualquier
caso, estos resultados no permiten afirmar que de hecho sea Sp1 el

causante de los retardos detectados con la sonda nimero 2.

Las condiciones en las que se realizan reacciones de unién DNA-
proteina afectan a la formacién de los complejos (Carey, 1988), por lo que
no se puede descartar que existan proteinas que interaccionan in vivo de
forma diferencial con las regiones de DNA estudiadas, pero que no son
capaces de hacerlo con las condiciones utilizadas en los experimentos in

vitro.

Sin embargo, la sonda numero 1 si presenta retardos especificos de
tejido, por lo que esta zona podria contener secuencias consenso para la
union de proteinas implicadas en la regulacién diferencial de la expresion del
gen de la subunidad B2 de Na',K'-ATPasa. La utilizacién del programa
"Matinspector" para la deteccidn de secuencias consenso de factores
conocidos no muestra ningun positivo claro en los nucleétidos conservados
entre rata, ratébn y humanos. Estas secuencias conservadas se encuentran
aproximadamente en las primeras 450 pb en direccién 5' desde el inicio de
transcripcion (ver comparacion en el apéndice 2), mientras que al analizar
fragmentos mas distales en direccion &' esta homologia se pierde. De las
zonas conservadas resulta especialmente interesante una cuya secuencia

no es reconocida por ningun programa de comparacion con bases de datos
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de secuencias consenso de union de factores de transcripcion (apéndice 2).
Sin embargo, su estructura palindrémica es caracteristica de sitios de fijacion
de factores de transcripcion y por tanto podria ser la responsible de alguno
de los retardos observados con la sonda nitmero 1, aunque este hecho no

ha sido comprobado experimentaimente.

De los experimentos de Southwestern blotting

A pesar de la aparicion de multiples bandas, correspondientes a
proteinas que unen la sonda de DNA, el nimero de positivos especificos de
cerebelo o de higado es muy bajo. Tanto en la sonda numero 2 como en la
nimero 1 son mas abundantes en los factores nucleares de higado las
proteinas que unen DNA de forma diferencial, lo que podria apuntar a la
existencia de represores que actuarian sobre el promotor del gen de la

subunidad B2 de Na’,K*-ATPasa.

Existe una cierta cantidad de bandas comunes a todas las sondas
utilizadas, y que por tanto se interpretan como uniones inespecificas de
proteinas al DNA. Otras bandas aparecen so6lo con una de las sondas pero
tanto en cerebelo como en higado y por tanto no parecen corresponder a
candidatos a la regulacion especifica del gen de la subunidad B2, aunque las

intensidades de la sefial, y por tanto la cantidad de proteina, sean diferentes.

Hay que destacar que la sonda control correspondiente a parte de la
zona codificante del gen de la B-actina de rata resulta en patrones casi
idénticos en cerebelo y en higado, en contraste con la mayor especificidad
de unién que muestran las sondas correspondientes al promotor del gen de
la subunidad B2.

El principal inconveniente de esta técnica es la imposibilidad de
predecir si los factores de transcripcion de interés son capaces de
renaturalizar bajo las condicones experimentales empleadas. Ademas cabe

la posibilidad de que actien en forma de heterodimeros, impidiendo por
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tanto la union a DNA al separarlos en un gel desnaturalizante. Sin embargo
se ha descrito un alto nimero de factores que renaturalizan de manera
efectiva en estas condiciones (Antalis y cols, 1993; Lelong, 1993; y

referencias incluidas en estos articulos).

De los resultados tomados en su conjunto

La distribucién de la isoforma B2 de Na',K'-ATPasa presenta un
patron muy complejo de expresidn, que alcanza su maximo nivel en el SNC.
Desde su caracterizacion inicial (Martin-Vasallo y cols, 1989), esta proteina
se ha presentado como especifica de células de la glia o de neuronas. El
estudio riguroso de sus patrones de expresion demuestra que no es
especifica de ningun tipo celular determinado, variando segun la zona del
SNC estudiada (Lecuona y cols, 1996; Peng y cols, 1997). La complejidad
de este patron de expresion aumenta si se tiene en cuenta que la isoforma
B2 esta presente en otros tejidos (Lavoie y cols, 1996), y en algunos de ellos
s6lo en una etapa especifica del desarrollo (Burrow y cols, en prensa). Estos
datos hacen pensar que probablemente no exista una secuencia de
regulacién comun para todos los tipos celulares en los que se expresa, sino
mas bien que actuan distintos mecanismos dependiendo del tejido concreto.
El cerebelo, modelo de estudio en este trabajo, es probablemente dénde la
subunidad B2 se expresa de manera mas homogénea, lo que facilita la

interpretacion de los resultados.

La compleja y a la vez estricta regulacién a que se ve sometida la
expresion de la proteina P2 contrasta con los datos publicados
recientemente acerca de la caracterizacion del ratén knock-in B2/B1 (Weber
y cols, 1998). De este trabajo se deduce que la isoforma B2 puede ser
reemplazada por B1 con escasas consecuencias fenotipicas en cuanto a la
arquitectura del SNC y a la supervivencia de los animales, lo que cuestiona

la necesidad de una expresion altamente regulada de 2. La existencia de
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isoenzimas de Na',K'-ATPasa y la consiguiente especializacion en el
manejo de Na* y K', debe tener consecuencias fenotipicas sutiles, pero no
por ello menos importantes, y que deben ser la causa de que se haya
seleccionado esta compleja organizacion del sistema de transporte Na* K*-

ATPasa, del que la subunidad B2 forma parte.

Los datos obtenidos a lo largo de este trabajo permiten situar el
estudio de la regulacion de la expresion del gen de la subunidad P2 de
Na* K'-ATPasa en un contexto mas cercano al fisiologico, en el que se
pueden integrar resultados que provengan de sistemas in vitro, que tomados
de manera aislada dificiimente pueden explicar el complejo patron de

expresion de este gen.

Se ha delimitado mediante distintas técnicas y con resultados
coherentes entre si la regién que probablemente controla la transcripcion
regulada del gen de la subunidad f2. De la misma manera, se han
caracterizado diferencias estructurales entre el gen en estado activo e
inactivo, correlacionandolas con las particularidades que presenta la
secuencia del DNA de esta region del gen de la subunidad B2. La estructura
parcialmente distorsionada de los nucleosomas en la zona que abarca el
inicio de transcripcion en el higado se puede explicar debido a la presencia
de un islote CpG vy el consiguiente mantenimiento de la acetilacion de las
histonas. La diferente estructura que muestra el promotor del gen de la
subunidad B2 en cerebelo en esa misma regién hace pensar en la existencia
de un mecanismo de remodelacién de la cromatina que acompafaria la
activacion transcripcional de este gen. En este sentido resulta de especial
interés la repeticion homopurina / homopirimidina en el extremo 5' de la zona
hipersensible a DNasa | en cerebelo que, segun pone de manifiesto la

nucleasa S1, adopta una estructura distinta en cerebelo que en higado.

Seguin se ha podido comprobar, existen distintos factores proteicos,
aun sin caracterizar detalladamente, que se unen de forma especifica de

tejido al promotor del gen de la subunidad 32. Con las técnicas utilizadas no
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es posible distinguir si estos factores estan implicados en la remodelacion o
por el contrario su unién se veria facilitada por este proceso, actuando

entonces como activadores o represores transcripcionales.

Perspectivas futuras

Basandome en los resultados obtenidos en este trabajo y como
continuacion del estudio de los elementos que dirigen la regulacion
especifica de tejido y durante el desarrollo del gen de la subunidad 2 de
Na® K*-ATPasa, me gustaria comentar algunas lineas sobre las que podria

basarse el desarrollo futuro de este proyecto.

Para la caracterizacion de los factores de transcripcion implicados en
la regulacién del gen, seria ideal la aplicacion de la técnica de fooltprinting in
vivo. Como se describe en el apartado de Introduccion, esta técnica permite
identificar con resolucidn de un nucleétido las zonas de union de proteinas a
DNA. La determinacion de las zonas de importancia en la regulacion
mediante los experimentos de hipersensibilidad a nucleasas permite acotar
la zona analizada mediante footprinting in vivo. Ademas se podria comparar
la unién de proteinas al promotor del gen de la subunidad 2 en cerebelo y
en higado, obteniendo de esta manera datos acerca de las secuencias
implicadas en la regulacién especifica de tejido. La identificacion de estas
secuencias facilitaria enormemente la caracterizacion y el aislamiento de los
factores de transcripcion implicados. Ademas de la comparacion con los
bancos de datos de secuencias consenso de unién de proteinas a DNA, se
podria realizar experimentos de retardo en gel con pequefios

oligonucleétidos, que dan lugar a uniones mas especificas.

Para la investigacidn de la relacion entre los patrones de metilacion
de la region 5' del gen y su transcripcién y la influencia que ejerce esta
modificacion del DNA sobre la estructura de la cromatina en el promotor se

tratarian las lineas celulares utilizadas en este estudio con un analogo de
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citosina, 5-azadeoxicitidina, que tiene como efecto demetilar in vivo el DNA

genomico de las células (Litt y cols, 1997).

Este estudio se ha centrado en la regulacién de la transcripcion del
gen. Sin embargo seria deseable comprobar si en la regulacion de la
expresion de la proteina B2 estan implicada la estabilidad del mRNA o

efectos post-traduccionales.

Resultaria también de gran utilidad extender los experimentos sobre
la estructura de la cromatina de este gen al raton, como primer paso para
comprobar la conservacién de elementos reguladores sugerida por la
similitud de las secuencias del promotor en ambas especies. La utilizacidon
de este modelo da pie al empleo de cepas transgénicas para el analisis de la
regulacion del gen de la subunidad B2 (MacDonald y Swift, 1998). Por otra
parte, se ha descrito la generacién de un ratén knock-out para Sp1 (Marin y
cols, 1997), que podria resultar de gran utilidad para la caracterizacion del
papel de este factor de transcripcion en la regulaciéon de la expresion de la

isoforma B2.

Una dificultad en el estudio de la regulacion de la expresion del gen
de la subunidad B2 de Na',K’-ATPasa es la carencia de un sistema en el
que se induzca o se reprima este gen en respuesta a un estimulo conocido.
Como ya se ha descrito anteriormente, la subunidad 32 se expresa durante
el desarrollo renal de la rata, siendo reprimido el gen al llegar a la fase
adulta. La caracterizacion de los cambios estructurales del promotor del gen
de la subunidad B2 durante este proceso podria resultar interesante para
una mayor comprension de los mecanismos de regulacion del mismo, en los
que forzosamente estan implicados procesos de remodelacion de la

cromatina.
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1)

La caracterizacién estructural de la region 5' del gen de la subunidad 2
de Na*,K*-ATPasa de rata mediante DNasa | demuestra la existencia de
una zona altamente accesible situada en torno al inicio de transcripcion.
La amplitud de dicha zona es mayor en tejidos como el cerebelo, que
expresan altos niveles de la subunidad B2, que en tejidos que no la
expresan o la presentan en muy baja cantidad, como el higado o el riiion.
La nucleasa S1 produce un patrén de hipersensibilidad similar, indicando
la presencia de DNA en forma monocatenaria o, al menos, no-B. La
presencia de esta estructura puede explicarse, al menos en regiones
determinadas, por las caracteristicas particulares de la secuencia de
DNA.

La distribucion de nucleosomas en la region 5' del gen de la subunidad
B2 de Na*,K*-ATPasa de rata se correlaciona con el estado de activacion
del mismo. El higado presenta nucleosomas regularmente dispuestos,
mientras que en cerebelo se encuentran con espaciamiento irregular pero
en una posicién definida con respecto a la secuencia y relacionada con

los patrones de hipersensibilidad a DNasa | y nucleasa S1.

El gen de la subunidad B2 de Na',K"-ATPasa posee un islote CpG en su
zona 5' conservado entre especies. La ausencia de metilacion en los
residuos de citosina en el gen de la rata se extiende fuera del islote CpG

hacia zonas cercanas en situacion 5'.

En cerebelo, se encuentran barreras de resistencia a la progresion de la
exonucleasa Bal 31 coincidentes con la zona hipersensible a las
endonucleasas DNasa | y S1. Esto es indicativo de la presencia de
factores fuertemente unidos al DNA en esta region. La fijacion de
proteinas nucleares a la regién 5' del gen de la subunidad B2 es
diferencial en cerebelo y en higado de rata, como se ha demostrado
mediante dos técnicas diferentes: experimentos de retardo en gel y

Southwestern blot.
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5) La regulacion de la expresion especifica de tejido de la subunidad B2 de
Na* K*-ATPasa se ajusta al siguiente modelo: la ausencia constitutiva de
metilacién en la zona préxima al inicio de transcripcion facilita una
estructura de la cromatina parcialmente desorganizada debido a la
acetilacion de las histonas, lo que explicaria que algunos tejidos tengan
muy bajos niveles de mRNA de p2. Sin embargo, en cerebelo tiene que
actuar algun mecanismo adicional de remodelacion, cuya accion podria
inducirse por alguno de los factores proteico que se ha detectado que se
unen de manera especifica a esta zona del gen. De esta forma toda la
region promotora quedaria accesible a factores de transcripcion como

Sp1, necesarios para la expresion de altos niveles del mRNA de la

subunidad B2.
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Apéndice 2

Comparacion entre las secuencias de la region 5' del gen de la

subunidad B2 de Na',K'-ATPasa en humanos, ratén y rata.

PROHUMB2
PROMUSB2
PRORATB2

PROHUMB2
PROMUSB2
PRORATB2

PROHUMB2
PROMUSB2
PRORATB2

PROHUMB2
PROMUSB2
PRORATRB2

PROHUMB2
PROMUSB2
PRORATB2

PROHUMB2
PROMUSB2
PRORATB2

PROHUMB2
PROMUSB2
PRORATB2

PROHUMB2
PROMUSB2
PRORATB2

PROHUMB2
PROMUSB2
PRORATB2

TCCCGACCCTAGAGTCCCGTCACGACCCCTGACCCTTACACCACAACTCT

GGT === === === m e GCTCCAGCAAGCGTGG
AGCTT-CCTCAGAGCTGGAGCATCAGTTGTAGGAGCTCCAACAAACATGG
*x  kk k% *

CCCGAAGTCCCTCTGCACTACCCTTCTACCCCTTCGGAGACXTXCACCTG
GCTGGAGATCAGACCTGGTGGGGAGGGGCGGCTG-GAAGGCA-GGACCCA
AGGGGAGAGCAGACCTG-TGGGTGGGGG-GACTG-GGAGGCA-GGGCATA

* k%k * * * % * kk K *

TCTCGGTCCACC---ACACCTGTCCCC---GACACTCT-AACCTCTTCCT
TGCAGACCTGGCTGTAGATC--—--—— AGGGACACAGGGAAATTTTGGGG
TGCAGACCTGGCGGTAGAACTAAGTTAAAGGATGCACGGAAATTCTGGGG

* * * * * k% * * * * % * %

CCTCAGACC--CCTG--ACCATCGCCGAGGTTGTCCCCTTG-~~~~- CAGG
C-TCAAACAAGTTTGGAAAGATGGCAGGGACCCTGGTCATGGAGAACAGG
CCTCAGACAAGTTTGGGAAGATGGCAGGGACCCTGGTTCTGGAGAACAGG

* kkk Kk * % * *kk K*k Kk %k * * % * Kk Kk

AGACCCCCACGG-GAAATAGGTAGAGACGCCCCGGACAGGATCG--~-~-AA
TAGGTTGGACAAAGGAGCCAGTGGAACCGAGAAAGAAAGGGGCGTCCTGT
T-~-~-TGGACAAAGGAGCCAGTGGAACTGAGAA------ GGGTGTCCTGT

* % * % ** k% * * *

GGGAGGACCGAGGCCGCTCAGGGCC-~-~GACCAGAGAAGCGAGAGAAAGA
GGTGGCTTCTATCCCTCTCTATGTTCTAGTTTCTAGGCTCTTTCTTGGTG
GAAGGCTTCTATCCCTCTCTGTGTTCTAGTTTCTAGGCTCTTTCTTGGTG

* * * % * Kk Kk ok ok * * * * *

ACTAGAGATCTCTAGCTCTTTATTCCTCTGACATTCTGCCCCATCTGCTC
TCTGGCGCTTGCTT-TTCTTTATTCCTCTCACATTCAGCCC~-TCTGTTC
TCTGGCGCT----T-TTCTTTATTCTTCTCACATTCTGCCC--TCTGTTC

*k ok kK khkkkkkkkk Kkkhkk kxkkkkk kkkk * Kk kk  kk

CCGGACTCTTCCGCCGCATCTGTATCTTAGTCTCTTTCTAA-CTCCCTGC
C-GGAGGCTTTCGAAGTAACTCTATCTTAGTCTCTTTTTAAATTCCCTGC
C-GGAGGCTTTCGAAGTAACTCTATCT-~~-—-—~ CTTTTTAAATTCCCTGC

* kKK *kk kKk * k kk khkkkk * ok kk  kkk Kk K Kok Kk Kk

CTGGGGCCCCC~-ACCTTTGAGCATATATCGGCTTCTCTCTCTGCCGTTGT
CCCGGGCCCCCCACTTTTGAGTACGTATCAGCTCGTCTTTCAGT--TTGA
CCAGAGCCCCCCATTTTTGAGTACGTATCGGCTTGTTTTTCGGT - ~-TTGA

* * kkkkkx X *hkkhkkKk *x *kkk kkKk * ok kk )k * Kk k
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PROHUMB?2 GTTTCTCTGG-GGTTATCTTTCCCTCT - - ~ACTCCGCCCGGACAC- -GCC
PROMUSB2 GCCTCTCAGGAGGTG- - - TTCTCTTCTTTAGGTCTACCCAGACTCTCACC
PRORATB2 GCTTCTAAGGGGGTGATTTTTTTCCCTTCAACTCTACCCAGACTC--ACC

* * %k Kk kkk * k% * Kk * % *kk Khkk Kk * %
PROHUMB2 CTCT-ATCTCTTCCTCCCACCCTGTCCCAGTCTAGTACCTGGGGTG-GGG
PROMUSB2 CTCTTGTCTTCTTTTCCAATCTTGTTTCAGTACTGTACCTGGGGTCTGGG
PRORATR2 TTCT-GTTTTCTTTTCCCACCTTGTTTCAGTACCGTATCAGGGGTCTGGG

* k %k *  * * *kkk Kk Kk Kkkhk*k * k k% *kKk Kk KkkKhkk * Kk k
PROHUMB2 GTAATGGAGAGACAGCTAGGTCCTAAG-—~============—————~— A
PROMUSB2 GTA-GGAAGAACCCGCTAGGACCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
PRORATB?2 GAAAGGAAGAGCCCGCTAGGACCAAAAGAC-———=======—====——==

* ok * ok k ok * kkkkkk kk k%

PROHUMB2 GAAGTCA- -GGGGGGCTGGGCCAACCTCTCCAT -ATTTAG IR eI FyHes:
PROMUSB2 AAAGGCCCCAGGGGGCGGGTCCAATCCATCT ~-TCATTTGRAUN:NLe - YR e

PRORATB2 - - - ~GCACCAGGGGGCGGGTCCAATTCCTC TATAAT TTC YNy d-Yxer:
* kkhkkkkkhk ki *khkkx * ok * kkkk kkkkkhkkhkkhkkk
PROHUMB2 TCGCCTGGGCCAGTGGCGAGGAGGCGGACGTTCTGGGGG -~ - - TGG
PROMUSB2 -TCTCCTGAGCGAGCAACGAAGAGGCGCGCGTTCCTGAGGGGTGGGTGG
PRORATB2 - TCTACTAGGCTAGCAACGAGGAGGCGGGGTTCCTGGEEGGTGCATCE
* K% k% * *k k% kKk*k KErkrKXA kK * khkk kkKk * Kk Kk
PROHUMB2 GAAGGGGGCGGGCACCCCCAGAGCCGCAGA ACCGCGCTCGGC
PROMUSB2 GAAGGGGGCGGACACCCTCAGAGTCACAGAC ACTGTGCGCAGG
PRORATB2 GAAGGGGGCGGACACCCTTAGAGTCACAGA: GACTGTGCGCAGG
*khkhkkhkhkhkkkkk *kkh*k hkhkkdk * Khkkk khkkkkFhkhkk * k% Kk Kk
PROHUMB?2 GACCGCGGGCCCCG-ACTGCTGAGGAGCGGACGCTCCGCCTGGGGGGCCC
PROMUSB2 GTTCGCGCTCCC-GCACTGCTGAGGAGCGGAGCCTCCGATTGGGGGGCCC
PRORATE2 GACCGCGCTCCCCGCACTGCTGAGGAGCGGAGCCTCCGATTGGGGG-CCC
* * Kk Kk K*hkk K KAk hkhkhkkhkhkhkkhkhkkkhkkkkx * Kk Kk kK *hkkkkk Kkkk
PROHUMB2 CCCATCCCTGGCTGTCCCCC - - - -AGCTGCGCGTCCCCGCCCCA-CCCCC
PROMUSB2 CT-ATCCTTGTC- - TTTCCCCCACAACTGCTTGTCCCCGCCCCAGCTCCC
PRORATB2 CT-ATCCTTGCCAGCCCCCCCCCCCACTGCTCGTCCCCGCCCCAGCTCCC
* kkkk kk Kk * ok ok * Kk k Kk Kkhkkkkkhkkhkkhkkhkkk * kkk
PROHUMB?2 GTCCCCGCCCCA-CCCCCGC-GGCTGAGCCACCACCGGTGCAGTGGTCTC
PROMUSB2 GTCCCCGCCCCAGCTCCCACTGGCTGGGCCAACTGTGGTGTGGCTGTCGC
PRORATB2 GTCCCCGCCCCAGCTCCCACTGGCTGGGCCAACTGTGETGTGGCTGTCGC
Ahkhkhkkhkhkhkhkkhkhkd,k K, *hkk Kk Khkhkkhkk K kkk Kk * K kK * * ok kK
PROHUMB2 CGCTTGGCGAGCGAGCCTTGA- ==~ ~———~= GCTTCGTTCCACAGCTTCT
PROMUSB2 CGTTTGTCGGAGGAGCCTTAATCGGCCACCTGCCGCGTTCTACAGCCTCT
PRORATB2 CGTTTGTCGGAGGAGCCTTAATCGGCCACCTGCCGCGTTCCACTGCCTCT
*hk kkk kK khkhkkhkkkhk*k Kk * % khkhkkk Kk hkhk KhkKk
PROHUMB2 TTGCATCTTGGATTTCGGGGCGGCCCCCTCCCCCACCTCTCTCTGCCTTT
PROMUSB2 TTGCATCTCGGATTTCGGGGCGGCTCCCTCCCCCATCTTTCCCTGCTTCT
PRORATB2 TTACATCTCGGATTTCGGGGCGGCTCCCTCCCCCATCTTTCCCTGCTTCT
*k khkhkhkhk hhkhkkhkdkkhhkhhkkhkkhkikhh kxXhkdkkhkkhkkk *x*k kk *kkk K K
PROHUMB2 TTGTACCCCGCTTTTTTTCTGCGTTCTGCTCGGTTTTTGTAGCCGTCTGT
PROMUSB2 TTGCACCCC-CGCTTTTTCTGCGTTTCGCTCGAATTTTGGAGCCGTCTGG
PRORATB2 TTGCACCCC - -GCTTTTTCTGCGTTTCGCTCGAATTTTGGAGCCGTCTGG

kkk kkkk*k *kkkkhkkkkhkkkk * )k k Kk Kk *hkkkk khkkhkkhkhkkkk

PROHUMB2 TTTTGCACCCCATTTCGTTTTGTTTCTAGACGGTTTGGCGGGGGGTGAAG
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PROMUSB2
PRORATB2

PROHUMB2
PROMUSB2
PRORATB2

PROHUMB2
PROMUSB2
PRORATB2

PROHUMB2
PROMUSB2
PRORATB2

PROHUMB2
PROMUSB2
PRORATB2

PROHUMB2
PROMUSB2
PRORATB2

PROHUMB2
PROMUSB2
PRORATB2

PROHUMB2
PROMUSB2
PRORATB2

TTTTGCACCCCTTTTTGTTTT-CTTCTAGGCGGT -~ -GTGTGGGGTGAAG
TTTTGCACCCCTTTTTGTTTTGCTTTTAGGCGGT ---GTGTGGGGTGAAG

khkhkkkkhkhkhk,kk *kk ,*khkhki*x *k kkk Kkkkk * Kk hkkkkkkkkk

CTGCATTCATACCCCTTCCTCTTGTTATTCTCCCCTGCTCTGACAGCACC
GTGCCTCGGCATCCCTTTCCCTGGTTATCTTTCCCTGTTTTGACAGCCCC
GTGCCTTGGCATCCCTTCCTCTGGTTATCTTTCCCTGTTTTGACAGCCCC

*kk ok * Khhkkkk *x kk KAk kk *k kkkkk Kk kkhkkkkhkkk kk

CCTTTTCATCGCAGTTGGGGGGCCTAGGATCGGTGCATCTTCCGCCGCGC
CCTTTCTATCGCAGTCGGGGGGCCTAGCCTCGGTGCACCTTC~-GCCGCAC
CCTTTCTATCGCAGTCGGGGGACCTAGCCTCGGTGCACCTCC-GCCGCAC

* ok k ok ok *khkkhkkkkhk khhkkhkhkk kkkkhk khkkhkkhkkk *kk * Khkkkk %

TGCCAGCACCCCGCAGCGCGTGGTCGTGCACCCCGGAATCTGCAGCAGCT
TGCCAGCAGACCACAGTGCGTGGCTGTGCACCCCGGAATTTGCAGCAGCT
TGCCAGCAGACCACAGCGCGTGGCTGTGCACCCCGGAATTTGCAACAGCT

* ok ok ok kkkk Kk Kkkk kkhkkkkk hhkkhkkhkhkhkhkhkkhkkhkhkhk Khkkk K*hkkkk

GCATATCTGAGG--GGGGTCTCCTTTGCCCGCGCCGCCTTCGCTCCCCGT

GTATATCTG--ACTGGAGTCTCCCT-GCCT-—-~~~ GCTCCCGC-~~~-~ GC
GCATATCTGTGATCGGAGTCTCCCTCGCCT----CGCTCCCGC--~~-~ GC
K ko ok ok ok ok k hk kkkkkk Kk kkk * % * % % *

GCTTTTGGGTGTGTGGAGGGCTTCAGT-CGCGGCGCCCCCGCTTCTCCGC
GCATTTGG-TGCGTGGAGGGCTTCAGCGCGCGACGCCCCGGCTTCTCCGC
TCATTCGG-TGCGTGGAGGGCTTCAGCGCGCAACGCCCCGGCTTCTCCGC

*k kk Kkk kk khkhkhkhkkkkkkkkhkkhkk * k k khkkkkk kkkkikkkhk*

AACCCCCCGCCCCGCGCCCGGACTCGCCCCGCGCCACCAAG TCATC
AGCCCCCAGCAGCGCGCCGGGACTCCCCCCGTGCCTCCAAG TCATC
AGCCCCCAGCAGCGCGCCGGGACTCGCCCCGTGCCTCCAAG TCATC

* kkkkk k% khkkkhkhkk *hkkhkkhkkhkk K*hkhkhkhk *hkhk dhkhkhkhkhkhkrhkhkAkhkkhk

CAGA
CAGA
CAAA

* Kk K
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ABREVIATURAS

5mC: 5-metilcitosina

A: amperios

BSA: albumina de suero bovino

cDNA: acido desoxirribonucleico complementario
Ci: curios

Da: daltons

dATP: desoxiadenosin 5'-trifosfato

dCTP: desoxicitidin 5'-trifosfato

ddUTP: didesoxiuridin 5'-trifosfato

dGTP: desoxiguanidin 5'-trifosfato

DEPC.: dietil pirocarbonato

DNA: acido desoxirribonucleico

dNTP: desoxinucleétido 5'-trifosfato

DTT: ditiotreitol

dTTP: desoxitimidin 5'-trifosfato

EDTA: acido etilen diamino tetraacético
FGF-2: factor de crecimiento fibroblastico 2
g: fuerza centrifuga relativa

gr: gramos

HPLC: cromatografia liquida de alta presion
J: julios

KDa: kilodalton

L: litros

m: metros

MOPS: acido 3-[N-morfolino] propanosulfonico
mRNA: RNA mensajero

[Na']:: concentracién intracelular de Na®
p/v: peso/volumen

pb: pares de bases

PBS: tampén fosfato salino

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
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PKA: proteina kinasa A

PKC: proteina kinasa C

Pu: purina

Py: pirimidina

RNA: acido ribonucleico
rRNA: RNA ribosémico

rpm: revoluciones por minuto
SDS: dodecil sulfato sédico
SNC: sistema nervioso central
t.a.: temperatura ambiente
Tris: tris-hidroximetil amino metano
u: unidades enzimaticas

UV: ultravioleta

V: voltios
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