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Resumen/Abstract

RESUMEN

Lo miostatina es un miembro de la familia de los Factores de Crecimiento y
Transformacién (TGFB) responsable de la inhibicién del desarrollo de la masa muscular.
El ganado bovino con mutaciones inactivantes en la miostatina presenta un considerable
aumento de su masa muscular conocido como hipertrofia muscular o cularidad. Este
incremento muscular estd acompafado de una disminucién igualmente considerable de
la cantidad de grasa que se traduce en un claro incremento del valor econémico de sus
canales.

El aumento del conocimiento de la estructura y funcién de la miostatina ha puesto en
marcha el desarrollo de metodologias destinadas a manipular su funcionamiento o evitar
los efectos indeseados asociados al fenotipo culén.

En la primera linea de investigacién seguida en esta tesis se ha planteado crear un
sistema que permita estudiar la reversibilidad del fenotipo hipertréfico a fenotipo normal.
Para ello se ha realizado la construccion de un sistema “Mstn OFF to ON”. En este
sistema el tercer exén de la miostatina estd en posicién invertida pero es susceptible de
volver a la posicién permanentemente activa mediante el sistema Cre/lox, utilizando una
variante de lox mutados. Este sistema se ha probado in vifro y en un sistema bacteriano,
en los que se ha demostrado su capacidad de pasar de una configuracién inactiva a una
activa, manteniéndose ademds en este Gltimo estado. Por el contrario, cuando se realizé
una integracién estable por recombinacién homdloga en células ES murinas, no se
consiguid revertir a la configuracién activa, probablemente debido a la utilizacién de un
promotor demasiado débil para que la expresién de la Cre-recombinasa resultara
adecuada ante los lox mutados utilizados. Aunque esta linea de investigacién se ha
interrumpido en este punto, estos resultados apuntan hacia la posibilidad de utilizar
vectores de Cre mds aptos para lograr la recombinacién esperada entre lox mutados.

La segunda linea de estudio de esta tesis ha consistido en la creacién y evaluacién de
distintos alelos de la miostatina potencialmente dominantes negativos. El fenotipo culén
tipico sélo se presenta en estado de homocigosis; por ello es indudable el interés
zootécnico de obtener terneros heterocigotos culones en cruces industriales, asi como la
posible aplicacién postnatal de estos alelos para eliminar los efectos perinatales
asociados al fenotipo culén. Asi, se han planteado tres alelos dominantes negativos
potencialmente capaces de anular la funcién de la miostatina salvaje en su presencia.
Estas tres variantes se han disefiado de modo que se impida su unién al receptor
especifico de membrana por impedimento estérico. Dado que esta estrategia de
dominancia negativa depende bdsicamente de la capacidad de dimerizacién entre
mondémeros salvajes y mondmeros mutantes se han realizado dos ensayos de interaccién
para confirmar que la unién entre mondémeros no se ha visto alterada. Estos ensayos
confirmaron que las tres variantes dominantes negativas disefiadas son perfectamente
capaces de formar dimeros con los monémeros salvajes, y ademds, que esta unidén no es
significativamente diferente de la unién existente entre dos monémeros salvajes. Por lo
tanto, los alelos disefiados cumplen el primer requisito imprescindible en una estrategia
de dominancia negativa.



Resumen/Abstract

ABSTRACT

Myostatin is a member of the Transforming Growth Factor B (TGF) family responsible for
inhibition of muscular mass development. Cattle with mutations that inactivate myostatin
exhibit a remarkable increase in skeletal muscle mass called muscle hypertrophy or double
muscling. This muscle mass increase is accompanied by an equally remarkable decrease
in carcass fat which leads to a clear increase of its economical value.

Increased knowledge of myostatin structure and function has triggered the development of
methodologies to manipulate its function or circumvent negative effects associated to
double-muscled phenotype.

The first research block of this thesis deals with the creation of a system which allows the
study of hypertrophied phenotype to normal phenotype reversibility. For this purpose, the
construction of a “Mstn OFF to ON” has been performed. In this system the third
myostatin exon is in an inverted position but is susceptible of turning into a permanently
active position with the help of Cre/lox system and a mutated lox variant. This system has
been assayed both in vitro and in a bacterial system, where it has shown the ability to go
from an inactive to an active configuration, keeping on the latter state. However, when it
was permanently established by homologous recombination in murine ES cells, it was
impossible o invert it to the active configuration, probably due to the use of a promoter
too weak for achieving a proper Cre-recombinase expression when interacting with the
chosen mutated lox. Although this research has been interrupted in this point, these results
hint the possibility to use more suitable Cre vectors to get the awaited recombination
between mutated lox.

The second research block of this thesis has consisted of the creation and testing of
different potentially dominant negative myostatin alleles. The characteristic double-
muscled phenotype is only exhibited in homozygosis; this makes comprehensible the great
agricultural interest for producing double-muscled heterozygous calves and for the
potential post-natal application of theses alleles to avoid the calving difficulties associated
to the double-muscling. So, three dominant negative alleles have been created, potentially
able to invalidate the function of wild myostatin in its presence. These three variants have
been designed so as to prevent the binding to the specific membrane receptor by steric
hindrance. As this dominant negative strategy depends completely on the ability of mutant
monomers to dimerize with wild monomers, two interaction assays have been performed to
confirm that binding between monomers has not been altered. These assays confirmed
that the three dominant negative designed variants are perfectly able to interact with wild
monomers, and furthermore, there is no significant difference with the interaction between
two wild type monomers. So, the designed alleles fulfil the first essential requirement in a
dominant negative strategy.
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A. ESTADO ACTUAL DEL CONOCIMIENTO SOBRE LA
MIOSTATINA Y RELACION CON EL FENOTIPO HIPERTROFICO

A.1. Raza bovina Asturiana de los Valles y fenotipo hipertréfico
muscular

La Asturiana de los Valles, Carrefiana o Asturiana Occidental, es una raza bovina
autéctona espaiiola de aptitud carnicera, gran rusticidad, mansedumbre y buenas
cualidades maternales que se explota en condiciones extensivas en la zona suroccidental
de la Comunidad Auténoma del Principado de Asturias, en el norte de Espaiia.

Estos animales presentan un buen rendimiento en sus canales, con un alto contenido de
musculo (75'5%), poca grasa (entre un 6 y un 7'7%) y una relacién musculo:hueso (4'3)
comparable a la de las razas europeas de reconocida aptitud carnica (Vallejo et al.,
1992). En Espafia, un estudio comparativo junto a otras seis razas espanolas, sitta a la
carne de Asturiana como la mejor valorada por el consumidor (Santolaria et al., 1997).

De censos muy elevados en el siglo XIX, la introducciéon de razas europeas mds
especializadas marcé un descenso progresivo y generalizado en su nimero de efectivos
durante todo el siglo XX en un rdpido proceso de absorcién. Sin embargo, a partir de los
afos 80 comenzd un timido repunte en el nimero de individuos de la raza censados,
tendencia que se fue confirmando poco a poco hasta hacerse muy evidente, de manera
que hoy dia se puede afirmar que la raza estd en clara expansién no sélo en cuanto a
nimero de efectivos, sino también en un sentido geogrdfico, ampliando su zona
tradicional de distribuciéon del suroccidente asturiano hacia el norte de la provincia de
Leén, hacia Galicia y hacia Cantabria. El censo actual se estima en unas 44.000
reproductoras (www.invac.org/aseava/aseava.html).

La caracteristica principal de la raza Asturiana de los Valles es la presencia de una
variedad musculosa que constituye una expresion morfo-funcional derivada del fenémeno
de la cularidad, propiedad que en genética bovina se define como una caracteristica
hereditaria de la especie, consistente en el desarrollo exagerado del sistema muscular,
que confiere a los animales apariencia externa de cierta duplicidad corporal (figura 1).

Su aspecto musculoso se describe ya desde principios de siglo (Naredo y Bajo, 1916),
caracteristica que ofrece gran interés para la produccién de carne, por lo que se perpetia
y expansiona a nivel general de la especie. Por otra parte, desde el punto de vista tedrico-
experimental, su naturaleza genética permite programas selectivos que mantengan vy
perfeccionen las ventajas y reduzcan o supriman los inconvenientes (Sdnchez Belda,

1984).

El aumento del interés de los ganaderos por las cualidades econémicas de la Asturiana
de los Valles hizo que en los afios 40 comenzaran a utilizarse en Asturias toros culones
como sementales (Sopefa y Blanco, 1970) y llevé en 1967 a la producciéon de 40.000
terneros culones a partir del uso de inseminacién artificial (Lépez de Torre y Herndndez,

1982).
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El fenotipo culén o hipertréfico en las razas espafolas no es exclusivo de la raza
Asturiana de los Valles, se encuentra ademds en la Rubia Gallega y muy esporddicamente
en la Asturiana de Montaiia y en la Pirenaica; también se presenta en varias razas
europeas (Blanco Azul Belga, Charolesa, Piamontesa, Limusina...), siendo en las razas

Blanco Azul Belga y Piamontesa donde se observa la mayor incidencia del cardcter
(Arthur, 1995).

Figura 1: Raza Asturiana de los Valles. Individuo culén que muestra el tipico
desarrollo de la hipertrofia muscular.

Todas estas razas poseen una serie de caracteristicas macroscédpicas comunes (Vissac,
1972): el desarrollo hipertréfico muscular generalizado, que se traduce igualmente en un
gradiente de hipertrofia antero-posterior a nivel del tronco y proximal-distal a nivel de las
extremidades. Esto conlleva una desproporcién entre las dimensiones del canal pélvico y
el volumen del feto, lo que dificulta los partos de los animales culones. Otra caracteristica
es la reduccién del tamafio de los érganos internos, ademés aparece un retraso neto de

la madurez sexual y una disminucién de la aptitud maternal en las hembras (Vissac, 1972;
Ménissier, 1982a).

Estas desventajas estdn atenuadas en Asturiana de los Valles, donde a pesar de que las
dificultades al parto son mayores cuando una vaca fenotipicamente normal pare un
ternero culén, sin embargo, las vacas culonas no presentan mds dificultad al parto que
las normales (Cafdn et al., 1996). De hecho, se observan cerca de un 90% de partos
faciles 'y sélo  un  2'5% de  cesdreas  (Caidn et al, 1996;
www.invac.org/aseava/aseava.html). Ademds, esta raza es conocida por sus buenas
cualidades maternales, frente a otras razas portadoras del carécter culdn (Ménissier,

1982b).
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En cuanto a la naturaleza de la hipertrofia, se observa que los misculos de estos
animales presentan un mayor nimero de fibras, siendo este fenotipo realmente una
hiperplasia mds que una hipertrofia (Hanset et al., 1982). También en fetos culones se ha
observado un mayor nimero de fibras musculares con respecto a los fetos normales
(Dumont, 1982). Dicha hiperplasia afecta particularmente a la proporciéon de fibras
blancas tipo llb (o fibras rapidas de metabolismo glicolitico), frente a las rojas tipo | (o
fibras lentas oxidativas). Las fibras répidas tipo Ilb se caracterizan por su menor contenido
en mioglobina, lo que confiere a esta carne su caracteristico color rosa pdlido (Vissac,

1972; Sanudo et al., 1999; Gil et al., 2001).

Oftra caracteristica de la hipertrofia es el menor porcentaje de grasa de sus canales
debido a que sus depdsitos de grasa son mds pequerios siendo esto resultado de una
reduccién del volumen de las células lipidicas mds que de una disminucién en el nGmero
de células (Bailey et al., 1982). Asi, en Asturiana de los Valles se ha observado, al
estudiar un corte del muésculo Longissimus dorsi, un 1'32% de grasa intframuscular, el
menor porcentaje medido entre otras seis razas espanolas evaluadas. Ademds, esta carne
destacd por su elevada proporcién de écidos grasos poliinsaturados, lo que le aporta
ventajas adicionales dada la repercusién de estos componentes en determinados
problemas de la salud humana (Safudo et al., 1999).

Por otro lado, estos animales presentan un bajo contenido en coldgeno, como se
desprende de su bajo contenido en hidroxiprolina, un buen indicador de la cantidad de
colédgeno en el musculo (Boccard, 1982). En la raza Charolesa se han observado valores
de contenido total de coldgeno intramuscular en individuos culones de hasta la mitad de
los medidos en los animales control, siendo éste ademds un coldgeno menos maduro,
con menor proporcién de uniones aminoacidicas termoestables, lo que origina una trama
conjuntiva menos densa, caracteristica relacionada con la mayor terneza de la carne
(Bailey et al., 1982). De hecho, la raza Asturiana presenta una baja resistencia al corte en
estudios con carmme madurada a los siete dias (Safiudo et al., 1999), y en las
comparaciones entre individuos culones homocigotos e individuos heterocigotos se ha
observado que la terneza es significativamente mayor en los individuos homocigotos

(Safudo et al., 1998).

En cuanto a las caracteristicas de las canales de los individuos culones de Asturiana de
los Valles hay que destacar que estos animales poseen un rendimiento del 63'4% (frente a
un 57'6% de los animales normales) y unos porcentajes de musculo, hueso y grasa del
82'7, 14’4 y 2'7% respectivamente, que determinan una relacién misculo:hueso de 5’8
(frente a unos valores respectivos del 75’5, 17’7 y 6'6% en los individuos normales)
(Vallejo et al., 1992). Todo esto hace de los individuos culones de esta raza aptos
competidores frente a otras razas cérnicas europeas.

Estas razones motivan que en la raza Asturiana de los Valles exista una clara tendencia
hacia la selecciéon de dicho cardcter dado que los individuos con hipertrofia muscular
presentan un incremento de entre el 30 y el 45% en valor carnicero (Cafdn et al., 1996),
correspondiendo la mayor parte de tal incremento al Longisimus dorsi y mUsculos de la
pierna, es decir, a las zonas productoras de carne de superior categoria (Sopefa vy
Blanco, 1970).
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A.2. Base genética de la hipertrofia muscular

El cardcter hereditario del fenotipo hipertréfico muscular caracteristico de la raza bovina

Asturiana de los Valles estd establecido desde principios del siglo XX, tanto en la propia
raza Asturiana (Lavin, 1964; Sopefia y Blanco, 1970), como en otras razas europeas
(Ménissier, 1982b) y se ha seleccionado a favor durante varios afos gracias al empleo
masivo de la inseminacién artificial y a la amplia demanda de los ganaderos de
sementales portadores del carécter (Sédnchez, 1984).

Este fenotipo es macroscépicamente muy semejante al observado en la raza Blanco Azul
Belga, aunque ligeramente menos pronunciado. Estos animales también poseen menos
hueso, menos grasa y un 20% mds de musculo que la media, acompafiado de una
disminuciéon en la masa de otros érganos internos (Hanset et al., 1982).

Hanset & Michaux (1985a y b) se basaron en andlisis de segregacién obtenidos a partir
tanto de datos experimentales como de poblaciones abiertas de Blanca Azul Belga en los
que se utilizaban medidas de muscularidad cuantitativamente obijetivas (peso total de
muUsculo, concentraciéon  plasmdética de creatinina, concentracién eritrocitica de
creatina...), para postular la existencia de un gen mayor autosémico (al que definieron
como mh -muscular hypertrophy-) responsable de la determinacién genética de la
hipertrofia muscular. Dicho gen se comportaria como un gen parcialmente recesivo ya
que se observa cierto efecto cuando hay una sola copia del alelo, aunque el fenotipo
tipico hipermusculado requiere la presencia de ambos alelos.

Dicha hipétesis fue confirmada mediante andlisis de ligamiento por Charlier et al. (1995)
al posicionar el locus mh a 3’1 ¢cM del microsatélite TGLA44 en el extremo centromérico
del cromosoma 2 bovino.

Mediante andlisis de ligamiento, Dunner et al. (1997) demostraron que el locus mh
responsable de la hipertrofia muscular en la raza Blanca Azul Belga lo era también en
Asturiana de los Valles, sugiriendo una homogeneidad genética de dicho carécter en
ambas razas.

En 1997, Mc Pherron et al. identificaron en ratén, mediante PCR degenerativa, un nuevo
miembro de la superfamilia de los TGFB: GDF-8 (Growth/Differentiation Factor-8). Esta
proteina se expresaba en musculo esquelético embrionario y adulto, y los ratones
homocigotos para la mutacién nula en dicho gen (ratones “knock-out”) presentaban un
evidente aumento en la masa muscular, resultado de una combinacién de hiperplasia e
hipertrofia de las células musculares; se observé ademds que los misculos de los ratones
knock-out pesaban de dos a tres veces mds que los de los homocigotos normales.

Dada la especificidad tisular de expresion y el fenotipo del ratén knock-out, dicha
proteina pasé a denominarse miostatina.

La semejanza fenotipica entre el ratén knock-out para la miostatina y el ganado bovino
con hipertrofia muscular permitié a Grobet et al. (1997) demostrar la identidad entre el
gen de la miostatina y el gen mh utilizando dicho gen como candidato posicional.
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La comparaciéon de la secuencia de ambos genes (de ratén y bovino) mostré una
equivalencia del 89'1% sobre 1128 nucleétidos en la secuencia codificante, y una
identidad del 92"5% sobre un solapamiento de 375 aminodcidos.

La secuencia nucleotidica del alelo mh bovino resulté ser idéntica a la del alelo salvaije,
excepto en una delecién de 11 pb entre los nucleétidos 821 y 831 (contando a partir del
codon de iniciacién). Esta delecion en el marco de lectura, aparecida tras el primer
residuo de cisteina del dominio C-terminal, interrumpe drdsticamente la secuencia
aminoacidica y conlleva la apariciéon prematura de un codon “stop” 14 aminodcidos tras
la delecién. De este modo, esta mutaciéon elimina virtualmente la parte bioactiva de la
molécula.

Grobet et al. (1997) encontraron una correspondencia total entre fenotipo y genotipo
para todo el pedigri al genotipar la poblacién experimental utilizada en el mapeo
posicional del gen mh (Charlier et al., 1995): todos los machos culones de Blanco Azul
Belga resultaron homocigotos para la delecién y todas las hembras resultaron
heterocigotas; igualmente encontraron los dos alelos normales en los individuos testados
de dos razas lecheras (Frisona y Jersey), y paralelamente encontraron la delecion en
homocigosis en todos los individuos hipertréficos testados de Blanco Azul Belga vy
Asturiana de los Valles, demostrando la homogeneidad alélica de ambas razas.

Tras la determinacién de la secuencia codificante en otras razas bovinas europeas
portadoras del cardcter culdn (Grobet et al., 1998; Cappuccio et al., 1998; Miranda et
al., 2000; Miranda et al., 2001), dicha homogeneidad alélica se demostré no ser
compartida con otras razas (Maine-Anjou, Charolesa, Piamontesa, Marchigiana...) al
caracterizarse una serie de mutaciones de distinta naturaleza (deleciones, transiciones o
transversiones) que interrumpirian la funcién de la proteina originando el fenotipo mh.

En ratones también se describié una mutacién natural (compact, “Cmpt) que ocasionaba
una hipermuscularidad patente (Szabé et al., 1998), y que resulté deberse a una delecion
de 12 pb en la regién N-terminal de la miostatina, lo que acarreaba la pérdida de 4
aminodcidos distorsionando la estructura tridimensional de la zona e interfiriendo
probablemente con el plegamiento y la regulacién de la proteina.

Por otro lado, los fenotipos de los individuos hipertréficos del ganado bovino y de ratén
no son idénticos: en el ganado bovino culén, ademds de un aumento de la masa
muscular, hay una disminucién del peso de la piel, tejidos adiposo y éseo, tracto
alimentario y la mayoria de los érganos internos. En los ratones knock-out también se
observa una disminucién de los depdsitos de grasa (McPherro & Lee, 2002) aunque en
las regiones del hueso donde se inserta el mUsculo se ha observado un aumento de la
masa 6sea (Hamrick et al., 2002). Ademds, la elevada musculatura del ganado culén es
resultado bdsicamente de una hiperplasia de las fibras musculares, mientras que en los
ratones knock-out se observa tanto una hipertrofia como una hiperplasia (Hanset et al.,
1982; McPherron et al., 1997). Estas diferencias entre el fenotipo bovino y el de ratén
podrian ser atribuibles a genes adicionales seleccionados a favor durante los cruces de
las razas bovinas culonas (Kambadur et al., 1997).

La expresion de la miostatina se ha detectado desde los 9’5 d.p.c. (Mc Pherron et al.,
1997) en ratén, desde los 15 d.p.c. en bovino normal y a partir de los 50 d.p.c. (no hay
datos anteriores) en bovino hipertréfico (Kambadur et al., 1997). Este ARNm se ha
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detectado como un producto de 2’9 kb (tamafio coherente con la secuencia transcrita) en
el estado adulto de animales tanto hipertréficos como normales, lo que afianza la idea de
que las anomalias se producen a nivel proteico y no a nivel del ARNm. Ademds, Sharma
et al. (1999) sélo detectaron la presencia de la proteina mediante Western blot en tejido
muscular esquelético y cardiaco de animales normales, mientras que en musculo
esquelético de animales hipertréficos no se obtuvo ninguna sefal.

El aislamiento del gen y la proteina y la evidencia definitiva de la relacién entre
miostatina mutante y fenotipo culén ha tenido un efecto mds amplio que el de la simple
caracterizacién del origen de la hiperplasia muscular: ademds ha permitido abandonar la
seleccién subjetiva de individuos por simple observacién fisica, para genotiparlos
directamente y diferenciar los individuos con una copia de la miostatina disfuncional de
los individuos homocigotos para dicho cardcter (Arnold et al., 2001).

A.3. Caracteristicas de la miostatina

La miostatina es un miembro de la superfamilia de los TGFB (Transforming Growth
Factor B), denominada asi originalmente por la capacidad de los primeros miembros
descritos en dicho grupo de producir fenotipos transformantes en cierto cultivos celulares,
y por su papel en la regulacién de la proliferacién de distintas lineas celulares. Esta
superfamilia comprende varias proteinas multifuncionales de sefalizacién célula-célula
cuyo papel es esencial en la regulacién de procesos de diferenciacion celular durante el
desarrollo embrionario y en la homeostasis tisular, habiéndose observado su capacidad
de inhibicién del crecimiento y transformacién celulares (Hsuan, 1989; McPherron & Lee,
1996). En concreto, la miostatina es un GDF (Growth/Differentiation Factor), que son
factores de crecimiento y diferenciacién esenciales en la regulacién del destino y
comportamiento de distintos tejidos durante la embriogénesis. McPherron et al. (1997) no
ubican a esta proteina en ninguna de las subfamilias conocidas y sélo la relacionan con
Vgr-1 (BMP-6), en cuanto a su mayor homologia aminoacidica entre la primera cisteina
conservada y el final de la cadena C-terminal (45%); Massagué (1998) la clasifica en un
grupo de miembros intermedios en cuanto a la homologia de su secuencia activa, junto a
GDF-9, Nodal y Dorsalina; sin embargo, estas moléculas carecen de alguna de las 9
cisteinas del patrén caracteristico de la miostatina. Finalmente, el TGFB mds semejante en
estructura primaria a la miostatina es el GDF-11 o BMP-11 (Gamer et al., 1999;
McPherron et al., 1999; Nakashima et al., 1999), factor descubierto posteriormente a la
miostatina y que se expresa en embrién en el tejido nervioso dorsal, en las extremidades y
la cola, y en el adulto en la pulpa dental y cerebro. Con este factor existe una identidad
aminoacidica en su regién C-terminal del 90%.

El gen de la miostatina de ratén se compone de tres exones de 500, 374 y 1829 pb
respectivamente. Se detectan un punto de inicio de la transcripcién y dos de
poliadenilacién, observdndose el ARNm mds largo como el mds abundante entre el ARN
total extraido de musculo (Royo, 2002). En total, el gen posee una longitud, entre la
primera y Ultima base transcritas, de 6438 pb para el punto de poliadenilacién més
alejado, y el transcrito predicho seria de 2703 pb, con lo que el ARNm resultante oscilaria
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alrededor de las 2’9 kb estimadas por McPherron et al. (1997). En bovino, en cambio,
segln los autores aparece un solo sitio de inicio de la transcripcién (Jeanplong et al.,
2001) o dos (Royo, 2002) y en cuanto a la regién 3’ no traducida, se observan tres sitios
distintos de poliadenilacién (Jeanplong et al., 2001; Royo, 2002). En humano, Gonzalez-
Cadavid et al. (1998) también describen un gen con tres exones y dos intrones, y con tres
sitios putativos de inicio de la transcripcién que daria lugar a un ARNm de 3’1 kb.

La regién situada inmediatamente en 5’ del exén |, con un alto grado de conservacién en
su secuencia enfre bovino y ratén, hace pensar que se trata de la regién promotora, lo
que se confirmé al identificarse en dicha regién las secuencias correspondientes a una

TATA-box y una CAAT-box conservadas entre la secuencia bovina y de ratén (Royo,
2002).

En esta zona 5’ no transcrita, Ferrell et al., (1999) utilizaron la base de datos TRANSFAC
(Heinemeyer et al. 1999) para localizar en la especie humana un punto (en el nucleétido
-185) de unién a MyoD, un regulador transcripcional implicado en la determinacion de
las células musculares. También Spiller et al. (2002) observaron la existencia de una
secuencia de unién a factores de transcripcion bHLH en el promotor de bovino,
demostrando su capacidad de unién a MyoD in vivo e in vitro. Por su parte Ma et al.
(2001) localizaron en la misma regién dos elemento de unién a factores MEF2 (Myocyte
Enhancer Factor 2), factores de transcripcién implicados en el desarrollo de la
miogénesis. Estos mismos autores también encontraron cinco secuencias correspondientes
a elementos de respuesta a glucocorticoides, demostrando de hecho el incremento de la
expresion de miostatina provocado por la dexametasona en un cultivo celular.

El gen de la miostatina da lugar a una pre-pro-proteina de 375 aminodcidos en bovino,
pollo y humano, y 376 en ratén y rata (McPherron & Lee, 1997). En especies de peces
como el besugo o el pez gato, esta proteina llega a los 385 y 389 aminodcidos
respectivamente (Kocabas et al., 2002).

Esta proteina comparte varias caracteristicas en su estructura primaria con otros
miembros de los TGFB, y particularmente con TGFB-1, de lo que puede suponerse una
estructura y un procesamiento semejantes: posee una secuencia hidrofébica en el extremo
de la regién aminoterminal que actta como sefial de secrecién, y una secuencia de
procesamiento proteolitico (RSRR) tras la cual se digeriria la proteina con ayuda de una
endoproteasa, dando lugar a un dominio carboxi-terminal biolégicamente activo y unido
no covalentemente al dominio aminoterminal o péptido latente (LAP: latency-associated
peptide). La figura 2 representa la estructura de la proteina.

El método desarrollado por Nielsen et al. (1997) predice una secuencia de 24 residuos en
ratén que actuaria como péptido sefal. El fragmento activo carboxi-terminal resultante de
la escision del péptido sefal y la posterior proteolisis del péptido latente posee 109
aminodcidos. Esta regién activa es idéntica en humano, ratén, rata y cerdo, y contiene
sélo dos aminodcidos de diferencia con la misma regién en bovino (McPherron & Lee,

1997).

La regidn bioactiva se expresa a partir del tercer exdn y se caracteriza por tener 9
residuos de cistelna dispuestos segin un patrén conservado y caracteristico, e
involucrados probablemente en la creacién de puentes disulfuro intramoleculares (por
similitud con TGF-B1 se formarian entre las cisteinas C6-C16, C15-C74, C43-C106 y
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C47-C108) e intermoleculares (C73-C73’) que permiten, como en otros miembros de los
TGFB, la formacién de homodimeros, que es la forma bajo la cual la miostatina tiene
actividad biolégica (Hinck et al.,, 1996; McPherron et al., 1997). Finalmente, la
miostatina de ratén posee un punto (dos en bovino) de N-glicosilacién potencial en el
péptido latente (Asn 72) (Royo, 2002).
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Figura 2: Estructura de la miostatina de ratén. Representacién esquemdtica de la
miostatina deducida a partir de la de TGFB-1 en la que se observan las tres regiones en las
que se divide la proteina. El asterisco representa el hipotético residuo glicosilado. Las “C”
corresponden a los residuos de cisteina y “RSRR” a la diana de proteolisis.

A.4. Requlacion de la bioactividad en la familia de los TGFB

El control de la bioactividad en la familia de los TGFB comienza en el propio reticulo
endoplésmico donde el péptido senal es eliminado, la pro-proteina se glicosila en un
residuo de asparagina del dominio del péptido latente y luego establece dimeros por
medio de un puente disulfuro entre las dos cisteinas conservadas en la sexta posicién de
la regién C-terminal. Esta pro-proteina modificada pasa al aparato de Golgi donde es
procesada por una endoproteasa (furina en el caso de TGFB-1 -Dubois et al., 1995-y
también en el caso de la miostatina - Jin et al., 2004-), dando lugar a un dominio activo
(el dimero carboxi-terminal) y a un precursor N-terminal remanente: el péptido latente.
Dicho péptido latente permanece unido al dominio activo no covalentemente evitando la
unién del TGFB a su receptor (Piek et al., 1999).

El trabajo realizado por Zhu et al. (2000) muestra la importancia de la regulacién
ejercida en este punto especificamente en la miostatina. Este equipo creé una miostatina
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dominante-negativa mutagenizando su diana de proteolisis de manera que el dominio
carboxi-terminal (péptido maduro) no pudiera separarse del dominio amino-terminal. Este
alelo coexistia en la célula con el alelo normal de la miostatina. De este modo, los
dimeros de miostatina que llevaban al menos un monémero dominante-negativo no
podian unirse al receptor y por tanto, no podian ejercer su funcién. Como consecuencia
de esto, en los ratones transgénicos para este alelo sin diana de proteolisis se produjo un
notable incremento de la masa muscular debido a una hipertrofia de las fibras
musculares. Por otro lado, Huet et al. (2001) demostraron que en cultivos de mioblastos
tratados con HIMPs (inhibidores de metaloproteasas) no se llevaba a cabo la proteolisis
de la miostatina y se producia un aumento en la fusién de mioblastos, provocando una
hipertrofia de los miotubos. Ambos resultados sefalan que la proteolisis de la miostatina
para liberar el péptido activo es vital para su correcta funcién.

En el aparato de Golgi, el péptido latente interactla covalentemente por medio de un
puente disulfuro con las proteinas latentes de unién a los TGFB (LTBPs: latent TGFB
binding proteins) formando complejos de gran tamafio. A estos complejos (formados por
la parte carboxi-terminal bioactiva, unida no covalentemente al péptido latente, unido a
su vez a las LTBPs) se les llama también complejos TGFp latentes y son mucho mds
estables que la molécula bioactiva de los TGFB. Las LTBPs son glicoproteinas con un
dominio estructural muy semejante al de las fibrillinas (constituyentes principales de las
microfibrillas del tejido conectivo) cuya funcién es la de potenciar la secrecién vy
estabilidad de los complejos TGFB-LAP, asegurar el correcto plegamiento de los TGF y
dirigir el complejo latente hacia la matriz extracelular de ciertas células y tejidos para su
almacenamiento o hacia la superficie celular donde tiene lugar la activaciéon (Taipale et
al., 1996; Piek et al., 1999). Entre las funciones principales de la asociacién entre
factores de crecimiento y las fibras de la matriz extracelular se encuentra la de disminuir la
pérdida de informacién mediante la creacién de “gradientes” dirigidos en la propia matriz
extracelular, y la de mantener una cierta “memoria” de transmisién de sefiales; pero
probablemente la funcién mds importante sea la de permitir el almacenamiento de
grandes cantidades de moléculas senalizadoras bajo una forma fécilmente activable,
permitiendo la sefializacién extracelular en ausencia de nueva sintesis proteica (Gleizes et

al., 1997; Taipale & Keski-Oja, 1997).

Nicholas et al. (2002) encontraron una proteina, Titin-cap o teletonina, que parece
regular la secrecién de la miostatina en este punto: su unién a la miostatina tras el
procesamiento proteolitico (en el aparato de Golgi o en el citoplasma) provoca la
inhibicién de la secrecién de la miostatina al espacio extracelular, probablemente por
inhibiciéon de la formacién del complejo latente, lo que en un cultivo de mioblastos que
sobreexpresaban T-cap, se traducia en un significativo aumento de la tasa de
proliferacién.

Otra proteina que probablemente ejerza una regulacién en la secrecién de la miostatina
es la hSGT (human small glutamine-rich tetratricopeptide repeat-containing protein), una
proteina con funciones de chaperona involucrada en el plegamiento proteico. Wang et al.
(2003) demostraron que se unia a la miostatina mediante el péptido sefal de ésta, lo que
les hizo sugerir que hSGT podria estar relacionada en la regulacién de la secrecién y
activaciéon de la miostatina.
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En relacién a este punto, diversos estudios han dado lugar a un posible modelo de
regulacién de la actividad de la miostatina, en el que tras su procesamiento proteolitico,
el dimero carboxi-terminal se mantiene en forma de complejo latente con su péptido
amino-terminal y quizd ofras proteinas. Diversas publicaciones proponen diferentes
proteinas como probables responsables de mantener este estado de latencia: la
folistatina, que se une al dimero carboxi-terminal inhibiendo su capacidad de unién al
receptor (Lee & McPherron, 2001); FLRG -folistatin related gene-, una proteina
relacionada con la folistatina que Hill et al. (2002) demuestran que se une al complejo
latente de la miostatina en el suero de ratén y de la especie humana provocando una
inhibicién de la miostatina; o GASP-1 (growth and differentiation factor-associated serum
protein-1), proteina inhibidora de la miostatina que también se une tanto al dominio
carboxi-terminal, como al amino-terminal (Hill et al., 2003).

Una vez secretados, el control de la actividad de los factores de crecimiento en la
superficie celular se divide en dos mecanismos bioquimicos distinfos pero interconectados:
la liberacién de la matriz extracelular y la activacién del complejo latente. La liberacién
supone una disociaciéon del factor de crecimiento de sus puntos de unién a la matriz
extracelular, provocando la formacién de un “pool” soluble del factor; esta disociacién se
produce por muiltiples proteinasas de la familia de las serin-proteasas como la plasmina,
quimasa de mastocitos o la elastasa leucocitaria. Esta proteolisis supone el truncamiento
de las LTBPs, lo que a su vez expone nuevas regiones del LAP, que pasaria a estar
disponible para unirse a la superficie celular mediante la unién del péptido latente a
receptores manosa-6-fosfato, parece que como medio para concentrar los complejos
TGFB latentes en una zona donde serdn proteolizados. El complejo latente TGFP liberado
estaria adn bajo forma inactiva, y su activacién en TGFB biolégicamente activo consiste
en la liberaciéon del dimero carboxi-terminal gracias a proteasas como la plasmina o la
catepsina y otfras proteinasas, que digieren el péptido latente (Dennis & Riftkin, 1991;
Gleizes et al., 1997; Piek et al., 1999). Wolfman et al. (2003) descubrieron que sélo
cuando el fragmento aminoterminal (péptido latente) de la miostatina era digerido (por
proteinasas de la familia BMP1-TLD) en el residuo Asp76, el dimero activo de la
miostatina abandonaba el estado latente pudiendo entonces realizar su  funcién
normalmente. La activacién del complejo latente se representa en la figura 3.

Una vez que el péptido activo se ha liberado, se produce su unién con los receptores de
TGFB especificos. Los miembros de la superfamilia de los TGFB dirigen su sefial desde el
espacio extracelular hacia el nicleo a través de una familia de receptores transmembrana
de tipo serin/treonin-kinasas. Estos receptores son glicoproteinas con un dominio
extracelular rico en cisteinas, un dominio hidrofébico transmembrana y un dominio
intracelular con actividad serin/treonin-kinasa. Se dividen principalmente en dos
subfamilias: los receptores tipo Il (a los que se unirian los TGFB) y los receptores tipo |
(que continGan la sefal hacia el nicleo). También existen unos receptores tipo Ill, aunque
no aparecen en todos los tipos celulares en los que se observa la presencia de receptores
tipo Il y I) y cuya funcién seria la de presentar el TGFB ante el receptor tipo Il (Datto et al.,
1996). En el caso particular de la miostatina, Lee y McPherron (2001) demostraron que
los receptores de activina tipo Il (particularmente los de tipo 1IB) estdn involucrados en la
sefalizacién de la miostatina: in vitro, la unién de la miostatina a los receptores de
activina tipo Il era especifica y saturable, y los ratones transgénicos con una elevada
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expresién en musculo de una forma dominante-negativa del receptor de activina tipo |l
mostraban un claro aumento de la masa muscular. Ademdés demostraron que el
propéptido de la miostatina inhibia la unién del péptido bioactivo al receptor de activina
tipo Il bloqueando su accién inhibitoria en el crecimiento muscular in vivo, lo que prueba
la funcién de latencia o inhibicion del propéptido en el mecanismo de accién de la
miostatina.

La unién del TGFB a su receptor de membrana tipo Il, induce la formacién de un
complejo con el receptor tipo |. Dada la naturaleza dimérica de los ligandos, cada
mondémero contactard probablemente con un receptor tipo | y un receptor tipo Il,
generando asi un complejo de receptor heterotetramérico. La formacién de este complejo
conduce rdpidamente a la fosforilacién del receptor tipo |, catalizada por el dominio
kinasa del receptor tipo Il (Massagué, 1998).

Citoplasma Espacio extracelular
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Figura 3: Activacion del complejo latente TGFf. Una vez secretado al espacio
extracelular, el complejo latente se asocia a la matriz extracelular de la que se libera por
proteolisis. Tras esta liberacién se produce la unidn del péptido latente a receptores manosa-
6-fostato de la superficie celular, donde se produce la activacién del complejo latente a
través de proteasas como la plasmina o la catepsina, que digieren el LAP liberando asi el
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dimero carboxi-terminal activo. MEC: matriz extracelular. Ry, ¢p: receptor manosa-6-fosfato.
Rrgp: receptor Ser/Thr-kinasa para TGFps. Las barras en verde claro representan el dimero
carboxi-terminal, las barras en verde oscuro el péptido latente (LAP) y el LTBP (Latent TGFB
binding protein) estd representado por una barra gris.

Las proteinas de la familia de factores de transcripcion SMAD son los primeros sustratos
de los receptores tipo |. Este receptor se encarga de la fosforilaciéon de proteinas SMAD
especificas en una cadena que acabard en el nicleo, donde tiene lugar el efecto final de
los TGFB. Las SMADs son proteinas citoplasméticas con un dominio carboxi-terminal y un
dominio amino-terminal altamente conservados y separados por una regién de unién de
secuencia y longitud variables; en estado basal se asocian en homo-oligémeros y
permanecen en estado inactivo hasta que son serin-fosforiladas en su dominio carboxi-
terminal. La primera proteina que el receptor tipo | fosforila es una SMAD regulada por
receptor (o R-Smad; en vertebrados se han descrito las Smads 2 y 3, reconocidas por los
receptores de TGFP, activinas y nodal, y Smads 1, 5 y 8, que son reconocidas por los
receptores de BMPs y GDFs), permitiéndole entonces asociarse a una co-SMAD (Smad-4
en vertebrados) en el citoplasma, y trasladdndose este complejo al nicleo donde actdan
activando la transcripcién de diversos genes con o sin la colaboracién de moléculas de
unién al ADN (Massagué, 1998; Massagué & Chen, 2000). Bogdanovich et al. (2002)
observaron que las células C2C12 tratadas con anticuerpos antimiostatina presentaban
una disminucién en sus niveles de Smad-2 y 3 fosforilados, lo que aporta una evidencia
de que estas proteinas se encuentran en la via de sefalizaciéon de la miostatina. Mds
tarde, Rebbapragada et al. (2003) caracterizaron la via de transduccién de la sefal de la
miostatina demostrando (como Lee y McPherron, 2001) que la miostatina se une al
receptor Ser/Thr-kinasa tipo Il ActRIIB, el cual interactta con los receptores tipo | Alk4 o
Alk5 para inducir la fosforilaciéon de Smad2/Smad3 y activar asf la via de sefializacién de
la miostatina. La representacién de la via de sefalizacién de la miostatina, segin estos
datos y por analogia con el resto de TGFps, se esquematiza en la figura 4.

La respuesta celular a un factor TGFB puede estar determinada no sélo por los
receptores y las isoformas de proteinas SMADs presentes en la célula, sino también por el
repertorio disponible de las moléculas de asociacién al ADN. Ademds esta respuesta
estard regulada por moduladores de la unién del ligando, actividad del receptor,
actividad de las SMADs o la localizacién nuclear (Massagué, 1998).

Por su parte, Artaza et al. (2002) observaron la localizaciéon de la miostatina
predominantemente en el nicleo de miotubos sugiriendo que esta proteina pudiera tener
un papel en la regulacién de la transcripcién de genes implicados en la replicacién y/o
diferenciacion de las células musculares. También observaron que a concentraciones
altas la miostatina se transferia al citoplasma desde donde se secretaria al medio. En
cambio, Kirk et al. (2000) sélo encontraron miostatina en el citoplasma de las fibras
musculares de rata.

Finalmente, se ha observado que la miostatina también circula en el torrente sanguineo
en forma latente (Gonzdlez-Cadavid et al., 1998; Zimmers et al., 2002) lo que supone
una evidencia de la regulacién endocrina ejercida por esta proteina.
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Figura 4: Via de senalizacion Miostatina-SMAD. Tras la unién de la miostatina al
receptor tipo Il ActRIIB se produce la unién con el receptor tipo | (Alk4 o Alk5). Este receptor
fosforila a una R-Smad (Smad2/Smad3), tras lo cual se asocia a una co-Smad (Smad-4) y
este complejo se traslada al nicleo donde actda activando la transcripcién de los genes
diana. Las moléculas de miostatina y los receptores se representan en forma monomérica
para mayor claridad.

A.5. Funcién y requlacion de la miostatina

Tras el clonado de la secuencia del ADNc de la miostatina en varias especies (humana,
bovina, ovina, pollo...) y el posterior alineamiento de sus secuencias aminoacidicas,
McPherron y Lee (1997) observaron un alto grado de conservacién en esta proteina: las
secuencias de ratén, rata, humano, cerdo, pollo y pavo eran idénticas al 100% en su
regién C-terminal, y las mismas regiones en la miostatina bovina, ovina y de babuino
contenia sélo entre uno y tres aminodcidos de diferencia; en zebrafish observaban mayor
divergencia, obteniéndose un 88% de semejanza en esta regién. Este alto porcentaje de
conservacion en la secuencia de la miostatina entre distintas especies sugiere una funcién
bioldgica altamente conservada en el reino animal.

La expresion de la miostatina se ha confirmado en una amplia diversidad de tejidos,
variable segin las especies y con distinta intensidad segin el tejido. McPherron et al.,

22



Revisién bibliogréfica

(1997) observaron un cierto nivel de expresion de la miostatina en tejido adiposo de
ratén. En cultivos de adipocitos Kim et al. (2000) y Zimmers et al. (2002) observaron que
la miostatina provocaba una inhibicién de la diferenciacién de estas células; aunque esto
parece estar en contra de la observacién realizada en los ratones knock-out para la
miostatina, en los que la adipogénesis y la formacién de depésitos de grasa se ven
significativamente reducidos (Lin et al., 2002; McPherron & Lee, 2002), esto UGltimo
probablemente sea debido a un efecto indirecto a largo término producido por el
aumento de la masa muscular y su demanda metabdlica asociada (Zimmers et al., 2002).
Posteriormente se aprecié expresién de miostatina en gldndula mamaria de cerdos (Ji et
al., 1998) y en musculo cardiaco de ratén y oveja (Sharma et al., 1999). Cho et al.
(2002) observaron la expresién de esta proteina en hueso de ratén en los dias posteriores
a su fractura, habiéndose observado ademds que los ratones knock-out para la
miostatina poseen un incremento de la masa ésea de himero, fémur y vértebras lumbares
lo que hace pensar que la miostatina posea un papel en la diferenciacién de los
osteoblastos (Hamrick et al., 2002; Hamrick, 2003; Hamrick et al., 2003). También se ha
observado la expresion de esta proteina en vertebrados inferiores, en concreto en la
trucha de rio, donde Roberts y Goetz (2001) identificaron dos isoformas expresadas en
distintos tejidos, una de ellas principalmente en muisculo esquelético y cerebro, y la otra
en tejido ovdrico. Este fenémeno aparece igualmente en varias ofras especies de
teledsteos (Maccatrozzo et al., 2001), observédndose incluso en muchos otros tejidos
segun el estado de desarrollo (Kocabas et al., 2002; Radaelli et al., 2003).

Pero su expresién mds notable se produce esencialmente a nivel del mésculo esquelético
o sus precursores desde el estado embrionario hasta el adulto (McPherron et al., 1997),
encontrdndose ademds, diferentes niveles de expresién entre muisculos distintos. Asi,
Carlson et al. (1999) y Wehling et al. (2000) observaron una alta correlaciéon entre
musculos con mayor porcentaje de fibras tipo Ilb o glicoliticas y mayor expresién de
miostatina. Kirk et al. (2000) observaron por su parte la presencia de miostatina en el
citoplasma de fibras tipo Ilb y no en las tipo |, aunque en el musculo lesionado si
constataron la expresién en ambos tipo de fibra. Por el contrario, Sakuma et al. (2000)

observaron una expresién de la miostatina mayoritaria en las fibras tipo | frente a las tipo
Il.

Y es en este tejido donde la miostatina aparece como un regulador negativo del
crecimiento muscular tanto en ganado bovino como en ratén, dado que la ausencia de
su funcionamiento normal provoca la aparicién de musculos de mayor tamafo
(McPherron et al., 1997; Grobet et al., 1997). Por tanto, cualquier mutacién que
disminuya la cantidad de actividad de la miostatina en un periodo critico del desarrollo,
podrd acarrear un aumento en la masa muscular.

Ademds, se ha observado que la sobreexpresién sistémica de la miostatina en ratones
adultos provoca una gran disminucién de la masa de los tejidos muscular y adiposo
andloga a la observada en sindromes humanos de caquexia (Zimmers et al., 2002).
Reisz-Porszasz et al. (2003) también observaron una disminucién de la masa muscular,
nimero y didmetro de las fibras musculares en ratones transgénicos en los que se habia
producido una sobreexpresion de la miostatina (aunque en este caso, sélo observaron
una disminucién del contenido muscular en los ratones transgénicos machos). Estas
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evidencias prueban la regulacién negativa que ejerce la miostatina en la proliferacién de
las células musculares.

A.5.1. Diferenciacion miogénica y formacion del musculo esquelético

El mésculo esquelético en los vertebrados deriva de células precursoras mesodérmicas de
los somitos, que son bloques segmentados que se forman en una progresién rostrocaudal
a partir del mesodermo paraxial, y que a su vez se forma a cada lado del tubo neural. La
regién dorsal de los somitos (o dermomiotomo) da lugar por un lado al dermotomo (que
daré lugar a la dermis) en su zona media y por otro al miotomo (que dard lugar al
mUsculo esquelético diferenciado) en su zona dorsal. Se ha observado la presencia de
factores secretados por la notocorda y el tubo neural (Shh -sonic hedgehog- y familia
Wnt), que actuarian sobre el dermomiotomo iniciando la miogénesis (Molkentin & Olson,

1996; Cossu & Borello, 1999).

Del miotomo, un grupo de células migra hacia las yemas precoces de las extremidades,
donde dardn lugar a la musculatura apendicular o de las extremidades; estas células se
llaman mioblastos, son células mononucleadas y estdn determinadas hacia la miogénesis
pero no estdn adn diferenciadas. Otro grupo de mioblastos del miotomo dard lugar a la
musculatura axial o del tronco (Molkentin & Olson, 1996).

Los mioblastos adquieren un compromiso celular exclusivamente hacia la linea muscular
y son capaces de una diferenciacién posterior en respuesta a sefales apropiadas, como
los factores de transcripcién de la familia bHLH (basic helix-loop-helix), que son

conocidos como Myf-5, MyoD, miogenina y MRF4 (cuyas funciones son parcialmente
redundantes) y los MEF-2 (Myocyte Enhancer Factor-2) (Walsh and Perlman, 1997).

Una vez que los mioblastos alcanzan su destino definitivo, en ellos comienza la expresién
de los factores de transcripciéon bHLH (Myf-5 y MyoD), inducida por las proteinas Wnt y
Shh secretadas desde el tubo neural y la notocorda (Molkentin and Olson, 1996; Yun &
Wold, 1996).

Durante la fase de proliferacién de los mioblastos, previa a la fase de diferenciacién, los

factores Myf-5 y MyoD permanecen reprimidos por la accién de Id, una proteina HLH que
se une a distinftos bHLH necesarios para la asociacién entre MyoD y el ADN (Emerson,
1993). En la determinacién hacia la diferenciacion miogénica, los mioblastos entran en
una fase de retirada del ciclo celular Go/G, en la que MyoD y/o Myf-5 se reactivan vy
actéan marcando la determinaciéon de estas células y tras ello, activando la expresion de
la miogenina, que estd involucrada en la diferenciacién de los mioblastos; por Gltimo
apareceria MRF4, probablemente envuelta en la maduracién de los miotubos;
igualmente, aparecen los MEF-2 (tipos a-d), que amplifican la accién de los bHLH. Esto
marca la entrada irreversible en la etapa de diferenciacién (Yun & Wold, 1996).

En este estadio, las células miogenina-positivas son ain capaces de sintetizar ADN de
novo. Entonces se induce la expresién del inhibidor de kinasas ciclin-dependientes, p21,
que actia via un complejo cdk (cyclin-dependent kinase) manteniendo el estado
desfosforilado de Rb (retinoblastoma protein). Esta proteina en estado hipofosforilado se
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mantiene unida a factores de transcripcién tipo E2F necesarios para la transcripcién de
genes implicados en la activacién de la fase S, inhibiendo asi la progresién del ciclo
celular. Ademds E2F estd también implicado en la apoptosis celular, inhibiéndose ésta en
las células p21 positivas y reguléndose de esta forma el nimero final de células

(Molkentin & Olson, 1996; Walsh & Perlman, 1997).

A partir de ahi se produce una diferenciacién hacia el fenotipo muscular propiamente
dicho, con expresién de proteinas especificas implicadas en la contraccién muscular,
como MHC (myosin heavy chain), actina, troponina.... Finalmente, las células se fusionan
formando miotubos multinucleados, que se denominan fibras musculares. Estas fibras
estén rodeadas de una membrana celular o sarcolema, constituida por una membrana
plasmdtica y una cubierta externa formada por una fina capa de material polisacérido y
coldgeno (Walsh & Perlman, 1997).

La generacién de nuevas fibras musculares transcurre en dos periodos de tiempo: las
fibras primarias sélo se forman durante los primeros estadios de la miogénesis y una vez
que termina su produccién se observa una nueva generacién de fibras que utiliza la
superficie de las fibras primarias como armazén sobre el cual fusionarse formando las
fibras secundarias. Ambos tipos de fibra contindan creciendo y aumentando su nimero
nuclear por fusién celular hasta bien entrado el periodo postnatal. El aumento en el
nimero de fibras producido al aumentar de tamafo el individuo se produce
principalmente por un aumento en el ndmero de fibras secundarias alrededor de una
misma fibra primaria (Wigmore & Dunglison, 1998).

A su vez, tanto las fibras primarias como las secundarias pueden diferenciarse en fibras
de contraccién lenta y fibras de contraccién répida. Las fibras de contraccion lenta (o tipo
) se denominan también fibras rojas por su elevada concentracién de mioglobina, poseen
un metabolismo oxidativo y una alta resistencia a la fatiga. Las fibras rdpidas se dividen
en tipo lla (o intermedias) y tipo llb; las tipo lla tienen una concentracién alta de
mioglobina y funcionan tanto con metabolismo oxidativo como glicolitico, mientras que
las tipo Ilb se denominan fibras blancas debido a su bajo contenido en mioglobina y
poseen un metabolismo anaerobio glicolitico con baja resistencia a la fatiga (Wigmore &

Dunglison, 1998).

Las fibras musculares se agrupan en nimero elevado formando fasciculos, que se ven a
simple vista en el mésculo fresco; los fasciculos se asocian a su vez de distintas maneras
formando los diferentes tipos de mUsculos. Cada fibra muscular aislada, cada fasciculo y
cada musculo en su conjunto estdn revestidos por tejido conjuntivo, que contiene

numerosas fibrillas finas de coldgeno, responsable del grado de terneza de la carne
(Bailey et al., 1982).

Dado que las células musculares maduras han perdido su capacidad de divisién, en el
musculo esquelético adulto persisten algunos mioblastos en forma de células satélite en
estrecho contacto con las miofibras maduras que, en caso de lesion muscular, vuelven a
entrar en actividad proliferativa en respuesta a factores de crecimiento, y su progenie se
fusiona a su vez formando nuevas fibras musculares (Bischoff, 1986).

En la especie bovina, al contrario de lo que ocurre en otras especies, la musculatura
presenta un avanzado estado de diferenciacién en el momento del nacimiento,
demostrando que la fase fetal es un perfodo importante en el desarrollo muscular. En un
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estudio realizado sobre mioblastos de fetos de bovino normales y mioblastos de animales
culones (Picard et al., 1998; Duris et al., 1999) se observé que la fase de proliferaciéon de
los mioblastos de fetos culones comenzaba antes que en los cultivos normales y era mds
intensa, lo que acarreaba un mayor ndmero final de células. Por el contrario, se
observaba un retraso en la fusién de mioblastos y en la sintesis de las proteinas
musculares; ademds se daba un retraso en la expresion de MHC, lo que se traducia en
un retraso general de la fase de diferenciacién con respecto al control, aunque se hacia
mucho menos marcado hacia el final de la gestacién.

A.5.2. La miostatina durante la embriogénesis

La miostatina parece tener un papel regulador clave durante la embriogénesis ya que su
expresién se ha detectado desde fases muy tempranas ( 9'5 d.p.c. en ratones -McPherron
etal., 1997-y 15 d.p.c. en bovino -Kambadur et al., 1997-) y ademds es en este periodo
cuando se han encontrado mayores niveles de expresién, comparado con el periodo

postnatal, tanto en bovino (Kambadur et al., 1997; Bass et al., 1999), como en pollo
(Kocamis et al., 1999) y porcino (Ji et al., 1998).

Ademds, los picos de mayor expresion coinciden con el momento de desarrollo de las
fibras primarias ya establecidas y el comienzo de la formacién de las fibras secundarias,
en el que las miofibras primarias se establecen a partir de la diferenciacién y fusién de los
mioblastos tempranos, formando un armazén alrededor del cual se desarrollan las

miofibras secundarias, més pequefas que las primarias (Bass ef al., 1999; Oldham et al.,
2001).

Un ejemplo de la regulacién ejercida por la miostatina durante el periodo embrionario es
el de los cerdos con sindrome de bajo peso al nacimiento; estos animales se caracterizan
por una hipoplasia muscular resultante de una disminucién en el nimero de miofibras
secundarias (Handel & Stickland, 1987) lo que conlleva una marcada reduccién del peso
corporal (animales con un peso al nacimiento de 1 kg o menos del 65% del peso de la
camada control mds grande -Powell & Aberle, 1980-). Por su parte, Ji et al. (1998)
observaron en estos animales un nivel de miostatina al nacimiento un 65% superior al
control. Este aumento de miostatina en animales con hipoplasia apunta hacia un papel
de la miostatina como inhibidor de la proliferacién de mioblastos durante el proceso
embrionario.

Por otro lado, los niveles de ARNm de miostatina son mds elevados en el mdsculo tanto
fetal como adulto de ganado bovino con hipertrofia muscular, comparado con el misculo
de individuos normales (Oldham et al., 2001; Berry et al., 2002). Estos Gltimos autores
encontraron ademds en la raza Piamontesa un aumento del precursor de la miostatina y
una disminucién de los niveles de la proteina madura en el misculo. Esto sugiere un
componente de retrorregulacién ausente en los animales hipertréficos. Este mecanismo de
retrorregulacién en los animales normales, en presencia de la miostatina funcional,
activaria unos mecanismos desconocidos que podrian ser iniciados por la misma
miostatina mediante una regulacién intracelular autocrina/paracrina, o incluso mediante
la regulacién endocrina de algin factor de crecimiento estimulado por la propia
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miostatina, para mantener unos niveles constantes de proteina. Cualquiera que sea el
mecanismo seguido, en los animales en los que no hay miostatina funcional el resultado
final serd la elevacién de los niveles de ARNm con el fin de intentar paliar la falta de la
protfeina.

Oldham et al. (2001) observaron igualmente que el patrén de expresién de MyoD, un
factor de transcripcién esencial en el proceso de miodiferenciacién, coincidia con el de la
miostatina tanto en fetos hipertréficos como en fetos normales, indicando un papel
coordinado de ambos factores en la diferenciacién terminal y/o fusiéon de mioblastos.
Estos autores proponen la regulacién de la expresién de MyoD durante la diferenciacion
terminal de los mioblastos primarios y secundarios como uno de los papeles reguladores
de la miostatina en el desarrollo normal del musculo; y por otro lado, en condiciones de
deficiencia de miostatina seria posible que la elevada expresion de MyoD promoviera el
aumento de la formacién de fibras musculares durante la miogénesis fetal.

Crosier et al. (2002) realizaron una observacién interesante a nivel productivo sobre la
expresion de la miostatina durante este periodo: los embriones de ganado vacuno
producidos in vitro tienen un peso y un ratio de fibras secundarias frente a primarias
mayores que los de embriones producidos in vivo; al mismo tiempo se observa un nivel de
expresiéon del ARNm de la miostatina menor en los embriones producidos in vitro.

A.5.3. La miostatina durante el periodo adulto

La miostatina también se expresa en el musculo esquelético del adulto, como demuestran
los trabajos de McPherron et al. (1997), Gonzdlez-Cadavid et al. (1998), Kambadur et al.
(1997), lo que sugiere que la miostatina no sélo ejerce una regulacién durante el estado
prenatal, sino que esta regulacién se perpetia luego en el estado adulto.

Por otro lado, existen multitud de evidencias de la modificacién de la expresién de la
miostatina en el muisculo completamente diferenciado en respuesta (o como
desencadenante) a distintas alteraciones de la fisiologia muscular, aunque su papel en el
musculo adulto continda sin estar demasiado claro.

En todo caso, parece que la miostatina sigue ejerciendo algin tipo de regulacién durante
toda la vida, ya que se ha observado que su concentracién en el misculo de personas de
edad (que poseen una disminucién de su masa muscular) sigue siendo la misma que en
personas j6venes (Welle et al., 2002; Kawada et al., 2001).

Por otro lado, la constatacién de que la expresién de la miostatina continGa en el
periodo adulto unido a la observacién del aumento de la masa muscular en los animales
carentes de miostatina funcional, ha planteado el interrogante de la relacién que puede
existir en el hombre entre posibles polimorfismos en este gen y desarrollo de masa vy
fuerza musculares. Con este objetivo, se han realizado diversos estudios en la especie
humana con el fin de averiguar si existe una relacién entre genotipo en la miostatina y
fuerza o respuesta al entrenamiento muscular, aunque los resultados observados por el

momento parecen poco concluyentes (Ferrell et al., 1999; Ivey et al., 2000; Seibert et al.,
2001).
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A.5.3.1. Pérdida de masa muscular

Una de las situaciones en las que se han estudiado las alteraciones en la expresion de la
miostatina ha sido en los casos de pérdida de masa muscular, bien por causas
patoldgicas (como en el caso de SIDA), bien por causas inducidas mecdnicamente
(experimentos de atrofia muscular debida a la falta de uso de las extremidades o por
permanencia en condiciones de ingravidez).

La primera evidencia de estas alteraciones en la expresién de la miostatina humana en
adulto la proporcionaron Gonzdlez-Cadavid et al. (1998) al observar en musculo vy
plasma de individuos infectados con el virus de inmunodeficiencia humana un aumento
de la concentracién de la proteina por comparacién a los niveles de individuos sanos;
este aumento era aun mds notable en individuos que habian desarrollado el sindrome del
SIDA y que presentaban una clara pérdida de masa muscular.

En experimentos de atrofia muscular en ratones producida por descarga del peso de las
extremidades posteriores Carlson et al. (1999) observaron un aumento de la expresién de
ARNm de la miostatina, que antecedia a una pérdida gradual de la masa muscular. Sin
embargo, observaron que el mayor aumento no se daba en los misculos més atrofiados
(mUsculos con mayor porcentaje de fibras lentas), sino que este aumento se producia
preferencialmente en los mUsculos con mayor porcentaje de fibras tipo llb o glicoliticas
(en los que también la expresién era mayor en condiciones normales).

Wehling et al. (2000) también detectaron un aumento en la expresiéon de la miostatina
(tanto a nivel del ARNm como de la proteina) paralela a una disminucién de la masa
muscular en experimentos de descarga muscular de las extremidades posteriores. Ademdés
observaron que tras unos dias de recuperaciéon de la carga muscular la expresién volvia a
sus niveles normales.

Lalani et al. (2000) observaron igualmente un aumento de miostatina al comparar los
niveles del transcrito y de la propia proteina en ratas sometidas a condiciones de
ingravidez en el espacio con los de ratas mantenidas en tierra: los niveles de miostatina
aumentaban tras 17 dias de condiciones de ingravidez, aunque volvian a la normalidad
tras la reaclimatacién de los misculos a la gravedad terrestre.

En pacientes con atrofia muscular crénica asociada a periodos prolongados de reposo se
observé mediante RT-PCR un aumento en la expresién de la miostatina (Zachwieja et al.,
1999; Reardon et al., 2001), asi como en personas de edad avanzada con sintomas de
sarcopenia (Schulte et al., 2001; Yarasheski et al., 2002) aunque estos resultados no
coinciden con los observados por Kawada et al. (2001) y Welle et al. (2002) que no
encuentran una diferencia de expresién entre individuos de diferente edad. Jeanplong et
al. (2003) también observaron un pico en los niveles de miostatina en corderos sometidos
a ayuno prolongado, que volvia a los niveles normales una vez recuperada la
alimentaciéon normal. Este aumento en los niveles de miostatina también se observd
asociado a la pérdida de masa muscular inducida por glucocorticoides exégenos (Lang et

al., 2001; Ma et al., 2003).

En todas estas situaciones el comportamiento de la expresién de la miostatina fue
semejante: una disminucién de la masa muscular era acompafada por un aumento de la
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expresién de la miostatina en mayor o menor medida (a su vez se darian diferencias
segUn la naturaleza —aguda o crénica- del estimulo). De alguna manera la miostatina
actuaria en estos casos como un controlador de la generacién de células musculares ya
que en los ratones knock-out para este gen no parece inducirse la miogénesis cuando son
sometidos a descarga del peso de las extremidades y la pérdida de masa muscular en
estos animales resulta mucho mayor que en los individuos normales (McMahon et al.,

2003).

A.5.3.2. Lesién y regeneracién muscular

Sin embargo, cuando se estudiaron casos de regeneracién muscular los resultados
obtenidos por distintos autores no fueron tan compatibles entre ellos, probablemente
debido a la complejidad del proceso de regeneracién muscular. Tras una lesién muscular,
en la regién dafiada se produce un proceso de degeneracién: inflamacién, infiliracién de
neutréfilos y fagocitosis de las células necréticas; este proceso es seguido por la
activacién de las células satélite, que existen en el misculo esquelético en un estado de
quiescencia y que una vez activadas, proliferan y migran a la zona lesionada donde se
fusionan y maduran formando fibras musculares esqueléticas.

Sakuma et al. (2000) estudiaron las respuestas adaptativas de la miostatina ante
condiciones de regeneracién muscular en ratones. Cuando indujeron la regeneracién tras
insercién de bupivacaina, un anestésico que causa mionecrosis seguida de regeneracién,
observaron una marcada reduccién de la proteina, que volvia a sus niveles control tras 28
dias de post-operatorio. Los autores argumentan los resultados observados atribuyendo a
la miostatina un papel inhibidor de la hiperplasia muscular, lo que acarrearia una neo-
formacién de fibras durante el proceso de la regeneracion.

Kirk et al. (2000) observaron en ratas que mientras que en condiciones normales sélo se
detectaba la presencia de miostatina en el citoplasma de fibras tipo llb y no en las tipo |,
en el musculo lesionado por inyeccién de notexina la miostatina aparecia en ambos tipos
de fibra, indicando que durante la lesién muscular existe una regulacién alterada fibro-
especifica de la expresién de la miostatina. En el mismo experimento también observaron
un aumento de esta proteina tanto en las fibras necrosadas durante la fase de lesién
como en las fibras en regeneracién, seguido de un marcado descenso coincidente con la
formacién de nuevas fibras. Este aumento de la expresién de la miostatina en fibras
necrosadas, que ademds aparece en fibras tipo | sélo en caso de lesién, les hizo sugerir
un papel quimioatractor de fagocitos y células inflamatorias. La posterior disminucién
durante la regeneracién les hizo atribuir a la miostatina un papel inhibidor de la
proliferacién de células satélite, fomentdndose la regeneraciéon muscular via el descenso
de la miostatina.

Por su parte, Yamanouchi et al. (2000) recurrieron también a la bupivacaina para
observar la expresién del ARNm de la miostatina en el mUsculo en regeneraciéon de ratas
dos dias después del tratamiento. Estos autores observaron un aumento de los niveles de
miostatina en el drea en fase de regeneracién, lo que les llevd a argumentar que la
miostatina tendria un papel inhibidor de la proliferacién y/o diferenciacién de las células
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satélite, pero cuyo objetivo en Ultimo término seria la regulacién del tamafo final del
muUsculo en regeneracién (hipdtesis “chalona”, barajada por Lee & McPherron -1999-
para el caso de la miostatina, y que sugiere que el tamafo de los tejidos de un individuo
estardn controlados independientemente por la actividad de “chalonas” especificas, o
proteinas producidas por un tejido determinado y que actGan sobre el propio tejido
inhibiendo su crecimiento; de modo que la idea general es que la concentracién de una
“chalona” especifica seria el reflejo inverso de la masa total del tejido en el que se
produce).

Sharma et al. (1999) también descubrieron (como Kirk et al. (2000) y Yamanouchi et al.
(2000)) un sustancial incremento de la miostatina en células lesionadas, pero en este caso
en cardiomiocitos proximos al drea necrética infartada tras induccién de un infarto de
miocardio en el corazén de ovejas.

Ofro grupo que observé un aumento en los niveles de miostatina tras lesiéon fue el de
Lang et al. (2001), que recogieron un incremento de hasta cuatro veces la concentracién
normal en el muisculo de fibras tipo Il tras lesién térmica. Este aumento, que no se
observaba en las fibras tipo |, se acompafaba de una disminucién del contenido proteico
de los muUsculos afectados. Ademds, su estudio les llevé a sugerir que este aumento de
miostatina estaba ocasionado por un aumento de los niveles de glucocorticoides
circulantes.

Otra evidencia de que la miostatina puede tener un papel en la regeneracién muscular
proviene de la observacién de su expresién en el mUsculo con desérdenes degenerativos,
como la distrofia. En ratones mdx, que carecen de distrofina, y en ratones gsg”, que
carecen de y-sarcoglicano, se produce un significativo grado de regeneracién muscular
tras ciclos repetitivos de degeneracién; en estos ratones mdx y gsg”’, la expresién de la
miostatina es significativamente menor comparada con los ratones normales,
probablemente debido a una regulacién negativa que permite la regeneracién de las
células musculares (Zhu et al., 2000; Tseng et al., 2002).

Estos resultados sugieren que el papel de la miostatina en el mésculo esquelético en el
estado adulto podria ser el de inhibidor de la proliferacion de las células satélite, que son
mioblastos unidos a las fibras musculares que conservan la capacidad de reproducirse en
caso de lesién muscular (Cornelison et al. (2000); Kirk et al., 2000; Yamanouchi et al.,
2000; Sharma et al. (2001)). Ademds, Carlson et al. (1999) ya sugirieron que la mayor
expresién de miostatina observada en fibras llb podria ser un mecanismo de feedback que
inhibirfa la proliferacién de células satélite, evitando con ello el aumento del tamafio de la
fibra. Posteriormente, McCroskery et al. (2003) utilizaron cultivos y técnicas de marcaje de
células satélite in vivo para mostrar que la miostatina bloquea en efecto la activacién de
las células satélite manteniéndolas en estado de quiescencia y ademds regula
negativamente la auto-renovacién de las mismas.

Este papel inhibidor de la proliferacién de las células musculares también parece ser el
responsable del aumento de los niveles de miostatina observado durante la hipertrofia
acaecida por sobrecarga muscular (Sakuma et al., 2000). En el musculo hipertrofiado
mecdnicamente se produce un engrosamiento de las fibras musculares existentes pero sin
que se produzca formacién de ofras nuevas, de modo que la miostatina serfa la
responsable de mantener ese nimero inicial de fibras.
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A.5.3.3. Expectativas terapéuticas

Grobet et al. (2003) recurrieron a un estudio de mutagénesis dirigida en ratones basado
en el sistema Cre-loxP, para demostrar que la pérdida post-natal de la funcién de la
miostatina en el musculo estriado conlleva la aparicién de una hipertrofia muscular
generalizada de la misma magnitud que la observada para el ratén knock-out constitutivo
(McPherron et al., 1997). Este resultado indica que la miostatina no sélo actda durante la
embriogénesis, sino que también lo hace en periodos posteriores del desarrollo.

Planteada la posibilidad de alterar la expresiéon de la miostatina durante el estado adulto,
existen varias lineas de investigacién que se han dirigido hacia la busqueda de inhibidores
de la miostatina que ofrezcan un beneficio terapéutico frente a diversas enfermedades
musculares degenerativas como la distrofia de Duchenne, la sarcopenia o la caquexia
que aqueja a determinados pacientes de cdncer. El grupo de Bogdanovich et al. (2002)
utilizé anticuerpos antimiostatina inyectados intraperitonealmente en ratones mdx (ratones
que carecen de distrofina), lo que condujo a una notable mejoria funcional del fenotipo
distréfico. Estas observaciones se vieron confirmadas por los resultados de Wagner et al.
(2002), que demostraron que los ratones dobles homocigotos para la ausencia de
distrofina (y por tanto con un fenotipo distréfico) y para la ausencia de miostatina
presentaban mayor masa muscular, mayor fuerza y menor remplazamiento de tejido
muscular por tejido fibroso y adiposo que los ratones mdx (sélo homocigotos para la
ausencia de distrofina). Whittemore et al. (2003) también utilizaron anticuerpos para
bloquear la miostatina en este caso en ratones normales, observando un aumento
apreciable de su masa muscular.

La inhibicién de la miostatina también parece presentar una utilidad terapéutica en el
tratamiento o la prevencién de desérdenes metabélicos como la obesidad o la diabetes
tipo Il, como muestran los resultados de McPherron y Lee (2002). En este estudio
obtuvieron por cruzamiento ratones A’ o Lep®°® (mutaciones para dos modelos genéticos
de obesidad) y mstn”, observando que la ausencia de miostatina conllevaba una
supresion parcial de la acumulacién de grasa y del metabolismo anormal de la glucosa.

También existe una linea de investigacién terapéutica de tumores de tipo
rabdomiosarcoma, en los que la diferenciacién de las células musculares estd inhibida
por un aumento de la concentracién de miostatina que inhibe a su vez al factor de
transcripcion MyoD (Ricaud et al., 2003). Estos autores comprobaron en cultivos de
células de rabdomiosarcoma que la inhibicién de la miostatina (bien mediante miostatina
antisentido, bien mediante folistatina - un inhibidor de la miostatina, Lee & McPherron,
2001- o bien mediante anticuerpos antimiostatina) potenciaba la  diferenciacién
miogénica restableciendo el ciclo celular normal. Por su parte, Langley et al. (2004)
proponen, en cambio, la utilizacién de la miostatina como agente citostdtico, esto es,
como un inhibidor de la proliferacién de este tipo de células de rabdomiosarcoma.

Por Ultimo cabe destacar que los logros obtenidos con inhibidores de la miostatina en
animales de laboratorio abren vias para la aplicaciéon zootécnica de estos conocimientos
con el objetivo de mejorar el indice de conversion en especies ganaderas (Sillence, 2004).
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A.5.4. Papel de la miostatina en el ciclo celular

Como se ha visto en el punto A5.1. de formaciéon del misculo esquelético,
paralelamente a la induccién de los genes misculo-especificos se produce la retirada
permanente del ciclo celular de los mioblastos en proliferacién para diferenciarse en
miotubos.

Uno de los principales efectos de los TGFB es su efecto inhibitorio sobre la proliferacion
celular, y de hecho, existen multitud de evidencias del papel inhibidor de los TGFpB en la
progresion del ciclo celular a través de su accién sobre inhibidores de kinasas ciclin-
dependientes (Datto et al., 1996).

Asimismo, los datos vistos anteriormente en los que la expresién de la miostatina
aumenta en caso de pérdida muscular (Gonzalez-Cadavid et al., 1998; Carlson et al.,
1999; Wehling et al., 2000; Lalani et al., 2000) y el hecho de que la ausencia de
miostatina conlleva una hipertrofia muscular (McPherron et al., 1997; Grobet et al.,
1997; Kambadur et al. 1997) sugieren que el producto del gen de la miostatina debe ser
un inhibidor del crecimiento muscular.

Los efectos directos de esta proteina sobre el crecimiento del muisculo esquelético han
sido estudiados por cuatro grupos independientes: Thomas et al. (2000), Taylor et al.,

(2001), Rios et al., (2001) y Joulia et al. (2003).

Thomas et al. (2000) estudiaron el efecto de la adiciéon de miostatina recombinante en el
medio de cultivos de mioblastos, utilizando para ello cultivos de mioblastos de bovino
normal e hipertréfico junto a cultivos de células C2C12 de ratén (Yaffe & Saxel, 1977),
un sistema ampliamente utilizado en estudios del efecto de factores de crecimiento en la
sintesis proteica, replicacién o apoptosis muscular. En los tres tipos de cultivo detectaron
una inhibicién del crecimiento de los mioblastos en una relacién dependiente de la dosis y
del tiempo de contacto con la proteina. Asimismo, el tratamiento con miostatina inhibia la
formacién de miotubos y su posterior diferenciacion.

Taylor et al., (2001), Rios et al., (2001)(2002) y Joulia et al. (2003) observaron
igualmente una inhibicién de la proliferacion de los mioblastos al transfectar células
C2C12 con vectores de expresion de la miostatina.

Todos estos datos indican que la miostatina provoca una regulacién negativa de la masa
muscular actuando sobre los mioblastos. Esto ya se habia sugerido previamente mediante
experimentos indirectos en los que se observé una menor proliferacién de mioblastos L6
de rata en medio suplementado con suero obtenido de fetos normales de bovino, en
comparacién con los mioblastos cultivados en suero de fetos culones (Gerrard & Judge,

1993).

Taylor et al. (2001) observaron més concretamente una disminucién en la sintesis de
ADN vy de proteinas més llamativa en miotubos que en mioblastos, debida a la
transfeccién con el vector de expresion de miostatina. Ademds observaron que la
inhibicién del crecimiento por dicho tratamiento era apenas perceptible en células CHO
(Chinese Hamster Ovary), lo que indicaba una clara especificidad de la miostatina por el
tejido muscular.
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Por otro lado, tanto Thomas et al. (2000) como Taylor et al. (2001) apreciaron una
reversibilidad del efecto inhibidor de la miostatina al retirar el tratamiento y detectar tras
ello una continuacién del patrén de crecimiento celular.

En cuanto a su papel en la apoptosis celular, ninguno de los dos Gltimos autores
mencionados observaron efecto alguno de la adicién de miostatina sobre la muerte
celular. En cambio, Rios et al. (2001), Rios et al. (2002) y Joulia et al. (2003) detectaron
una inhibicién de la apoptosis en miocitos transfectados con el vector de expresién de
miostatina, atribuyendo esta diferencia de resultados con respecto a los autores anteriores
a las distintas condiciones de cultivo utilizadas (condiciones de diferenciacién en lugar de
proliferacién), e interpretando esta inhibicién de la apoptosis en miocitos como parte de
un complejo nivel de regulacién de la masa muscular en el que la supervivencia de los
miocitos y la salida del ciclo celular son sucesos coordinados en el tiempo durante la
diferenciaciéon miogénica.

Thomas et al. (2000) establecieron una conexién entre la retirada del ciclo celular de los
mioblastos y la diferenciacién posterior a través de la regulacion de las Cdks, una familia
de enzimas que catalizan reacciones requeridas para las transiciones en el ciclo celular.

La progresién a través de la primera fase (G,) y la iniciacién de la sintesis de ADN (fase
S) durante el ciclo de divisiéon celular en los mamiferos estd regulado cooperativamente
por varias clases de ciclinas y kinasas dependientes de ciclinas (Cdks), entre las que se
encuentra cyclin-E-Cdk2, y cuyas actividades estén restringidas a su vez por los Cdks-
inhibidores (CKls), entre los que se encuentra p21.

Esté ampliomente aceptado que los complejos ciclin-cdk son necesarios durante la fase
G, del ciclo para fosforilar el producto del gen del retinoblastoma, Rb. La proteina Rb
hipofosforilada se une a factores de transcripcion como E2F-DP1 necesarios para la
activacién de la transcripcién de genes implicados en la fase S e impidiendo con ello que
la célula entre en esta fase. Asi, parece que la fosforilacién de Rb por G,-Cdks libera
estos factores de transcripcién de la fase S, permitiendo el paso a través de este punto de
restriccion. E inversamente, la acumulacién de la forma hipofosforilada de Rb, mediada
por inactivacién de G,-Cdk, bien por aumento de los niveles de CKls y/o por disminucién
de la concentracién de Cdks, conlleva una parada del ciclo celular en G, .

La inhibicion del crecimiento de los mioblastos por suplementaciéon con miostatina
parece estar especificamente regulada a través de p21 dado que los niveles de este
inhibidor aumentaban tras el tratamiento. Ademds, este aumento de p21 se correspondia
con una ligera disminucién de la concentracién de Cdk2 y de su actividad.

Por otro lado se observaba una disminucién en la fosforilacién de Rb. Por ello, estos
autores propusieron a la miostatina como causante de la detencién en G, del crecimiento
de los mioblastos por hipofosforilacién de Rb, via inactivacién de ciclin-E-Cdk2 por p21.
A partir de esto propusieron un modelo del papel de la miostatina en la regulacién de la
proliferacién miobléstica representado en la figura 5.

Resumiendo, estos resultados sugieren que en respuesta a la miostatina aumenta la
expresion de p21, inhibiendo la actividad de la ciclin-E-Cdk2, lo que ocasiona la
hipofosforilacién de la proteina Rb y la detencién del ciclo en G, interrumpiéndose su
transicién a la fase S. El aumento en el nimero de fibras musculares en las razas bovinas
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culonas y en el ratén knock-out serd entonces el resultado de una desregulacién de la
proliferacién de mioblastos por imposibilidad de detener el ciclo en la fase G,.

En células de rabdomiosarcoma, Langley et al. (2004) también observaron que la
miostatina provocaba una parada del ciclo celular en fase G1 dependiente de la
inhibicién de la ciclin-E-Cdk2 y, en este caso, independiente del aumento de p21 y la
hipofosforilacién de Rb.

Ademds de ser un inhibidor de la proliferacién de mioblastos, Langley et al. (2002)
observaron que la miostatina se comportaba como un inhibidor de la diferenciacién
miogénica. En sus experimentos demostraron que la miostatina en cultivos de mioblastos
en condiciones de diferenciacién disminuia los niveles de MyoD (factor especifico de la
diferenciacién muscular), via activaciéon de Smad3 (que se une a MyoD impidiendo la
formacién del complejo activo MyoD-E) incapacitando a los mioblastos para diferenciarse
en miotubos (figura 5).

A. Con miostatina

funcional
MyoD Prohferooon Diferenciacién
e BN ® |

wis WY T B
Mioblastos Mioblastos Mioblastos
precursores | determinados Miotubos

Miostatina '
> p21 1 Cdk2

Smad3—— MyoD

B. Sin miostatina funcional

% MyoD G Q Proliferacién g& i;Dn‘erenoooon
Myf5 25 T ?

Mioblastos Mioblastos

precursores b dMIObl‘OSTOS Miotubos
eterminados
Sin miostatina 7 p21 Cdk2 }

x Smad3—— MyoD

Figura 5: Modelo del papel de la miostatina en el crecimiento muscular
(segun Thomas et al. (2000) y Langley et al. (2002)). Durante la embriogénesis
muscular, Myf5 y MyoD conducen a las células hacia el estado de miogénesis. La
proliferacién de los mioblastos estd regulada por la miostatina via la regulacién positiva de

34



Revisién bibliogréfica

p21 y la inactivacién de la actividad Cdk, lo que conlleva la hipofosforilacion de Rb y la
interrupcién del ciclo celular. Por otro lado, y en respuesta a una sefal de diferenciacién,
MyoD alcanza la funcionalidad completa, lo que acarrea que los mioblastos determinados se
fusionen miotubos multinucleados. La miostatina regula este proceso inhibiendo la expresion

de MyoD via Smad3.

Rios et al. (2002) apuntaron también el papel inhibidor de la miostatina en el proceso de
diferenciacién miogénica, al observar que una sobreexpresiéon de miostatina en cultivos
de mioblastos disminuia los niveles de los factores musculares de transcripcién MyoD y
miogenina. A la misma conclusion llegaron McCroskery et al. (2003) al comprobar que
en mioblastos carentes de miostatina los niveles de MyoD permanecian elevados durante
varias horas mds que en mioblastos salvajes.

También se ha observado una relacién entre el aumento de los niveles de miostatina e
inhibicién de la diferenciaciéon de las células musculares en lineas celulares de
rabdomiosarcoma (RD y Rh30) que se caracterizan por su incapacidad para completar la
diferenciacién miogénica (Ricaud et al., 2003). Esta inhibicién de la diferenciacién se
explica en parte porque la miostatina inhibe la actividad de MyoD y con ello la
transcripcion de toda una serie de genes musculares. Ademds, estos autores
comprobaron que la inhibicién de la miostatina restablecia la actividad de MyoD
potenciando la diferenciacién de las células de rabdomiosarcoma.

Los experimentos de Spiller et al. (2002) sugieren que la miostatina estaria regulada a su
vez por el factor de transcripcion MyoD, que actuaria promoviendo la determinacién de
los mioblastos en el ciclo celular via regulacién de la expresiéon de la propia miostatina.
Esto indica que la regulacién de la miostatina y de MyoD estd estrechamente
interconectada influyendo ambas proteinas en los niveles de la ofra.

A medida que aumenta el nimero de publicaciones sobre la miostatina van apareciendo
ofros factores que actUan regulando su expresién, como es el caso de la hormona de
crecimiento (GH) que, tanto en individuos adultos como en miotubos de C2C12, provoca
una disminucién de los niveles del transcrito y de la propia miostatina (Liu et al., 2003).
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B. ANTECEDENTES DE ESTRATEGIAS DE TRANSGENESIS

Una de las vias més importantes para conocer la funcién in vivo de un gen pasa por su
andlisis mediante mutacién, esto es, la activacion o modificacién de un gen por
mutagénesis y el estudio de sus consecuencias en el organismo mutante.

Hace ya tiempo que los genetistas han reconocido el interés del estudio de las
mutaciones que, gracias al fenotipo que ocasionan, permiten esclarecer la funcién de los
genes involucrados. Sin embargo, en los organismos complejos como el del ratén, un
modelo ampliamente utilizado en el estudio de los mamiferos, las mutaciones obtenidas
se han limitado durante mucho tiempo a las localizadas al azar en laboratorio y que
concernian esencialmente a modificaciones visibles del fenotipo (color de capa,
morfologia, comportamiento, etc.); en particular, de esta manera se han podido observar
muy pocas mutaciones involucradas en defectos del desarrollo.

Es por ello que durante las Gltimas dos décadas se ha desarrollado todo un esfuerzo
destinado a crear de manera deliberada y controlada modificaciones genéticas en cultivos
celulares e incluso en organismos vivos.

La obtencién de ratones portadores de modificaciones genéticas programadas ha
revolucionado literalmente el estudio de casi la totalidad de aspectos de la biologia de
este animal y de sus distintos sistemas.

B.1. Mutagénesis dirigida

En la creacién de modelos de ratén transgénicos, existen dos métodos que son los mds
comUnmente utilizados. El primero (microinyeccién nuclear) consiste en la inyeccién del
ADN clonado en uno de los dos pronicleos del évulo recién fecundado. El animal
transgénico nacido de esta operacién es portador de entre una y varias decenas de
copias del transgen, integrado el azar y en tdndem en disposiciéon “cabeza-cola”. Este
método permite que el gen pueda expresarse de manera especifica situando el gen
integrado bajo la influencia de un promotor concreto; sin embargo, presenta la
desventaja de que no hay control sobre el nimero de copias ni el lugar de insercién.

El segundo método (mutagénesis dirigida) si permite ejercer un control sobre el nGmero
de copias y el lugar de insercién, y recurre a la utilizacion de células madre embrionarias
o células ES (embryonic stem cells) (Evans & Kaufman, 1981; Martin, 1981) y a la
capacidad de ADNs exdgenos de insertarse en el genoma por recombinacién homdéloga.

La técnica de mutagénesis dirigida sobre la célula ha supuesto un impresionante
adelanto en el andlisis de la funcién génica, lo que ha ocasionado que un elevado
nimero de autores se haya decantado por este método para encauzar su estudio
experimental (Brandon et al., 1995a; Brandon et al., 1995b; Brandon et al., 1995c¢).
Desde la creacién de los primeros ratones transgénicos mediante esta estrategia esta
técnica apenas ha sufrido variaciones metodolégicas (Thompson et al., 1989).
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La principal caracteristica de las células ES, derivadas directamente del cultivo de
blastocistos de ratén, es su totipotencia, esto es, cuando son introducidas en un embrién
en los primeros estadios, poseen la propiedad de participar en la formacién de todos sus
tejidos, incluyendo la linea germinal. El individuo resultante de esta manipulacién es una
quimera cuyos tejidos estdn constituidos por una proporcién més o menos elevada de las
células ES y por las células del embridn receptor. El cruce sucesivo de estas quimeras dard
lugar a una cepa de ratones homocigotos para el patrimonio genético de las células ES.

La caracteristica de totipotencialidad es vital para la creacién de una linea transmisora y
de ahf la importancia del aislamiento de este tipo de células en un estadio que mantenga
su cardcter pluripotente. Los dos métodos conocidos de aislamiento de lineas de células
madre embrionarias se basan en la manipulaciéon del embrién en los primeros estadios
tras la implantacién.

Histéricamente, la primera técnica descrita consistia en la implantacién de embriones
tempranos en zonas ectdpicas, dando lugar a tumores malignos y transplantables
llamados teratocarcinomas. Las células madre aisladas a partir de estos teratocarcinomas
se denominan EC (células de carcinoma embrionarias) y se han utilizado ampliamente en
el desarrollo de ratones adultos en combinacién con blastocistos; sin embargo, una gran
cantidad de estas lineas son cariotipicamente anémalas, por lo que su uso se ve limitado
para manipulacién genética (Jami & Ritz, 1974; Robertson, 1991).

En 1981, dos laboratorios independientes describieron el aislamiento directo de lineas de

células madre pluripotentes a partir de embriones normales (Martin, 1981; Evans &
Kaufman, 1981). Estos equipos cultivaron, sobre una monocapa de células feeder
(células nutritivas o alimentadoras), la masa celular interna (ICM) de un blastocisto
disgregada para evitar su diferenciacién; tras su proliferacion seleccionaron las colonias
celulares formadas que exhibian una morfologia uniforme de células madre, para obtener
asi una poblacién pluripotente estable.

Estas células, denominadas a partir de entonces células ES, presentan una serie de
ventajas sobre las células EC derivadas de tumores: ademds de su mayor capacidad de
recolonizacién al ser implantadas en un blastocisto, la mayoria de estas lineas celulares
dan lugar a individuos que presentan un cariotipo euploide, algo que no siempre ocurre
en animales derivados de células EC. Ademds, estas células pueden mantenerse
indefinidamente in vitro en un estado indiferenciado, induciéndose su diferenciacién
simplemente por alteraciéon de las condiciones de crecimiento (Robertson, 1986). En la
figura 6 se muestra una imagen tipica de un cultivo de células ES sobre una capa de
células feeder.

Otra de las ventajas de las lineas ES derivadas de embriones es que se pueden aislar de
manera rutinaria lineas XY (frente a las lineas EC, que son mayoritariamente XO). La
ventaja de esto es que los machos poseen una mayor capacidad reproductiva, de modo
que en los cruces de quimeras serd mds fdcil detectar la linea germinal derivada de
células ES, aunque esté en baja frecuencia. El uso generalizado de lineas ES de tipo XY
conlleva también un efecto en el sexo de las quimeras obtenidas. Asi, la implantacién de
células XY en embriones obtenidos al azar produce combinaciones apropiadas (XY — XY)
o inapropiadas (XY — XX) del genotipo sexual. Mientras que las combinaciones XY — XY
dan lugar a machos sin problemas, las uniones XY — XX pueden afectar al desarrollo

37



Revision bibliogrdfica

sexual del futuro embrién, que dependerd del nimero relativo y la posicién de las células
cultivadas en el embrién receptor (Robertson, 1986).

La demostraciéon de la transmisién en la linea germinal de las células ES cultivadas la
ofrecieron en 1984 Bradley et al. cuando tras el cruce de las quimeras obtenidas
observaron un alto porcentaje de descendientes portadores del cardcter aguti transmitido
con las células ES. Con este estudio confirmaron el alto potencial colonizador de las
células ES al ser microinyectadas en un blastocisto aceptor. También confirmaron la
desviacion del ratio sexual obtenido hacia un mayor porcentaje de quimeras macho
obtenidas al utilizar células ES de cariotipo XY.

Fiqgura 6: Morfologia de células ES. Colonias de células madre embrionarias
indiferenciadas creciendo sobre una monocapa de fibroblastos embrionarios de ratén.

Ademds de su totipotencialidad, la principal caracteristica de las células ES es su
capacidad de ser manipuladas genéticamente in vitro y mantener su cardcter colonizador
de la linea germinal. Esto quedé demostrado tras los trabajos de Robertson et al. (1986) y
Gossler et al. (1986) en los que manipularon respectivamente, células ES por integracién
al azar mediante vectores retrovirales o pldsmidos con genes de resistencia. La deteccién
de dichos genes integrados también en el genoma de la descendencia de las quimeras
obtenidas demostré la transmision germinal estable del patrimonio genético de las células

ES.

La posibilidad de modificar puntos especificos del genoma por mutagénesis dirigida hace
adn mds interesante esta metodologia de transgénesis orientada hacia la generacién de
ratones de un genotipo especifico deseado.

El equipo de Capecchi (Folger et al., 1982) demostré que las células somdticas
mamiferas poseen la maquinaria enzimdtica necesaria para permitir una eficiente
recombinacién homéloga entre moléculas de ADN exdgenas cointroducidas en dichas
células.
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Posteriormente Smithies et al. (1985) demostraron la posibilidad de efectuar una
recombinacién homdéloga entre un ADN exdégeno y un gen en el cromosoma en un cultivo
de células mamiferas (células carcinémicas EJ) permitiendo la insercién estable de una
secuencia definida de ADN. En la misma linea se encuentra el trabajo de Thomas et al.
(1986), en el que consiguieron reparar una mutacién en el gen de resistencia a la
neomicina de una linea celular previamente transfectada con una version mutada de
dicho gen. Con estos experimentos este equipo demostré ademds la influencia del
porcentaje de homologia entre el gen y el ADN exbégeno en la frecuencia de
recombinacién homéloga.

Estos estudios supusieron un predmbulo para los primeros experimentos de
recombinacién homdéloga en células ES, realizados independientemente por Doetschman
et al. (1987) y Thomas & Capecchi (1987). Quedaban asi sentadas las bases de la
mutagénesis dirigida in vivo al confirmarse la capacidad del genoma de las células ES de
ser alterado mediante recombinacién homoéloga, contribuyéndose con esto a la
generaciéon de ratones de cualquier genotipo especifico.

Por otfro lado, Johnson et al. (1989) demostraron la ausencia de correlacién entre la
mayor o menor expresién de un gen y su frecuencia de recombinacién homdéloga con un
ADN exégeno dado. De este modo, el espectro de posibilidades de transgénesis
abarcaria potencialmente la totalidad del genoma.

Teniendo en cuenta que la recombinacién homéloga de un ADN fordneo con el ADN
gendmico es un evento poco frecuente en comparacién con su integracién al azar, la
principal ventaja de la utilizacién de células ES para la creacién de ratones transgénicos,
reside en el hecho de que se pueden seleccionar y verificar mutaciones introducidas en las
células, escogiendo asi las células que pasardn a formar parte de los tejidos del nuevo
ratén.

Una importante aportacién a la posibilidad de seleccién en cultivo de las células ES
genéticamente modificadas, fue la realizada por Mansour et al. (1988). Su estrategia,
conocida como de seleccién positiva-negativa, consiste en la incorporacién al vector de
mutagénesis de un cassette de seleccién positiva (generalmente de resistencia a la
neomicina) en algin punto de la zona de homologia con el que se seleccionan las células
que han incorporado el vector en algin punto de su genoma. Y en esta estrategia
también se incorporan uno o dos cassettes de seleccién negativa (generalmente HSV-tk, -
Herpes simplex virus thimidine kinase-) en los extremos de la zona de homologia y que
seleccionan contra las células que han integrado el vector al azar. El gen de resistencia a
la neomicina, ademds de actuar como selector positivo, suele tener la funcién de
interrumpir un exén o alguna otra zona del segmento del gen clonado, con objeto de
inactivar la funcién del gen estudiado. El gen HSV-tk, por su parte, es excluido durante la
recombinacién homéloga porque representa una discontinuidad en el vector entre la zona
de homologia y la de no homologia con respecto a la secuencia endégena diana. Por
tanto, las células en las que se produzca recombinacién homéloga serdn Neo® y HSV-tk .
Y paralelamente, las células en las que se haya producido una integracién al azar serdn
Neo® y HSV-tk*, dado que la mayoria de inserciones al azar de ADN exégeno linearizado
en el genoma se producen a través de sus extremos. Por lo tanto, seleccionando con
neomicina y ganciclovir (el ganciclovir es un andlogo de nucleésido utilizado como
bloqueador de la propagacién viral debido a la citotoxicidad provocada en el
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hospedador cuando es metabolizado especificamente por la timidin-kinasa viral -Oliver et
al., 1985- ) en el medio de cultivo, el resultado neto serd un enriquecimiento de la
poblacién de células que contienen la mutacién deseada. Este método permite trabajar
con genes que no sean seleccionables per se en cultivo, como es el caso de la inmensa
mayoria (frente a las primeras experiencias - Doetschman et al., 1987;Thomas &
Capecchi, 1987 -, en las que se escogid, precisamente por su cardcter seleccionable, el
gen de la hipoxantina-fosforribosil transferasa -HPRT- para su sustitucién  por
recombinacién homéloga). Este equipo calculaba un enriquecimiento de unas 2000
veces mediante este método, pero trabajos més recientes demuestran que éste puede ser
bastante mayor (Torres & Kihn, 1997). En la figura 7 se representa una estrategia tipica
de recombinacién homdloga, con un gen de seleccién positiva y otro de seleccién
negativa.

ADN exégeno ________ "TK | |__Neo | .

Gen diana

'

Gen recombinade | |

Figura 7: Estrategia de recombinacion homéloga. En esta estrategia se utiliza la
selecciéon positiva (Neo) y negativa (TK) para seleccionar las células con la mutacién
deseada; ademds, el gen de neo-resistencia se utiliza para interrumpir la secuencia de un
exén. Los bloques negros representan los exones y la linea discontinua, la regién no
homéloga.

Con todas estas herramientas puestas a punto, no se tardé en llevar a cabo una
estrategia de mutagénesis dirigida mediante la creacién de quimeras transmisoras a partir
de células ES manipuladas por recombinacién homéloga. El primer ejemplo vino de la
mano de Frohman et al. (1989) y Thompson et al. (1989), que aprovecharon la
posibilidad de seleccionar en cultivo directamente las células portadoras de un gen HPRT
funcionalmente activo, para demostrar la correccién mediante mutagénesis dirigida de
una linea de ratones funcionalmente inactiva para HPRT. Posteriormente aparecié toda
una serie de trabajos (Schwartzberg et al., 1989; Zijlstra et al., 1989; DeChiara et al.,
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1990; Koller et al., 1990; Thomas et al., 1990) en los que el gen a mutagenizar en el
cromosoma no era fenotipicamente seleccionable, por lo que las células que fueran
recombinantes homdlogas tuvieron que ser seleccionadas en cultivo mediante seleccién
positiva simple o seleccién positiva-negativa; posteriormente estas células dieron lugar a
la creacién de quimeras portadoras del cardcter previamente seleccionado. El esquema
de esta estrategia se representa en la figura 8.

k YL * i

Células embrionarias (ES)

Transfeccién de ADN

e e e . ~

Cultivo con célula ES transfectada

Enriquecimiento

eeoeeace

Poblacién pura para la
célula transfectada

&Y 111(" L

Quimera

s X Cruce con animales +/+

e
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Animales portadores de la modificacién deseada

Figura 8: Generacion de quimeras trasmisoras en su linea germinal de una
mutacion dirigida. Tras la insercién de la mutacién en una linea de células madre
embrionarias, éstas son microinyectadas en un blastocisto. El blastocisto se transfiere
quirdrgicamente al Gtero de una madre pseudogestante continudndose su desarrollo hasta el
nacimiento. En el ejemplo las células ES derivan de un ratén homocigoto para la capa negra
y el blastocisto es homocigoto para la capa albina. Las quimeras estdn compuestas de
células de los dos genotipos y por tanto su capa lleva partes de ambos colores. Los ratones
de capa negra descendientes del cruce de las quimeras con ratones albinos, serdn portadores
de la mutacién que se habrd transmitido en la linea germinal.

Desde entonces la lista de trabajos que aprovechan esta estrategia para el estudio de un
gen en particular no ha hecho mds que agrandarse, contdndose con cientos de lineas de

ratones para los que se han

(http://tbase.jax.org/).

creado distinfos tipos de mutaciones
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Las mutaciones dirigidas realizadas sobre lineas ES pueden ser de distintos tipos. Una de
las estrategias mds frecuentes es la de inactivacién de la funcién del gen por simple
interrupcién de uno de sus exones (generalmente con un gen de resistencia, como Neo,
para utilizarlo al mismo tiempo como medio de seleccién); estas mutaciones se
denominan mutaciones nulas y los ratones portadores se llaman “knock-out” (KO) (Koller
et al., 1990; Thomas & Capecchi, 1990; McPherron et al., 1997).

Una variante de este tipo son los “knock-in”, en los que se introduce en fase con el
promotor y el codon ATG del gen diana, un ADNc de interés, que puede ser un gen
informativo (p.ej. B-galactosidasa; Li et al., 1997), o un gen con una expresidn espacial o
temporal diferente (Wang & Jaenisch, 1997).

Las mutaciones también pueden consistir en pequefas sustituciones, inserciones o
deleciones de uno o unos pocos aminoécidos, denomindndose entonces mutaciones
sutiles.

B.2. Mutagénesis condicional

Ya se ha indicado el interés en el andlisis funcional del genoma de la creacién
programada de ratones portadores de diferentes modificaciones genéticas. Sin embargo,
esas situaciones en las que los ratones son portadores de la mutacién en todas sus células
tienen también sus limitaciones, principalmente por dos razones: 1) en el caso en que la
mutaciéon en homocigosis sea letal para el embrién (un caso extremo serfa cuando
entrafiase la muerte celular) seria imposible estudiar la funcién eventual del gen mas allé
del momento de la muerte del embrién; 2) un gen puede tener un perfil de expresién muy
amplio en distinftos momentos de la ontogenia y en distintos tipos celulares por lo que su
invalidacién implicarfa un fenotipo complejo que afectaria a multiples tejidos. Para
simplificar el andlisis, serfa entonces Util poder crear ratones portadores de la mutacién
solamente en uno u ofro tejido.

Para intentar rebasar estas limitaciones de la mutagénesis dirigida in vivo, distintos
equipos han investigado durante los Gltimos afios para poner a punto estrategias que
permitan la existencia condicional de una mutacién en el animal en desarrollo o en el
adulto. Estas estrategias se basan en la utilizacién de una serie de recombinasas capaces
de actuar sobre un par de secuencias especificas de ADN originando reacciones muy
especificas de insercién, delecién, inversién o translocacién segin el punto y la
orientacién relativa de las secuencias diana.

Existen tres recombinasas, pertenecientes todas ellas a la familia A de integrasas,
utilizadas principalmente en la manipulacién del ADN.

La recombinasa Cre, de 38 kDa, estd codificada por el bacteridfago P1. Durante el ciclo
lisogénico de E. coli P1 existe en forma de pldsmido de una sola copia; en esta molécula
se encuentra el gen de Cre ademds de un sitio loxP de 34 pb, reconocido por esta
recombinasa. Su funcién durante el ciclo viral es la circularizacién de P1 al entrar en el
hospedador, y también evitar la formaciéon de dimeros del fago durante su replicacién

(Abremski & Hoess, 1984).
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La recombinasa FLP, de 43 kDa, estd codificada por el pldsmido circular 2u de
Saccharomyces cerevisae; este pldsmido posee dos dianas de 34 pb (FRT) reconocidas
por la recombinasa y situados en posicién inversa. La recombinaciéon entre ambos FRTs
resulta en la inversién de una mitad del plédsmido con respecto a la ofra, lo que
proporciona un mecanismo para la produccién de multiples copias del pldsmido a partir
de un solo origen de replicacién alternando la direcciéon de la migracién de la horquilla
de replicaciéon (Andrews et al., 1985; Kilby et al., 1993). La eficacia de FLP es, en
principio, menor a la de Cre debido a que funciona preferiblemente a 30°C, aunque en
los Ultimos afios se le han introducido mutaciones que han mejorado notablemente su
eficacia (Buchholz et al., 1998).

La tercera recombinasa, R, estd codificada por el plasmido pSR1 de Zygosaccharomyces
rouxii, donde lleva a cabo un papel similar al de FLP. Esta recombinasa solo se ha
utilizado en levaduras y plantas (Onouchi et al., 1991; Kilby et al., 1993).

La recombinasa mds utilizada y para la que existe més documentacién es la Cre (causes

recombination), que reconoce y provoca una recombinacién dirigida entre dos secuencias
loxP (locus of crossover (x) in P1) de 34 pb. La secuencia loxP consiste en dos repeticiones
invertidas de 13 pb cada una y separadas por una secuencia no palindromica de 8 pb,
que dicta la orientacién de la secuencia completa. La secuencia de loxP se representa en
la figura 9. Cuando dos sitios loxP se encuentran a cada lado de un segmento de ADN se
dice que dicho segmento estd “floxado” (Torres & Kihn, 1997). La estequiometria del
complejo Cre-lox es de dos moléculas Cre por sitio lox (Mack et al., 1992) y la distancia
minima entre dos loxP para que recombinen ha de ser de 82 pb (Hoess et al., 1985).

Regién invertida Espaciador Regién invertida

5'- ATAACTTCGTATA - GCATACAT - TATACGAAGTTAT -3’
3'- TATTGAAGCATAT - CGTATGTA - ATATGCTTCAATA -5’
— _
-

—B-

Figura 9: Estructura de la regiéon loxP. El esquema muestra las dos regiones invertidas
de 13 pb y la regién espaciadora intermedia de 8 pb. Dicha regién define la orientacién del
loxP, representado como se muestra en la zona inferior.

Una caracteristica importante de esta reacciéon es que no requiere cofactores o proteinas
accesorias para la recombinacién (Abremski & Hoess, 1984). Esto hace del sistema Cre-
loxP una herramienta especialmente Util en ingenieria genética y que se ha utilizado con
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éxito tanto en cultivos de células mamiferas, como en bacterias, plantas y ratones (Kilby et

al., 1993).

Cuando dos sitios loxP estdn situados en la misma orientacién en una molécula lineal de
ADN la recombinacién intramolecular mediada por Cre resultard en la escisiéon de la
secuencia floxada en forma de molécula circular, dejando un sitio loxP en cada uno de
los productos de reaccién (figura 10a). La reaccién inversa, una recombinacién
intermolecular entre una molécula circular de ADN y una lineal, cada una portadora de
un loxP, supondrd la integracién de la molécula circular en la molécula lineal. Por otro
lado, una recombinacién intermolecular entre dos moléculas lineales, cada una con un
loxP, resultard en el intercambio reciproco de las regiones flanqueantes de los loxP (fig.
10b). Si los dos loxP estdn en posicién opuesta, la regiéon floxada se invertird tras la
recombinacién (fig. 10c¢).

It wo

®+{» — = DS <

Figura 10: Productos de la recombinacién intra e intermolecular mediada por
Cre. a) Reaccién de delecion de la regidn entre dos loxP, b) Reaccién de translocacién, ¢
Reaccién de inversién.

Uno de los objetivos mds evidentes para el uso del sistema Cre-loxP es el de la
eliminacién del marcador de seleccién floxado: una vez que los recombinantes
homdlogos han sido identificados en un experimento disefiado para modificar, pero no
anular, la funcién del gen se hace necesario evitar posibles interferencias del gen de
seleccién (y sus propios elementos de regulacién) en la funcién y/o regulacion genética.

Consecuentemente, una vez el marcador de seleccién ha sido eliminado, permanece un
loxP en el genoma. Para evitar posibles interferencias de este elemento loxP con la funcién
del gen estudiado normalmente es suficiente con evitar situar dicho loxP en zonas de
control como son las regiones promotoras o enhancers o cerca de las zonas de splicing
de los intrones.
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Uno de los primeros trabajos en células mamiferas fue el realizado por Sauer vy
Henderson (1988), en el que transfectaron células de ratén en cuyo genoma habian
integrado previamente el gen Cre, con pldsmidos portadores de dos secuencias loxP en
orientacién directa. Al observar la delecidon del fragmento definido entre los dos loxP,
demostraron la capacidad de Cre de actuar en un sistema de células mamiferas a pesar
de su origen procariota.

Lakso et al. (1992) y Orban et al. (1992) demostraron por su parte la eficacia del sistema
Cre-lox in vivo, utilizando dos cepas de ratones: una transgénica para la proteina Cre
(codificada bajo dependencia de un promotor tejido-especifico), y otra portadora de una
integracién al azar con dos sitios loxP en orientacién directa. Ambos equipos observaron
la delecién de los fragmentos floxados en los tejidos diana de la descendencia del cruce
de ambas lineas de ratén.

Un afo mds tarde, el equipo de Rajewsky dio un primer paso hacia la mutagénesis
condicional dirigida, demostrando la actividad de un pldsmido portador de Cre sobre dos
sitios loxP integrados por recombinacién homéloga en el genoma de células ES (Gu et
al., 1993). Tras estas primeras evidencias, este mismo grupo construyé el primer ratén
knock-out condicional, en este caso un knock-out especifico de células T, que sufria la
delecién del gen de la ADN-polimerasap solamente en estas células y no en el resto de
tejidos (Gu et al., 1994). Posteriormente se ha utilizado esta misma técnica para crear
multitud de ratones knock-out condicionales (DiSanto et al., 1995; Hennet et al., 1995;

Tsien et al., 1996b).

Desde entonces se han ido describiendo varias lineas de ratén capaces de expresar Cre
en tejidos especificos como las células piramidales (promotor CamKll; Tsien et al.,
1996a), corazén (promotor o-myosin heavy chain; Agah et al., 1997), muisculo
esquelético (promotor muscle-creatine kinase; Brining et al., 1998), glandula mamaria
(promotor B-lactoglobulina; Selbert et al., 1998), etc.

B.2.1. Expresidén inducible

Ademds de espacialmente, la accién de la recombinasa Cre también puede ser
controlada temporalmente, situdndola bajo la accién de un promotor con un patrén
temporal de expresién concreto. Por ejemplo, Grobet et al. (2003) disefiaron un ratén
knock-out para el gen de la miostatina cuya delecién del tercer exén se producia sélo
postnatalmente al estar la Cre-recombinasa situada bajo la accién del promotor MCK
(Lyons et al., 1991; Donoviel et al., 1996; Brining et al., 1998). Pero ademds, la
expresion de la recombinasa puede ser controlada especificamente por el
experimentador, de modo que puede elegirse el momento preciso para producir la
recombinacién. Este control puede ejercerse a nivel transcripcional o a nivel post-
traduccional.

El control transcripcional puede realizarse mediante promotores inducibles que controlen
la expresiéon de Cre, como el promotor Mx1, inducible por aplicacién de interferén a o B
(Kohn et al., 1995). Otro tipo de induccién es la realizada mediante transactivadores,
como es el caso del sistema Tet: la presencia (Tet-ON; Utomo et al., 1999) o ausencia
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(Tet-OFF; St-Onge et al., 1996) de tetraciclina induce la expresién del transactivador, que
sintetiza una molécula que es en Ultima instancia la que activa la transcripciéon de Cre por
unién a su promotor.

El control a nivel post-traduccional de la actividad de Cre puede llevarse a cabo
mediante una proteina de fusién entre la recombinasa y un dominio de unién a ligando
(LBD, ligand binding domain) de receptores esteroideos. La fusién de Cre a LBDs mutados
del receptor de estrégenos (Feil et al., 1996), del receptor de progesterona (Kellendock et
al., 1996) o del receptor de glucocorticoides (Brocard et al., 1998) da como resultado
unas proteinas recombinasas quiméricas que son activadas por ligandos sintéticos en
cultivo pero no por los ligandos naturales del LBD correspondiente. En ratén se han
realizado recombinaciones condicionales utilizando ratones Cre activados por tamoxifeno
(Cre-ER"), observandose recombinaciones de hasta el 100% en las células de algunos de
los tejidos de los animales dobles transgénicos (Feil et al., 1996; Metzger & Chambon,

2001).

46



Revisién bibliogréfica

C. MUTACIONES DOMINANTES-NEGATIVAS

A veces, el estudio de la funcién de un gen inactivéndolo en la propia linea germinal no
es asequible por problemas experimentales, o puede suceder que los resultados sean de
dificil interpretacién debido a la existencia de otras moléculas andlogas (Amaya et al.,
1991). Igualmente, los estudios basados en la sobreexpresion de un gen implicado en
una cadena de reacciones, pueden resultar ambiguos a la hora de evaluar su funcién
frente a ofras proteinas implicadas en el mismo proceso (Chen et al. 1993).

Por ello, otra posibilidad de estudio de la funcionalidad de un gen consiste en producir
una mutacién en el gen estudiado que codifique para un producto capaz de inhibir la
proteina del alelo salvaje, y por tanto causar la deficiencia en la célula de la funcién de
esa proteina concreta.

A este tipo de mutaciones se las denomina mutaciones dominantes negativas:
“dominantes” porque su fenotipo se manifiesta en presencia del gen salvaje, y “negativas”
porque ademds de ser proteinas afuncionales per se, inactivan la funcién de la proteina
salvaje (Herskowitz, 1987).

En general, las proteinas mutantes dominantes negativas mantienes intactos y funcionales
una serie de dominios de la proteina salvaje, pero el resto de dominios estd alterado o
ausente, de modo que no son funcionales (Herskowitz, 1987).

Segun esto, y a grandes rasgos, estas mutaciones pueden clasificarse en mutaciones en
proteinas multinuméricas dependientes de oligomerizacién para su activaciéon, vy
mutaciones en proteinas monoméricas. En el primer grupo, la presencia en un multimero
de una subunidad mutante con el dominio de unién intacto pero con el dominio catalitico
alterado, puede anular la funcién del multimero completo. En el caso de las proteinas
monoméricas, las mutaciones dominantes negativas pueden ocurrir cuando el substrato
es limitante: un mutante capaz de unirse al substrato pero no de metabolizarlo, competird

con la protfeina salvaje ocasionando el efecto de dominancia negativa (Herskowitz, 1987;
Wilkie, 1994).

Este tipo de mutaciones puede producirse naturalmente actuando a distintos niveles
como por ejemplo por alteracién del dominio catalitico sin alterar su dominio de
oligomerizacién (receptor P2X1, Oury et al., 2000) o por aumento de la afinidad con un
represor (receptor de la hormona tiroidea, Matsushita et al., 2000).

Estas y otras estrategias se han utilizado para crear arificialmente mutaciones de tipo
dominante negativo: en proteinas de la familia B-HLHZip, inhibiendo el dominio de unién
al ADN (Krylov et al., 1997); utilizando el fragmento carboxi-terminal como proteina
inhibidora dominante negativa (lle-tRNAsintetasa, Michaels et al., 1996 o MCP-1,
Egashira, 2003); o eliminando el dominio intracelular del receptor R-FGF (Amaya et al.,

1991).
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C.1. TGFBs y miostatina

En la familia de los TGFBs son multiples los ejemplos de proteinas dominantes negativas
producidas con el objeto de anular la funcionalidad de una proteina: Lépez et al. (1992)
introdujeron distintas mutaciones en el dominio amino-terminal de TGFB-1 provocando la
inhibiciéon de su secrecién; Wittbrodt & Rosa (1994) estudiaron la procedencia de la
activina en la formacién del mesodermo inyectando dos variantes dominantes negativas
de la activina en un embrién; Hawley et al. (1995) crearon versiones dominantes
negativas de BMP-7, BMP-4 y activina mutagenizando su diana de proteolisis, la misma
estrategia que usaron Osada & Wright (1999) en el factor Xnr.

Finalmente, existen evidencias de proteinas dominantes negativas para la propia
miostatina. Zhu et al. (2000) generaron mediante microinyeccién pronuclear lineas de
ratones transgénicos que expresaban la miostatina bajo la accién del promotor MCK 'y
cuya diana de proteolisis se habia mutagenizado; estas lineas transgénicas exhibian un
aumento significativo de la masa muscular como resultado de una hipertrofia de las fibras
musculares.

Por su parte Yang et al. (2001) y Lee & McPherron (2001) generaron lineas transgénicas
de ratén por microinyeccién pronuclear del dominio amino-terminal de la miostatina bajo
la accién del promotor MLC (Myosin Light Chain). Estas lineas mostraron un significativo
fenotipo musculado con un aumento en su peso corporal y de las canales, resultado de
una hipertrofia de las fibras musculares.

Por ¢ltimo, Nishi et al. (2002) obtuvieron ratones transgénicos cuya masa muscular
media doblaba précticamente la de los ratones control y que era producto de una
hiperplasia sin hipertrofia en las fibras musculares. En este caso, introdujeron una versién
de la miostatina con la mutacién C313Y descrita en la raza Piedmontese (Kambadur et
al., 1997) bajo la accién del promotor CAG. Berry et al. (2002) también observaron el
efecto inhibidor competitivo de la mutacién C313Y al afadir exdgenamente a un cultivo
de mioblastos esta miostatina mutante junto a la versién salvaje y observar un aumento de
la proliferacién celular segin aumentaba la relacién mstnC313Y: mstn salvaie.
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JUSTIFICACION

A. Miostatina activable condicionalmente

La mejora de la calidad y cantidad muscular del ganado bovino productor de carne ha
supuesto un esfuerzo especial por parte de los ganaderos y también de la comunidad
cientifica del sector.

El hecho de que las mutaciones que anulan la actividad de la miostatina en el ganado
bovino den lugar a animales ain viables y fértiles y con una produccién cérnica de
elevada calidad muestra el potencial valor econémico que podria obtenerse de la
explotacién de este genotipo. A pesar de ello, existe una serie de desventajas como los
problemas de distocia asociados a la hipertrofia muscular, que seria deseable eliminar.

Pese al creciente nimero de publicaciones al respecto, ain se conoce poco sobre los
mecanismos por los que la miostatina regula la masa muscular y dado que su utilizacién
6ptima requeriria un conocimiento detallado de su modo de accién, se persigue
contribuir a una mejor comprensién de la biologia molecular de esta proteina.

La constatacién de que la miostatina se expresa tanto a lo largo de précticamente todo el

desarrollo embrionario, como durante el estado adulto, hace posible pensar en una
estrategia de modulacién dirigida condicionalmente sobre la actividad temporal de la
miostatina.

De este modo, y con objeto de estudiar la versatilidad de la actividad temporalmente
dirigida de la miostatina, se ha considerado la creacién de una linea de ratén “Mstn OFF
to ON” en la que podria activarse condicionalmente el gen de la miostatina inicialmente
inactivo.

Este sistema permitiria un estudio sobre la capacidad de la miostatina de recuperar, en
distintos momentos del desarrollo del embrién o en el adulto, su funcién previamente
inexistente.

Este estudio se realiza de modo complementario a un trabajo previo desarrollado en otro
equipo en el que se persigue el objetivo opuesto: una inactivacién condicional, donde la
estrategia realizada consiste en la creacién de una linea de ratén knock-out condicional

(Mstn ON to OFF) (Grobet et al., 2003).

Con este estudio se pretenden crear las herramientas preliminares necesarias para
obtener un aporte cientifico de orden fundamental en cuanto a lo que concierne a la
expresion y a las posibilidades de regulacién de la miostatina, profundizando en la
capacidad de un fenotipo hipertréfico de revertir a un fenotipo normal. Ademds, este
estudio pretende también una aportacién a probables alternativas a la utilizacién
zootécnica de variantes actuales de la miostatina en el ganado bovino. Asi, por ejemplo,
podria considerarse la posibilidad de regular la masa muscular del feto, y con ello
atenuar los problemas de distocia, controlando el momento de activacién de la
miostatina.
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B. Miostatina dominante-negativa

Como ya se ha mencionado, en los Gltimos afios se ha dirigido un importante esfuerzo
hacia la mejora de la calidad de carne de distintas especies ganaderas. La identificacién
de la miostatina ha permitido no sélo su aplicacién a los programas de mejora, sino que
ademds ha abierto una via para buscar alternativas a los efectos menos deseables del
fenotipo culdn asi como a mejoras terapéuticas dirigidas al dmbito de la salud humana.

El hecho de que la manifestacion del fenotipo culén requiera de la presencia de dos
copias afuncionales del gen, merma el valor econémico de los individuos heterocigotos.
Por ello, los alelos dominantes negativos de la miostatina tienen un indudable interés
tanto en el caso de cruzamientos intrarraciales (en el caso de animales que se exploten
por sus aptitudes carniceras -como la raza Asturiana de los Valles-), como en el caso de
los cruzamientos industriales, destinados a aumentar el valor residual de los terneros de
razas lecheras (como la raza Frisona) que no vayan a reposicién.

Por otro lado, ya se ha visto que existen distintas lineas de investigaciéon dirigidas al
bloqueo de la miostatina con fines terapéuticos, esto unido a la observacién de que la
expresion de la miostatina se alarga durante todo el estado adulto, permite pensar que
ofra posible aplicacién de estas construcciones dominantes negativas es su uso en el
periodo postnatal, de modo que se eliminen los problemas asociados al parto
bloquedndose la miostatina en los animales una vez nacidos.
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Obijetivos

OBJETIVOS

1. Estudio de la capacidad de un sistema condicionalmente activable (“Mstn OFF to
ON”) de bloquear la miostatina en orientacién activa y su evaluacién en sistemas
in vitro, bacteriano y celular.

2. Evaluacién de la capacidad de distintos alelos de la miostatina potencialmente
dominantes negativos de interaccionar con la miostatina salvaje.
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Materiales y Métodos

A. EVALUACION DE UN SISTEMA DE ACTIVACION CONDICIONAL
DE LA MIOSTATINA EN CELULAS ES

A.1. Diseno de un sistema “Mstn OFF to ON”. Justificacion

Para el disefio de esta estrategia se ha escogido la propiedad del sistema Cre-lox de
invertir las secuencias de ADN situadas entre dos lox en orientacién inversa. De este
modo, se han situado los lox a cada lado del exén 3 (que codifica para la regién activa
de la miostatina) previamente invertido, de manera que la expresién de esta secuencia
dard lugar a una proteina no funcional. Sélo cuando la recombinasa Cre esté presente en
el medio, la recombinacién entre ambos lox devolverd al exén a su orientacién original y
la expresién del gen podrd dar lugar a una proteina normal. Teniendo en cuenta que
ambos lox permanecerdn en la configuracién final del gen, se ha buscado situarlos en
zonas descritas como de baja homologia entre especies (ver apartado A.2.1.), que es un
indicativo de la ausencia de una posible funcién reguladora o de splicing en esa regién.

Esta estrategia ya ha sido utilizada con éxito en células mamiferas, como las células tk
Rat2 (Kano et al., 1998) y en células ES (Lam & Rajewsky, 1998; Zheng et al., 1999;
Kmita et al., 2000) generdndose inversiones de entre unas pocas kb hasta 30 cM. Estas
células, tras la reaccién de recombinacién, han sido incluso utilizadas para la creacién de
ratones transgénicos perfectamente viables.

Igualmente, se han observado estas reacciones de inversién in vivo, bien mediante
transfecciones transitorias en el zigoto con vectores de expresién Cre (Tanimoto et al.,
1999) o bien mediante el cruce de ratones portadores de la inversién con ratones Cre
inductibles (Lam & Rajewsky, 1998). Estas experiencias evidencian la posibilidad de
realizar inversiones in vivo sin problemas de pérdida cromosémica, frente a las
observaciones de Lewandoski & Martin (1997) realizadas en embriones portadores de
loxP en orientacién inversa en su cromosoma Y.

Ademds, la eficacia observada por Lam & Rajewski (1998) de la reaccién de inversidn
era semejante a la observada para la delecién bajo las mismas condiciones.

El mecanismo de inversiones Cre-lox, al ser un evento intframolecular, presenta la
caracteristica de su reversibilidad, es decir, mientras Cre esté presente en el medio el
segmento floxado puede recombinar en un continuo “flip-flop”, obteniéndose un
promedio del 50% de cada configuracion.

En la hipertrofia muscular se ha observado que un 50% de miostatina funcional origina
un fenotipo mucho mds cercano al normal que al culén. Como el objetivo Gltimo de esta
investigacion es el de obtener un mecanismo que permita observar el fenotipo resultante
de la activacién condicional de la miostatina, seria deseable poder contrastar situaciones
de inactividad total con situaciones de actividad completa.

Para ello se ha recurrido a una estrategia que permita el bloqueo del segmento floxado
en posicién invertida, una vez que la Cre ha actuado una sola vez.
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Esta estrategia se basa en el uso de lox mutados descritos por Albert et al. (1995). Estos
lox consisten en una mutacién de 5 pb en la regién invertida de los extremos: lox66
(regidn izquierda) y lox7 1 (regién derecha). Sus secuencias se representan en la figura 11.

Ambos tipos de lox son reconocidos por la Cre con una afinidad sélo algo menor que
con los loxP, pero el producto de recombinacién entre ambos cuando estdn en
orientacién inversa, da lugar a un doble mutante (lox72) dificilmente reconocido por la
misma enzima. Esto provoca un desplazamiento del equilibrio de la reaccién hacia la
configuracién invertida. Este sistema también se ha utilizado para favorecer las reacciones
de integracién de una secuencia en el genoma, frente a su delecién del mismo (Araki et
al., 1997). Ambas reacciones se representan en la figura 12.

TAC CGTTCGTATA - ATGTATGC - TATACGAAGTTAT
\E GGCAAGCATAT - TACATACG - ATATGCTTCAAD

YT
'> lox66

ATAACTTCGTATA - ATGTATGC - TATACGAACGGTA
TATTGAAGCATAT - TACATACG - ATATGCT TGCC AT
— _/

~
(P o7

Figura 11: Secuencia de los lox mutantes lox66 y lox71. En negrita se indica la
regién mutada en cada uno de ellos. En la parte inferior se muestra la representacién
esquemdtica de estos lox.

Integracion Inversién
- @ -
It !
—— -p— <

Figura 12: Reacciones de integracion e inversion utilizando lox mutados. Los
desplazamientos del equilibrio de la reaccién vienen indicados por la flecha de mayor
tamafo.
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Albert et al. (1995) ya observaron, de hecho, que la reaccién in vitro entre un lox66 y un
lox71 situados en orientacién inversa conservaba un 50% de la eficacia en comparacién
a la observada entre dos sitios loxP, y favoreciendo finalmente, en un factor de hasta 5
veces, la produccién de la forma invertida, flanqueada de un loxP y un lox doble mutante.

Finalmente, la estrategia mencionada quedaria disefiada como se representa en la figura
13. Dado que el mecanismo permite que un alelo inactivo de la miostatina revierta en un
alelo activo, se ha denominado a esta estrategia “Mstn OFF to ON”.

Mstn OFF:
S L2 }—m>— 3 43—
lox66 lox71
Cre
Mstn ON:
- i —mp—{ 3 <]+
lox72 loxP

Figura 13: Representacion esquemdatica de la estrategia “Mstn OFF to ON”. El
grosor de las flechas sefiala el desplazamiento de su equilibrio en presencia de Cre.

A.2. Antecedentes

A.2.1. Secuenciacion y caracterizacion del gen de la miostatina a partir de
clones genémicos de ratén y bovino en un vector lambda

Esta parte del trabajo se describe en detalle por Royo (2002). Resumiéndolo brevemente,
se trabajé con dos clones, uno de ratén de 15,4 kb y otro bovino de 17,4 kb, aislados a
partir de sendas librerias comerciales construidas en vectores de remplazamiento de tipo
fago lambda. El aislamiento se efectué por métodos convencionales con la ayuda de una
sonda de cDNA de miostatina bovina marcada con P* (Grobet et al. 1997). La libreria de
ratén procedia de tejido hepdtico de un macho de la linea C57BL/6N. Ademds de los tres
exones del gen de la miostatina, cada uno de estos clones contenia mds o menos 5 kb en
5"y 3'. Estos clones se secuenciaron completamente. La descripcién de las extremidades
del transcrito se realizé mediante cRACE (Maruyama et al., 1995) y 3" RACE,
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respectivamente. Los limites intrén-exén se determinaron mediante la comparacién de la
secuencia gendémica y del cDNA identificadas previamente. La biUsqueda de elementos
reconocidos por factores de transcripcién musculo-especificos se realizé con ayuda de un
algoritmo de andlisis de regresién logistica (Wasserman & Ficket, 1998). Igualmente, se
alinearon las secuencias de ratén y bovina, permitiendo la puesta en evidencia de
regiones altamente conservadas, consideradas asi funcionalmente importantes (“footprints
filogenéticos”). A la inversa, las regiones con poco o ningin grado de homologia y
favorablemente situadas en funcién de los objetivos perseguidos, han sido elegidas para
la infroduccién de elementos exdgenos por ingenieria genética (figura 14). De hecho, ya
se ha demostrado que los loxP flanqueantes del tercer exén de la miostatina en los puntos

seleccionados no afectan a la funcionalidad del alelo de la miostatina (Grobet et al.,
2003).

1 5 E—

i Secluencio murina
1 kb

{ Secuencia bovina

4 R

Figura 14: Footprint filogenético de las secuencias bovina y murina del gen
de la miostatina. Se muestran las cantidades (en tanto por uno) de homologia entre
ambas secuencias. Las flechas sefialan los puntos elegidos para la insercién de los elementos
exdgenos (sitios lox y gen de Neo-resistencia) necesarios para la ingenieria del gen.

A.3. Ingenieria genética de la miostatina para transgénesis por
recombinacion homoéloga: creacion de una construccion “Msin
OFF to ON”

A.3.1. Modificacion del plasmido pNEB193 por mutagénesis dirigida

La ingenierfa genética de la construccién, tal y como ha sido concebida, ha requerido la
modificacién de un plédsmido derivado de pUC19 con el fin de suprimir ciertas dianas de

55



Materiales y Métodos

restriccion y de afnadir otras. El pldsmido original (pNEB193, New Englands Biolabs) fue
objeto de una doble digestién con Aatll y Eco Rl y posteriormente recircularizado tras la
accién de la Mung-bean nucleasa; tras ello fue sometido a cinco reacciones de
mutagénesis con ayuda del kit Chameleon™ Double-Stranded, Site-Directed Mutagenesis
Kit (Stratagene) dirigidas en cuatro experiencias paralelas, cada una de ellas con un
objetivo diferente en el plasmido: (1) a nivel del polilinker: remplazamiento de una diana
de restriccién Unica Pacl, por una diana BssSI, (2) en la regién entre el gen B-lactamasa
(resistencia a la ampicilina) y el ORI: adicién de dianas Pacl y Swal, (3) en la secuencia
codificante de la B-lactamasa (nt 2390): eliminacién de una diana BssSI, (4) en una
regién no codificante (nt 2697): eliminacién de una segunda diana BssS!, (5) tentativa no
concretizada de eliminacién de una diana BssSl en el ORI (nt 1006). El plédsmido final,
pPoncl, se obtuvo por ensamblaje de los distintos fragmentos de restriccion resultantes de
los pldsmidos modificados, y fue verificado mediante secuenciacién.

El principio de actuacién del kit de mutagénesis se expone en la figura 15. Dicho
protocolo se extiende a lo largo de dos dias; en el primero de ellos el pldsmido diana de
doble hebra se desnaturaliza por calor, lo que permite la hibridacién simultdnea de los
dos cebadores a una de las dos hebras. Uno de los cebadores, el de seleccién, cambia
una diana de restriccién Unica y no esencial por una nueva secuencia de restriccion. El
ofro cebador (de mutagénesis) codifica para una mutacién especifica en una secuencia
definida del gen de inferés inserto en el plasmido. Ambos cebadores amplifican a lo largo
del plédsmido utilizando una mezcla de nucleétidos y enzimas que contiene ADN-
polimerasa T7 nativa y ADN-ligasa T4. La hebra recién creada de este modo contiene la
mutacién deseada pero careciendo ahora de la diana de restriccién Unica. Por lo tanto,
coexisten diversas poblaciones de plasmidos: aquellos que han incorporado la mutacién vy
aquellos que no lo han hecho. En el siguiente paso se digiere todo el ADN plasmidico
con la enzima correspondiente a la diana de restriccién Gnica presente en el pladsmido
parental no modificado. Los pldsmidos parentales no modificados resultardn digeridos,
mientras que los plasmidos modificados permanecerdn circularizados; esto supone ya una
seleccién a favor de los pldsmidos modificados y circulares en la etapa de transformacién.
Como la eficacia de transformacién de los pldsmidos circulares es exponencialmente
mayor que la de los pldsmidos lineares, los mutantes se verdn favorecidos. Este ADN
plasmidico se transforma en una cepa de E.coli mutS, deficiente en su mecanismo de
reparaciéon (p.ej. células competentes XLmutS), y por tanto incapaz de distinguir la hebra
original no modificada de la hebra con la mutacién deseada. La cepa deficiente para
mutS selecciona al azar una de estas hebras como “correcta” y amplifica la otra hebra de
manera complementaria. Dado que la seleccién de la hebra correcta es al azar, la mitad
de los pldsmidos contendrdn la mutaciéon deseada y la otra mitad revertirdn a la
secuencia original. Esta cepa transformada puede sembrarse o, con objeto de aumentar
el nimero de pldsmidos mutantes presentes, (y como se ha procedido en estos
experimentos) puede cultivarse en medio liquido durante toda la noche. Al dia siguiente
se afsla el ADN plasmidico y se vuelve a digerir con la enzima correspondiente al cebador
de seleccién. El ADN resultante se vuelve a transformar, esta vez en células competentes
Epicurian Coli® XL1-Blue o cualquier otra cepa corriente de transformacién. Los plésmidos
obtenidos se analizan por secuenciacién para confirmar sus mutaciones.
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Gene in a plasmid with a unique
restriction site 4for selection and
a target site @ for mutation

Day 1

Denature the plasmid and anneal

the prirmers
Selection ,

primer

Incubate with dNTPs and enzyme
mix to extend and ligate the new
mutant DNA strand

Perform a restriction digestion with the
selection restriction enzyme to linearize
the remaining parertal plasmid

Mutant

plasmid

Transform into XLmutS competent
cells and grow in liquid culture

Recover the DNA from the
pool of transformants using
a miniprep procedure

Day 2

Perform a second restriction
digestion with the selection
resmiction enzyme

Transform into XL 1-Blue competent
cells for >70% efficiency and screen
the colonies for the desired mutation

Optional Anneal a switching primer
for an additional round of mutagenesis

4

Step |

Step i

Step Il

Linearized
parental
plasmid

Step IV

Step V

Step VI

Figura 15: Principio de mutagénesis dirigida. Estrategia utilizada para modificar

directamente el plasmido pNEB193  (Chameleon™

Mutagenesis Kit; Stratagene).

Double-Stranded,  Site-Directed

La tabla | muestra los cebadores y las enzimas de restriccién utilizados en las etapas de

mutacién-seleccion de pNEB193.
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Tabla 1. Cebadores y enzimas de restriccion vutilizados en la
mutagénesis dirigida

Polilinker

Pacl — BssSl: pGGGCGCGCCGGATCCTCTCGTGAGTCTAGAGTCGACTG
Cebador de seleccién: pCATCATTGGAAAACGCTCTTCGGGGCG

Seleccién: Pacl

Entre B-lactamasa y ORI:

+Pacl+Swal: pCCTTTTAAATTAAATTAATTAATTTAAATCAATCTAAAG
Cebador de seleccién: pCATCATTGGAAAACGCTCTTCGGGGCG

Seleccién: Xmnl

Diana BssSI (nt 2697):

-BssSI pCCTATAAAAATAGGCGTATCAGGAGGCCCTTTCGTC
Cebador de seleccién: pCATCATTGGAAAACGCTCTTCGGGGCG

Seleccién: Xmnl

Diana BssSI (nt 2390, B-lactamasa)

-BssSI pGTTCGATGTAACCCACGCGTGCACCCAACTGATC
Cebador de seleccién: pCATCATTGGAAAACGCTCTTCGGGGCG

Seleccién: Xmnl

Diana BssSI (nt 1006, ORI)

-BssSl: pCCCCTGGAAGCTCCCTCCTGCGCTCTCCTGTTCCG
Cebador de seleccién: pCATCATTGGAAAACGCTCTTCGGGGCG

Seleccién: Xmnl

A.3.2. Clonado del gen de ratén fragmentado en pPoncl y adicion de
genes de resistencia

El clonado y la ingenieria genética del ADN gendémico de ratén se efectuaron mediante
métodos cldsicos de digestién y ligado, sin recurrir a la PCR (Sambrook et al. 1989). Las
enzimas utilizadas, tanto de restriccién como la ligasa, son de New England Biolabs,
excepto en las digestiones en que se menciona, y dichas reacciones, salvo en los casos
especificados, son siempre durante toda la noche. Se utilizé en todos los casos un exceso
de unidades de entre cinco y diez veces la cantidad necesaria. Las transformaciones
convencionales se hicieron con células competentes Max Efficiency® DH5a™ Competent
Cells (Life Technologies, GIBCO BRL), siguiendo los protocolos indicados. Los clones para
verificacién répida por PCR se picaron y dejaron crecer durante toda la noche en 200 pl
de LB+Amp (ver Apéndice de Reactivos). Los cebadores para dichas verificaciones se
muestran en la tabla Il. Las extracciones de ADN plasmidico se realizaron siguiendo los
protocolos de Qiagen (Plasmid Mini kit) utilizando soluciones P1, P2 y P3 propias (ver
Apéndice de Reactivos) y sustituyendo la filtracién en columnas por una centrifugacién a
13.000 rpm, 30" a 4°C; los productos se resuspendieron siempre en TE 1x. Las
purificaciones en gel se realizaron utilizando agarosa FMC (Geaken GTG) y TAE 1x con
ayuda del kit de purificacién GeneClean (BIO101). Los marcadores de peso molecular
utilizados en agarosa fueron 100 bp y 1 kb Smart-Ladder (Eurogentec) y 1 kbp Ladder
(Biotools) (ver Apéndice de Marcadores). Las PCRs se realizaron con Taq y reactivos de
Perkin Elmer; los deoxinucledtidos son de Amersham Pharmacia, Biotech Inc. Las
secuenciaciones se realizaron con ayuda del ABI Prism® BigDye™ Terminator Cycle
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Sequencing Ready Reaction Kit en un secuenciador ABI 377 (Perkin Elmer) con el
programa de andlisis de secuencia versién 3.0. Los terminadores fluorescentes de la
reaccién se eliminaron mediante precipitaciéon acetato-etanélica seguida de lavado en
etanol 70% para evitar interferencias con la lectura de la electroforesis. Las construcciones
intermedias utilizadas aparecen esquematizadas en el Apéndice de Construcciones.

Tabla lI: Secuencia de los cebadores utilizados en las verificaciones por
PCR o secuenciacion de las distintas construcciones
rev 25 CACACAGGAAACAGCTATGACCATGA

24UP GAGGAGGTATGAATGTCATTTCAAC
GDF8-19 AATGTATGTTTATATTTACCTGTTCATG

16DN ATTTCATTGTCGGTATGTTTCTCAG

MMé64 TATACATACAGCCACTGTCATCATG

MMé5 AATTGGCAGTGGTATATACTCCTAG

12UP TGGGTGTGTCTGTCACCTTGACTTC
NeoCas2 CATTCCAGGCCTGGGTGGAGAGGCT
MMé67 GGGCACCGGACAGGTCGGTCTTGAC

TK7 CTTGTTCCAAACTGGAACAACACTC

Seq24 CGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT
Cham-mut: CGAATTCGTCGACCTCGAGCTACCG
Sou3’5'1 AATGTATTGTACTCATAGCTAAATG
M13for-20 GTTGTAAAACGACGGCCAGTG

12DN CTACCTTCATCAGGTCAGGGATGTG

A.3.2.1. Preparacién del inserto genémico de ratén

El clon genémico de ratén en el vector lambda se cultivd en fase liquida mediante
protocolos convencionales (Sambrook et al., 1989) y se extrajo utilizando el kit Qiagen
lambda midi. El inserto de 15’3 kb se aislé con Sall purificdndose en gel de agarosa
(GeneClean) y tras ello, fue digerido con BssSI y Bsal en cuatro fragmentos separados a
su vez mediante gel de agarosa. Los tamafios de fragmento aparecen en la figura 16.

Sall BssSlI Bsal Bsal Sall

) s -

lambda * * lambda
v — v
I: 4339 pb
-—-—m lll: 6042 pb —
=) II: 3901 pb " IV: 1066 pb

Figura 16: Tamanos de fragmento del inserto de ratén escindido con Sall
tras digestion con BssSl y Bsal.
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A partir de aqui nos referiremos como extremos 5’ y 3’ de los fragmentos para indicar la
polaridad desde el ex4n 1 al exén 3. El fragmento Bsal-Sall en 3’ (IV) de 1066 pb se
descarté para posterior uso, mientras que los ofros tres se clonaron separadamente para
su manipulacién en pPoncl, como se describe a continuacién.

A.3.2.2. Adaptadores utilizados en el clonado

Con el fin de permitir el ligado de extremidades no cohesivas, y también para infroducir
nuevas dianas de restriccién o sitios lox, se generé una serie de adaptadores
oligonucleotidicos. Para la hibridacién de los dos fragmentos nucleotidicos que forman un
adaptador se mezclaron 2 pl (1mM) de cada oligonucledtido con 3ul de NaCl 5M vy se
llevé a un volumen final de 100 ul con TE. La reaccién se incubé durante 10" a 90°C y se
dej6 enfriar lentamente. La figura 17 muestra las secuencias y caracteristicas de dichos
adaptadores.

A) Adaptadores “clésicos”
5- TAGGGGTTGCGGCCGCTT GG -3
1 3'- CCAACGCCGGCGAACCGCGC - 5
Bsal’ Notl Ascl
5'- CCAAGCGGCCGCAA -3
2 3'- TCGAGGTTCGCCGGCGTTGATCC - 5/
Sacl Nofl Bsal
5'- CTGACGAGACCC TATT CCTGG -3
3 3'- GCT CTGGGATAAGGACCGCGC - 5/
Bsal Ascl
5 - TCGACGTCC TCGTGC TTGGCGCGCCC TGTCTC -3
4 3 - GCAGGAGCACGAACCGCGCGGGACAGAGTTAA - 57
Sall BssSI Ascl Apol
5" — CGCGGACTGTCTCTGCT GTCT ATTCC TCAC -3
5 3 - CTGACAGAGACGACAGATAAGGAGTGTTAA - 57
Ascl’ Apol
5" - TCGATAGTCTT CTATT CCGT CTT CTCC TCGC -3
6 3 - ATCAGAAGATAAGGCAGAAGAGGAGCGCCGG - 5
Xhol’ Notl

60



Materiales y Métodos

B) Adaptadores con loxP o lox mutantes
5" - pTCGAGCTATAACTTCG TATAGCATACATTATACGAAGTT ATGGACA -3
A 3- CGATATTGAAGCATATCGTATGTAATATGC TT CAATACC TGTAATT - 5/
<]:| loxP
5" - TTAACTTATAA CTT CGTATAGCATACATTATACGAAGTTATGC -3
B 3. GAATATT GAAGCATATCGTATGTAATATGCTT CAATACGAGCTp - 5°
AfllI Xhol
<3 loxp
5" - GGCCCT TACCGTT CGTATAGCATACATT ATACGAAGTTATGC -3
C 3" - GAATGGCAAGCATATCGTATGTAATATGCTT CAATACGAGCT - 5
Notl’ Xhol
€ o7

Figura 17: Secuencia y caracteristicas de los adaptadores “clasicos” (A) y con
loxP o mutantes (B) utilizados. Cada adaptador estd formado por dos oligonuclestidos
denominados respectivamente “N;” y “N,”. Los asteriscos indican las secuencias cohesivas
que no restauran la diana de restriccion. “p” indica la fosforilacién del oligonucledtido. La
regién subrayada hace referencia a las secuencias completas de los lox, el doble subrayado
muestra la regién media de los lox y en negrita se indica la secuencia modificada.

A.3.2.3. Clonado de los fragmentos |, Il y lll en pPonc]

La forma linearizada del producto de digestién parcial de pPonc1 con BssSI (20 minutos,
con posterior inactivacién de la enzima), se digiri6 completamente con Sall. Tras
separacién en gel de agarosa, la banda de 2’7 kb se aislé y ligd al fragmento | (4339 pb)
del gen, dando lugar a la construccién pPoncla, esquematizada en la figura 18.

Los productos de linearizacién obtenidos por digestién parcial BssSI de pPoncl fueron
digeridos en su totalidad por Ascl. Tras separacién en gel de agarosa, la banda de 2°7 kb
se aislé y ligd al fragmento genémico Il (3901 pb) con ayuda del adaptador 1 (figura 17),
dando lugar a pPonc2a, representado en la figura 18.
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Tras linearizacién de pPoncl por doble digestiéon con Ascl y Sacl, el fragmento genémico
Il (6042 pb) se ligd al vector linearizado con ayuda de los adaptadores 2 y 3 (figura 17).
El pldsmido resultante, pPonc3a, se esquematiza en la figura 18.

SO” BSSSI
pPoncla

BssS| Ascl ascl Soc!

¥ pPonc2a

3 pPonc3a 2

Figura 18: Representacion esquemdtica de los plasmidos resultantes de la
insercion de cada uno de los fragmentos de ratén I, Il y Ill en pPoncl. las
dianas de restriccién sefaladas en negrita se refieren a las utilizadas en la etapa siguiente de
manipulacién. En ozul se indican los adaptadores utilizados. Las lineas mds gruesas
representan el ADN clonado y la linea fina, el vector.

A.3.2.4. Modificacién del fragmento lll en pPonc3a: adicién de los cassettes de
expresién eucariota HSV-TK y Neomicin-transferasa (Neo®) flangueado de dos loxP en
3’ del exén I

A partir del plasmido pcDNA3hsvTK (gentileza de F. Princen, Ulg, Lieja, Bélgica), se aislé
un cassette de expresién eucariota HSV-TK contenido en un fragmento de restriccién Apol-
Apol de 2676 pb. Tras digestiéon de pPonc3a con Ascl y Sall, se ligaron dos adaptadores
(4 y 5, figura 17) y el fragmento Apol-Apol a dicho plédsmido linearizado.

El cassette de resistencia a la neomicina se incluye en un fragmento Sall-Xhol de 1146 pb
contenido en el vector de expresion pMC1neoPolyA (Stratagene). Dicho cassette contiene
un promotor TK independiente. El fragmento Sall-Xhol se inserté en la construccién
anterior mediante los adaptadores de loxP A y B (ver figura 17). El plédsmido resultante,
pPonc3j, se muestra en la figura 19.
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Aool Aool Xhol Sall
Ascl %
pPonc3a > >
Sall A A B
Sall Apo|  m—

BssSI' Ascl Apol  Ascl” aflir Xho! Xhol AT

Figura 19: Representacion esquematica del plasmido pPonc3j. Este pldsmido
es resultante de la insercién de los cassettes HSV-TK y de resistencia a la neomicina en
pPonc3a. Las dianas de restriccién sefialadas en negrita se refieren a las utilizadas en la
etapa siguiente de manipulacién. En azul se indican los adaptadores utilizados.

A.3.3. Mutagénesis del tercer fragmento en pGEM®-11Zf(+) y ensamblaje
en pPonc3j

A.3.3.1. Subclonado del fragmento Notl-Xhol de pPonc3j en pGEM®-11Zf(+) vy
mutagénesis de un loxP

El plasmido pPonc3| se digirié completamente con las enzimas Xhol y Notl, separdndose
en agarosa los fragmentos de 2’8 kb (fragmento a modificar, portador del tercer exén) y
9’3 kb (fragmento reservado para su posterior ensamblaje una vez mutagenizado el
fragmento Ill). Por otra parte, el vector pPGEM®-11Zf(+) (Promega) se digirié a su vez con
Xhol y Notl y tras purificaciéon en agarosa se ligoé al fragmento de 2’8 kb. Este clonado
permite la generacién de un plédsmido cuyo tamafo sea compatible con la mutagénesis
dirigida (<10kb) (Chameleon™, Stratagene). El plasmido resultante (pGEMSTNG3),

esquematizado en la figura 20 se utilizé para la conversién de un sitio loxP en un lox66.

El loxP contenido en pGEMSTN3 fue mutagenizado en un lox de tipo lox66 (Albert et al.,
1995; Araki et al. 1997) por el procedimiento de mutagénesis dirigida ya visto
(Chameleon™, Stratagene) (figura 15). Los cebadores utilizados se muestran en la tabla
lIl. El cebador Lox-Mutag presenta subrayadas las 5 bases que serdn mutagenizadas.

Tabla lll. Cebadores y enzimas de restriccion utilizados en la mutagénesis
dirigida (Chameleon™) del loxP de pGEMSTN3.

Cebador de mutagénesis (Lox-Mutag): pCATACATTATACGAACGGTAGCTCGAGGTCGACGA
Cebador de seleccién (ScamutRev): pGACTTGGTTGACGCGTCACCAGTCACAG
Seleccién: Scal
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loxP &

Xhol

Figura 20: Representacion esquemadatica del plasmido pGEMSTN3R66. Este
pldsmido deriva de pGEMSTN3 una vez mutagenizado.

La eficiencia de la mutagénesis se comprobé en el plasmido resultante, pPGEMSTN3R66
(figura 20), por PCR, utilizando un cebador con la mutacién introducida en 3, Cham-
mut, (ver secuencia en tabla Il), y posteriormente por secuenciacién.

La reaccién de PCR se realiz6 con unas condiciones de 2 mM de MgCl,, 0’4 mM de
dNTPs, 0’5 u. de Tag y 20 pmoles de cada uno de los cebadores Cham-mut y Sou3’5'1.
De pGEMSTN3R66 se anadieron trazas y la PCR se realizd6 con una temperatura de
hibridacién de 55°C durante 30 ciclos.

La secuenciacién se realizé con ayuda del ABI Prism® BigDye™ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit, siguiendo los protocolos descritos y utilizando 500 ng de
plésmido y 5 pmoles de cebador. Los cebadores utilizados para la secuenciaciéon (ver

tabla 11) fueron 12DN (en 3’ del exén 3) y M13for-20 (en el vector pGEM®-11Zf(+)).

A.3.3.2. Ligado de adaptadores y unién en pPonc3j

El plasmido pGEMSTN3R66 se digiri6 completamente con Notl, Xhol y Pvul (la funcién
de esta ¢ltima enzima de restriccién fue simplemente la de permitir una mejor
diferenciacién en el tamaio de bandas) y el fragmento Xhol-Notl de 2’8 kb fue purificado
en gel de agarosa. Se realizé un ligado entre dicho fragmento de 2’8 kb y los
adaptadores C y 6 (figura 17), el primero de los cuales incluye un lox de tipo lox71 (Albert
et al., 1995; Araki et al. 1997). El producto de ligado se representa en la figura 21.

Xhol Xhol"  Notl
+

Xhol - Nofl Xhol Notl
- LM — —— <

lox71 lox66 ~ (Adapt.6) lox7 1 lox66
(Adapt C)

Figura 21: Etapa de ligado de los adaptadores Cy 6 al fragmento mutagenizado.
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Este fragmento, una vez ligado a los adaptadores, se purific6 mediante GeneClean y se
ligd al fragmento pPonc3j (9’3 kb), previamente linearizado por Xhol y Notl (ver A.3.2.4.y
A.3.3.1). Al plédsmido resultante de este ligado se le denominé pPonc3k. Para comprobar
la orientacién del fragmento y los adaptadores con respecto al vector, se realizé una PCR
entre el exén 3 y el Neo-cassette en 96 de las colonias transformadas con los productos
de ligado (12UP/NeoCas2). Con los positivos se realizdé otra serie de PCRs con distintas
parejas de cebadores (tabla V) para comprobar la correcta orientacién. Las condiciones
de PCR utilizadas fueron las descritas en el punto A.3.3.1. En la figura 22 se muestra la
disposicién final del plasmido resultante, pPonc3k, y de las parejas de cebadores
utilizadas en la verificacién de su disposicion. Este plédsmido lleva ahora el exén 3 en
orientacién inversa a la original.

Tabla 1V. Parejas de cebadores vutilizados en el testado de la
orientacion del fragmento de 2’8 kb

12UP/NeoCas?2 (580pb) Adap.C,/NeoCas2 (165pb)
seq24/MM65 (410pb) seq24/Adap.6, (83pb)
12UP/Adap.C, (525pb) Adap.6,/MM65 (365 pb)
Seq24 MM65 12UP NeoCas?2
> <+ >
Notl  Xhol Notl”  Xhol
| (E+— = 7]
lox 66 lox71
Adap.6, Adap.C,
> >
Adap.6; Adap.C,
< <

Figura 22: Representacion esquemadatica del pldsmido pPonc3k. Este plasmido
resulta de invertir el ex4n 3 con respecto a su posicién original. En verde se indican los
cebadores utilizados en la comprobacién de la disposicién final. La linea gruesa representa
los adaptadores utilizados.

A.3.4. Unién final de todos los fragmentos

El primer paso realizado fue el ensamblaje de los fragmentos | y Il correspondientes a los
pldsmidos pPoncla y pPonc2a, respectivamente. Para ello se digirié parcialmente (25
minutos, con posterior inactivacién de la enzima) pPoncla y completamente pPonc2a con
BssSl; tras purificacién acetato-etandlica se procedié a la digestion total de ambos con
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Ascl. En gel de agarosa se separaron los fragmentos deseados de 7 kb (pPoncla) y 3’9
kb (pPonc2a) y se purificaron con GeneClean. Seguidamente se realizaron reacciones de
ligado que dieron lugar al pldsmido pPoncl2aa. En los clones transformados con el
producto de ligado se utilizé la PCR para verificar la apropiada disposicién del pldsmido
resultante, pPoncl2aa. Llas parejas de cebadores utilizadas fueron GDF8-19/16DN
(530pb) y MM64/seq24 (190pb). En la figura 23 aparece su representaciéon esquematica
junto a los cebadores utilizados. Las condiciones de PCR utilizadas fueron las descritas en
el punto A.3.3.1.

16DN
BssSI Ascl A MMé4
GDF8-19
Pl Notl
f Ascl
+ Ascl BssS!
pPoncla pPonc2a > pPonc12aa [ 3
seq24
BssS! m

BssSI

Figura 23: Esquematizacion de la unién de los fragmentos 1 y 1l dando lugar
a pPonc12aa. En negrita se indican las enzimas utilizadas en la etapa siguiente de
digestién. En verde se sefialan los cebadores utilizados en la PCR de verificacion.

El ¢ltimo paso consistié en la digestion completa tanto de pPonc12aa como de pPonc3k
con Notl, precipitacién acetato-etandlica y posterior digestién total con Ascl. Las bandas
de ~11 kb (pPonc12aa) y ~ 10 kb (pPonc3k) se purificaron en agarosa con ayuda del kit
GeneClean y se ligaron entre ellas.

El plasmido definitivo resultante, pPonc123aak, se verificé por PCR entre los distintos
clones transformados con el producto anterior de ligado. En la tabla V se muestran los
tamanos esperados de los productos de PCR. En la figura 24 aparece la disposiciéon de
los cebadores utilizados. Dicha PCR se realiz6 bajo las condiciones descritas en el punto

A.3.3.1.

Tabla V. Parejas de cebadores vutilizados en la verificacion de
pPonc123aak

GDF8-19/16DN (530 pb)
MM64/MM65 (490pb)
12UP/NeoCas2 (580pb)
TK7/seq24 (170pb)
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A.3.5. Comprobacion por digestion y secuenciaciéon

La construccién final, pPonc123aak, se digirié completamente con una bateria de
enzimas para comprobar la correcta disposicién de los distintos fragmentos. Estas enzimas
fueron: Notl/Xhol, EcoRI, Bglll, BamHI y Hindlll. La tabla VI muestra los tamafos
esperados de fragmento.

Tabla VI: Tamanos esperados de fragmento tras digestion de
pPonc123aak en pb

Notl/Xhol: 9908, 8204, 2904

EcoRI: 7017, 4280, 3484, 3204, 1242, 1119, 654
Bglll: 10494, 5973, 2159, 1041, 518, 517, 334
BamHI: 11897, 5017, 4122

Hindlll: 9802, 4585, 3824, 2825

Por otro lado, se secuenciaron las zonas de ensamblado entre los distintos fragmentos y
los lox mutantes en las mismas condiciones utilizadas en el apartado A.3.3.1. En la figura
24 se representan los cebadores utilizados (ver secuencia en tabla ). El resto de
pPonc123aak no se secuencié una vez finalizada la construccién porque todas las
regiones no introducidas de novo en este pldsmido ya habian sido secuenciadas
previamente en el vector lambda original (ver A.2.1.).

Tomando la regién desde el lox66 hasta el loxP en 3’ del gen Neo® como la nueva
mutacion a introducir en el genoma, la construccién recombinante exégena presenta un
brazo largo de homologia en 5’ de 8240 pb (entre las dianas de restriccién Sall y Notl) y
un brazo corto de homologia de 3240 pb en 3’ (entre el loxP y el comienzo del cassette

TK).

MMé67
24UP 16DN MM&5
<4 < < <+ Seq 24
NeoCas?2 <
rev25 GDF8-19 MM64 12UP <+ TK7
—> » > —> >
"_( El >—( E2 >—H>< E3 )—‘ neo K '_qi
lox66 lox77
Sall BssSI Notl Xhol Ascl

Figura 24: Representacion esquemdtica de los cebadores utilizados en la
secuenciacion de pPonc123aak. La linea gruesa representa el ADN clonado, la linea
fina representa el vector.
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Una vez verificado el clon definitivo se procedié a producir una gran cantidad de
pldsmido purificado, necesario para las electroporaciones en células ES. Para ello, se
cultivaron durante 16 horas 100 ml de LB4+Amp con el clon elegido y se realiz6 una
maxiprep con ayuda del kit Qiafilter 500-Maxi (Qiagen). Tras resuspensién del precipitado
de ADN en TE, se cuantificé en gel de agarosa y por medicién de la absorbancia a 260 y
280 nm. Los 200 ug obtenidos se congelaron hasta su posterior uso. En la figura 25
aparece la representacién esquemdtica del plédsmido final, pPonc123aak, con la
disposicién de los exones, sitios lox y genes de seleccién utilizados.

Hlacamasa
ORI

pPoncl123aak
foxP

Meo-cassette 21036 bp

Codon ATG

Ex&n Il

Figura 25: Construccion final pPonc123aak. Representacién esquemdtica de la
construccién definitiva destinada a la creacién de una linea celular ES “Mstn OFF to ON”.

A.4. Ensayos preliminares

A.4.1. Ensayo con Cre-recombinasa purificada

Con objeto de evaluar la funcionalidad de los lox utilizados en la construccién, se
procedié a la realizacién de un test in vitro, utilizando Cre-recombinasa purificada.

En un primer ensayo se utilizaron directamente los pldsmidos pPonc123aak y, como
control, pPonc123bbj (Grobet et al., 2003), una construccién en la que el tercer exén de
la miostatina se encuentra en orientacién directa y flanqueado por dos sitios loxP (a su vez
en orientacién directa), y junto a un cassette de Neo-resistencia igualmente flanqueado
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por dos loxP (ver figura 26). La construcciéon pPonc123bbij se eligié como control teniendo
en cuenta que los loxP son los sitios naturalmente reconocidos por Cre, ademds de por la
amplia documentacién existente sobre la alta eficiencia de escisién de segmentos
“floxados” por sitios loxP (Gu et al., 1993; Gu et al., 1994; Kihn et al., 1995; Torres &
Kthn, 1997).

El resultado de la recombinacién en pPonc123aak serd el de la inversion del exén 3, la
delecién del cassette Neo o ambas. Mientras que en el caso de pPoncl123bbj se
producird la delecion del exén 3, la del cassette Neo o ambas.

oPonc123aak 5 ,_‘ |<]]-—

pPonc123bbi BN ) SN S E) }-7

Figura 26: Representacion esquemdtica de pPonc123aak y pPonc123bbj.
Comparacién de las dos secuencias inicialmente sometidas a la accién de la Cre purificada.

Para ello se realizaron dos reacciones de recombinacién paralelas utilizando la Cre-
recombinasa purificada (Invitrogen) con ambas construcciones, segin los protocolos
especificados.

Reaccién de recombinacién por Cre

2 wl buffer 10x

T ul Cre (50 ng)

100 ng plésmido

H,O hasta 20 pl — 37°C, 20" - Inactivacién de la enzima: 65°C, 15’

Seguidamente se transformaron ambos productos de recombinacién en células
competentes DH5a™ (GibcoBRL), sembrandose en placas de LB-agar con ampicilina. Se
repicaron 48 colonias de cada uno de los experimentos y se cultivaron toda la noche en
1500 pl de LB-ampicilina en placas de cultivo de 96 pocillos. Al dia siguiente se
realizaron las minipreps con los reactivos del kit Qiagen mini (QIAGEN) y se filtraron los
restos celulares con ayuda de un filiro Millipore, tras precipitacién en isopropanol se
resuspendieron los precipitados de ADN en 50 ul de TE 1x.
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Se realizaron dos digestiones (con objeto de poder contrastar los resultados) con 15 pl
de dichas minipreps: una con EcoRl (Gibco) y otra con BamHI (Gibco); en el caso de
pPonc123bbj se analizaron otras 48 colonias més digiriéndose una vez con Xmnl y otra
con Pstl (Biolabs) y todos los productos de digestién se visualizaron en un gel de agarosa

1%.

El hecho de las frecuentes recombinaciones entre los dos cassettes TK de pPonc123bbj
(ver figura 26), lo que disminuia fuertemente el nimero de clones aptos para
recombinacién especifica por Cre, y el hecho de que tanto pPonc123aack como
pPonc123bbj no tuvieran la conformacién definitiva de lox que tendrian en las células ES
(por la existencia del Neo-cassette y un tercer lox flanquedndolo) hizo replantear el ensayo
utilizando construcciones que eliminaran estas desventajas.

En el caso de pPoncl123aak se escogié simplemente una de las colonias de la
experiencia anterior en la que se habia escindido el cassette Neo y se purificé su ADN
plasmidico mediante una midiprep con ayuda del kit Qiagen Plasmid Midi (QIAGEN).
Dicha construccién se denominé pPonc123-Neo® (figura 27).

En el caso de la construcciéon control, pPonc123bbj, hubo que recurrir a la digestién y
ligado de distintos fragmentos segin los métodos descritos en A.3.2. y a la eliminacién
del Neo-cassette con Cre-recombinasa.

Para ello en primer lugar se parti6 de los plasmidos previos a la construccién
pPonc123bbj: se digirié tanto pPonc2b (construccién andloga a pPonc2a -ver figura 18-
pero incluyendo también un loxP en 5’ en el extremos Ascl) como pPonc 3j (ver esquema
en figura 19) en una digestién doble con Notl y Ascl. La banda de 6’6 kb de pPonc2b y la
de 10 kb de pPonc3j se purificaron en gel de agarosa mediante GeneClean y se ligaron
entre ellas. El producto de ligado (pPonc2b3j) se transformé en células competentes
DH5a y se realizaron minipreps de las colonias transformadas sobre las que se efectuaron
PCRs de testado para confirmar la correcta orientacién de los fragmentos.

A partir de uno de estos pldsmidos purificados de pPonc2b3j se realizé una reaccién de
recombinacién con Cre-recombinasa (Invitrogen) con objeto de eliminar de este modo el
Neo-cassette, pero al no obtenerse ningin recombinante entre 96 colonias transformadas
con dicho producto de recombinacién, se opté por un enriquecimiento de las colonias
con Neo-delecién mediante digestion en el Neo-cassette. Para ello se sometié a
pPonc2b3j a recombinacién con Cre-recombinasa y seguidamente se digirié durante 4
horas con Xhol (diana de restriccién Unica en el Neo-cassette). Los pldsmidos linearizados
tienen una eficacia de transformacién mucho menor que la de los circularizados, de
modo que los pldsmidos que recombinen entre los lox que flanquean el Neo-cassette
habrdn eliminado dicho cassette y con ello la diana Xhol; por lo tanto verdn favorecida su
transformacién frente a los que no recombinen. El producto de digestion Xhol se
transformé en células DH5a y se realizaron minipreps de 96 colonias. Dichas minipreps
se analizaron por PCR (12DN/17UP1) y digestién (EcoRl, BamHI) para confirmar la
eliminacién del Neo-cassette. Finalmente se aislé, purificd y cuantificé el ADN plasmidico
de uno de los clones elegidos, denomindndosele pPonc2b3j-Neo® (figura 27).
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pPonc123-Neo® ﬂ ﬂ }m ]
pPonc2b3j-Neo® [T ]

Figura 27: Representacion esquemdtica de pPonc123-NeoS y pPonc2b3j-
Neo®. Comparacién de las dos construcciones sometidas a la accién de la Cre purificada.

Una vez obtenidas las dos nuevas construcciones con los cambios introducidos, ambos
vectores se sometieron a recombinaciéon mediante Cre, varidndose la cantidad de enzima
y de plasmido utilizados: (sélo las condiciones A y E - idénticas - son las recomendadas
por el fabricante, C y F consisten en distinfos aumentos de la cantidad de enzima, B y D
se basan en las observaciones de Abremski & Hoess, 1984).

Reaccién Cre-A Reaccién Cre-B Reaccion Cre-C

1 ul Cre (50 ng) 0’5 ul Cre (25 ng) 4 ul Cre (200 ng)

2 ul buffer 10x 2 ul buffer 10x 2 wl buffer 10x

5 ul plasmido (100 ng) 10 pl plasmido (200 ng) 5 pl pldsmido (100 ng)
12 ul H,O 7'5 ul H,O 9 ul H,0O

Reaccién Cre-D Reaccién Cre-E Reaccién Cre-F

1wl Cre (50 ng) 1 ul Cre (100 ng) 7 pl Cre (350 ng)

2 ul buffer 10x 2 ul buffer 10x 2 ul buffer 10x

10 wl plasmido (200 ng) 5 ul plasmido (100 ng) 5 ul plasmido (100 ng)
7 ul H,O 12 pl H,O 6 ul H,O

— 37°C, 20’ — inactivacién de la enzima : 65°C, 15’

De estas reacciones de recombinacién se realizaron sendas PCRs para observar grosso
modo en el producto de reaccién de la recombinasa una posible recombinacién. Para
ello se utilizaron 0’25 ul de las reacciones de recombinacién junto a las parejas de
cebadores indicadas en la tabla VIl y especificados en la tabla VIl y que se representan en
la figura 28. Las condiciones de PCR fueron las mismas del punto A.3.3.1.
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Tabla VII: Parejas de cebadores utilizados en la identificacion de las
reacciones recombinantes

pPonc123-Neo® pPonc2b3j-Neo®
MMé64/12UP MMé64/17UP1
12DN/17UP1 MMé64/12UP
MM64/12DN 12DN/17UP1

Tabla VIII: Secuencia de los cebadores utilizados en el testado por PCR

12DN CTACCTTCATCAGGTCAGGGATGTG
12UP TGGGTGTGTCTGTCACCTTGACTTC
17UP1 TTTTGATGGATTTTTATCATGTCAC
MMé4 TATACATACAGCCACTGTCATCATG
MMé5 AATTGGCAGTGGTATATACTCCTAG
TKS CACCCCAGGCTCCATACCGACGATC
Seq24 CGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT

MM64  12DN o

S > € <
pPonc123-Neo I I } ' o
MM64 120P
12DN 17UP1

pPonc2b3j-Neo® ﬂ ﬂ.} -> 4—-

Figura 28: Representacion esquemdatica de los cebadores utilizados para la
identificacién de los plasmidos recombinantes.

Al no observarse productos de PCR especificos de recombinacién en las reacciones B y
D, se siguié adelante sélo con los productos de recombinacién A, C, E y F.

Como en el caso anterior, los productos de recombinacién de las cuatro reacciones
seleccionadas se transformaron en células competentes DH5a™  (GibcoBRL),
sembrdndose en placas de LB-agar con ampicilina. Se repicaron 96 colonias de cada uno
de los experimentos y se cultivaron, tras lo cual se realizaron minipreps por el método
antes descrito, que se resuspendieron a su vez en 50 ul de TE.

Se realizaron digestiones de 15 pl (~ 600 ng) de dichas minipreps, utilizando EcoRI
(Gibco o Promega) en un volumen final de 30 pl. Posteriormente los productos digeridos
se resolvieron en un gel de agarosa al 1%. La tabla IX muestra los tamafios esperados de

fragmento.
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Tabla IX: Tamanos esperados de fragmento tras digestion de pPonc123-
Neo’ y pPonc2b3j-Neo® con EcoRI
pPonc123-Neo® :
Original: 6’9, 4’3, 3'5,3'2, 1’2, 0’6 kb
Recombinante: 7'9, 3’5, 3'2,3'2, 1’2, 0’6 kb
pPonc2b3j-Neo® :
Original: 8, 4’3, 3'2 kb
Recombinante: 8’4, 4’3 kb
pPonc-inv:
Original: 7'9, 3'5, 32, 32,12, 0’6 kb
Recombinante: 6’9, 4’3, 3’5, 3'2, 1’2, 0’6 kb

A.4.2, Ensayo en bacterias MM294-Cre

Un segundo ensayo que permite la evaluaciéon de la funcionalidad de los sitios loxP es el
ofrecido por la cepa de Escherichia coli MM294-Cre (Buchholz et al., 1996), en cuyo
genoma se ha integrado el gen de la Cre-recombinasa. Esta funcionalidad se estudia por
transformacién del pldsmido en la bacteria (gentileza de Francis Stewart, EMBL,
Heidelberg, Alemania) previamente tratada para convertirla en una bacteria competente,
posteriormente se aisla el pldsmido y se digiere para visualizar en gel de agarosa los
fragmentos resultantes.

Este ensayo se llevé a cabo utilizando el pldsmido una vez desprovisto del gen Neo
(pPonc123-Neo®) y como control comparativo de la eficacia de recombinacién entre loxP
y lox mutantes, se recurrié al mismo pPonc2b3j-Neo® utilizado en la experiencia anterior.
Ademds, se utilizé un plasmido pPonc123-Neo® una vez recombinado por la enzima Cre,
y al que se denominé pPonc-inv; en este caso se trataba de evaluar el bloqueamiento del
tercer exén una vez invertido.

Paralelamente, y como control de la ausencia de recombinacién se utilizaron los tres
mismos plasmidos (pPonc123-Neo®, pPonc2b3j-Neo® y pPonc-inv) transformados en
cepas AG-1 (Stratagene) (sin Cre-recombinasa en su genoma).

La cepa MM294-Cre se hizo competente mediante el método descrito por Sambrook et
al. (1989) y se transformaron por separado 100 ul de células con 2 ng de cada uno de
los tres pldsmidos a evaluar, siguiendo el mismo protocolo utilizado para las células
DH50. competentes (Gibco). De cada transformacién se repicaron varias colonias y se
cultivaron en 3 ml de LB+Amp a 37°C durante toda la noche. Las extracciones
plasmidicas se realizaron segin el método descrito en el punto A.3.2.

Estas extracciones arrojaron un bajo rendimiento debido a la fuerza con que la enzima se
unia al ADN y que terminaba arrastrando el plasmido durante su purificacién; como el
gen de Cre se encuentra bajo la influencia de un promotor termo-dependiente (AP;) este
problema fue solventado haciendo crecer los cultivos de las colonias repicadas a 30°C.

Con los plasmidos transformados en las cepas control AG-1 se procedié de la misma
manera, con la salvedad de que en este caso no se dieron problemas de bajo
rendimiento de extraccién plasmidica y se pudo incubar a 37°C.
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Una vez extraido el ADN plasmidico y resuspendido en 50 ul de TE, se digirieron 35 pl
de pldsmido con Eco Rl (Roche). Los productos de la digestion se resolvieron en un gel de
agarosa al 1%. El patrén de bandas obtenido se describe en la tabla IX (obsérvese que
para el plasmido invertido, pPonc-inv, el patrén de bandas original es el correspondiente
al de pPonc123-Neo® recombinante y su patrén recombinante, es el correspondiente
original de pPonc123-Neo?).

A.5. Creacion de una linea estable de células ES murinas “Mstn
OFF to ON”

A.5.1. Establecimiento de una linea ES con la construccion pPonc123aak

Los protocolos utilizados para el cultivo de células ES y EF, recombinacién homéloga en
células ES, escision del cassette de seleccion “floxado” y andlisis de clones se
corresponden en lineas generales a los descritos por Torres & Kihn (1997).

A.5.1.1. Manipulacién celular

Las células ES requieren para su cultivo un medio que las mantenga en estado
indiferenciado; esto se puede conseguir mediante cultivo en presencia de LIF (leukaemia
inhibitory factor) que evita la diferenciacién de las células ES (Smith et al., 1988; Williams
et al., 1988) o por cultivo en placas de células feeder mitomicinadas (mitéticamente
inactivas). En general, se recurre al uso de células feeder, puesto que proveen a las
células ES de factores que potencian la proliferacién ademés de mantener el estado
indiferenciado. En este estudio se han utilizado tanto células feeder, como LIF.

A.5.1.1.1. Descripcién de los protocolos de cultivo sequidos en células feeder (EF)

Se escogieron cultivos primarios de fibroblastos embrionarios de ratén (MEFs) como linea
feeder por su buena respuesta en cultivo de ES y por representar una fuente de células
primarias potente, fiable y reproducible (Hogan et al., 1994).

a) Preparacién de células

Las células EF provienen de embriones de 13’5 d.p.c. a los que se retira la cabeza, el
higado y el corazén y tras dividirse en pequefios trozos se tripsinizan (1x trypsin/EDTA;
GIBCO) durante 30" a 37°C. Tras lavado con PBS (GIBCO) y centrifugacién (2000g, 5')
las células se resuspenden en DMEM-EF (ver Apéndice de Reactivos) y se siembran en
placas de 9 cm de didmetro (Cellstar®, Greiner) a 37°C en atmésfera himeda con 5% de

CO,.
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b) Congelacién de células

Las placas, una vez confluentes, se tripsinizan durante 5’ y se centrifugan (2000g, 5°) en
4 veces el volumen de tripsina utilizado. El pellet se resuspende en DMEM + 10% DMSO
(Sigma) y se congela primero a —80°C al menos durante un dia antes de almacenarlo en
N, liquido.

c) Cultivo y divisién de células

Las alicuotas congeladas de células EF se descongelan inmediatamente a 37°C y se
afaden directamente a un tubo con 10 ml de medio (DMEM-EF) a 37°C; tras
centrifugacién se resuspenden en 8-10 ml de medio y se siembran. Normalmente, se
alcanza la confluencia dos dias después, y se resiembran (mediante tripsinizacién y
centrifugacién) con un ratio 1:4. Las células EF divididas mds de cuatro veces (pasajes) se
desechan. El medio de cultivo se renueva cada dos dias.

d) Mitomicinacién

El método elegido para la inactivacién mitética fue la mitomicinacién. Para ello se
lavaron las placas confluentes con PBS y se afadieron 5 ml de DMEM + mitomicina C
(Sigma; ver Apéndice de Reactivos). Tras incubaciéon a 37°C entre 2 y 6 horas, se lavaron
las placas tres veces con PBS y se tripsinizaron durante 5’, resembrdndose con DMEM-EF
en un ratio de 1'4:1.

A.5.1.1.2. Descripcién de los protocolos de cultivo sequidos en células ES

La construccién pPonc123aak, destinada a experimentar una recombinacién homéloga
en células ES, deriva de ADN gendémico de ratén de la linea C57BL/6N (Hogan et al.,
1994).

Las lineas ES isogénicas de este origen se caracterizan por una relativa fragilidad y una
reducida frecuencia de transmisién germinal (Torres & Kishn, 1997) por lo que la linea de
células ES escogida fue la R1 (Nagy et al., 1993), proveniente de la linea celular 129 s/jy
cuyas propiedades de pluripotencia y alta transmisién germinal tras manipulacién y cultivo
prolongado estdn ampliamente documentadas (Wood et al., 1993; Torres & Kihn, 1997;
Bunting et al., 1999).

Tras secuenciacién de la regiéon en R1 susceptible de recombinar con la construccién
(esto es, la regidn entre el cassette Neo y el cassette TK en 3' - 3240 pb -) se ratificé la
ausencia de diferencias a nivel de las secuencios destinadas a experimentar
recombinacién homéloga entre dichas lineas R1 y C57BL/6N.

a) Cultivo y manipulacién de células ES

Las células R1 (cariotipo XY) provienen del laboratorio de Andras Nagy (Developmental
Biology, Mount Sinai Hospital, Toronto, Canada) y se compraron en un pasaje p11.
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Como ya se ha mencionado, las células ES se cultivaron sobre células MEF previamente
mitomicinadas y en presencia de LIF (ver Apéndice de Reactivos).

Los protocolos de cultivo, divisién y congelacién de ES son similares a los utilizados con
células EF, con la salvedad del tipo de medio utilizado, DMEM-ES (ver Apéndice de
Reactivos), la frecuencia de recambio del medio de cultivo (cada 24 horas) y el ratio de
division de placas confluentes (1:10, normalmente alcanzan la confluencia cada dos o
tres dias).

A.5.1.2. Transfeccién de pPonc123aak en células ES

Antes de su electroporacién, se linearizaron 80 pg del vector pPonc123aak mediante
digestion con 100 unidades de Swal (Biolabs), para la que existe una diana de restriccion
Unica en el vector, fuera de la secuencia del gen o los marcadores de seleccién. Tras
extraccién fenol/cloroférmica y cloroformo/isoamilica, se realizé una precipitacion
acetato/etanélica y lavado en etanol 70%; el pellet se resuspendié en TE O'1x y se
cuantificé en gel de agarosa.

El dia de la electroporacién se cambié el medio de cultivo a primera hora (pasaje del
cultivo: 17). Para someterlas a electroporacién, las células se tripsinizaron y una vez
diluidas en DMEM-ES se realizé un conteo y se alicuotaron 107 en un tubo en el que se
centrifugaron y lavaron en PBS; el pellet se resuspendié en 400 pl de buffer de
electroporacion 2x (ver Apéndice de Reactivos), a esto se afadieron 16 pg de
pPonc123aak linearizado y H,O (Sigma, for embryological use) hasta 800 pl. La mezcla
se fransfirié a una cubeta de electroporacién (BioRad, Gene Pulser® Cuvette) de 4 mm de
distancia entre electrodos. Se electroporé a 240 V y 475 uF de capacitancia en un
electroporador GenePulser (BioRad). Tras electroporacién, se incubaron las células 5’ a
temperatura ambiente y se sembraron en un ratio 1:3 directamente en placas EF
mitomicinadas.

Paralelamente se establecié una serie de controles: a) control de eficacia de transfeccion
(placa con células electroporadas y en presencia de geneticina - G418 -), b) control de
eficacia de la geneticina (placa no electroporada, en presencia de G418), c) controles de
viabilidad (placa transfectada y placa no transfectada, en ausencia de G418).

A.5.1.2.1. Selecciones positiva y negativa

Dos dias después de la electroporacién comenzé la seleccion positiva  (Neo®)
anadiéndose al medio de cultivo de las células G418 (Gibco BRL) a una concentracién de
300 pug/ml y renovéndose el medio diariamente.

Cinco dias después de la electroporacion comenzé la seleccién contra integrantes al azar
(selecciéon negativa apoyada por la presencia de un cassette timidin-kinasa, TK) (Mansour
et al., 1988). Al medio se anadid, ademds de la misma concentraciéon de G418 de los
dias anteriores, ganciclovir a una concentracién final 2uM (ver Apéndice de Reactivos). La
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seleccién con ganciclovir se continué durante seis dias hasta ver el tapiz de células feeder
completamente limpio de los restos de las células muertas.

A.5.1.2.2. Repicado de colonias ES

Nueve dias después del comienzo de la selecciéon con G418 se procedié al repicado de
los clones supervivientes. En total se recogieron 326 colonias. Los clones repicados se
depositaron directamente en pocillos con 50 ul de tripsina y se incubaron a 37°C durante
10’, se pipetearon varias veces para disgregar las colonias y se afnadieron 50 ul de
DMEM-ES. Estos 100 pl de volumen final se dividieron a su vez entre dos placas de 48
pocillos, una de ellas de células EF mitomicinadas, y la otra de gelatina (ver Apéndice de
Reactivos) y a cada 50 pl de células tripsinizadas se afadieron 400 ul de DMEM-ES para
diluir la concentracién de tripsina (que puede alterar el estado de las células ES). Se
incubaron las dos réplicas a 37°C hasta que las colonias adquirieron un tamano
adecuado (1000-4000 células/colonia) y se procedié a la congelaciéon de la placa
réplica de células feeder y a la extraccién de ADN a partir de la réplica en gelatina.

A.5.1.2.3. Congelaciéon de placas réplica de ES

Se lavaron dos veces los pocillos con PBS y tras tripsinizacién durante 15" se disgregaron
las colonias por pipeteo. Se afadieron 400 ul de medio de congelacién (12'5% DMSO
en DMEM-ES, lo que da una concentracién final de DMSO del 10%) por pocillo y se
guardaron en cajas isotérmicas a —80°C.

A.5.1.2.4. Extraccién de ADN de clones ES a partir de placas de 48 pocillos

Una vez lavados los pocillos y retirado el PBS, se mantuvieron una noche a —-80°C con
objeto de romper las células. A partir de aqui el protocolo utilizado es el de Ramirez-Solis
et al., 1992. Al dia siguiente se aiadieron 50 pl de tampén de lisis (ver Apéndice de
Reactivos) y se incubaron a 55°C en atmésfera himeda toda la noche. Al dia siguiente se
afadieron 100ul de una mezcla acetato-etandlica (100 ul etanol frio+ 1’5 ul NaCl 5M) y
se dejaron 15-30" a temperatura ambiente. Se centrifugaron las placas a 2000 rpm 15’
para precipitar el ADN y posteriormente se lavaron con etanol 70%. Tras eliminacién del
etanol 70% se dejaron secar y se resuspendié el ADN en 100 ul de TE pH 8°0.

A.5.1.2.5. Identificacién por PCR de los recombinantes homélogos

Como control positivo de PCR se construyé un plasmido, C36, por los métodos
convencionales utilizados en la construccién de pPonc123aak, que incluia el tercer exén,
el neo-cassette y en 3’ el fragmento IV proveniente del clon genémico de ratén del fago A
(ver apartado A.3.2.1.). Su representaciéon esquemdtica se muestra en la figura 29. Los
cebadores utilizados fueron NeoCas3 (presente en la construcciéon recombinante pero no
en el locus genémico enddgeno) y MM79 (presente en el locus endégeno pero no en la
construccién), que amplifican un fragmento de 4265 pb. Sus secuencias se describen en
la tabla X. Para la realizacién de la PCR se utilizé una mezcla de polimerasas contenida
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en el Exoand™ Long Template PCR System (Roche Molecular Biochemicals), siguiendo los
protocolos descritos y utilizando 4 ul de ADN por cada 50 pl de reaccién. La PCR se
realizdé en un termociclador Perkin Elmer Cetus, GeneAmp PCR System 9600.

Locus endégeno M5\ |
—

=)
[0]
o

vector

NeoCas3 MM79
] —> <+

Locus recombinado B3 1 veo | -
NeoCas3 MM79

Construccion (B
recombinante

|

|

C36 (control @ de
PCR)

fragmento IV

— _/
~

4265 pb

Figura 29: Estrategia de PCR para la deteccion de recombinantes homélogos.
La pareja de cebadores utilizados se indica en verde. La linea discontinua representa la zona
3’ del gen no incluida en la construccién transgénica.

A.5.1.2.6. Andlisis por PCR de la integridad de la zona recombinada

Para verificar la total integracién de la construccién transgénica se amplificaron por PCR
(55°C, 30 ciclos) las regiones de los lox66 y lox71 utilizando para ello los propios
adaptadores como cebadores, como se representa en la figura 30.

MM63  Adap.6, 12UP  Adap. C
K —
Adap. 6, MM65 Adap.C, MMé67

Figura 30: Representacion esquemdtica de la posicion de los cebadores
utilizados para verificacion de la integridad del transgén.
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A.5.1.2.7. Secuenciacién de las regiones lox de los recombinantes homélogos

Las regiones de los lox66 y lox71 se amplificaron por PCR utilizando las parejas de
cebadores MM63/MM65  (lox66) y 12UP/MM67 (lox71), representadas en la figura
anterior, y se purificaron (QIAquick PCR Purification Kit Protocol) para secuenciacién con
ayuda de un ABI Prism® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit en un
secuenciador ABI 377 (Perkin Elmer), utilizando 50 ng de PCR purificada y 5 pmoles de
cada uno de los cebadores.

A.5.1.2.8. Verificacién por Southern blot de los recombinantes homélogos

Los 9 clones positivos en la PCR se analizaron por Southern blot para confirmar la
recombinacién homéloga y la ausencia de otras inserciones al azar. Para ello se escogié
como enzima de restriccién Pstl, que digiere en el cassette de resistencia a la neomicina y
en la regién 3’ del gen no presente en la construccién transgénica. Como sonda se utilizd
un fragmento de 1094 pb (C1) amplificado por PCR en la regién 3’ del gen que se
incluye en la construccién. Los cebadores utilizados para la amplificacién de esta sonda
fueron MMé68 y 22aUP, indicados en la tabla X. El producto amplificado se purificé
mediante el sistema QIAquick PCR Purification Kit Protocol. Esta sonda hibrida con un
fragmento de restriccién de 4440 pb en el caso del alelo recombinante homdlogo y 6177
pb en el caso del alelo salvaje, como muestra la figura 31.

P P
Alelo salvaje 4‘_@ — F_| _____________
N _
~
6177 pb
P P P
Integracién al azar oo ]@;*7
N J
'
5545 pb
P P P
Recombinante homélogo oo :K]:,;F _| _____________
N J
A
4440 pb

Figura 31: Estrategia de Southern blot para la verificacién de recombinantes
homélogos. La linea azul representa la sonda utilizada y P, las dianas de Pstl. La linea
discontinua representa la zona 3’ del gen endégena y no incluida en la construccién
transgénica.
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Tabla X: Cebadores utilizados en la verificacién por PCR y en la creaciéon
de la sonda C1.

NeoCas3 GCTATGACTGGGCACAACAGACAATC

MM79 TGTAGGAGCAAAATCAAGAGGAAGAGCAAC
MMé68 AAATTGTGACATGATAAAAATCCATC
22qUP CTTAATGTCCCTGGGAGCAGATCTG

Para la realizacién del Southern se digirieron 5 ng de ADN con 60 unidades de Pstl;
como control positivo se utilizé una mezcla equimolar de ADN genémico de células ES R1
(sin transfectar) y ADN plasmidico de C36 (5 ug de R1 + 20 pg de C36). Ambas

reacciones se dejaron a 37°C durante toda la noche.

Tras precipitaciéon acetato-etandlica, y resuspensiéon en TE, los productos de digestiéon se
cargaron en gel de agarosa (1%) y se dejaron migrar a 100 V hasta que las bandas de 4
y 6 kb se diferenciaron suficientemente una de otfra. El gel se sumergié en HCl 0’25 M
durante 15’ para depurinacién y seguidamente se desnaturalizé en NaOH 0’4 M durante
20’. El ADN se transfirié a una membrana de nylon cargada positivamente (Hybond-N",
Amersham Pharmacia, Biotech) mediante transferencia capilar en NaOH 0’4 M durante
toda la noche. Al dia siguiente se lavé en SSC 2x y se fijé6 a 80°C durante dos horas
(Reed et al., 1985).

La membrana se prehibridé a 65°C durante una hora en SDS 7%, Na,HPO, pH 72
0’25 M. Paralelamente se marcaron 100 ng de la sonda C1 de 1094 pb con [a-*?P]
dCTP (Amersham Pharmacia, Biotech), con la ayuda del kit Random Primers DNA
Labelling System (Life Technologies). Tras purificaciéon de la sonda en columna de
Sephadex con TE, se desnaturalizé a 100°C durante 5’ y se hibridé a 65°C durante toda
la noche (protocolo Zeta-Probe GT blotting membranes, BioRad).

Al dia siguiente se lavd la membrana a 65°C dos veces en SDS 1%, 20 mM Na,HPO, ,
durante 30’; dos veces en SDS 0'1%, 20 mM Na,HPO, , durante 30’ y finalmente dos
veces en SDS 0'1%, SSC 1x durante 50°. La membrana se expuso durante 3 dias a placas
de autoradiografia (Hiperfilm™MP, Amersham Pharmacia Biotech) que se revelaron con
un Hiperprocessor (Amersham).

A.5.2. Eliminacion del cassette de seleccion Neo' por recombinacién
mediante Cre

El cassette de resistencia a la neomicina, cuya utilidad fue la de seleccionar los clones de
ES recombinantes homélogos, ha de eliminarse para el andlisis de la inversién y antes de
su implantacién in vivo. Para ello se transfectaron transitoriamente los clones ES
recombinantes homélogos con un vector de expresién Cre bajo la accién del promotor
pMCT1 vy se seleccionaron los clones Neo-sensibles.

El primer paso fue el descongelado de los clones 3 y 8 seleccionados al azar entre los
claramente positivos. Los protocolos de manipulacién de células ES son los mismos que
los utilizados en el apartado anterior (A.5.1.1. y A.5.1.2.).
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Los clones, descongelados a partir de placas de 48 pocillos, se cultivaron y dividieron
hasta alcanzar la confluencia en placas de 9 cm, y posteriormente (pasaje nGmero 20) se
electroporaron 107 células con 6 pg de vector pMC-Cre no linearizado (gentileza del Dr.
Rajewsky, Institute for Genetics, Colonia, Alemania). Este vector contiene el promotor
pMC1 vy las regiones pA y enhancers de pMC1NeopA (Stratagene) y se caracteriza por
poseer una sefal de localizacién nuclear (Gu et al., 1993).

Los clones transfectados se sembraron en placas mitomicinadas a una densidad de 5-10°
células/placa y se dejaron crecer con medio normal MES (sin G418) durante 48 horas
(una vez que el vector pMC-Cre ha tenido tiempo de expresar la recombinasa). Con este
paso inicial de siembra se permite la expresién de Cre y se evita la heterogeneidad de
colonias, de modo que cuando las células se resiembren posteriormente a baja densidad
cada colonia estard originada por una sola célula que habrd o no sufrido una
recombinacién, pero que en todo caso daré lugar a una colonia homogénea.

Tras 48 horas, se tripsinizaron las placas y se resembraron a baja densidad (2:10°, 5-10°
y 10* células/placa) en placas mitomicinadas. De este modo, las colonias resembradas
procederén de una sola célula que serd bien neo-resistente, bien neo-sensible.

Cuatro dias después de la siembra a baja densidad se comenzé el repicado de células,
que se resembraron a su vez en placas mitomicinadas de 96 pocillos, y por triplicado
(para extraccién de ADN, congelacién y diagnéstico de Neo-sensibilidad). Al no tener la
posibilidad de predecir ni la eficacia de transfeccién con el vector Cre, ni la proporcién
de clones con el tipo de delecién deseada (ver mds adelante en la figura 32 las distintas
posibilidades), se opté por recoger un nimero elevado de clones a examinar. En total se
repicaron 480 colonias del clon 3 y 432 del clon 8.

Una vez que las tres réplicas alcanzaron la confluencia se procedié al congelado de una
de ellas, la extraccién de ADN (PCR) de la segunda segin los protocolos descritos
(Ramirez-Solis et al., 1992) y la seleccién Neo en la tercera.

En esta ¢ltima réplica, se afadié al medio G418 a una concentraciéon de 300ug/ml,
renovéndose el medio durante cinco dias més. Tras este tiempo, se procedié a la
identificacion de los clones Neo-sensibles (Neo®), entre los cuales se realizaron dos
reacciones de PCR (12UP/17UP1 y 12DN/17UP1) para testar las distintas posibilidades
de recombinacién. La PCR se realizé a una temperatura de hibridaciéon de 55°C durante
35 ciclos. En la figura 32 se representan dichas posibilidades y los cebadores utilizados.
Aunque existen aun otras posibilidades, se representan aquellas en las que desaparece el
Neo-cassette, siendo el primer paso del caso Ill el buscado en esta etapa.

Las dos PCRs deberian ser mutuamente excluyentes, ya que el tercer exén sélo puede
encontrarse en una de las disposiciones si no ha habido contaminacién de clones. Para la
PCR 12DN/17UP1, el alelo salvaje se diferencia del recombinante invertido en 40 pb
(aportadas por el adaptador con el loxP), de modo que en caso de producirse una
inversion en el tercer exédn, aparecerian dos bandas por PCR (250 y 290 pb).

Ademds del protocolo descrito de PCR se ensayaron diversos otros conjugando distintas
concentraciones de MgCl,, cantidad de ADN y cebadores en posiciones préximas.

Ademds, se realizaron PCRs (MM64/12DN y MM64/12UP, ver figura 32) para descartar
la posibilidad de una recombinacién intercromatidica (Lewandowski & Martin, 1997) o de
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una contaminacién con clones salvajes, o de un error en el diagnéstico de

sensibilidad (12UP/MMé67).

neo-

MM64 12DN 12UP MM67 17UP1
> <« » »> <
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Figura 32: Representacion esquemdatica de las distintas configuraciones
posibles tras la actuacién transitoria de la Cre-recombinasa. Ademds se
representan los cebadores y productos de PCR diagnésticos.

A.6. Agreqgacion de un clon Neo®* para la generacion de

quimeras

Se realizé6 una sesién de agregacién con el clon Neo® 3c6E siguiendo los protocolos de
Torres & Kihn (1997) de agregaciéon de células ES a mérulas.

Para la agregacion se
superovuladas de la

aislaron embriones en estado de mérula (2’5 d.p.c.) de hembras
linea FVB (linea de capa albina, lo que permite una fdcil

identificacién de los animales quimeras resultantes de la agregacién con células ES RT,
que sblo son portadoras de alelos de color de capa oscuro). Tras eliminacién de la zona
peltcida los embriones se colocaron individualmente en una pequefia concavidad
realizada en las placas de cultivo, junto a los que se colocaron entre 12 y 20 células ES

82



Materiales y Métodos

del clon escogido (pasaje 25) previamente descongelado, dividido una vez tras alcanzar
la confluencia y semitripsinizado. Estos agregados se cultivaron toda la noche a 37°C en
atmésfera de 5% de CO, y se implantaron en dos madres pseudogestantes al dia
siguiente (28 embriones/madre).

A.7. Ensayo de la eficacia de la inversién en células ES

Paralelamente a la sesidn de agregacién se procedié a un ensayo ex vivo en el clon de
células ES con que se realizé la agregacién con objeto de evaluar la eficacia de la
inversion a nivel gendémico.

A.7.1. Electroporacion con pMC-Cre

Para ello se realizaron cuatro electroporaciones paralelas de 107 células del clon 3c6E
(pasaje 25) con 0, 5, 15 y 30 ug de pMC-Cre, respectivamente. Los clones
electroporados se sembraron en dos placas cada uno. Tres dias después de la
electroporacién los clones se resembraron a baja densidad (2000 células/placa 9 cm) y
cuatro dias después se repicaron 96 clones de cada electroporacion de 5, 15y 30 ug de
pMC-Cre. Una vez alcanzada la confluencia se extrajo el ADN por los métodos ya
descritos (apartado A.5.1.2.4.).

Paralelamente se realizd una extraccion del ADN “en masa” (extracciéon fenol-
cloroférmica, Sambrook et al. 1989) a partir de una de las dos placas en las que se
sembré directamente tras la electroporacion.

Se realizaron PCRs para los dos tipos de extraccién (MM64/12UP entre los clones
repicados individualmente, y 12DN/17UP1 en el ADN en masa) de las que deberian
observarse dobles bandas: una menor para el alelo salvaje y ofra mayor, debido a la
existencia de un sitio lox, en el caso del alelo transgénico reinvertido (600 y 690 pb para

MMé64/12UP, y 250 y 290 pb para 12DN/17UP1).

A.7.2. Comprobacién del clon 3c6E por PCR y secuenciacién

Se realizaron PCRs de testado de la correcta disposicién del transgén: con respecto a su
integracién en el gen (12UP/MM79) y ampliando el margen alrededor del lugar de
insercién del cassette Neo (GDF8-15/17UP3).

Ademds, los dos lox mutados se amplificaron por PCR (MM63/MM65 para el lox 66, y
GDF8-15/17UP1 para el lox 71) y las bandas resultantes se purificaron en gel de
agarosa mediante GeneClean. Seguidamente se secuenciaron siguiendo los protocolos
ya descritos. La disposicién y secuencia de los cebadores utilizados se indican en la figura
33y en la tabla Xl respectivamente.
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12UP 17UP3 MM79
> < <
> < »> <
MM63 MM65 GDF8-15 17UP1

Figura 33: Representacion esquemdtica de la disposicion de los cebadores
utilizados en la comprobacién del clon 3c6E.

Tabla XI: Secuencia de los cebadores utilizados en el testado por
PCR y en la secuenciacion del clon 3c6E

12UP TGGGTGTGTCTGTCACCTTGACTTC

17UP1 TTTTGATGGATTTTTATCATGTCAC

MMé63 GTGGTTAGTGTGATATTCCTTAGAG

MMé65 AATTGGCAGTGGTATATACTCCTAG

GDF8-15 TCCCATCCAAAGGCTTCAAAATC

MM79 TGTAGGAGCAAAATCAAGAGGAAGAGCAAC

17UP3 GGACTCCACTCAAGGATGAAGGAAAGG

A.8. Test de eficiencia del vector de expresion pMC-Cre

A.8.1. Creacidon de dos lineas estables pSViacZT

Con objeto de evaluar la eficacia de la transfeccién y recombinacién del vector pMC-Cre
en el clon 3céE, se crearon dos lineas estables para un plasmido “raporter”. Dicho
pldsmido, pSVlacZT (gentileza del Dr. Rajewsky, Institute for Genetics, Colonia, Alemania),
posee un promotor fuerte (SV40), el gen de la B-galactosidasa y, entre ambos, un gen de
seleccién para la neomicina flanqueado por dos sitios loxP en la misma orientacién
(Torres & Kihn, 1997). De este modo, sélo si la Cre-recombinasa provoca la escisién del
gen de la neomicina, la B-galactosidasa podrd expresarse gracias a la accién del
promotor SV40 (ver figura 34).

Para poder comparar la eficacia de transfeccion, ademés de la linea a testar, 3c6E, se
utilizé como control una linea “knock-out condicional” (KOC) (Grobet et al., 2003), esto
es, un clon de células ES cuyo tercer exdn de la miostatina se encuentra flanqueado por
dos sitios loxP en la misma orientacién. Este clon proviene de la transfeccién con la
construccién pPonc123bbj y posterior eliminaciéon del cassette Neo (ver figura 26) y se
eligid como control al igual que para el test in vitro (A.4.) por tener loxP reconocidos
naturalmente por Cre y por su conocida eficacia de recombinacién (Gu et al., 1993; Gu
et al., 1994; Kihn et al., 1995; Torres & Kihn, 1997).
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Se electroporaron ambos clones segin los protocolos descritos, utilizando 5 pg de
pSVlacZT previamente linearizado por Xmnl y purificado con el kit QIAquick PCR
Purification (QIAGEN). Dos dias después se comenzé la Neo-seleccién con G418 a una
concentracién de 300 ug/ml.

Una semana después se recogieron 48 colonias 3c6E y 48 KOC Neo-resistentes, en dos
réplicas, una de las cuales se congelé y la otra se utilizé para la extraccién de ADN segin
los protocolos descritos (A.5.1.2.4.).

Como la insercion de pSVlacZT en el genoma se realiza al azar, en principio todos los
clones Neo® son vdlidos como lineas transfectadas estables; sin embargo, se analizé la
integridad del inserto mediante PCR y Southern. Ademds se analizé el nGmero de copias
por genoma mediante PCR.

Una de las PCRs realizadas permitié analizar la integridad del gen B-galactosidasa,
utilizando un cebador en el gen de la neomicina (NeoCas1) y ofro en el Gltimo tramo de
la secuencia del gen (Bglll-lacZ-3’), con ayuda del kit Expand™ Long Template PCR
System (Roche Molecular Biochemicals). Ademés se analizé la integridad del promotor
utilizando un cebador en el vector (CH110-5') y otro en el gen Neo (MMé67). La figura 34
representa la posicién de dichos cebadores y en la tabla Xl aparecen sus secuencias.

ScaMutRev  CH110-5' MM67 NeoCasl  LacZ-D  LacZ-5"  Bglll-lacZ-3’
»> »> «»> <« » <
amp SV40 44 amp
Xmnl Xmnl

Figura 34: Representacion esquemdatica de pSVIacZT. Se representa digerido por
Xmnl, tal y como se ha transfectado en las lineas celulares evaluadas. Se esquematiza la
disposicién de los cebadores utilizados en la evaluacién por PCR de la integridad de la
construccién pSVlacZT.

Tabla XII: Secuencia de los cebadores utilizados para evaluacién por
PCR del plasmido transfectado pSVlacZT y para la construccion de una
sonda de Southern.

CH110-5’ AGCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGG

MMé7 GGGCACCGGACAGGTCGGTCTTGAC

NeoCas] GGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTAC

LacZ-D GGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGG

Bglll-lacZ-3’ TTATTTTTGACACCAGACCAACTGGTAATGG

lacZ-5' GCCGGGCACATCAGCGCCTGGCAGC

22bDN CAAGAGTTTTACAGAGATTAATAAG

1*-sou-new TCACTGCTGTCATCCCTCTGGACGTCG

LacZD GGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGG
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Al ser ésta una integracion al azar, cabe la posibilidoad de que se produzcan varias
integraciones en tdndem en el mismo punto; esto podria enmascarar los resultados de
eficacia de recombinacién, por competencia entre los lox de las construcciones
transgénicas a testar (“Mstn OFF to ON” y “KOC") y un posible elevado nimero de
cassettes Neo “floxados” de pSVlacZT en el mismo genoma. Para obtener una idea del
nimero de copias de pSVlacZT por célula, se eligieron 12 clones positivos por linea
celular para las PCRs anteriores y se sometieron a una PCR de cuantificacién, tomando
como control interno una banda de 730 pb en el primer ex4n de la miostatina
(22bDN/1st-sou-new) (tablaXll) y compardndola con una banda en el gen de la B-
galactosidasa (lacZ-5'/Bglll-lacZ-3’) de 945 pb. Se realizé dicha PCR para 25, 30 y 35
ciclos a 55°C.

Para la realizacién del Southern se digirieron con Bglll y Pstl 5 ng de ADN de los 12
clones elegidos de cada linea y tras precipitacion acetato-etanélica, se resolvieron los
productos digeridos en un gel de agarosa al 1%. Posteriormente este gel se transfirié a
una membrana de nylon cargada positivamente (Hybond-N", Amersham Pharmacia,
Biotech) segun los protocolos descritos (ver A.5.1.2.8.). Como controles positivos se
utilizaron 1 ng del plédsmido pSVlacZT y 1 ng de la construcciéon pPoncl123aak. La
membrana se prehibridé a 65°C durante una hora en 7% SDS, 0’'5M Na,HPO, pH 72,
10mM EDTA . Paralelamente se marcaron 80ng de cada una de las sondas previamente
purificadas por GeneClean: 22bDN/1st-sou-new (exén | de la miostatina) de 730 pb vy
lacZ-5'/Bglll-lacZ-3" (B-galactosidasa) de 945 pb, con [a-*P] dCTP (Amersham
Pharmacia, Biotech), con la ayuda del kit Random Primers DNA Labelling System (Life
Technologies). Tras purificaciéon de la sonda en columna de Sephadex con TE, se
desnaturalizé a 100°C 5’ y se hibridé a 65°C durante toda la noche. La razén de incluir
una sonda en el exén | de la miostatina es la de tener una idea aproximada de la
cantidad de copias integradas del gen de pSVlacZT por comparacién a las del exén | de
la miostatina.

Al dia siguiente se lavd la membrana a 65°C dos veces en SDS 1%, 20 mM Na,HPO,,
durante 30’ y una vez en SDS 0'1%, 20 mM Na,HPO, , durante 30’. La membrana se
expuso durante 3 dias a placas de autorradiografia (Hiperfilm™MP, Amersham Pharmacia
Biotech) que se revelaron con un Hiperprocessor, de Amersham. El esquema de los
fragmentos resultantes de la digestiéon y la posicién de las sondas se representa en la

figura 35.
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pSV|0CZT ---------------- [[amp F—sv40 <] Neo _ ‘ LamPp |

Pstl Pstl
N —— o
5 kb
Miostatina .i- .a =
Pstl Bglll
2'5 kb

Figura 35: Estategia de Southern blot para la verificaciéon de la integridad de
la construccion pSVlacZT. El fragmento superior representa el gen de la B-galactosidasa
introducido con pSVlacZT, y el fragmento inferior representa el gen de la miostatina (en este
caso se localizard por hibridacién tanto el alelo normal como el transgénico). En azul se
representan las sondas utilizadas.

A.8.2. Transfeccion transitoria de los clones pSVlacZT con pMC-Cre

Una vez verificada la integridad del gen de la B-galactosidasa y seleccionados los clones
de ambas lineas con una sola copia del plédsmido integrado, se procedié a su
transfeccién transitoria con pMC-Cre con objeto de evaluar la eficacia de transfeccién y
de recombinacién del vector en la célula mediante la observacion de las colonias
coloreadas de azul tras exposicién a X-Gal.

Para ello se electroporaron tres clones de la linea 3c6E (2.4, 4.3 y 6.1) y tres clones de
la linea control KOC (1.7k, 2.3k y 6.6k) con 30 ug de pMC-Cre. Dos dias después se
resembraron con un ratio de 1:10 en placas de 9 cm con 0"'1% de gelatina (ver Apéndice
de Reactivos) para realizar una extraccion de ADN total (en masa); ademdés se
resembraron a baja densidad para repicado de células en placas de células EF
mitomicinadas.

Una vez confluentes las placas gelatinizadas se procedié a la extraccién del ADN total
(ver A.5.1.2.4., adaptando las cantidades a placas de 9 cm), sobre el que se realizé una
PCR para mostrar la escision del cassette Neo perteneciente al transgén pSVlacZT,
utilizando un cebador de cada lado de dicho cassette (CH110-5/lacZ-D) (ver figura 34).
Ademds, se realizé una PCR para observar las posibles recombinaciones llevadas a cabo
por la Cre-recombinasa (delecién del tercer exén en el caso de la linea KOC e inversion
en la linea 3c6E). La pareja de cebadores utilizada en la linea 3c6E fue MM64/12UP y en
la KOC, MM64/17UP1 (ver figura 28). Como controles positivos se utilizaron plasmidos
a los que se habia sometido in vitro a la accién de la Cre-recombinasa purificada (pPonc-
inv y pPonc2b3j-Neo®) y también la linea original KOC como control de la linea 3c6E.
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Por ofro lado, a partir de las placas resembradas a baja densidad, se repicaron 188
colonias del clon 2.4 (linea 3c6E) y 96 del clon 6.6K (linea KOC). El objetivo de analizar
los clones individualmente era el de observar si habia una correlaciéon entre la escisién del
cassette Neo y la deleciéon o inversiéon del exén 3 en el cromosoma transgénico, ademds
de afinar el screening si la reacciéon de recombinacién fuera un evento poco frecuente. Se
cultivaron por duplicado los clones individuales, reservando una copia para extraccién de
ADN sobre el que realizar las PCRs diagnésticas y otra para tincién X-Gal. Las PCRs
realizadas fueron las mismas que para el ADN total (MM64/12UP para 3c6E vy
MM64/17UP1 para KOC, y CH110-5/lacZ-D para ambas). La tincién de X-Gal se
realizé segun Torres & Kihn (1997). Para ello se lavaron las placas tres veces con PBS y
se fijaron con formaldehido al 4% en PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se
lavaron otras tres veces con PBS y se afiadié la solucién de tincién X-Gal (ver Apéndice de
Reactivos); seguidamente se incubaron toda la noche a 37°C en atmdéstera de CO,,.
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B. EVALUACION DE DISTINTOS ALELOS DE LA MIOSTATINA
POTENCIALMENTE DOMINANTES-NEGATIVOS. ENSAYOS DE
INTERACCION

La estrategia seguida para la generacién de una serie de mutaciones dominantes
negativas ha sido la de creacién de unas variantes del alelo de la miostatina cuyos
productos de traduccién sean capaces de interaccionar con la proteina salvaje formando
dimeros que anulen su funcién. Al plantearse este disefio para su funcionamiento en
animales heterocigotos, debemos prever la existencia equimolecular de los dos tipos de
miostatina: la miostatina salvaje y la mutada. Si la interacciéon entre las distintas moléculas
es al azar, esperaremos un 25% de dimeros de miostatina mutada, 50% de heterodimeros
y un 25% de dimeros salvajes. Si suponemos que una cuarta parte de moléculas de
miostatina activas (25% de dimeros salvajes) es insuficiente para aportar al individuo una
conformacién muscular normal, y que por tanto presentard un fenotipo hipertréfico, la
utilizacién de este sistema para obtener individuos hipertréficos en un solo cruce con
individuos normales estd plenamente justificada.

Una de las caracteristicas principales que han de cumplir las moléculas mutantes
disefiadas para actuar como dominantes negativas es su capacidad de dimerizar con la
miostatina salvaje dando lugar a un heterodimero potencialmente dominante negativo.
Para ello, el objetivo de esta parte de la tesis ha sido la realizacién de dos experimentos
de interaccién proteica: un ensayo de pull-down y un estudio de doble hibrido en células
mamiferas.

B.1. Pull-down

Este estudio se basa en la elevada selectividad y afinidad que presentan las matrices de
cromatografia de afinidad de niquel-acido nitriloacético (Ni-NTA) por las biomoléculas
portadoras de un “tag” o cola de residuos de histidina consecutivos. Esto conlleva por un
lado la expresién de la miostatina salvaje fusionada a una pequeia secuencia
amionoacidica de 6 histidinas, y por otro, la unién de esta proteina de fusién a una resina
compuesta de bolitas de agarosa-Ni?* (Ni-NTA), para de esta forma inmovilizarla.
Paralelamente, cada una de las miostatinas mutantes disefiadas, y de las que se quiere
evaluar su capacidad de interaccién con la miostatina salvaje, se genera mediante
traduccién in vitro en un lisado de reticulocitos, para luego procederse a la interaccién de
cada una de las proteinas mutantes con la salvaje y finalmente a la eliminacién de las
uniones no especificas mediante el ensayo de pull-down propiamente dicho.

B.1.1. Generacion de las construcciones de pull-down

El ADN gendémico utilizado proviene de higado de ratones de la linea C57BL extraido
mediante purificaciéon fenol-cloroformo  (Sambrook et al., 1989). Todas las PCR de
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generaciéon de fragmentos se realizaron con Tag Gold (Perkin Elmer) y las PCR
diagnésticas se realizaron con la ADN-polimerasa de Biotools. Las purificaciones de
productos de PCR y de digestién se realizaron con el kit CONCERT (Gibco) y las
purificaciones a partir de agarosa, con el kit GeneClean de BIO101 utilizando agarosa
MB de Biotools. Las enzimas de restriccién utilizadas son de Roche, asi como la fosfatasa
alcaling; la ligasa es una DNA-ligasa T4 Ready-To-Go (Amersham). Las transformaciones
se realizaron utilizando células DH50 competentes mediante el protocolo de Sambrook et
al. (1989). Las bacterias se cultivaron en LB (ver Apéndice de Reactivos) y las extracciones
de ADN plasmidico se realizaron segin el protocolo descrito en A.3.2., en los casos de
minipreps diagnésticas, y con ayuda del kit de miniprep o midiprep de BIO101, en los
casos de secuenciacion y expresion de la protefna. Las secuenciacioness se realizaron con
ayuda del kit Big Dye™ Terminator v3.0 Ready Reaction Cycle Sequencing (Applied
Biosystems) en un secuenciador ABI 3100 Avant (Applied Biosystems). La eliminacién de
los terminadores fluorescentes de la reaccién de secuenciacion se realizé mediante una
precipitacién acetato-etanélica, seguida de un lavado en etanol 70%. Los marcadores de
peso molecular utilizados aparecen descritos en el Apéndice de Marcadores. Los
cebadores utilizados para PCR o secuenciacién se describen en la tabla XIII.

Tabla Xlll: Cebadores utilizados en las construcciones de pull-down. Las
secuencias de las dianas de restriccion (diagnésticas o de clonado)
aparecen seinaladas.

mstn1BamHl.for AGGTCCGGATCCGACTTITGGGCTTGACTGC

mstn1.rev TTGGTGGATCCATGCCAACCATTGCATCTATTC

mstn2.rev GGAAGACCTTCCATGACTTGGG

OL2Stop.for CCGCTGTGGGTGCTCATGGGCTTTGCATAAGCTTAGAAAT

mstn3.for CAGTGGGGTACCCACCATGAGTGAGAGAGAAGAAAATG

OL2Prot.for CAAGAGGGCCCCGATAGACTTTGGGCTTGACTGCGATGAG
OL1C340.rev GCCATTAAAAATATAGGTACCCAATGGGAGACATTTTTGTCGG
OL2C340.for TGTCTCCCGGGAATATGCTATATTTTAATGGCAAAGAACA

mstn5.for CACCCACCCGGGCCACCATGGACTTTGGGCTTGAC

C340.for CCCATTGGGTACCAAGCAAACCCCAGAGGCTCAGCAGGGCCCTGCTAC
C340.rev CATATTCCCGGGAGACATTTTTGTCGGAGTGTAGCAGGGCCCTG

T7 TAATACGACTCACTATAGGG

T7.rev GCTAGTTATTGCTCAGCGG

PSmut.rev CCCATATATTATTTGTTCTTTGCC

pSG5PL.rev GAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGG

A continuacién se describe la estrategia utilizada para la generacién de cada una de las
distintas construcciones.
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B.1.1.1. pRSET-A/mstn salvaje

Esta construccién es la destinada a expresar miostatina salvaje unida a una secuencia de
histidinas mediante la cual puede unirse a una resina de agarosa.

El fragmento de miostatina salvaje se generé por PCR a partir de ADN gendémico de
ratén utilizando los cebadores mstnBamHI.for/mstn1.rev; las condiciones utilizadas fueron
94°C 10’ seguido de 30 ciclos de 94°C 17, 56°C 1/, 72°C 1/, seguidos de un solo paso
de extensiéon de 72°C durante 10. Se utilizaron 100 ng de ADN, 2’5 mM MgCl,, Tx
buffer polimerasa, 400 uM dNTPs y uM de cada cebador. Este fragmento codifica para
los 109 aminodcidos del péptido bioactivo de la miostatina.

Dicho fragmento (519 pb) se cloné, una vez digerido con BamH! y purificado, en el
pldsmido pRSET-A (Invitrogen), previamente digerido con BamHI, desfosforilado y
purificado. Los clones positivos se seleccionaron mediante colony-PCR (PCR realizada
directamente con la colonia bacteriana) utilizando la pareja de cebadores T7/mstn1.rev.
Este vector de expresién, controlado por el promotor T7, incorpora en 3’ un punto de
unién a ribosoma, un ATG y una secuencia que codifica para 6 histidinas consecutivas,
tras la cual se clona en fase el fragmento de la miostatina madura. La construccién final
se verific6 mediante secuenciacién utilizando los cebadores T7 y T7 .rev.

B.1.1.2. pSG5PL/alelos mutados

Las distintas miostatinas mutadas se clonaron en el vector de expresién eucariota pSG5PL
(variante del pldsmido comercial pSG5, de Stratagene, por modificacién en su polilinker),
que posee un promotor T7 en 3’ y una secuencia de poliadenilaciéon en 5°. Al no poseer
secuencia de unién a ribosoma (secuencia Kozak) ni codon ATG, éstos fueron
introducidos mediante los propios cebadores de PCR. La secuencia Kozak introducida fue

CCACC (Kozak et al., 1987).

a) pSG5PL/ProtSite

Introduciendo las 3 mutaciones que se detallan en la figura 36 se altera la pauta de
lectura de tres de los cuatro aminoécidos de la diana de proteolisis (o proteolytic site),
ademés de crearse una diana de restricciéon diagnéstica para la enzima Apal. De este
modo la secuencia de la diana proteolitica pasa de RSRR a RAPI, que no coincide con la
secuencia consenso de proteolisis en los TGFB (RXRR).

Efecto esperado: la proteina mutante, al no poder perder todo el prodominio por
digestién proteolitica, tendrd un tamafo muy superior (353 aminodcidos frente a 109) al
de la miostatina normal activa. Los heterodimeros resultantes no podrén interaccionar con
los receptores de membrana por simple impedimento estérico.

Esta estrategia ya ha sido utilizada con éxito en miembros de la familia de los TGFB
(Hawley et al., 1995) e incluso en la propia miostatina (Zhu et al., 2000).
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ACA GAC ACA CCC AAG AGG|TCC CGG AGA | GAC TTT GGG CTT GAC
R264 | G265 R266 R267

1A:2]8%
Apa |

ACA GAC ACA CCC AAG AGG(GEC CEG ATA|GAC TTT GGG CTT GAC
R264 A265 P266 |267

Figura 36: Esquema de las mutaciones introducidas en la construccion
ProteolyticSite. Los cuatro aminodcidos subrayados constituyen la diana de proteolisis. Los
aminodcidos mutagenizados aparecen enmarcados. El circulo sefiala lo aparicién de una
diana de restriccién diagnéstica.

Las mutaciones deseadas se han intfroducido mediante la técnica de mutagénesis dirigida
por PCR solapante o de overlapping (Ho et al., 1989) consistente en la generacién de un
fragmento de PCR que contiene la mutacién gracias a uno de los cebadores utilizados, y
que luego solapa con un segundo fragmento de PCR utilizando sélo los cebadores de los
extremos, como se muestra en la figura 37. La PCR solapante produce al 50% fragmentos
portadores de la mutacién y fragmentos salvajes, que tras el clonado serén discriminados
por digestién enzimdtica gracias a las nuevas dianas de restriccion diagndsticas
introducidas junto a las mutaciones dominante-negativas.

a
1°PCR (overlap 1, OL1)
4_
b
C
29 PCR (overlap 2, OL2) all
<_
d
d
3PCR: 0L —— — = — <«
i —%

Figura 37: Esquema de los pasos seguidos en la realizacion de una PCR
solapante (overlapping). El cebador c es el portador de la mutacién a introducir. En la
PCR final se utilizan como molde las PCR 1y 2, y como cebadores a y d.
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Para esta construccién en particular, el fragmento de PCR OL1 se generé a partir de ARN
de ratén extraido del musculo pectoral con ayuda del RNeasy Mini Kit (Qiagen). El ADNc
correspondiente se generé con ayuda del Titan One-Tube RT-PCR System (Roche)
utilizando los cebadores mstn3.for (intfroduce una secuencia Kozak y un ATG,
elimindndose el péptido senal) y mstn2.rev. El fragmento OL2 se amplificé a partir de
ADN gendmico murino con los cebadores OL2Prot.for (introduce la mutacién ProtSite y la
diana de restriccién diagndstica Apal) y mstnl.rev. El fragmento solapante OL, de 1257
pb, se amplificé con la pareja de cebadores mstn3.for/mstn1.rev con unas condiciones de
PCR de 94°C 10" seguido de 30 ciclos de 94°C 17, 56°C 17, 72°C 1'30", seguidos de
un solo paso de extensién de 72°C durante 10’. Los fragmentos OL1 y OL2 se utilizaron

en dilucién 1:100, y el resto de condiciones son las mismas que las decritas en el punto
B.1.1.1.

Tras digestion Kpnl/BamHI y clonado en pSG5PL/Kpnl,BamHI, se procedié a la
discriminacién de los clones positivos mediante digestion con Apal de las minipreps de
varios de los clones positivos para la colony-PCR T7/OL1C340.rev. El clon escogido

finalmente se secuencié con los cebadores T7, Exl.for, PSmut.rev, mstnl.rev y
pSG5PL.rev.

b) pSG5PL/Stop

En esta construcciéon se han introducido 3 mutaciones puntuales en la regién del gen que
codifica para el extremo final de la proteina. En concreto, una de ellas cambia el codon
de terminacién (Stopl) por un triptéfano (W), mientras que las otras dos eliminan un
segundo codon de terminacién (Stopll) y una valina transformdndose en lisina y leucina y
creando una diana de restricciéon diagnéstica para la enzima Hindlll. El tercer codon Stop
que aparece en la secuencia se mantiene para permitir la interrupcién de la proteina. El
esquema de las mutaciones introducidas aparece en la figura 38.

v382
TGT GGG TGC TCA TGA GCT TTG CAT TAG GTT AGA AAT TCC CCA ... TAG
STOP | STOP I STOP I
1 A= 27%
Hind Il
TGT GGG TGC TCA I6G GCT TTG CAT@AG CTDAGA AATTCC CCA ... TAG
W377 K381 | 382 STOP Il

Figura 38: Esquema de las mutaciones introducidas en la construccion Stop.
Los aminodcidos modificados aparecen sefialados en negrita y el circulo sefiala la aparicién
de una diana de restricciéon diagnéstica.
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Efecto esperado: la miostatina mutante incrementa su tamafo de una forma mds
moderada que en la construcciéon anterior, por la adicién de 29 aminodcidos en su
extremo distal (que suponen un incremento del 27%). Esta proteina alterada ejercerd la
dominancia negativa también por impedimento estérico, bien por medio de
heterodimeros normal-mutante, bien por heterotrimeros. Esta Ultima posibilidad, si bien
bastante menos probable, se deriva de la presencia de una cisteina supernumeraria (que
hemos llamado C'?) en el fragmento afadido.

La mutagénesis de esta construccién se realizé igualmente mediante la técnica de
overlapping descrita. Para esta construccién se partié integramente de ADN gendmico.
Las parejas de cebadores utilizadas en la generacién de la construccién Stop fueron
OL1= mstn2.for (intfroduce Kozak y ATG)/mstn2.rev y OL2= OL2Stop]1 for (intfroduce las
mutaciones Stop y la diana diagnéstica Hindlll)/mstn1.rev. En la PCR solapante, de 527
pb, se utilizaron los cebadores mstn2.for/msinl.rev con unas condiciones de PCR
idénticas a las descritas para pSG5PL/ProtSite.

Los fragmentos solapantes se clonaron en pSG5PL previamente digerido con Kpnl y
BamHI, y tras una primera seleccién de clones mediante colony-PCR (T7/mstn1.rev), los
positivos fueron posteriormente discriminados de los clones salvajes mediante digestiéon
con Hindlll. El clon resultante se secuencié utilizando los cebadores T7 y mstn1.rev.

) pSG5PL/C340

En esta construccién se ha insertado un fragmento que codifica para 22 aminoécidos y
que contiene en su interior una segunda cisteina intercatenaria (C**°). Esta cisteina se ha
insertado junto a sus aminodcidos adyacentes ya que se ha visto que el contexto de
aminodcidos en el que se encuentra una cisteina dada influye en gran medida en la
formacién de puentes disulfuro (Muskal et al., 1990). La cisteina 341 adyacente,
responsable del puente intracatenario C?**-C**!, se sustituye por un triptéfano en el
fragmento insertado.

Efecto esperado: el incremento de longitud de la proteina mutante es, al igual que en la
construccién anterior, moderado (se ganan 22 aminodcidos, lo que supone un
incremento del 20%). La dominancia negativa se ejercerd por los mismos mecanismos
que en el caso de los Stops, si bien ahora resulta bastante mds factible la formaciéon de

trimeros, pues se ha duplicado la misma secuencia responsable de la interaccién entre
mondémeros (Farzan et al., 1998; Peabody, 2003).

En este caso la mutagénesis se ha realizado por insercién de un fragmento de 55 pb
mediante técnicas de digestion y ligado habituales. Los fragmentos generados a partir de
ADN genémico fueron C1: mstn5.for (introduce Kozak y ATG)/OL1C340.rev, CC:
C340.for/C340.rev y C2: OL2C340.for/mstn1.rev. Los 3 fragmentos de PCR se clonaron
en el vector TOPO-TA (Invitrogen) siguiendo los protocolos especificados, tras lo cual el
fragmento digerido C2/XmaCl,BamHI se subcloné en TOPO/CC, para posteriormente
subclonar el fragmento C1/Aval, Kpnl en TOPO/CC+2C. Los clones positivos se
seleccionaron mediante colony-PCR T7/pSG5PL.rev. La construcciédn resultante se muestra
en la figura 39. Finalmente, se secuencié todo el fragmento insertado del clon positivo
utilizando los cebadores T7, OL2Stop.for y mstn2.rev.
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Punto de insercién
A
1GC ............ TCT CCCATT ' AAT ATG CTA TAT
C340 |349 N350
A =20%
Kpnl XmaCl
IGC....TCT CCC ATTo gca aac ccc aga ggc tca gea ggg ccc tge tac act ccg aca aaa atg ’rch ATG
C340 C*
B) Aval C340 Kpnl c XmaCl BamHI
I X—t 2| |
Cl1 CC C2

Figura 39: Esquema de la construccion €340. A) Esquema de la insercién del nuevo
fragmento; C’ representa la segunda cisteina intercatenaria de la construccién, introducida
con el nuevo fragmento integrado. B) Esquema del ligado de los 3 fragmentos para dar lugar
a la construccién C340.

B.1.2. Obtencién de la proteina de fusién His-miostatina

la cepa de E. coli BL21(DE3)plys (Novagen) se transformé con la construccién
pRSET/mstn segin los protocolos descritos por Sambrook et al. (1989) y seleccionando
con cloramfenicol y ampicilina. Esta cepa permite la expresién de altos niveles de proteina
clonada de forma controlada gracias a la presencia en su genoma de una copia del gen
de la T7-RNApolimerasa bajo el control del promotor lacUV5, inducible por IPTG.

El cultivo de esta cepa transformada se indujo con IPTG a una concentraciéon 1 mM
incubando a 37°C en agitacién constante durante 5 horas. Posteriormente se realizé un
lisado celular en condiciones desnaturalizantes (con urea) mediante el protocolo “Rapid
screening of small expression cultures” del manual QlAexpressionist (QIAGEN) y sin
utilizar columnas de purificacién.

Para comprobar la expresiéon de la proteina de fusiéon His-miostatina se realizé una
electroforesis en gel SDS-PAGE con distintas cantidades del lisado del cultivo
transformado utilizando un gel al 14% al que se realizé una tincién de azul Coomassie

(Gallagher,1997).
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Ademds se realizé una inmunodeteccién mediante Western blot siguiendo los protocolos
descritos (Gallagher et al., 1997). La electroforesis y la transferencia se realizaron en una
cubeta Miniprotean Il (BioRad) y el gel se transfirié a una membrana de PVDF (Inmunoblot
PVDF, BioRad). Como anticuerpo primario se utilizé el anticuerpo monoclonal de ratén
Anti-His, (Roche) y como secundario, un anticuerpo anti-lgGmurino-fosfatasa alcalina
(Novagen), reveldndose mediante el sistema colorimétrico BCIP/NBT (Roche).

B.1.3. Inmovilizaciéon de la proteina de fusion His-miostatina a una resina
de agarosa

Para el ensayo de interaccién se procedié a obtener la proteina de fusién unida a una
matriz gracias a la cual se realiza el pull-down. Para ello se siguié el protocolo
especificado en el manual QlAexpresionist (QIAGEN) “éxHis-tagged protein minipreps
under denaturing conditions”, utilizando agarosa Ni-NTA (QIAGEN) e interrumpiendo el
protocolo antes de la elucién final, para terminar con dos lavados més de la resina con
PBS pH 7’4 (ver Apéndice de Reactivos) al que se afiade el coctel de inhibidores de
proteasas Complete mini (Roche).

El resultado de la unién de la proteina His-miostatina a la resina de agarosa se verificd
igualmente mediante Western blot, utilizando anticuerpos anti-histidina.

Por ofro lado, se realizé un control negativo para confirmar la especificidad de la
proteina de fusién unida a la resina en una interaccién con otras proteinas y comprobar
que la resina de agarosa por si sola no es capaz de unirse a una molécula de miostatina
(sin secuencia adyacente de histidinas) en un ensayo de interaccién. Para ello se realizé
una interaccién entre la resina sin miostatina-His y la miostatina (Prot-Site) expresada en
un lisado de reficulocitos, en el que se marcaron los productos obtenidos con
Transcend™RNA biotinilado (Promega) (ver condiciones de interaccién en los siguientes
apartados B.1.4. y B.1.5.). Esto se visualizé mediante Western blot utilizando Streptavidin-
Fosfatasa Alcalina (Promega), cuya molécula de estreptavidina presenta una alta afinidad
por la biotina unida a las proteinas expresadas en el sitema de reticulocitos, y revelando
mediante el sistema colorimétrico NBT/BCIP (Roche).

B.1.4. Expresion de las distintas construcciones en un lisado de
reticulocitos

Para este ensayo se escogié un lisado de reticulocitos de conejos por ser un sistema que
proporciona un ambiente eucariota més préximo a las condiciones naturales de la
miostatina que el ofrecido por un sistema bacteriano. Para ello se utilizé la versién
radiactiva del kit “TNT coupled retyculocyte lysate” de Promega.

La reaccién de traduccién se realizdé para las tres construcciones mutantes y para la
construccién pRSET/mstn por separado siguiendo los protocolos descritos por Promega.
Se utilizaron entre 300 y 500 ng de ADN y 1 ul de Redivue L-[**S]metionina (Amersham)
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por cada 25 ul de reaccién. Esta reaccion se incubé a 30°C durante 2 horas. Estos
mismos protocolos se realizaron también con pRSET/mstn.

Los productos de esta reaccién se cargaron en un gel de SDS-poliacrilamida al 15% para
ser revelado mediante autorradiografia, utilizando placas Biomax MR (Kodak), que se
expusieron durante una semana.

B.1.5. Ensayo de interaccion (pull-down)

La interaccion se realizdé mezclando 20 pl de reaccion de TNT de cada una de las 3
reacciones (ver B.1.4.) con 50 ul de resina unida a miostatina-His (ver B.1.3.) y con 70 pl
de PBS con inhibidores de proteasas (Complete mini, Roche). Esta mezcla se incubé a
4°C en rueda giratoria durante toda la noche, tras lo cual se lavé la resina dos veces con
100 pl de PBS con inhibidores de proteasas para eliminar las uniones no especificas.

Finalmente se realizd una electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida al 15%
(Gallagher,1997)  para visualizar los resultados de la interaccién mediante
autorradiografia del mismo modo que con los productos obtenidos en el lisado de
reticulocitos. El paso de desnaturalizacién a 100°C previo a la carga en el gel libera los
complejos de agarosa-Ni-NTA, y las condiciones reductoras utilizadas (con DTT)
provocan la separaciéon de los heterodimeros formados, de modo que en el gel sélo se
observarén las proteinas en forma monomérica (marcadas radiactivamente) que hayan
interaccionado con el complejo Ni-NTA-mstn-His.

B.2. Ensayo de doble-hibrido en células mamiferas

Este ensayo persigue complementar los resultados del experimento de pull-down,
ofreciendo un ambiente celular eucariota capaz de realizar modificaciones post-
traduccionales responsables de las interacciones proteicas en células mamiferas.

El sistema de doble hibrido se basa en el hecho de que muchos factores de transcripcién
eucariotas se componen de dos dominios funcionales: un dominio de unién al ADN (BD,
“binding domain”) y un domino de activaciéon (AD, “activation domain”). El dominio BD
reconoce una secuencia de ADN mientras que el dominio AD facilita la unién de la
magquinaria de transcripcién y ordena a la ARN-polimerasa Il transcribir los genes
apropiados en 3’ de la regién donde se ha unido BD. En los sistemas de doble hibrido los
dominios BD y AD estén fisicamente separados uno del otro y se tfraducen como proteinas

de fusién junto a las dos proteinas, X e Y, que se evallan para su capacidad de
interaccionar (Fields & Song, 1989; Chien et al., 1991).

En este ensayo se ha utilizado el TOPO® Tools Mammalian Two-Hybrid kit (Invitrogen), en
el que el dominio GAL4-BD proviene de Saccharomyces cerevisiae, y el dominio VP16-
AD, del virus herpes simplex. El gen que se transcribe cuando se produce la interaccién es
lacZ, que codifica para la B-galactosidasa y estd contenido en el plédsmido reporter. La
expresion de lacZ estd controlada por un promotor hibrido consistente en las secuencias
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de activacion 3" GAL4 de Saccharomyces cerevisiae (UAS) unido a la caja TATA del
promotor minimo E1b adenovirus. La regiéon UAS consiste en é copias de una secuencia
de 17 nucleétidos que constituyen el dominio de unién para el factor de transcripcién

GAL4 de levadura.

Cuando la proteina X interacciona con la proteina Y, el dominio de activacién entra en
proximidad con el dominio de unién al ADN, reconstituyendo la unidad de activacién
transcripcional y dando como resultado la expresidon del gen reporter, como se
esquematiza en la figura 40.

a) Sin expresion
VP16 AD
N e
NN
VA S 4
A ——
b) Sin expresién
VP16 AD
***** Activacién de la transcripcién
c) Expresion

Figura 40: Esquema del funcionamiento del sistema de doble hibrido. o) La
proteina de fusiéon GAL4-X puede unirse al ADN pero no activa la transcripcién de lacZ. b) La
proteina de fusién VP16-Y no puede activar la transcripcién de lacZ por sf sola. ¢) La
interaccién de las proteinas X e Y provoca la activacién de la transcripcién de lacZ.

En el presente ensayo se crearon cinco proteinas de fusién: por un lado el dominio BD
con la miostatina salvaje y por otro, el dominio AD con la miostatina salvaje y ademds
con cada una de las tres miostatinas mutantes.

B.2.1. Generacion de las construcciones de doble hibrido

El kit de Invitrogen utilizado permite la posibilidad de generar las proteinas de fusidn
mediante la tecnologia TOPO® (ligando los productos de PCR modificados directamente
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y amplificando el producto final en una sola reaccién). Sin embargo, ante los repetidos
intentos frustrados por amplificar el producto de PCR buscado, se decidié recurrir a
técnicas habituales de digestién y ligado, utilizando productos de PCR amplificados a
partir de los dominios AD, BD y secuencia poliA de los pldsmidos control del kit de
Invitrogen.

Los reactivos y metodologia utilizados son los mismos que los del punto B.1.1. y los
cebadores utilizados se describen en la tabla XIV. Todas las construcciones se purificaron
con ayuda del kit Gene Elute ™ Plasmid Miniprep (Sigma).

Tabla XIV: Cebadores utilizados en las construcciones de doble hibrido. Las
secuencias de las dianas de restriccion de clonado aparecen senaladas.
Eco5’.for AGTGTGCTGGAATTCGCCCTTTATG
TOPO5’'GAL4Bam.rev TTCCGAGGATCCCGATACAGTCAACTG
ADBamlgT.rev GGATCTGAGGATCCGATCCCCGGGAACTCCCCAC
msTOPO-Bam.for AGGTCCGGATCCGACTTTGGGCTTGAC
msTOPO-Not.rev ACCTAAGCGGCCGCTCATGAGCACCC
PS5’Bam.for CTAAATGGATCCAGTGAGAGAGAAGAAAATG
Stop3’Not.rev AGCATAGCGGCCGCCTACAGCCTGTGGTGC
SV40pAp53Not.for AAGCTTCGCGGCCGCTAATGATCATAATC
SV40pAPst.rev GATATCTGCAGAATACGCCCTTACC
M13.rev CAGGAAACAGCTATGAC
Ex1.for GTACGACGTCCAGAGGGATGACAGC
Ex1.rev GCTGTCATCCCTCTGGACGTCGTAC

a) BDmstn

El dominio BD se amplificé a partir del plédsmido control pCR®2.1/p53 utilizando los
cebadores Eco5’.for y TOPO5'GAL4Bam.rev. La miostatina se amplificé a partir de la
construccién de pull-down pRSET/mstn utilizando los cebadores msTOPO-Bam.for y
msTOPO-Not.rev. Finalmente, la secuencia de poliadenilacién se amplificé a partir de
pCR®2.1/p53 con la pareja de cebadores SV40pAp53Not.for/SV40pAPst.rev. Tras
digestién y purificaciéon de los 3 productos de PCR, los fragmentos de miostatina
/BamHI,Notl y poliA/Notl,Pstl se clonaron en pGEM®-3Zf(+) (Promega) digerido con
BamHI y Pstl. Posteriormente, esta construccién se digirié con EcoRl 'y BamHI para insertar
el fragmento BD/Eco,Bam. La construccién final se secuencié utilizando los cebadores

Eco5’.for, TOPO5'GAL4Bam.rev, msTOPO-Bam.for, msTOPO-Not.rev y M13rev.

b) ADmstn

El dominio AD se amplificé a partir del plasmido control pCR®2.1/IgT utilizando los
cebadores Eco5’.for y ADBamlgT.rev. La miostatina y la secuencia de poliadenilacién se
amplificaron como en la construccion BDmstn. Tras digestién y purificacién de los 3
productos de PCR, los fragmentos se clonaron en dos pasos como en el caso anterior. La
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construccién final se secuencié utilizando los cebadores Eco5’.for, ADBamlgT.rev,

msTOPO-Bam.for, msTOPO-Not.rev y M13rev.

c) ADProtSite

El dominio AD vy la secuencia de poliadenilacion se amplificaron como en la construcciéon

ADmstn. La miostatina con la mutacién ProtSite se amplificé a partir de pSG5PL/ProtSite
(ver B.1.1.2.) utilizando los cebadores PS5'Bam.for/msTOPO-Not.rev. Tras digestién y
purificacién de los 3 productos de PCR, los fragmentos se clonaron en dos pasos como
en los casos anteriores. La construccion final se secuencié utilizando los cebadores
Eco5’.for, ADBamlgT.rev, MSTN3.for, Ex1.for, Ex1l.rev, msTOPO-Bam.for, msTOPO-
Not.rev y M13rev.

d) ADStop
El dominio AD vy la secuencia de poliadenilacién se amplificaron como en la construccién
ADmstn. La miostatina con la mutacién Stop se amplificé a partir de pSG5PL/Stop (ver
B.1.1.2.) utilizando los cebadores msTOPO-Bam.for/Stop3'Not.rev. Tras digestion y
purificacién de los 3 productos de PCR, los fragmentos se clonaron en dos pasos como
en los casos anteriores. La construccién final se secuencié utilizando los cebadores

Eco5’.for, ADBamlgT.rev, msTOPO-Bam.for, Stop3'Not.rev y M13rev.

e) ADC340

El dominio AD vy la secuencia de poliadenilacion se amplificaron como en la construccién
ADmstn. La miostatina con la mutacién C340 se amplificé a partir de pSG5PL/C340 (ver
B.1.1.2.) utilizando los cebadores msTOPO-Bam.for/msTOPO-Not.rev. Tras digestion y
purificacién de los 3 productos de PCR, los fragmentos se clonaron como en los casos

anteriores. La construccién final se secuencié utilizando los cebadores Eco5’.for,
ADBamlgT.rev, msTOPO-Bam.for, msTOPO-Not.rev y M13rev.

B.2.2. Transfecciéon celular

La cepa elegida para la realizacién del ensayo fue la CHO-K1 (ACC 110, DSMZ), una
linea de fibroblastos de ovario de hamster conocida por su fécil manipulacion y
transfeccién. Esta cepa se cultivé en medio Hams’s F12 (Invitrogen) con 10% FBS
(Invitrogen) y antibidtico-antimicético (Invitrogen). Las células en crecimiento se

mantuvieron en atmésfera himeda a 37°C y 5% CO, y se dividieron en un ratio 1:7 cada
48 horas.

El dia anterior a la transfeccién se sembraron 30.000 células en pocillos de placa de 96
(0”’) en medio de cultivo sin antibiético. Como agente de transfeccién se utilizé
Lipofectamine” 2000 (Invitrogen). Se transfectaron 150 ng de cada una de las
construcciones AD y BD, mdas 120 ng del pldsmido reporter pGAal/lacZ por pocillo junto
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a 0’5 pl de Lipofectamine diluidos en Opti-MEM® | Reduced Serum Medium (Invitrogen).
Junto a las reacciones evaluadas se realizaron un control positivo (pCR2.1/GAL4-VP16 +
pGAL/lacZ), un control positivo de interaccién (pCR2.1/LgT + pCR2.1/p53 +
pGAL/lacZ) y un control negativo (pCR2.1/VP16-CP + pCR2.1/p53 + pGAL/lacZ),
segun las indicaciones del kit Mammalian Two-Hybrid de Invitrogen. Ademds se realizaron
los controles de background de cada una de las interacciones evaluadas, transfectando
las construcciones una a una junto a pGAL/lacZ. La tabla XV esquematiza las
cotransfecciones efectuadas.

Tabla XV: Cotransfecciones efectuadas en el ensayo de doble
hibrido.

Control mstn/mstn BDmstn ADmstn pGAL/lacZ
Mstn/ProtSite BDmstn ADProtSite pGAL/lacZ
Mstn/Stop BDmstn ADStop pGAL/lacZ
Mstn/C340 BDmstn ADC340 pGAL/lacZ
Control Background 1 BDmstn pGAL/lacZ
Control Background 2 ADmstn/PS/Stop/C340 | pGAL/lacZ
Control positivo pCR2.1/GAL4-VP16 pGAL/lacZ
Control positivo de interaccién pCR2.1/LgT pCR2.1/p53 pGAL/lacZ
Control negativo pCR2.1/VP16-CP pCR2.1/p53 pGAL/lacZ

Siete horas después de la transfeccién se cambié el medio de transfecciéon a medio de
cultivo habitual sin antibiético y se incubé durante 48 horas mds. Finalmente se realizd
una tincién de B-galactosidasa segun el protocolo descrito en el punto A.8.2. para
detectar la interaccién proteica.

Posteriormente se realiz6 una cuantificacién de los niveles de B-galactosidasa expresada
en las células CHO-K1 para la miostatina salvaje, para cada una de las proteinas
dominantes negativas y para un control negativo sin transfectar. Esta cuantificacién se
realizé con ayuda del kit fgal Assay (Invitrogen) basado en la capacidad de la enzima B-
galactosidasa de hidrolizar ONPG (orto-nitrofenil-B-galactopiranésido) a anién ONP
produciendo un color amarillo brillante con un pico de absorbancia a 420 nm, facilmente
cuantificable en el espectro.

El ensayo se realizé para tres pocillos distintos, midiéndose a su vez tres volumenes
diferentes por pocillo (1, 5y 10 ul de lisado celular). Los resultados se estandarizaron
para el nimero de células y se corrigieron sustrayendo el valor del control sin transfectar.
Para cada una de las proteinas se calculé el valor promedio de las 9 medidas y su
desviacién estédndar.

En el andlisis estadistico se realizé un test t-Student para ver si habia diferencias
significativas entre cada una de las proteinas dominantes negativas y la proteina salvaije.
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A. EVALl,JACIC')N EN _CELULAS ES DE_UN SISTEMA DE
ACTIVACION CONDICIONAL DE LA MIOSTATINA

A.1. Construccion de pPonc123aak

A.1.1. Secuenciacion del lox mutagenizado en pGEMSTN3

El plasmido pGEMSTNS, portador del tercer exén y un loxP, se mutagenizé con objeto de

convertir este loxP en un lox66 (ver A.3.3. de Materiales y Métodos). Después del ensayo
de mutagénesis en pGEMSTNS se picaron y cultivaron 24 colonias bacterianas, de entre
las que sélo 6 dieron positivo para la PCR de confirmacién de la correcta mutagénesis
(cham-mut/sou3’5'1). Tras secuenciacién de estos 6 clones, se seleccioné uno de ellos
para proseguir la construccién mediante ensamblado en pPonc3j. En la figura 41 se
representa el fragmento del electroferograma de dicho clon (ahora denominado
pGEMSTN3R66) en el que se aprecia la zona mutagenizada del loxP una vez convertido
en lox66. El cebador utilizado en esta secuencia es el M13for-20 (tabla II).

TAC CGTTCGTATAATGTATGC TATACGARGTTAT
. - > °

lox66

Figura 41: Electroferograma de pGEMST3R66. La zona mutagenizada del lox66 se
muestra subrayada en rojo.

A.1.2, Confirmacién por PCR y digestion del ensamblado final de
fragmentos (pPonc123aak)

El paso final en la construccion definitiva de pPonc123aak supuso la insercién de los
exones | y Il de la miostatina en pPonc3k, tras lo cual se verificé mediante PCR el correcto
ensamblado de los distintos fragmentos. En las PCRs correspondientes a las zonas
examinadas representadas en la figura 42, se observé en todos los casos el tamafo
esperado de fragmento, como demuestran las electroforesis en agarosa de la figura 43.
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GDF8-19  16DN 12UP NeoCas2
> <+ MM64 MMes  —P> <+ K seq o
> <+— > <
Ep—f) =
Sall BssSI Notl Xhol Ascl

Figura 42: Esquema de las PCRs utilizadas para la confirmacion de
pPonc123aak. Representaciéon esquemdtica de la disposicion de las parejas de cebadores

utilizados en la verificacién del correcto ensamblado de los fragmentos del pldsmido
pPonc123aak.

GDF8-19/16DN (530 pb)  MM64/MM65 (490 pb)  12UP/NeoCas2 (589 pb)  TK7/Seq24 (170 pb)

Figura 43: Confirmacién del ensamblado de pPonc123aak por PCR.
Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR obtenidos en la verificacion del
correcto ensamblado de los fragmentos del pldsmido pPonc123aak. Estas PCRs estén
representadas en la figura 42. En todos los casos se utilizé el marcador molecular 100bp
Smart-Ladder de Eurogentec (ver Apéndice de Marcadores).

Tras la verificacién por PCR, se sometié a pPonc123aak a digestién con una serie de
enzimas de restricciéon para confirmar la presencia de todos los fragmentos y la ausencia
de duplicacién. Los tamafios esperados de fragmento tras digestién aparecen en la tabla

XVI. Dichos fragmentos concuerdan perfectamente con los aparecidos en la electroforesis
de la figura 44.

Tabla XVI: Tamanos esperados de fragmento tras digestion de pPonc123aak
(en pb).

Notl/Xhol: 9908, 8204, 2904

EcoRI: 7017, 4280, 3484, 3204, 1242, 1119, 654
Bglll: 10494, 5973, 2159, 1041, 518, 517, 334
BamHI: 11897, 5017, 4122

Hindlll: 9802, 4585, 3824, 2825
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Figura 44: Electroforesis en gel de agarosa de los productos de digestion de
pPonc123 aak. Las columnas corresponden a las siguientes digestiones: 1) Notl/Xhol, 2)
EcoRl, 3) Tkb Smart-Ladder (Eurogentec) (ver Apéndice de Marcadores), 4) Bglll, 5) BamHI, 6)
1 kb Smart-Ladder, 7) No digerido, 8) Hindlll, 9) Tkb Smart-Ladder.

A.1.3. Verificaciéon del ensamblado de pPonc123aak por secuenciaciéon

Se secuenciaron distintas zonas de ensamblado entre los distintos fragmentos,
correspondientes a las representadas en la figura 24, y que respondieron perfectamente a

la secuencia esperada. En los cromatogramas de la figura 45 se muestran las secuencias
de los lox mutados.

GEEGEET-EITCGEGC. ,EEQTTEGITETEIETGTETGCT.ETECGE.EGTTETM\GITTEEGTCE

—e ©
Adapt. 6

o ©
lox66 Regién 3’

B)

EEEETEGTTGCGGECCTTECCGTTEGH T-ﬁGC_-'lTEC ATTATAC G-ﬁ"ﬂ.GTTﬁTGE TEGEGEEGTGTGGI

— o ° &= ° S
Intrén Il lox7 1 Gen Neot

Figura 45: Electroferogramas de las secuencias de los lox mutados de
pPonc123aak. A) lox66 B) lox71. Los cebadores utilizados son MMé64 (A) y 12UP (B).
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A.2. Ensayos preliminares

A.2.1. Ensayo con Cre-recombinasa purificada

Una vez obtenida la construccién definitiva, pPonc123aak, ésta fue sometida, junto a un
control de loxP (pPonc123bbj) a la accién de la enzima Cre-recombinasa purificada para
observar la capacidad de recombinacion de los lox mutantes en comparacién con los loxP
del pladsmido control.

De los 48 colonias aisladas de la construccion pPoncl123aok tratada con Cre-
recombinasa y transformada en DH5a, sélo se obtuvo suficiente ADN plasmidico para
andlisis por digestion en 45 casos. De entre ellos, 4 colonias resultaron haber realizado
una inversion total (esto es, entre el lox66 y el loxP ), en 3 casos se produjo una delecién
Neo (entre lox71 y loxP ), en 2 colonias hubo una inversién total junto a una inversién del
tercer exén (los tres lox actdan en la recombinacién) y en 1 caso se dio una inversion del
tercer exén (entre lox66 y lox71). Esto supone un 22% de sucesos en los que se da algin
tipo de recombinacién (y actta al menos uno de los lox mutados), de entre los cuales en
un 2'2% de casos ocurre la inversién esperada.

En el caso de la construccién control pPonc123bbj se produjo, en un alto porcentaje de
las 96 colonias aisladas (85%), una recombinacién interna inesperada (no mediada por
Cre) entre las dos secuencias TK de los extremos, lo que redujo considerablemente el
nimero de colonias susceptibles de ser evaluadas. Por otro lado, las digestiones elegidas
(EcoRI, BamHI, Xmnl y Pstl) no permitieron diferenciar con precisién los distintos tipos de
recombinacién posibles, aunque si entre sucesos recombinantes y no recombinantes. En
este caso se observd un 35% de colonias en las que se habia producido algidn tipo de
recombinacién (en este caso serd siempre entre loxP ).

El problema de las recombinaciones espontdneas en pPonc123bbj (por la existencia de
un doble cassette TK), y el hecho de que en realidad ni pPonc123aak ni pPonc123bb;j
tuvieran la estructura planteada para su permanencia en la célula (al contener el gen de
seleccién Neo floxado, que se deberd eliminar tras su integracién en el cromosoma), hizo
replantear el ensayo utilizando ambos plédsmidos sin el gen Neo y en el caso de
pPonc123bbj, sin uno de sus dos cassettes TK. De aqui surgieron pPonc123-Neo® y
pPonc2b3j- Neo® (ver figura 27).

Los ensayos de recombinacién utilizando Cre purificada sobre estas Gltimas
construcciones (pPonc123-Neo® y pPonc2b3j- Neo®), al contrario que en la experiencia
anterior, sélo ofrecieron eventos de recombinacién cuando se aumenté la cantidad de
enzima con respecto a la descrita en el protocolo del fabricante. De este modo, no se
observé ninguna colonia recombinante para ninguna de las dos construcciones en las
reacciones Cre-A y Cre-E (a pesar de que cuando se analizé6 por PCR el producto de
recombinacién total si se detectd la existencia de recombinacién) (ver A.4.1. en Materiales
y Métodos); en cambio, se obtuvieron 2/96 (2'1%) recombinantes de pPonc123-Neo® y
2/93 (2'2%) de pPonc2b3j- Neo® en la reaccién Cre-C, y 1/87 (1'1%) recombinantes de
pPonc123-Neo® y 0/93 (0%) de pPonc2b3j- Neo® en la reaccién Cre-F. Estos porcentajes
se recogen en la tabla XVII. En la figura 46 se muestran ejemplos de los dos tipos de
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patron de restriccion con EcoRIl observados en ambas construcciones. A la derecha se
muestran los tamafos esperados de fragmento para cada caso, con las bandas
diagnésticas subrayadas.

Tabla XVII: Porcentaje de clones recombinantes resultantes del tratamiento
con Cre purificada

Cre-A Cre-C Cre-E Cre-F
pPonc123-Neo® 0% 2'1% 0% 1"1%
pPonc2b3j-Neo® 0% 2'2% 0% 0%

Ponc123-Neo® :

Original: 6’9, 4’3, 3’5, 32, 1'2, 0’6 kb
Recombinante: 7’9, 3’5, 3’2, 3’2, 1’2, 0’6 kb
pPonc2b3i-Neo* :

Original: 8, 4’3, 3’2 kb
Recombinante: 8’4, 4’3 kb

pPonc123-Neo® pPonc2b3j-Neo®

Figura 46: Electroforesis en gel de agarosa de los productos de digestion de
los plasmidos tratados con Cre. A la derecha se especifican los tamafos esperados. Las
flechas indican los patrones de restriccién de los pldsmidos invertidos (pPonc123-Neo®) o
delecionados (pPonc2b3j-Neo®), frente a los patrones de plasmidos no recombinados.
Marcador (tercera calle): Smart-Ladder Tkb (Eurogentec) (ver Apéndice de Marcadores).

Este ensayo muestra una susceptibilidad de recombinacién entre lox mutantes semejante
a la de los loxP, que es lo que se pretende demostrar para justificar el uso de estos lox.
Pero al aportar porcentajes tan bajos de recombinacién se opté por un segundo
experimento més independiente de la accesibilidad de la recombinasa Cre en el medio.

A.2.2, Ensayo en bacterias MM294-Cre

Las dos construcciones evaluadas en el estudio anterior (pPonc123-Neo® y pPonc2b3j-
Neo®) y la construccién resultante de invertir el tercer exén en pPonc123-Neo® (pPonc-inv)
se transformaron en la cepa de E. coli, MM294-Cre, para evaluar su capacidad de
recombinacién y de bloqueo. La figura 47 muestra los patrones de digestiéon de algunas
colonias de MM294-Cre transformadas con cada una de las tres construcciones,

comparados con los patrones control (el patréon de digestién completo se describe en la
figura 46).
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Figura 47 : Patrén diferencial de bandas en agarosa de las tres
construcciones transformadas en MM294-Cre : A) pPonc123-Neo®, B) pPonc2b3i-
Neo®, C) pPonc-inv. Las flechas sefalan las bandas diagnésticas. M : marcador de 1 kb
(Biotools) (ver Apéndice de Marcadores) ; C: control (la misma construccién transformada en
una cepa AG-1 —sin Cre-).

El nimero de colonias resultantes de la transformaciéon en MM294-Cre se especifica en
la tabla XVIII para cada una de las construcciones utilizadas.

Tabla XVIll: Colonias resultantes de la transformacién en MM294-Cre
pPonc123-Neo® pPonc2b3j-Neo® pPonc-inv
Recombinantes 30 24 1
No recombinantes 0 0 38
Totales 30 24 39
% 100% inversion 100% delecién 97'4% bloqueo

Como se observa, el 100% de las colonias pPonc123-Neo® resultaron invertidas en el
tercer exén, e igualmente, con los plédsmidos de pPonc2b3j-Neo® se obtuvo un 100% de
recombinaciones (en este caso deleciones). Finalmente, 38 de las 39 colonias
examinadas de la construcciéon pPonc-inv (97°4%) permanecieron bloqueadas.

Y paralelamente, ninguna de las tres construcciones transformadas en AG-1 (sin Cre-
recombinasa) dio lugar a una recombinacién entre sus lox, lo que prueba que la
recombinacién entre sitios lox estd condicionada a la existencia de la recombinasa en el
medio.

Este resultado confirma la capacidad de la construccién pPoncl123aak de invertir el
tercer exén en presencia de Cre, permaneciendo tras ello bloqueado en esa posicién aun
en caso de continuar la recombinasa en el medio.
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A.3. Creacion de una linea estable de células ES murinas “Mstn
OFF to ON”

A.3.1. Establecimiento de una linea ES con la construccion pPonc123aak

Una vez electroporadas las células ES-R1 y tras seleccion con G418 y ganciclovir, se
procedié a la identificacién de los recombinantes homélogos mediante PCR-LongRange
(NeoCas3/MM79). La PCR realizada en 288 de las 326 colonias ES repicadas dio un
resultado de 9 colonias positivas en las que se observaba claramente la banda de 4265
pb esperada, a la misma altura que el control positivo realizado utilizando el pldsmido
C36 (ver A.5.1.2.5. de Materiales y Métodos). La figura 48 muestra las bandas de las 9
colonias encontradas.

Figura 48: Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR
identificativos de los recombinantes homélogos obtenidos. Las flechas indican los
nueve clones positivos para la PCR diagnéstica de la recombinacién homdéloga
(NeoCas3/MM79, 4265 pb). A la derecha aparece en todos los casos el control positivo
(C36). El marcador utilizado es el Smart-Ladder-Tkb de Eurogentec (ver Apéndice de
Marcadores).

Ademds, se confirmé la integridad de los lox mutados (lox66 y lox71) de estos 9 clones
mediante PCR y secuenciacién. La figura 49 muestra las PCRs realizadas utilizando como
cebadores los propios adaptadores (ver figura 30). Las secuencias de ambos lox
coincidieron enferamente con las esperadas tanto en su contenido como en su
orientacién (no se muestran los datos).

! 2 3'-'|
-, .. B-._E
i -

W aenntygaie |

Fiqgura 49: Electroforesis de las PCRs realizadas sobre los 9 posibles
recombinantes homélogos, vutilizando los propios adaptadores como
cebadores. De izquierda a derecha estas PCRs son: 12UP/C, (527pb), C,/MMé67 (505pb),
MM63/6, (414pb) y 6,/MM65 (365 pb). “+” simboliza el control positivo (pPonc123aak). El
marcador utilizado es el Smart-Ladder 100bp (Eurogentec) (ver Apéndice de Marcadores).
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Una vez identificados estos 9 recombinantes homélogos se procedié a su confirmacién
mediante la realizacién de un Southern blot con dichas colonias. Este segundo examen es
necesario puesto que los recombinantes homélogos identificados por PCR sélo se
consideran putativos hasta su confirmacién por Southern. El Southern blot debe demostrar
que el suceso de recombinacién se ha producido en el brazo corto y el brazo largo de
homologia, y que no se han producido duplicaciones durante la recombinacién. Este
Southern dejé ver que uno de los clones (n® 6) no presentaba la banda de la construccién
transgénica (de 4440 pb), por lo que se consideré un falso positivo, y otro de los clones
(n° 9) mostré varias bandas menores a la transgénica, haciendo pensar que se tratarian
de diversas inserciones de la construccién en el cromosoma. La figura 50 muestra la
imagen del Southern blot realizado.

10kb —]
8kb —|

6kb —| . <+ 6177 pb
5kb —|
4kb —] L] ' W <« 4440 pb
3kb —

1 2 3 4 5 6 7 8 N

Figura 50: Southern blot realizado con las 9 colonias positivas resultantes de
la PCR-Long Range. A la izquierda se representan los pesos moleculares y a la derecha el

tamafio de las bandas correspondientes al alelo salvaje (6177 pb) y al alelo transgénico
(4440 pb).

De este modo se consideraron como 6 los clones positivos obtenidos (para el clon 5 no
se pudo obtener una mejor imagen), lo que supone un 2'1% de recombinantes
homoélogos entre los clones resultantes de la doble seleccién G418/ganciclovir.

A.3.2. Eliminacién del cassette de seleccion Neo® por recombinacién
mediante Cre

Para la eliminaciéon del cassette Neo se recurrié a la transfeccién transitoria con el
pldsmido pMC-Cre. Para ello se escogieron al azar de entre los seis clones recombinantes
homélogos positivos los clones 3 y 8 para su electroporacién. Tras la electroporacién con
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este plasmido se repicaron 480 y 432 colonias de los clones 3 y 8 respectivamente, y tras
el posterior cultivo en presencia de G418, se observaron unas proporciones de colonias

Neo-sensibles del 7°6% (33/432) para el clon 3 y del 38’5% (157/407) para el clon 8.

Dada la neo-sensibilidad observada en esas colonias, las dos Unicas posibles
explicaciones serian la simple delecién del cassette Neo o la delecién del cassette junto a
la inversién del exén Il (ver figura 32). Las PCRs de testado de la escisién del cassette
Neo (12UP/17UP1) o inversion del tercer exén (12DN/17UP1) (ver figura 32) se
realizaron sobre las 33 Unicas colonias Neo-sensibles del clon 3 y sobre 124 colonias del
clon 8. Estas PCRs sélo arrojaron una colonia positiva (3c6E) para la escisién del Neo-
cassette (banda de 780 pb, ver figura 51) y ninguna para la inversién del tercer exén
(aparece sélo la banda de 250 pb -cromosoma no transgénico- y no la de 290 pb, que
hubiera correspondido a la inversién en el cromosoma transgénico).

Figura 51: PCR diagnéstica de la delecién del cassette Neo®. Amplificacién en gel
de agarosa de la Unica colonia positiva para la delecién del cassette de neo-resistencia.
Marcador: Smart-Ladder 100bp (Eurogentec)(ver Apéndice de Marcadores).

En cuanto a la PCR flanqueante del lox66 (MM64/12DN, banda de 240 pb), tanto las
colonias Neo® del clon 3 como las del clon 8 resultaron positivas, indicando la integridad
de la orientacién original de la construccién transgénica y la no reversion al genotipo
salvaje. Por otro lado, la misma PCR para el exén Il en posicion directa (MMé64/12UP)
sélo dio como resultado una banda de 600 pb (la correspondiente al cromosoma no
transgénico) y no la banda de 690 pb que corresponderia a la inversién del tercer exén
en el cromosoma transgénico. Otra PCR probada para descartar la posibilidad de que el
cassette Neo siguiera presente a pesar de la Neo-sensibilidad observada de visu, fue
12UP/MM67 (presente este Gltimo cebador en el cassette Neo), pero esta PCR fue

negativa para casi la totalidad de los clones Neo-sensibles, corroborando lo observado
en el test de sensibilidad a G418.

El resultado de estas PCRs tomado en conjunto no resulta esclarecedor ya que no
responde a ninguna de las hipotéticas posibilidades de recombinacién (con excepciéon de
3cbE, que seria el caso de una delecién de Neo sin inversiéon). De este modo,
12UP/17UP1 no registra més que un caso de delecion del cassette Neo; y 12DN/17UP1
y MM64/12UP descartan la posibilidad de inversion del tercer exén, al tiempo que
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descartan la posibilidad de una recombinacién intercromatidica en fase G2 (Lewandoski
& Martin, 1997), ya que si se diera este suceso por alguna de las tres vias
esquematizadas en la figura 52 aparecerian PCRs positivas para alguna de estas dos
combinaciones de cebadores.

Las recombinaciones intercromatidicas representadas en la figura 52 dan lugar en todos
los casos a un cromosoma dicéntrico y otro acéntrico; el cromosoma acéntrico se pierde
en la primera division celular, el cromosoma dicéntrico, aunque también se perderd en
los siguientes ciclos de divisién, puede continuar varias divisiones mds, de modo que
durante las primeras divisiones celulares sélo deberia detectarse el cromosoma portador
de los centrémeros (Mills & Bradley, 2001).

(" MM64 12UP 12DN  MMé4
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MMé4 12DN 12UP a
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( (" MM64 12UP 12DN MM64
MMé64 T2DN  12UP 17UP1 >
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Figura 52: Esquema de las distintas posibilidades de recombinaciéon
intercromatidica: 1) con el cassette Neo ain presente, Il) tras delecién de Neo. No se
esquematiza la posicién relativa del centrémero por desconocimiento de este dato.
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A.4. Agregacion del clon 3c6E a mérulas FVB

El resultado de las dos agregaciones llevadas a cabo sélo dio lugar al nacimiento de una

cria viva (probablemente quimérica debido al color oscuro visible a través de las
membranas palpebrales), que sélo sobrevivié cuatro dias, de modo que no hubo
posibilidad de cruzarla con objeto de obtener individuos homocigotos en los que pudiera
estudiarse la inversién del tercer exén in vivo.

A.5. Ensayo de la eficacia de inversiéon en células ES

Con el Unico clon resultante de la eliminacién del marcador de seleccién Neo, 3cbE, se
ensayd la eficacia de inversién del tercer exén floxado, utilizando para ello el mismo
pldésmido pMC-Cre utilizado en la delecién del gen Neo. Una vez electroporado 3c6E
con este plédsmido, se procedié al andlisis del ADN tanto en células repicadas
individualmente como en células extraidas en masa.

El resultado de las PCRs indicadoras de una inversién del tercer exén dio lugar a una
sola banda (la correspondiente al cromosoma no manipulado), tanto en la extraccién de
ADN en masa (banda Gnica de 250 pb, testada con 12DN/17UP1), como en las PCRs de
los 96 clones repicados para cada una de las electroporaciones realizadas con 5, 15y
30 pug de pMC-Cre (banda Unica de 600 pb, testada con MM64/12UP), indicando la

ausencia de inversién del tercer exdn.

Este resultado obligé a verificar, mediante PCR y secuenciacién, la integridad del
transgén en el clon 3cbE tras la delecién del cassette Neo. La figura 53 muestra el

resultado positivo de las distintas PCRs evaluadas (utilizando las parejas de cebadores
12UP/MM79 y GDF8-15/17UP3).

3c6E @ 3cbE

<4 3960 pb < 2240 pb

(con Neo)

<« 1040 pb

(sin Neo)

12UP/MM79 GDF8-15/17UP3

Figura 53: Confirmaciéon de la disposicion del exén lll. Electroforesis en gel de
agarosa en la que se muestran las PCRs realizadas sobre el clon 3c6E que confirman la
correcta disposicién del exén Il en relacién al resto del gen. « @ » representa el control con el
gen Neo aiun inserfo (pPonc123ack). El marcador utilizado es el Smart-Ladder 1 kb
(Eurogentec) (ver Apéndice de Marcadores).
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En los electroferogramas de la figura 54 se puede apreciar por un lado la integridad de
la secuencia del lox66 y por ofro, la correcta delecién del cassette Neo y la perfecta
integridad del lox 71 remanente. La secuencia y disposicién de los cebadores utilizados
tanto en la PCR como en la secuenciacién se describe en el apartado A.7.2. de
Materiales y Métodos.

A
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TTATAAC TTCGTATAGCA TA

—o0® 00
Reg.3’ lox66 Adapt.6
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TAACCTTAATGTCCATMCTTCGTATMTGTATGCTATACGAACGGTAAGGGCCGCMCTAGGGG1:|

oo P oo

Reg.3’ lox71 Intrén 1

Figura 54: Secuencias de los lox66 (A) y lox71 (B) de 3c6E. En A) se observa la
integridad del lox66 y en B) se muestra la correcta recombinacién producida entre el lox71 y

el loxP durante la delecion del cassette Neo. Los cebadores utilizados en la secuenciacién son
MMé65 (A) y T2UP (B).

A.6. Test de eficiencia de la accion del vector de expresion pMC-
Cre

Con este ensayo se pretende evaluar la eficacia de transfeccién y recombinaciéon del
vector pMC-Cre en el clon 3c6E para descartar la posibilidad de que el pldsmido
presente algin problema para entrar en la célula o que haya perdido su funcionalidad.
Para comprobarlo se utilizé una linea control portadora de dos loxP, el sustrato natural de
la Cre-recombinasa.
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A.6.1. Creacién de dos lineas estables pSVlacZT

Para la creacién de dos lineas estables pSVlacZT de los clones 3c6E y KOC, una vez
electroporadas ambas lineas con el vector pSVlacZT y seleccionadas con G418, se
procedié a la verificaciéon de la integridad en el genoma celular del segmento de interés
(entre el promotor SV40 y el extremo final del gen de la B-galactosidasa) y a la
cuantificacién del nimero de copias integradas en el genoma.

Llas PCRs realizadas para confirmar la integridad del gen PB-galactosidasa
(NeoCas1/Bglll-lacZ-3’) y del promotor SV40 (CH110-5'/MMé67) arrojaron un total de
18 clones positivos para ambas PCR en la linea 3c6E, y de 13 en la linea KOC.

La razén de la cuantificacién realizada del nimero de copias de pSVlacZT se debe a la
preferencia por un clon que haya integrado una sola copia para poder comparar en una
relacion 1:1 con el gen de interés (gen de la miostatina “floxado”), ya que un exceso de
copias de pSVlacZT podria atraer a la totalidad de la Cre-recombinasa hacia esas parejas
de lox dejando sin recombinasa a la pareja de lox mutantes de la miostatina.

Para la PCR de cuantificacién del ndmero de copias de pSVlacZT (lacZ-5'/BgllllacZ-3'),
se escogieron 12 clones de cada linea de entre los positivos en la PCR anterior. Este
ensayo mostré, por comparacién con las PCRs del control interno (22bDN/1st-sou-new),
que todos los clones contenian una sola copia del gen de B-galactosidasa. En la figura
55 se muestran estas PCRs para 25, 30 y 35 ciclos.

Bgal (945 pb) —p : = i — i » 30 ciclos
CI (730 pb) —» -

35 ciclos

“58 BEEEE=SEEE EEEE-"zEmEEEER.

Figura 55: PCRs de cuantificacion del niumero de copias integradas de
pSVlacZT. Los marcadores utilizados en la electroforesis en gel de agarosa son Smart-
Ladder (Eurogentec), de 1 kb (izquierda), y de 100 pb (derecha) (ver Apéndice de
Marcadores). @ simboliza el control positivo con pSVlacZT; “@" simboliza el control negativo
(H,O). “Bgal”: alelo pSVlacZT (lacZ-5'/Bglll-lacZ-3’). “Cl”: control interno, exén | de la
miostatina (22bDN/1%-sou-new).
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Para la realizacion del Southern blot se escogieron los mismos 12 clones de cada linea
del estudio anterior. De estos clones, 10 de la linea 3c6E y todos los de la linea KOC
presentaron una banda de 2’5 kb correspondiente a los dos alelos (normal y transgénico)
de la miostatina, y una banda superior, alrededor de las 5 kb, correspondiente a
pSVlacZT (ver figura 56). Este Southern corroboré el resultado anterior en cuanto a la
homogeneidad del nimero de copias de pSVlacZT. Con esto, se eligieron al azar para
posterior electroporacién con pMC-Cre sélo 3 clones de cada linea: 2.4, 4.3y 6.1 de la
linea 3cb6E, y 1.7k, 2.3k y 6.6k de la linea KOC.

5 kb (pSVlacZT)

2'5 kb (mstn)
3c6E
€ 5 kb (pSViacZT)
- ®— 2'5kb (mstn)
KOC

Figura 56: Southern blot de los clones en los que se ha integrado la
construccion pSVlacZT. Las flechas sefalan los clones seleccionados finalmente para
electroporacién con pMC-Cre. “pSV” es el control para el gen de la B-galactosidasa
(pSVlacZT) y “mst”, el control para el gen de la miostatina (pPonc123aak).

A.6.2. Transfeccion transitoria de los clones pSVlacZT con pMC-Cre

Tras electroporacion con pMC-Cre de los tres clones seleccionados de cada una de las
dos lineas, se procedié por un lado a la extraccién de ADN para andlisis por PCR, y por
ofro a tincién con X-Gal para observar la correcta recuperacién del marco de lectura del
gen de B-galactosidasa tras delecién del cassette Neo.

La tinciéon con X-Gal apenas ofrecié alguna colonia débilmente coloreada y poco
homogénea entre los 96 clones de las seis lineas establecidas, por lo que se recurrié
exclusivamente a la PCR para establecer la actividad de la recombinasa.

La primera PCR se realizé con el ADN total de una de las placas electroporadas de cada
una de las seis lineas. Esta PCR dio como resultado para el andlisis de la delecién del
cassette Neo del transgén de pSVlacZT (CH110-5'/lacZ-D) un fragmento de 400 pb en
todos los casos, correspondiente al tamafo esperado para la escision del cassette Neo.
La misma PCR realizada con el plasmido pSVlacZT, sobre el que no ha actuado la Cre-
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recombinasa, mostré una banda de 2 kb, correspondiente a la presencia del cassette Neo
en dicho vector (ver figura 57).

' 24 43 62 1.7k 2.3k 6.6k 1 pSV

Figura 57: PCR diagnéstica de la recombinacion Cre/lox en las lineas
pSVIacZT. Electroforesis de los productos de la PCR CH110-5/lacZ-D para el ADN total de
los seis lineas electroporadas con pMC-Cre. A la derecha, un control utilizando el vector
pSVlacZT sobre el que no ha actuado la recombinasa Cre (2 kb). El marcador utilizado es el
Tkb Smart-Ladder (Eurogentec) (ver Apéndice de Marcadores).

El hecho de que en ninguna de las seis lineas aparezca la banda de 2 kb en la PCR
anterior (figura 57) no quiere necesariamente indicar que se ha producido la delecién del
cassette Neo de la construccién pSVlacZT en todas las células. La gran diferencia de
tamano entre las dos bandas (400 y 2000 pb) hace que la polimerasa se decante por la
banda de menor tamafo, de ahi que sélo aparezca la banda de 400 pb. Este resultado
indica, por tanto, que la transfeccién con el vector pMC-Cre no supone ningin problema
en ninguna de las lineas y que en todos los clones transfectados se produce la entrada de
pMC-Cre a la célula permaneciendo, ademds, funcional.

Para evaluar la accién de la recombinasa sobre las regiones transgénicas floxadas para
la miostatina de las lineas 3c6E y KOC, se realizaron respectivamente las PCRs
MM64/12UP y MM64/17UP1 a partir del ADN total extraido de las placas de 9 cm (ver
A.8.2. de Materiales y Métodos). Mientras que en la linea control (KOC), la PCR dejé ver
una banda a 400 pb (ver figura 58B), producto de una delecién del exén Il (la banda
correspondiente a la presencia del exén seria de 32 kb), en la linea 3c6E sélo se observd
la banda de 600 pb, correspondiente al alelo salvaje, y no a la banda de 690 pb que
hubiera correspondido a la inversion del exén I (ver figura 58A). Obsérvese que la PCR
MM64/12UP sobre ADN de la linea KOC original utilizada como control “K” (sin
transfectar con pMC-Cre) da lugar a una doble banda de 600 pb (alelo salvaje) y 690 pb
(por la insercién de un loxP en 5’ del exén ll). Por otro lado, se observa que en el control
negativo de la linea KOC (“N”, esto es, la linea KOC no electroporada con pMC-Cre) no
aparece ninguna banda, aunque la banda esperada seria de 3’2 kb, probablemente
porque la polimerasa utilizada (Tag Gold, Perkin Elmer) no es capaz de amplificar un
fragmento de estas dimensiones. Por la misma razén, en los tres clones de la linea KOC
aparece solamente la banda de 400 pb correspondiente a la delecién del tercer exén y
no la de 32 kb correspondiente al fragmento no delecionado, a pesar de que
normalmente no en todas las células se habré producido la escisién.
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B) KOC

— :
i 690 pb

1.7k2.3k 6.6k & N

24 43 61 & N

MMé64/12UP MM64/17UP1

Figura 58: Electroforesis de los productos de PCR de evaluacién de la accién
de la recombinasa en los alelos de miostatina floxados. K: linea KOC original, sin
transfectar con pMC-Cre. ®: control positivo (pPonc-inv, para 3c6E, y pPonc2b3j-Neo® para
KOC), N: control negativo (respectivamente 3c6E y KOC antes de electroporar con pMC-
Cre). Marcador: 1kb Smart-Ladder (Eurogentec).

Ademds de este resultado, que ya demuestra la ausencia de recombinacién entre los lox
mutados de la construcciéon pPonc123aak, se analizaron varios clones por separado con
objeto de evaluar si la recombinacién fuera un evento poco frecuente, y por tanto hubiera
sido imperceptible en la PCR del ADN total. De este modo, se analizaron 188 clones de
la linea 2.4 de 3c6E mediante PCR (MM64/12UP). En la figura 59 se muestran esas
PCRs, donde se observa que en ningin caso aparece la doble banda (600 pb y 690 pb)
esperada en el caso de una recombinacién entre lox mutados para producir una inversién
del tercer exén. En cambio, si se detecta la banda de 400 pb en 125 de esos clones para
la PCR CH110-5/lacZ-D (no se muestran datos), lo que indica que el vector pMC-Cre se
ha transfectado con éxito en esas colonias. Ademds, en la linea 6.6k de KOC se
observaron 22 clones con la delecion sobre los 96 examinados (no se muestran los
datos), lo que indica igualmente que el vector pMC-Cre se ha transfectado en esos clones
de la linea control.
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Figura 59: Electroforesis de la PCR MM64/12UP realizada sobre los 188
clones de la linea 2.4 (3c6E) repicados individualmente. @: control positivo (ADN
total de 6.6k, en el que se observa una doble banda:600+690pb), &: control negativo (2.4
antes de ser electroporado con Cre). Marcador: Tkb Smart-Ladder (Eurogentec) (ver Apéndice
de Marcadores).

Este resultado implica que el vector portador del gen de la recombinasa, pMC-Cre, es
perfectamente funcional, ya que permite la escisién del cassette Neo del transgén
pSVlacZT y del exén Il en la linea KOC. Pero no ha sido capaz de producir ninguna
inversién del tercer exén en la linea 3c6E. Por lo tanto, de este ensayo se puede deducir
que la recombinasa codificada por pMC-Cre ha resultado incapaz de actuar sobre los lox
mutados que flanquean el tercer exén invertido de la linea 3c6E.
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B. EVALUACION DE DISTINTOS ALELOS DE LA MIOSTATINA
POTENCIALMENTE DOMINANTES-NEGATIVOS. ENSAYOS DE
INTERACCION

B.1. Pull-down

B.1.1. Construcciones de pull-down

Para seleccionar el clon pRSET/mstn, de entre los clones positivos para la colony-PCR
diagnéstica T7/mstn1.rev, se escogié uno para posterior secuenciacién con T7 y T7.rev.
La figura 60 muestra el electroferograma del clon seleccionado, en el que se aprecia el
codon de inicio ATG en fase con la secuencia de histidinas y con la miostatina.

st T il “ I

IB.AG&.AGSAG&TAT AT TCT CATCAT CATCA TCATCA TR AT Hmmmmm e

Figura 60: Electroferograma de pRSET/mstn. En él se aprecian el sitio de unién a
ribosoma (linea verde), el codon de inicio (linea negra) en fase con la secuencia de histidinas
(linea roja) y la secuencia de la miostatina (linea azul, primer codon de la miostatina). El
cebador utilizado para la secuenciacién es T7.

Los clones positivos para la colony-PCR de los clones pSG5PL/ProtSite pasaron por una
segunda seleccion mediante digestion Apal. El clon seleccionado como positivo se
secuencié en toda la construcciéon para su verificacion. La figura 61 muestra la zona
correctamente mutagenizada de la diana de proteolisis.
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Figura 61: Electroferograma de pSG5PL/ProtSite. Lo linea roja sefala los 4
aminoécidos de la diana de proteolisis y las lineas negras los 3 nucleétidos mutagenizados.
El cebador utilizado en su secuenciacién es Ex1 .for.
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De entre los clones pSG5PL/Stop positivos para la colony-PCR T7/mstnl.rev, se
seleccioné uno tras digestién con Hindlll. Este clon se secuencié completamente y la zona
mutagenizada se muestra en la figura 62.

-
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Figura 62: Electroferograma de pSG5PL/Stop. La linea roja seiala los dos antiguos
Stops y las lineas negras los tres nucledtidos mutagenizados. El cebador utilizado para la
secuenciacién es T7.

Los clones positivos pSG5PL/C340 se seleccionaron simplemente por colony-PCR
(T7/pSG5PL.rev), tras lo cual se secuencid el clon escogido. La figura 63 muestra la zona
insertada con la nueva cisteina intercatenaria.

P I

CCCATTGGGTACCAAGCAAACCCCAGAGGCTCAGCAGGGCCCTGCT ACACTCCGACAARAATGTCTCCCGGOAATAT

Figura 63: Electroferograma de pSG5PL/C340. Subrayada se muestra la regién
insertada con una nueva cisteina intercatenaria (linea negra). El cebador utilizado para la
secuenciacion es OL2Stop.for.

B.1.2. Obtencién de la proteina de fusién His-miostatina

La induccién de la expresién en la cepa de E. coli transformada con pRSET/mstn arrojé
un buen resultado en cantidad de expresién, visible con una simple tinciéon de azul de
Coomassie (ver figura 64A). La banda de aproximadamente 16 kDa obtenida
corresponde a la proteina de fusién resultante de la miostatina con la secuencia de
histidinas y otro epitopo presente en el pldsmido pRSET (total: 145 aminodcidos).
Ademds, se realizé un Western blot correspondiente a este mismo gel (figura 64B), que
corroboré la presencia de la proteina de fusién His-mistatina al ser captada
inmunolégicamente mediante anticuerpos anti-His.  Obsérvese una banda més
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tenuemente marcada alrededor de los 32 kDa, que corresponderia al dimero de la
miostatina de fusién. Los marcadores de peso molecular utilizados pueden consultarse en

el apéndice de marcadores.

B
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Figura 64: Expresion de la proteina de fusiéon His-mstn. A) Tincién con azul de
Coomassie en un gel de poliacrilamida al 14%. B) Western blot del mismo gel. Calles: 1.
BL21 no transformado (cultivo o/n). 2. Control inducido sin lisar. 3. y 8. Marcador de peso
molecular de proteinas (Novagen). 4-7. Cantidades crecientes de lisado de BL21 inducido.

B.1.3. Inmovilizaciéon de la proteina de fusion His-miostatina a una resina
de aqarosa

La correcta inmovilizacién de la proteina de fusién miostatina-His a la resina de agarosa
se verificé mediante Western blot. La calle 6 de la figura 65 muestra que la miostatina-His
permanece correctamente unida a la resina Ni-NTA y no se pierde con los lavados (calles
2y 3).

Ademds, se realizé un control negativo para confirmar la especificidad de la miostatina
de fusién unida a la agarosa en una interaccién. En este ensayo se realizé una interaccién
de la resina sin miostatina-His y la miostatina-ProtSite (en la que no existe una secuencia
de histidinas) expresada en un lisado de reticulocitos, observandose que la miostatina no
se pega inespecificamente a la resina de agarosa (ver figura 65, calles 9 y 10), lo que
confirma que la resina presenta una alta especificidad frente a las proteinas evaluadas y
sélo interacciona con las proteinas en las que existe una secuencia de histidinas.
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Figura 65: Inmovilizacion de la proteina de fusién miostatina-His a una
resina de agarosa. A) Western blot del resultado de la unién de la resina de agarosa a la
proteina de fusién obtenida del lisado de BL21 (realizado con anticuerpos anti-His): 1)
sobrenadante de la inmovilizacién resina+miostatina-His, 2) y 3) Lavados de la
inmovilizacién, 4) y 5) Eluidos de la inmovilizacién, é) Producto de la inmovilizacién de la
miostatina-His a la resina (sin eluir), 7) Marcador de Pm (Invitrogen) (ver Apéndice de
Marcadores). B) Control de confirmacién de la especificidad de unién de la miostatina a la
resina de agarosa (realizado con Estreptavidina-Fosfatasa alcalina): 8) Expresién de ProtSite
en un lisado de reticulocitos, 9) y 10) Interaccién de la resina (sin miostatina) con ProtSite,
11) Marcador de Pm (Invitrogen).

B.1.4. Expresion de las distintas construcciones en un_lisado de
reticulocitos

Los productos de la expresion en el lisado de retficulocitos de conejo de las tres
construcciones mutantes, asi como de la miostatina-His, se visualizaron en geles de
poliacrilamida al 15% que se expusieron a placas autorradiogrdéficas. La expresiéon de las
cuatro proteinas se confirmé en estos geles, como se observa en la figura 66. Las bandas
coinciden con los tamafos esperados para cada una de ellas: 16 kDa para la miostatina-
His (como se vio en los apartados anteriores), y aproximadamente 14 kDa para las
construcciones Stop y C340. En cuanto a la construcciéon ProtSite, la suma de los
dominios amino y carboxiterminal da lugar a una proteina de 354 aminodcidos, lo que
deberia originar una banda de aproximadamente 39 kDa (tomando como masa
molecular media de un aminodcido 0’11 kDa); la banda observada, sin embargo,
corresponde a unos 50 kDa (como también observaron McPherron et al. (1997) y Zhu et
al. (2000)), lo que puede ser debido a la frecuencia en la miostatina de aminoécidos de
mayor masa molecular. En el caso de la miostatina-His, se observa ademés una banda
de aproximadamente 30 kDa, mds intensa que la de 16 kDa, que podria ser el resultado
de la dimerizacién de la proteina.
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Figura 66: Expresion en un lisado de reticulocitos de las distintas
construcciones estudiadas. 1) Stop, 2) Mstn-His, 3) C340, 4) ProtSite.

B.1.5. Ensayo de interaccion

Los productos de la inferaccién de las 3 proteinas mutantes obtenidas de los reficulocitos
de conejo con la proteina de fusién miostatina-His unida a la resina de agarosa, se
visualizaron en geles de poliacrilamida como en el caso anterior. Como se aprecia en la
figura 67 la interaccién se produjo en los tres casos, lo que prueba la capacidad de estas
variantes de la miostatina de interaccionar con la miostatina salvaje en un sistema in vitro.

Figura 67: Interaccion entre la miostatina-His y las distintas construcciones
estudiadas: a) ProtSite, b) Stop, ¢) C340 (1: producto del lisado de reticulocitos, 2:
interaccién, 3: sobrenadante de la interaccién).
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B.2. Ensayo de doble hibrido en células mamiferas

La inferaccién entre las proteinas evaluadas se visualiza gracias a la coloracién azulada
que produce la expresién del gen de la B-galactosidasa al metabolizar el sustrato X-Gal
cuando se activa la unidad de transcripcion GAL4-VP16.

Como se observa en la figura 68, todas las construcciones mutantes dieron lugar a la
interaccién con la miostatina salvaje al ser cotransfectadas, junto al vector lacZ, en
células CHO vy tras realizar un ensayo de actividad con una tincién in situ para la B-
galactosidasa. Asimismo, en los controles negativos transfectados sélo con cada una de
las construcciones AD o BD por separado junto al vector pGal/lacZ, solamente se
observa una coloracién basal.

a) b) q d)

o | f 9 h )

Figura 68: Interaccion entre la miostatina salvaje y las distintas
construcciones estudiadas en un sistema de doble hibrido en células CHO-K1:
a) Miostatina salvaje, b) ProtSite, ¢) Stop, d) C340, e) Control negativo AD-mstn s., f) Control
negativo BD-mstn s., g) Control negativo AD-ProtSite, h) Control negativo AD-Stop, i) Control
negativo C340.

Posteriormente se realizd una cuantificacién relativa de los niveles de PB-
galactosidasa expresada en las células CHO-K1, para comparar estos niveles entre
las células transfectadas con miostatina salvaje y las células transfectadas con las
tres variantes dominantes negativas. La figura 69 muestra los valores de
absorbancia a 420 nm obtenidos por microlitro para cada una de las cuatro
interacciones estudiadas.
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Aunque a primera vista parece que las variantes C340 y Stop presentan una
menor absorbancia comparadas con la miostatina control, el test t-Student
demuestra que para ninguna de las tres variantes dominantes negativas (C340:
0'0102+0°0012; ProtSite: 0'0125+0°0027; Stop: 0’0107+0°0020; p>0’8) existen
diferencias significativas con respecto al control de miostatina salvaje

(0°0117+£0°0141).
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Figura 69: Comparaciéon de la actividad de B-galactosidasa. Representacién de la
absorbancia obtenida para cada una de las proteinas evaluadas en un ensayo de PB-
galactosidasa.
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A. EVALl,JACIéN EN _CELULAS ES DE_UN SISTEMA DE
ACTIVACION CONDICIONAL DE LA MIOSTATINA

El sistema Cre/lox es una herramienta cada vez més utilizada en ingenieria genética en
todo tipo de lineas celulares eucariotas. Se ha descrito un amplio rango de aplicaciones,
desde translocaciones y deleciones cromosémicas de gran tamaiio (Mills & Bradley,
2001), hasta expresién génica inducible (Metzger & Chambon, 2001) o integracién
localizada (Fukushige & Sauer, 1992), pasando por knock-outs condicionales y tejido-
especificos (Rajewsky et al., 1996; Selbert et al., 1998) o la eliminacién especifica de
marcadores de seleccién (Gu et al., 1994; Grobet et al., 2003). En todos los estudios
mencionados se utiliz6 como sitio lox la secuencia del fago P1, el loxP, cuya eficacia de
recombinacién estd ampliamente documentada. El problema de estos loxP en el
planteamiento seguido para la creacién de una linea “Mstn OFF to ON” (miostatina
condicionalmente activable) es que los sitios loxP continGan siendo sustrato de la Cre-
recombinasa mientras esta enzima permanezca en el medio, de modo que la posicién
con la inversién buscada sélo afectaria el 50% de las moléculas.

Esto se ha pretendido eludir utilizando lox mutados (Albert et al., 1995) cuyo producto de
recombinacién sea dificilmente reconocible por la Cre-recombinasa de manera que tras
la primera recombinacién la nueva orientaciéon permanezca bloqueada. El primer paso

para la valoracién de la eficacia de este sistema fue la construcciéon del plédsmido
pPonc123aak.

A.1. Construccion de pPonc123aak

La construccién definitiva pPonc123aak, una vez verificada por PCR, se secuencié en
todas su regiones introducidas de novo con respecto al clon lambda original (ver
Materiales y Métodos A.2.1.). Esto supuso la secuenciacién de los distintos lox, las zonas
de insercién de los diferentes adaptadores y las zonas de ensamblado, resultando todas
estas secuencias correctas. El resto de regiones del gen y los genes de seleccién
infroducidos (Neomicin-transferasa y Timidin-kinasa) no se secuenciaron ya que estas
zonas se habian insertado mediante digestién y ligado convencionales sin recurrir a
amplificacién por PCR (las secuencias de ADN introducidas directamente mediante
digestién y ligado y luego transformadas en una cepa bacteriana, al contrario que las
amplificaciones mediante PCR, introducen mutaciones con una frecuencia especialmente
baja ya que la maquinaria enzimdtica bacteriana de replicacién del ADN es mucho més
fiable que las enzimas polimerasas comerciales - Hamilton et al., 2001; Goodman,

2002-).

Una cuestién derivada del hecho de no haberse realizado una secuenciacién completa
de la construccién definitiva pPonc123aak, es la necesidad de descartar la posibilidad de
que se hubieran introducido varias copias de los fragmentos ligados en tdndem por unién
cabeza-cola. Esta posibilidad se descarté realizando varias digestiones de la construccién
plasmidica con diferentes enzimas. Todos los patrones de bandas concordaron con los
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tamafos de banda esperados que se habian deducido de la secuencia in silico de
pPonc123aak (figura 44). Esto corrobora la correcta alineacién de los distintos
fragmentos que conforman la construccién plasmidica pPonc123aak.

A.2. Ensayos preliminares

Dada la escasa bibliografia existente del sistema Cre-lox con los lox66 y lox71 elegidos
se optd por realizar una evaluacién preliminar rdpida de la funcionalidad de estos lox en
el contexto del gen de la miostatina antes de realizar el estudio a nivel celular. Para ello
se utilizé en un primer examen la enzima Cre purificada y en un ensayo posterior una
cepa de E. coli capaz de expresar la recombinasa Cre.

El resultado del tratamiento de pPonc123aak con Cre purificada muestra que los 3 lox
utilizados (tanto el loxP como los lox66 y lox71) son perfectamente funcionales ya que
todos ellos acttan en alguna de las recombinaciones producidas. De hecho, se producen
todos los tipos de recombinacién posibles utilizando 2 6 3 lox simultdneamente, lo que
indica que las distintas combinaciones entre cualesquiera de estos lox son viables.

Como era de esperar, la recombinacién entre ambos lox mutados (66 y 71) se produjo
con bastante menor frecuencia (2'2%) que entre el loxP y cualquiera de los lox mutantes
(20%). Araki et al. (1997a) encontraron una frecuencia de recombinacién entre dos loxP
muy semejante a la que habia entre un loxP y un lox66 o un lox71, y tanto estos autores
como Albert et al. (1995) describieron la recombinacién entre dos loxP como mucho mas
frecuente que la observada entre 2 lox mutantes. En el estudio objeto de esta tesis en

particular, la frecuencia de recombinacién en el control utilizado con loxP (pPonc123bb;j)
fue de 35%.

Cuando se realizé el mismo ensayo con los mismo pldsmidos una vez desposeidos del
cassette Neo (pPonc123-Neo’ y pPonc2b3j-Neo®) las construcciones parecieron volverse
mds resistentes a la accién de la Cre-recombinasa ya que sélo se produjeron
recombinaciones cuando se aumenté la cantidad de esta enzima. Paraddjicamente, el
andlisis por PCR del producto total de recombinacién si mostré recombinaciéon con
cantidades estdndar de Cre, pero probablemente la frecuencia fuera tan baja que no se
detectaron cuando se analizaron las colonias una a una. Ademds la frecuencia de
recombinaciones disminuyé tanto en el caso de lox66/lox71 como en caso de loxP/loxP
con respecto a las primeras construcciones evaluadas (pPonc123aak y pPonc123bbj -
figura 26-). Esto puede ser debido a la ausencia de un loxP en el caso de pPonc123-
Neo®, pero este razonamiento tiene menos sentido en el caso de pPonc2b3j-Neo’.
Probablemente el descenso de la frecuencia de recombinacién de pPonc123-Neo® y
pPonc2b3j con respecto a pPonc123aak y pPonc123bbj se debiera a una disminuciéon de
la actividad de la enzima.

En todo caso este test muestra una frecuencia de inversién entre lox mutados (2'1% y
1"1% para cada una de las condiciones ensayadas -ver A.4.1. en Materiales y Métodos-)
semejante a la frecuencia de delecién entre loxP (22% y 0%). Este resultado da una idea
del parecido en la eficacia de recombinaciéon de ambos tipos de lox, pero al ser unos
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porcentajes tan bajos para ser considerados significativos se opté por utilizar un segundo
sistema basado en la cepa de E.coli MM294-Cre.

Esta cepa incorpora la enzima Cre-recombinasa en su genoma, y al seleccionarse sélo
las colonias que han incorporado el plasmido estudiado se aumenta en gran medida la
probabilidad de que el ADN portador de los sitios lox entre en contacto con la Cre-
recombinasa.

En este ensayo se transformé la cepa MM294-Cre con las construcciones pPonc123-
Neo®, pPonc2b3j-Neo® y pPonc-inv para luego examinar individualmente un ndmero de
colonias de cada transformacién. De esta transformacién se obtuvo un 100% de
inversiones con la construccién de loxé6/lox71 (pPonc123-Neo®), un 100% de deleciones
con la construccién control de los loxP (pPonc2b3j-Neo®) y se observéd un 97'4% de
colonias bloqueadas con el pldsmido en posicién invertida y con un lox doble mutante
(pPonc-inv).

De este modo, por un lado queda probada la funcionalidad de los loxé6 y lox71, y por
otfro, su eficacia de recombinacién asimilable a la de los loxP. Ademds, el hecho de que
no se observen recombinaciones entre lox en ninguna de las tres construcciones cuando
son transformadas en la cepa AG-1 (que no lleva una copia de Cre en su genoma)
demuestra que la recombinacién entre estos lox estd condicionada a la presencia de Cre
en el medio. Por (ltimo, se observa que la capacidad del tercer exén de permanecer
bloqueado en orientacién activa una vez ha actuado la Cre-recombinasa, y aunque
persista la enzima en el medio, es précticamente total.

A.3. Creacion de una linea estable de células ES “Mstn OFF to
ONII

A.3.1. Establecimientio de una linea de células ES con la construccién
pPonc123aak

La seleccién de las células ES recombinantes homdlogas tras la electroporacién con
pPonc123aak se realizé6 con G418 y ganciclovir durante 11 dias. Tras el repicado
individual de colonias se realizé una PCR y un Southern blot para detectar los
recombinantes homélogos eliminando los integrantes al azar.

La ventaja de una primera identificacion de los recombinantes homdlogos por PCR es
que el nimero de clones que pueden analizarse fécilmente es mucho mayor que la
identificacién por Southern blot. Sin embargo, los clones identificados por PCR como
recombinantes homélogos no se consideran definitivos hasta haber sido confirmados
mediante Southern blot ya que la existencia de falsos positivos es bastante habitual y més
o menos frecuente segin las condiciones de PCR utilizadas (Torres & Kihn, 1997). La
disposicién de las dianas para la enzima de restriccién diagnéstica elegida y de la sonda
de hibridacién utilizadas en el andlisis de Southern blot permite diferenciar perfectamente
los tamafos de las bandas correspondientes a las distintas posibilidades que puedan
presentarse: no integracién (alelo salvaje), integraciéon al azar o integraciéon por
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recombinacién homéloga (ver figura 31). De este modo se puede asegurar que los clones
confirmados mediante Southern han sufrido recombinacién tanto en su brazo corto como
en su brazo largo de homologia, y que no se han dado procesos de insercién de varias
copias en tdndem.

Estos ensayos dieron lugar a 6 clones positivos sobre los 288 examinados, lo que supone
un 2'1% de clones recombinantes homélogos de entre los clones Neo®/Ganc® analizados.
Este resultado indica una menor frecuencia de recombinacién homéloga que la
observada en otros experimentos de mutagénesis dirigida: 5% para el gen int-2 y 79%
para el gen hprt (Mansour et al., 1988), 5-10% para los genes c-fos, adipsina y aP2
(Johnson et al., 1989) y 10% para el propio gen de la miostatina (McPherron et al.,
1997). Al margen de la posibilidad de obtener un nimero de falsos positivos mds o
menos elevado segin lo estricto de las condiciones de las técnicas de rastreado utilizadas,
estas diferencias no parecen tener una explicacién clara. Algunos autores aluden a la
localizacién cromosémica o a las diferencias de expresién del gen en particular (Mansour
et al., 1988), aunque otros no encuentran esa correlacién en sus experimentos (Johnson
et al., 1989). Las diferencias en la frecuencia de recombinacién homéloga en el caso de
la miostatina entre este estudio y el de McPherron et al. (1997), y teniendo en cuenta que
los pardmetros de localizacién cromosémica y de expresién son los mismos, pueden
deberse al hecho de que estos autores utilizaran un vector de mutagénesis dirigida con un
doble cassette TK (uno en cada extremo de la construccién), lo que puede hacer disminuir
sensiblemente el nUmero de integrantes al azar.

A.3.2. Eliminaciéon del cassette de seleccion Neo® por recombinacion
mediante Cre

Una de las ventajas de utilizar el sistema Cre/lox conjuntamente con la estrategia de
mutagénesis dirigida es la posibilidad de eliminar el gen de seleccién floxado una vez que
se han identificado los clones recombinantes homélogos.

Esto es de vital importancia en el estudio de la regulacién génica para evitar la influencia
del gen de seleccién, y sus propios elementos reguladores, en la regulacién del gen de
interés (Fiering et al., 1995). Por ello, se ha expresado la recombinasa Cre bajo la accién
del promotor pMC1 de manera transitoria en dos de los clones recombinantes
homoélogos; esta expresion es transitoria para evitar la accién de la recombinasa “ad
libitum” ya que se pretende obtener un clon cuyo cassette de resistencia a la neomicina
haya sido escindido, pero que no haya efectuado la inversion del tercer exén.

Para encontrar un clon con la conformacién deseada se repicaron 912 colonias (480 del
clon 3 y 432 del clon 8). La razén de este elevado nimero es, por un lado, porque la
eficacia de transfeccién es bastante variable y poco controlable, y por otro, porque en
este caso ya no existe una seleccién fenotipica, como se dio en el caso de la
recombinacién homdloga, donde la doble seleccion Neo/TK enriquece el nimero de
clones a estudiar 2000 veces (Mansour et al., 1988).

La expresién transitoria del vector pMC-Cre dio lugar a unos porcentajes de colonias
neo-sensibles de 7'6% en el caso del clon 3 y del 38’5% en el caso del clon 8. Estas
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diferencias de neo-sensibilidad se deben probablemente a una distinta eficacia de
transfeccién del plasmido pMC-Cre (Torres & Kihn, 1997). En todo caso, estos
porcentajes abarcan la proporcién de colonias neo-sensibles encontradas por Grobet
(26%) (comunicacién personal) en la delecion del gen neomicin-transferasa utilizando
loxP convencionales.

Las orientaciones génicas que se pueden esperar en estos clones sensibles al tratamiento
con neomicina son dos: la simple delecion del cassette Neo (conservando el exén 3 en su
posicién invertida) o la delecion del cassette Neo junto a la inversién del tercer exén (que
pasard a estar en orientacion “ON” y bloqueado -ver figura 32-).

Las dos pruebas de PCR realizadas con dnimo de distinguir estas dos posibilidades se
eligieron de manera que fueran mutuamente excluyentes. De este modo, los clones
positivos para la simple deleciéon del cassette Neo presentarian una banda de 780 pb
para la combinacién 12UP/17UP1 y sélo una banda de 250 pb (correspondiente al
cromosoma no transgénico) para el sistema 12DN/17UPT; y los clones en los que se
hubiese producido una delecién del cassette Neo al mismo tiempo que la inversién del
tercer exén, no presentarian ninguna banda en el sistema 12UP/17UP1, y mostrarian una

banda de 290 pb en el sistema de PCR 12DN/17UP1 (ademds de la banda de 250pb

correspondiente al cromosoma no manipulado -ver apartado A.3.2. de Resultados-).

El resultado de estas PCR fue inesperado, ya que sélo uno de los 157 clones examinados
respondié a alguna de las dos PCR realizadas. En este clon (3c6E) se confirmé la delecion
del cassette Neo (sin inversién del ex4n 3) de modo que resultdé adecuado para la
continuacién de este estudio (figura 51).

Pero dado que los resultados de este ensayo de recombinacién transitoria pueden dar
una idea de la eficiencia del sistema “Mstn OFF to ON” de revertir a la orientacién
activa, se intenté descifrar la situacién del resto de clones examinados.

Por ello se procedié a descartar la posibilidad de un fallo en el diagnéstico de visu de la
neo-sensibilidad celular realizando una PCR entre el gen de la miostatina y el cassette de
neo-resistencia (12UP/MM67). Esto se planted bajo la suposicién de que las condiciones
de PCR utilizadas para detectar la escisién del cassette Neo (12UP/17UP1) podrian no ser
las éptimas en el caso de que el cassette siguiera ain presente (1’9 kb en lugar de 780
pb). Este resultado fue negativo para casi la totalidad de los clones, corroborédndose lo
observado en el test de sensibilidad a G418.

Otra posibilidad barajada fue la de una reversiéon al genotipo salvaje, por lo que se
realizé una PCR flanqueando el lox66 (MM64/12DN). Esta PCR mostré que todas las
colonias examinadas presentaban la banda de 240 pb diagndstica de la existencia de
esta regidon transgénica.

La tercera posibilidad que se planteé fue la probabilidad de que se hubiera producido
una recombinacién intercromatidica en fase G2. Lewandoski & Martin (1997)
describieron la pérdida de un cromosoma en ratones cuando éste era portador de dos
loxP dispuestos en orientacién inversa y se cruzaba esta linea de ratones con otra
portadora de la Cre-recombinasa. Esta pérdida cromosémica se producia por un
infercambio desigual entre cromdtidas hermanas (esto es, entre lox dispuestos en
orientacién inversa uno respecto al ofro en distintas cromdtidas hermanas, como se
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representa en la figura 52). Este intercambio da lugar a un cromosoma dicéntrico que se
queda con todo el material proximal con respecto al punto de intercambio y a un
cromosoma acéntrico que se queda con todo el material distal con respecto al
centrémero. Durante la divisién celular, el cromosoma acéntrico se pierde; el cromosoma
dicéntrico puede permanecer en la placa ecuatorial metafdsica y perderse; puede
someterse a una tensién entre los ejes de los polos y romperse en cuyo caso los
fragmentos cromosémicos se perderdn eventualmente porque cada uno carece de un
telémero; o puede que sea atraido a uno de los dos polos y se herede en una de las
células hijas, con lo cual, en el siguiente ciclo mitético estaré otfra vez sujeto a una de
estas tres posibilidades. De este modo, al margen de su destino inmediato, el cromosoma
dicéntrico se perderd eventualmente.

Suponiendo que el cromosoma dicéntrico siga perpetuédndose en la célula a través de las
consecutivas divisiones celulares, y dado que se ha confirmado por PCR la existencia de
un cromosoma transgénico, se buscé identificar las nuevas configuraciones derivadas de
una posible recombinacién intercromatidica esquematizada en la figura 52.

Pero la combinacién de las distintas PCR realizadas para diagnosticar esta posibilidad de
recombinacién (MM64/12UP, 12DN/MM64, 17UP1/12UP, 12DN/17UP1) no dio un
resultado positivo que explicara un caso de recombinacién intercromatidica para ninguno
de los clones.

Por lo tanto, no ha conseguido explicarse utilizando métodos relativamente répidos y
sencillos, la configuracién de todos los clones neo-sensibles obtenidos tras la transfeccién
transitoria con el vector pMC-Cre (con la excepcién de 3c6E). Grobet et al. (2003 y
comunicacién personal) tampoco obtuvieron un resultado clarificador para la mayoria de
sus clones neo-sensibles. En su caso, de los 240 clones neo-sensibles detectados
obtuvieron 5 clones que habian sufrido una recombinacién tipo Il (escisién simple del
cassette Neo) y 16 que sufrieron una recombinacién tipo | (escisién del cassette Neo y el
exén 3 juntos). Para el resto de clones no encontraron una explicacién del tipo de
recombinacién que podrian haber sufrido.

A.4. Ensayo de la eficacia de la inversiéon en células ES

Una vez obtenida una linea ES estable con la construccién “Mstn OFF to ON” se
procedié a ensayar su capacidad para realizar la inversién del tercer exén y adoptar una
orientacién activa (“ON”) y bloqueada. Para ello se volvié a recurrir a la expresién
transitoria de la recombinasa Cre electroporando el clon 3céE de la linea ES “Mstn OFF
to ON” con distintas cantidades de pMC-Cre.

Las PCR resultantes del diagnéstico de inversién, tanto en el ADN total como en los 288
clones repicados individualmente (3 placas de 96 colonias, para las tres condiciones de
electroporaciéon estudiadas), indicaron que no se produjo ningin suceso de inversién con
ninguna de las cantidades del plasmido pMC-Cre ensayadas.
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En este punto se planteé confirmar la integridad del transgén tras la delecién del cassette
Neo para descartar la posibilidad de una recombinacién mediada por Cre incorrecta que
no hubiera restaurado adecuadamente el lox66 en 5’ del exén 3.

Tanto las PCR realizadas (entre el transgén y la regién del gen exdégena a éste) como la
secuenciacién de la regién alrededor del lox66 confirmaron que la deleciéon del cassette
Neo se produjo correctamente y que la secuencia del loxé6 era la esperada.

A.5. Evaluacion de la eficiencia de la accion del vector de
expresion pMC-Cre

Dada la ausencia de inversién de la construccién génica “Mstn OFF to ON” del clon
3cbE, se planted examinar la eficiencia de transfecciéon y de reconocimiento de las
secuencias lox y posterior recombinacién enzimética del vector pMC-Cre. Para ello se
realiz6 un estudio comparativo utilizando como control un vector pSVlacZT, portador de
dos loxP. Este vector se integré al azar en la linea 3c6E y en una linea control KOC (con
loxP flanqueando el tercer ex4n de la miostatina, que se encuentra en posicién directa).

De todos los clones positivos por PCR para la integracién de pSVlacZT, se procuraron
escoger los que tuvieran el menor nUmero posible de copias ya que se pretendia evitar la
competencia de los lox de la construccién “Mstn OFF to ON” y los de pSVlacZT por la
Cre-recombinasa. Para obtener una idea del nUmero de copias integradas de pSVlacZT
se realizd una PCR de cuantificacién usando como control interno un fragmento
amplificado a partir del primer exén de la miostatina (para el que existen 2 copias). Este
tipo de PCR no esté considerada como una medida muy exacta de la auténtica cantidad
de ADN molde ya que es dificil determinar el momento en que la reaccién entra en fase
de meseta y deja de replicarse exponencialmente (Ginzinger, 2002), pero como
simplemente se pretende obtener una idea aproximada del nimero de inserciones de
pSVlacZT se contd con este resultado. Observando los resultados para 30 ciclos de PCR
(para 35 ya parece estar en fase de saturacién), todos los clones parecen tener el mismo
nimero de copias de pSVlacZT por comparacién a las del exén | de la miostating,
considerédndose que variarian entre 1 6 2 copias de pSVlacZT por genoma. Suméndose a
esto, los resultados del Southern, ademds de confirmar la integracién del vector pSVlacZT,
confirman lo observado en la PCR de cuantificacién: el nimero de copias pSVlacZT y del
exén | es similar lo que significa que el ndmero de plédsmidos de pSVlacZT podria variar
entre una y dos copias por genoma. Esto significa que todos los clones son vdlidos para
este ensayo, aunque los seleccionados se eligieron entre los que parecian dar una sefal
en la PCR cuantitativa y en el Southern mds baja para pSVlacZT que para el exén | de la
miostatina.

Las lineas elegidas se transfectaron con pMC-Cre para comprobar la eficacia de
transfeccién de este vector y su eficacia de recombinacién comparando loxP (lineas KOC)
con lox mutados (lineas 3c6E).

Las PCRs realizadas sobre ADN total extraido de placas en las que no se han repicado
los clones individualmente muestran que en las 3 lineas 3c6E y las 3 de KOC se ha
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producido la tfransfeccién de pMC-Cre puesto que en todas aparece la banda diagnéstica
de la delecién del cassette Neo de la construccién pSVlacZT (figura 57). Esos mismos
ADNs demuestran que sélo se ha producido la deleciéon de la miostatina en las lineas
KOC, mientras que la inversién del tercer exén no aparece en las lineas 3c6E (figura 58).

El andlisis de los clones individuales corrobora este resultado mostrando que en ninguno
de los clones 3c6E se observa la inversion esperada del exén Il de la miostatina
(paralelamente, en la linea KOC examinada aparecen 22 clones con la delecién del
tercer exén de entre los 96 examinados).

En cuanto a la ausencia de coloracién de la tincién X-Gal, no se posee ningdn indicio de
cudl haya podido ser la razén para que no se produjera la expresién del gen de la B-
galactosidasa. El vector pSVlacZT no comercializado (gentileza del Dr. Rajewsky) no se
secuencié, ni tampoco una vez que se hubo integrado en el genoma de las lineas 3c6E y
KOC, de modo que no puede descartarse la posibilidad de que alguna mutacién en este
gen o en su promotor impidiera su correcta expresion.

A.6. Evaluacion de las posibles causas de ausencia de
recombinacion en la linea “Mstn OFF to ON”

Esta ausencia de recombinacién entre los lox 66 y 71 en las células ES no corresponde a
lo observado en los experimentos preliminares realizados in vitro y en bacterias. Las
posibles causas deben buscarse por lo tanto, en el nuevo ambiente gendémico en el que
se ha situado la construccion “Mstn OFF to ON” o en la propia Cre-recombinasa
disponible en el medio.

Asi, la ausencia de recombinaciéon entre los lox 66 y 71 en las células ES puede deberse
a varias razones: 1) inaccesibilidad o ineficiencia de la enzima Cre-recombinasa en
ciertas regiones cromosémicas (en relacién a la estructura de la cromatina, a la tasa de
transcripcién o a la metilacién del ADN), 2) por una cantidad escasa de Cre en el medio
o, 3) por una baja eficacia del promotor bajo cuyo efecto se encuentra la recombinasa

(Torres & Kihn, 1997).

La regién cromosémica en la que se encuentra el gen de la miostating, y concretamente
los puntos en los que se han insertado los lox, no parecen ser una zona poco accesible a
la Cre-recombinasa ya que Grobet et al. (2003) obtuvieron ratones en los que se habia
escindido el tercer exén mediante recombinacién por Cre entre 2 loxP situados en la
misma posicién en la que se encuentran los lox71 y lox66 de la linea “Mstn OFF to ON”.

En cuanto a la cantidad de vector de expresiéon de Cre, no es probable que resultara
escasa ya que el rango de concentraciones utilizado en este estudio (entre 5y 30 ug/10’
células - Albert et al., 1995- ) entra dentro del rango generalmente utilizado para este
vector: 1-3 ug (Gu et al., 1994), 5 nug (Grobet et al., 2003), 5-30 pg (Torres & Kuhn,
1997), 30 ug (Gu et al., 1993). Tampoco es probable que se produjera un acimulo de
la enzima excesivo que pudiera resultar téxico ya que no se ha descrito ningin efecto
indeseado sobre la capacidad de recombinacién de Cre para las cantidades de enzima
utilizadas en este ensayo.
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El ¢ltimo punto por analizar es la posibilidad de una baja eficacia del promotor utilizado
en el vector pMC-Cre: el promotor pMC1 (promotor timidin-kinasa del virus herpes
simplex). En la actualidad sélo se conocen siete publicaciones en las que se hayan
utilizado los lox66 y lox71, bien por sus propiedades de bloqueo, bien por su
especificidad frente a otros tipos de lox.

De entre estas publicaciones, el Unico estudio realizado en células vegetales (Albert et al.,
1995) recurre a una Cre-recombinasa regulada por el promotor 35S (promotor del virus
del mosaico de la coliflor), que es un promotor altamente utilizado en ingenieria de
plantas transgénicas debido a su elevada actividad (Benfey & Chua, 1990; Ho et al.,
1999).

Otras cinco publicaciones, realizadas en cultivos de células animales, sitéan el gen de
Cre bajo la accién del promotor B-actina (Langer et al., 2002) o de un promotor B-actina
modificado, CAG (Araki et al., 1997a; Araki et al., 1999; Araki et al., 2002) o del
promotor PGK (Zhang & Lutz, 2002). Estos promotores son conocidos como promotores
fuertes y ubicuos, ampliamente utilizados en ingenieria genética (Sugiyama et al., 1988;
Xu et al., 2001). Finalmente, Oberdoertfer et al. (2003) consiguen la recombinacién entre
lox66 y lox71 in vivo utilizando cepas de ratén en las que Cre se encuentra bajo la accién
de un promotor inducible (ratones Mx-Cre) o tejido especifico (ratones CD4-Cre). Ambas
cepas transgénicas y sus correspondientes promotores han sido utilizadas con éxito en
distintos experimentos de recombinacién Cre/lox in vivo (Kihn et al., 1995; Wolfer et al.,

2001).

En concreto, existe un estudio comparativo de la eficacia de recombinacién entre 2 loxP
utilizando la Cre-recombinasa bajo la accién de distintos promotores (Araki et al.,
1997b). Este ensayo, realizado en células ES en condiciones transitorias, demuestra que
la mayor eficacia se obtiene utilizando el promotor CAG (15-26% de recombinacién),
seguido por los promotores hRF-Ta, (9-13%), mPGK (4-9%) y en Gltimo lugar, el promotor
pMC1 (<0'3%).

Esto demuestra que, aunque la Cre-recombinasa bajo la accién del promotor pMC1 se
ha utilizado en infinidad de experimentos (Thomas & Capecchi, 1987; Gu et al., 1993;
Gu et al., 1994; Lam & Rajewsky, 1998; Grobet et al., 2003), este promotor presenta
una actividad bastante baja comparado con otros promotores.

Esta actividad del vector pMC-Cre resulta suficiente en los estudios en los que se ha
empleado para dar lugar a una recombinacién entre loxP; pero la recombinacién entre
lox mutados requiere de unos niveles de Cre mayores que los requeridos entre loxP (Albert
et al., 1995), de modo que es posible que la eficacia del promotor pMC1 en la
recombinacién entre lox66 y lox71 sea insuficiente.

Esto explicaria que al menos se hubiera encontrado un clon neo-sensible en la linea
“Mstn OFF to ON”, en el que se hubiera producido la delecién del Neo-cassette por
recombinacién lox71/loxP, ya que esta recombinacién es sélo ligeramente més dificil que
la recombinacién loxP/loxP (Araki et al., 1997a).

En cuanto a la elevada tasa de recombinacién observada en las células de E.coli
MM294-Cre, hay que tener en cuenta que la eficacia de recombinacién ha sido tan alta
debido en primer lugar a que el promotor utilizado es diferente (AP;) y por otro lado a que
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los lox66 y lox71 de pPonc123-Neo® estdn mucho més accesibles en ese sistema que
integrados en el genoma de una célula ES.

Por todo esto, se ha considerado la baja actividad del promotor utilizado en el vector de
expresion de la Cre-recombinasa como la explicacién mds plausible para el hecho de que
no se haya producido la recombinacién entre los lox66 y lox71 de la linea “Mstn OFF to
ON” de las células ES.

Esto no convierte esta estrategia en desechable, ya que son multiples los autores (amén
de los que de hecho han utilizado este sistema de lox mutados en células ES) que hacen
mencién de los lox66 y lox7 1 mutados sugiriendo su uso en este u otro tipo de estrategias
de bloqueo de la inversién de un fragmento de ADN (Babinet & Cohen-Tannoudji, 2000;
Lam & Rajewsky, 1998; Torres & Kihn, 1997; Zheng et al., 1999). Este resultado mds
bien apunta hacia la realizacién en un ensayo en el que se utilice un promotor més fuerte,
como el promotor CAG, para dirigir la expresién de la Cre-recombinasa.
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B. EVALUACION DE DISTINTOS ALELOS DE LA MIOSTATINA
POTENCIALMENTE DOMINANTES-NEGATIVOS

B.1. Construccion de una serie de alelos de la miostatina
potencialmente dominantes neqativos

El objetivo de esta linea de estudio ha sido la creacién de una serie de alelos de la
miostatina portadores de mutaciones no funcionales y que sean capaces de bloquear la
accién de la miostatina salvaje. Para ello se ha perseguido mantener la integridad
estructural del mondémero de miostatina evitando al mismo tiempo la interaccién con su
receptor.

Para conseguir esto Ultimo, se ha recurrido en los tres casos de variantes disefiadas, al
bloqueo por impedimento estérico ocasionado por la desestabilizacién que ocurre
cuando se produce una repulsién entre dtomos dispuestos demasiado cerca unos de
ofros. De este modo se espera que el aumento del volumen de los heterodimeros
formados impida la interaccién bien con el receptor tipo Il, bien con el receptor tipo |,
impidiéndose la formacién del complejo heterotetramérico de receptores necesario para
la transmisién de la sefal (Heldin et al., 1997). De hecho, otros autores (Brunner et al.,
1992) mencionan la posibilidad de que distintas mutaciones producidas en miembros de
los TGFB provoquen incapacidad para unirse a su receptor especifico. Incluso en la
miostatina, Berry et al. (2002) sugieren que la eliminacién de una de las cisteinas
responsables de la formacién de puentes intracatenarios sea la causante de la ausencia
de funcién de la proteina por incapacidad para unirse a su receptor, ya que la
eliminacién de esta cisteina probablemente altere la estructura tridimensional de la
miostatina.

Asi, la construcciéon Stop incrementa la longitud de la cadena polipeptidica en 29
aminoécidos (un 27% de su longitud). Pero ademdés, este aumento se produce en el
extremo carboxiterminal del fragmento, precisamente la regién en la que en otros
miembros de la familia TGFB se encuentra el dominio de unién al receptor tipo Il (Qian et
al., 1996) con lo que se espera que la modificacién de las regiones flanqueantes haya
alterado este dominio lo suficiente como para inhibir la unién a este receptor. Es
interesante la observaciéon de que la miostatina, como la mayoria de los TGFB, presenta
una secuencia conservada CXCX en su extremo carboxi-terminal, que desaparece con
este elongamiento realizado en la cadena polipeptidica. En zebrafish se ha observado que
una mutacién en el codon Stop de BMP2 (un miembro de los TGFB) que alarga en seis

aminodcidos el extremo carboxi-terminal produce un fenofipo dominante negativo
(Kishimoto et al., 1997).

En el caso de la construccion ProtSite, la mutagénesis de la diana de proteolisis es una
estrategia a la que se ha recurrido en multitud de ocasiones para conseguir proteinas

dominantes negativas tanto en miembros de los TGFBs como entre otfras proteinas
(Schlesinger et al., 1993; Hawley et al., 1995; Osada & Wright, 1999). Estos estudios
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demostraron que podia inhibirse la funcién de la proteina salvaje cuando se introducian
en la célula estas variantes incapacitadas para liberar el dominio activo.

Por ofro lado, aunque el mecanismo por el que se espera que se produzca el efecto
dominante negativo en la variante ProtSite sea el impedimento estérico mencionado para
interaccionar con el receptor, cabe mencionar que Lopez et al. (1992) observaron que
cuando mutagenizaban la diana de proteolisis de TGFB-1 se inhibia su secrecién en un
cultivo celular. Por tanto, es posible que en este caso el efecto inhibitorio del ProtSite se
produzca incluso antes de ser secretado al espacio extracelular.

Y en cuanto a la construccion C340, la introduccién de una nueva cistelna intercatenaria
en el interior de la molécula de la miostatina madura supone por un lado un incremento
de 22 aminodcidos, lo que ya aumenta en un 20% la longitud del péptido y con ello las
posibilidades de que no se produzca la unién al receptor por impedimento estérico. Pero
ademdés, la infroduccién de nuevas cisteinas en una proteina con el propésito de
aumentar el ndmero de puentes disulfuro establecidos con otros monémeros (Farzan et
al., 1998; Peabody, 2003) permite la posibilidad de que esta construcciéon C340
conduzca a la formacién de heterotrimeros generados por la unién con otras moléculas
de miostatina salvaje. Para fomentar que esta nueva cisteina , al igual que la cisteina 340
natural, establezca puentes disulfuro con otros monémeros, se ha introducido en el mismo
contexto aminoacidico que la anterior, lo que aumenta la probabilidad de que se
comporte igualmente como una cisteina intercatenaria (Muskal et al., 1990).

B.2. Evaluacion de la capacidad de interaccion de distintos
alelos de la miostatina potencialmente dominantes neqgativos

Ya se ha comentado que la eficiencia de una estrategia de dominancia negativa se basa
en primer lugar en la capacidad de los mondémeros dominantes negativos de
interaccionar con los mondmeros salvajes, en el caso de la miostatina formando
heterodimeros. Por ello en este estudio se han planteado dos ensayos para valorar la
capacidad de interaccién entre dos proteinas. Uno de ellos es un ensayo in vitro de pull-
down y el ofro, un ensayo en cultivo de células mamiferas de doble-hibrido.

B.2.1. Pull-down

El ensayo de pull-down es un estudio ampliamente utilizado para la deteccién de
interaccién entre proteinas (Ogawa et al., 1998; Tachedjian et al., 2000; Nicholas et al.,
2002), que proporciona una idea bastante fiable de la capacidad de hibridacién entre
proteinas.

Para la realizacién de este ensayo el primer paso fue la expresién de la miostatina salvaje
unida a una secuencia de 6 histidinas. Esta proteina se expresé en una cepa inducible de
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E. coli, BL21 (DE3)plys, y como se observa en la figura 64, se obtuvo un alto grado de
expresion. En el western blot correspondiente (figura 64B) se observa que ademdés de la
banda del monémero de miostatina-His (16 kDa), aparece una banda algo mas nitida
con un tamano de 32 kDa, que seria la correspondiente al dimero de la miostatina de
fusion.

Posteriormente se procedié a la inmovilizacién de esta proteina de fusiéon miostatina-His
en una resina de agarosa. La figura 65 muestra que la miostatina-His estd correctamente
unida a la resina (calle 6) y que no se desprende nada de la proteina de fusién en los
lavados (calles 2 y 3). Ademds se realizé un control para confirmar que la miostatina no
es capaz de pegarse inespecificamente a esta resina. Este control se realizé con la
variante ProtSite (que no contiene una secuencia de histidinas) expresada en un lisado de
reticulocitos. El western blot de la figura 65 (calles 9 y 10) muestra que tras incubacién de
la resina de agarosa (sin miostatina-His pegada) con la miostatina ProtSite no se produce
ninguna interaccién inespecifica entre la proteina y la resina.

El siguiente paso fue la expresién de las tres variantes mutadas de la miostatina en un
lisado de reficulocitos. Como se observa en la figura 66, tanto la miostatina salvaje
insertada en pRSET, como las variantes Stop y C340 se expresan correctamente
coincidiendo con los tamafos esperados. En cambio ProtSite da lugar a una banda de
unos 50 kDa aunque el tamafo esperado correspondiente a los 354 aminodcidos de su
secuencia seria de unos 39 kDa. Otros autores (McPherron et al., 1997; Zhu et al., 2000)
también obtienen este resultado para la pre-pro-proteina, lo que puede deberse a una
disposicién particular de plegamiento que haga que la proteina migre mds despacio de lo
que migraria si estuviese completamente desplegada, o bien, por una mayor frecuencia
de aminoécidos de alto peso molecular en su secuencia. Por ofro lado, en este western se
observa que las bandas de la miostatina salvaje, Stop y C340 son mucho mds débiles
que la banda correspondiente a la de ProtSite. Esto se debe a la diferencia de tamafo de
estas protefinas y al correspondiente nimero de metioninas marcadas que pueden
incorporarse a cada una de ellas durante el proceso de traduccién.

Otra observacién que puede extraerse de este mismo western blot es la banda
correspondiente al dimero de la miostatina salvaje, de unos 32 kDa. Por el contrario, en
ninguna de las calles correspondientes a las proteinas mutantes aparece una banda que
pudiera corresponder a una dimerizacién de la proteina mutante consigo misma, lo que
podria interpretarse como una incapacidad para formar homodimeros mutantes. Esto
incrementaria la capacidad dominante negativa de estas variantes de la miostatina ya que
al no poder interaccionar entre ellas, todo el acerbo de proteinas dominantes negativas
en el medio estaria disponible para unirse a la miostatina salvaje endégena
bloquedndola.

En todo caso, esta hipétesis deberia ser contrastada en ensayos posteriores ya que el gel
SDS-PAGE se ha realizado en condiciones reductoras por lo que en principio sélo
deberian aparecer las bandas correspondientes a las proteinas monoméricas. Pero al
haberse observado tan marcadamente la banda correspondiente al dimero de miostatina
salvaje, cabe pensar que las condiciones utilizadas no son lo suficientemente reductoras
para separar ambos dimeros o que la miostatina presenta una resistencia especial a la
rotura de sus puentes disulfuro (Gonzalez-Cadavid et al., 1998; Sakuma et al., 2000 vy
Webhling et al., 2000 ya mencionan la dificultad para romper las uniones que mantienen
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enlazados a los mondémeros maduros de la miostatina, incluso en condiciones
fuertemente reductoras) y que por ello la miostatina salvaje aparece tanto en forma de
dimero como de monémero (tal y como ocurre tanto en el western blot de la figura 64 B,
como en la figura 66). Todo esto lleva a plantear que aunque no pueda descartarse que
en condiciones nativas las proteinas dominantes negativas pudieran dimerizar entre si,
esta unién serfa menos fuerte que la ejercida entre dos mondémeros de miostatina salvaje.
De modo que esto hipotéticamente elevaria la capacidad de accién de estas moléculas
dominantes negativas.

El Gltimo y definitivo paso en el ensayo de pull-down fue la interacciéon entre la
miostatina-His inmovilizada en la resina de agarosa y cada una de las tres proteinas
dominantes negativas. Este ensayo demostré la capacidad de unién entre la miostatina
salvaje y cada una de las variantes dominantes negativas, como se observa en la figura
67, donde las tres proteinas presentan una banda intensa después de haber estado
sometidas a interaccién y posteriores lavados con la miostatina salvaje.

B.2.2. Ensayo de doble-hibrido en células mamiferas

Este ensayo, frente al de pull-down, presenta la caracteristica de realizarse
completamente en el interior celular, lo que confiere a las proteinas la posibilidad de
realizar las modificaciones post-traduccionales habituales adoptando su conformacién
estructural nativa (Fagan et al., 1994; Feng & Derynck, 2001). Este ensayo también se
utiliza habitualmente en estudios de interaccién proteica sustituyendo cada vez més al
ensayo de doble-hibrido en levaduras y suele complementarse con estudios como el de

pull-down para confirmar la interaccién observada (Nicholas et al., 2002; Ghosh et al.,
2000).

Las imdgenes de la figura 68 muestran que las tres proteinas dominantes negativas
(ademds de la miostatina salvaje control) han sido capaces de dimerizar con la miostatina
salvaje, formando asi una unidad de activacién transcripcional capaz de unirse a la
regién promotora del gen lacZ y activar su expresién. Esta expresion se visualiza por
adicién al medio de X-Gal, sustrato de la B-galactosidasa, que produce la coloracién azul
que puede observarse en las imdgenes.

Asimismo, se observa que todos los controles negativos (cotransformaciones de cada una
de las construcciones AD o BD por separado junto al vector lacZ) presentan apenas una
coloracion basal, indicando que ninguna de estas construcciones posee por ella sola
actividad transcripcional independiente y que la unién de la miostatina salvaje a la
miostatina dominante-negativa es especifica.

El examen cuantitativo de la actividad de la B-galactosidasa en la interaccién de las
cuatro proteinas con la miostatina salvaje mostré que no existen diferencias significativas
entre ninguna de las tres variantes dominantes negativas y la miostatina salvaje. Esto
supone que la capacidad de dimerizacién entre miostatina mutante y miostatina salvaje es
semejante a la existente entre dos monémeros de miostatina salvaje.
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Este mismo examen también muestra que parece haber una tendencia (aunque no
significativa) a una dimerizacién un poco menor en el caso de las miostatinas C340 y
Stop, que podria ser debida precisamente a la elongacién introducida en la cadena de
aminodcidos resultando en una cierta perturbacién de la conformacién espacial de la
nueva proteina. Del mismo modo, la miostatina ProtSite parece ofrecer unas condiciones
de dimerizacién mds parecidas a la de la propia miostatina salvaje, tal vez debido a que
la zona carboxi-terminal (por la que se establece el puente disulfuro con la miostatina
salvaje) en esta variante proteica no estd alterada. En todo caso, la principal conclusién
obtenida de este ensayo es que no existen diferencias significativas entre los grados de
interaccién miostatina-DN/miostatina-salvaje y miostatinas salvajes entre si.

B.2.3. Evaluacion de los resultados obtenidos del pull-down y el sistema
de doble hibrido

Los resultados de los ensayos anteriores aportan una prueba fehaciente de la capacidad
de dimerizacién entre las moléculas disefiadas y la miostatina salvaje, indicando que las
mutaciones introducidas no interfieren en las regiones encargadas de la dimerizacién.

Asi, por ejemplo, se confirma que el fragmento introducido en la construccién C340 no
interrumpe la secuencia del dominio de dimerizacién y que la nueva cisteina no interfiere
en la composicién de los puentes disulfuro ni establece nuevas combinaciones de
interaccién entre las distintas cisteinas de la cadena. Lo que no permiten demostrar ni el
ensayo de pull-down ni el de doble hibrido es si esta nueva cisteina 340 es efectivamente
capaz de establecer puentes disulfuro con ofras moléculas de miostatina (salvajes o
mutantes) ya que en el caso de haberse formado heterotrimeros entre las proteinas de
fusién del ensayo de doble hibrido el sistema no permite discernir entre un complejo en el
que hubiera més de un dominio de activacién o de unién al ADN y ofro en el que sélo
hubiese uno de cada uno de estos dos dominios. En cuanto al ensayo pull-down, el
monémero C340 una vez unido a la miostatina salvaje unida a su vez a la resina de
agarosa podria interaccionar o bien con otfras miostatinas salvajes que ya estuvieran
unidas a la resina, o bien con otros mondémeros C340 libres en el medio. En ambos
casos las condiciones reductoras utilizadas en los geles SDS-PAGE teéricamente
romperian esos puentes disulfuro.

En el caso del monémero de miostatina Stop, también se demuestra que el alargamiento
en la cadena polipeptidica y la apariciéon de una décima cisteina en esta zona elongada
no suponen ninguna interferencia con la regién de dimerizacién ni con el establecimiento
de los puentes disulfuro ya formados.

En cuanto a la construcciéon ProtSite, el hecho de que el dominio bioactivo del extremo
carboxiterminal se hubiera mantenido idéntico, ya hacia pensar que el proceso de
dimerizacién con la proteina salvaje no se veria interferido. Ademds, este resultado viene
a confirmar el efecto dominante negativo observado por Zhu et al. (2000) en ratones
transgénicos para una construccién de la miostatina anéloga a ProtSite, cuya diana de
proteolisis habia sido mutagenizada con objeto de impedir la liberacién del dominio
carboxiterminal y la consecuente maduracién de la proteina. Estos ratones integraban en
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su genoma varias copias de esta construccién mutante, ademds de las dos copias
endégenas de la miostatina salvaje, y presentaban un aumento significativo de su masa
muscular como resultado de un incremento del tamafo de las fibras musculares. La
demostracion de la formacién de heterodimeros entre la miostatina salvaje y el mutante
ProtSite confirma que el fenotipo observado por este equipo se debe a un efecto de
dominancia negativa mediado por unién del monémero mutante al mondémero salvaje.

En resumen, tanto el ensayo de pull-down como el de doble hibrido llevan a la
conclusién de que las moléculas de miostatina dominantes negativas disefiadas son
perfectamente capaces de inferaccionar con las moléculas de miostatina salvaje, por lo
que queda comprobado el requisito previo e indispensable para el uso de una estrategia
de dominancia negativa.

Estos resultados preliminares permiten la continuaciéon del estudio para valorar la
actividad dominante negativa de estas moléculas evaluando su capacidad para fomentar
la proliferacién de mioblastos en cultivo compardndolos con mioblastos control.
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CONCLUSIONES

1. El gen de la miostatina es capaz de revertir condicionalmente a la configuracién
activa en un sistema “Mstn OFF to ON” mediante el uso de lox mutados tanto in
vitro como en un sistema bacteriano.

2. El promotor pMC1 de Cre, efectivo en la recombinacién entre loxP, ha resultado
ineficiente para revertir condicionalmente el sistema “Mstn OFF to ON” en un
cultivo de células ES.

3. Los variantes de la miostatina C340, PS y Stop presentan una capacidad de
dimerizacién con la proteina salvaje andloga a la existente entre monémeros
salvajes. Con ello se demuestra el primer requisito indispensable que han de
cumplir las moléculas mutantes potencialmente dominantes negativas.
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Apéndice de construcciones

Apéndice de construcciones

A. Construcciones utilizadas en la evaluacion de un sistema de activaciéon
condicional de la miostatina en células ES

- pPoncla: lleva inserto en pPoncl el
fragmento de 4339 pb resultante de la
digestion Sall, BssSI del clon genémico
de ratén en lambda.

BssSI
pPoncla

[E2)
Ascl
Al pPonc2a
- pPonc3a: lleva inserto en pPoncl el %
fragmento de 6042 pb resultante de la A 3 pPonc3a 5 Sacl
digestion Ascl, Sacl del clon genémico de
ratén en lambda.

Xhol

Sall

- pPonc2a: lleva inserto en pPoncl el
fragmento de 3901 pb resultante de la
digestién BssSl, Ascl del clon gendémico
de ratén en lambda.

BssS|

Sall’

- pPonc3j: resultado de insertar los
genes de resistencia HSV-TK y neomicin-
transferasa (flanqueado por dos loxP) en
pPonc3a.

- pGEMSTNS3: resultado de subclonar el loxP &
fragmento Notl-Xhol de pPonc3j en L
pGEM®-11Zf(+).

Xho

Bsal

-pGEMSTN3R66: resultado de
mutagenizar el loxP de pGEMSTN3 en
lox 66.

Notl
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Apéndice de construcciones

- pPonc3k: resultado de invertir el exén
3 en pPonc3j con ayuda de los
adaptadores Cy 6.

- pPoncl2aa: resultado de ensamblar
el fragmento portador de parte del exén
1y el exén 2 (de pPonc2a) en pPoncla.

- pPonc123aak: construccién definitiva

utilizada en la creacién de una linea

“Mstn OFF to ON".

- pPonc123bbj: construccién control
andloga a pPonc123aak pero con loxP
en lugar de lox mutantes y un doble
cassette TK.

- pPonc123-Neo’: construccién

resultado de escindir el cassette Neo de
pPonc123aak.

- pPonc2b3j-Neo®: construccion
resultado de escindir el cassette Neo de

pPonc123bbj y eliminar uno de los 2
cassettes TK.

- pSVIacZT: construccién utilizada para

comparar la eficacia del vector pMC-

Cre.

Notl  Xhol’ Notl"  Xhol
>—<E W Neo K[
lox 66 lox71

‘3’ .ﬁ otl

Ascl
pPonc12aa
— Bladarmass
. ~ORl
W leds
\\\
/ A
.-’"r \
.'I. Y
! ".
Q{-_,l . pPoncl23aak \
o
Pt
] \ |l|
% {
NS E I_‘:?':f" Caclon ATG
o i Ve
e
AN .
S -
» fenthts  Exder "3«»""'

e -

—>

— K e K P —
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Apéndice de construcciones

B. Construcciones utilizadas en la evaluacion de la capacidad de

interaccion de distintos alelos de la miostatina potencialmente

dominantes-negativos

- PRSET/mstn___s.:  construccidn
destinada a expresar miostatina salvaje
unida a una secuencia de histidinas
mediante la cual puede unirse a una
resina de agarosa para su purificacién.

- pSG5PL/ProtSite: construccién

destinada a expresar una variante de la
miostatina  en la que se han
mutagenizado 3 de los 4 aminodcidos de
la diana de proteolisis.

- pSG5PL/Stop: construccién destinada
a expresar una variante de la miostatina
en la que se han mutagenizado dos de
los codones Stop.

- pSG5PL/C340: construccién
destinada a expresar una variante de la
miostatina en la que se ha introducido un
fragmento de 66pb con una segunda
cisteina intercatenaria.

- BDmsin: construccidon destinada a

expresar una miostatina salvaje de fusién
en 3’ del dominio de unién al ADN

GAL4.
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Apéndice de construcciones

- ADmstn: construccion destinada a
expresar una miostatina salvaje de fusién , VP16-AD Mstn s. PA |
en 3’ del dominio de activaciéon VP16.

- ADProtSite: construccién destinada a

expresar una miostatina-ProtSite  de  VP16-AD  ProfSite =~ pA |
fusién en 3’ del dominio de activacién
VP16.
- ADStop: construccién destinada a
VP16-AD Stop pA

expresar una miostatina-Stop de fusién | . | |
en 3’ del dominio de activacién VP16.

- ADC340: construccién destinada a
expresar una miostatina-C340 de fusién  VP16-AD €340 L PA |
en 3’ del dominio de activaciéon VP16.
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Apéndice de Marcadores

Marcadores de ADN

100 bp-Smart Ladder

(Euroaentec)

1 kb-Smart Ladder

Sand g8
1000
a0
U

(Euroaentec)
Band sizo  ngfoand
ngand 10000 100
it &
\ &0
el 5000 &0
\\amn 40
\ QWII 20
&l 2500 25

4

#00 &0
-£00 £0
400 40
\\‘“PW o

1 kbp Ladder
(Biotools)

Marcadores de proteinas

Perfect Protein Marker, 10-225 kDa

(Novagen)

111 1]

i

1

. 225 kDa

| 150 kDa

100 kDa
| 75 kDa

50 kDa

| 35 kDa

L 25 kDa

|15 kDa
10 kDa

0000 pb
8000 pb
6000 pb

—— 5000 pb
4000 pb

3500 pb
3000 pb
2500 pb
2000 pb
1500 pb

1000 pb
750 pb
500 pb
250 pb

BenchMark™ Prestained Protein
Ladder (Invitrogen)
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Apéndice de Reactivos

Apéndice de reactivos

Acrilamida (SDS-PAGE)
Separating gel (14%):
7 ml acrilamida 30%/ bisacrilamida 0'8%
3’75 ml tampén TrisCl/SDS pH8’8 (15M Tris-Cl, 0°4% SDS)
4'25 ml H,0O
50 pl amonio persulfato 10%
10 ul TEMED
Stacking gel:
0’65 ml acrilamida 30%/bisacrilamida 0'8%
1’25 ml tampén TrisCl/SDS pH6’8 (0'5M Tris-Cl, 0°4% SDS)
3’05 ml H,0
25 ul amonio persulfato 10%
5 ul TEMED

Preparar fresco en el momento

DMEM-EF

DMEM (high glucose without sodium pyruvate; Gibco BRL)
10% FBS (suero fetal bovino; Gibco BRL)

1% piruvato sédico (Gibco BRL 100x)

1% penicilina/estreptomicina (Gibco BRL 100x)

Conservar a 4°C

DMEM-ES

DMEM (high glucose without sodium pyruvate; Gibco BRL)

15% FBS (suero fetal bovino; Multicell, Wisent Inc.)

1% piruvato sédico (Gibco BRL 100x)

1% aminodcidos no esenciales (Gibco BRL 100x)

1% penicilina/estreptomicina (Gibco BRL 100x)

1% B-mercaptoetanol 10mM (dilucién: 7 ml PBS+ 5 ul B-mercaptoetanol)
0’01% LIF (Gibco) 6 0'4% LIF sobrenadante (ver més abajo)

Conservar a 4°C

Ganciclovir (Cymevene®, Roche)

Disolver 4’3 mg de ganciclovir en 80 ul de H,O (0’2 M) — diluir 100x en DMEM-ES y
filtrar (2 mM). ArRadir al medio en una concentracién final de 2 uM

Preparar fresco cada dia

Gelatina (Sigma, type A, from porcine skin)

Dilucién madre en PBS al 1% , autoclavar. Se diluye al 0'1% como sustituto de las células
feeder (se recubre la superficie del pocillo y se retira por aspiracién tras 30" de reposo a
temperatura ambiente).
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LB+Amp (11

10g bactotriptona

5¢g levadura

10g NaCl

— pH 7 — autoclave — + 100ug ampicilina/ml
Conservar a 4°C una vez afadida la ampicilina

LB-aqar
15g agar/l LB — autoclave — + 100ug ampicilina/ml
Conservar a 4°C una vez afadida la ampicilina

LIF
- Comercial: ESGRO™, Gibco. Concentraciéon en cultivo: 0°'01%
- Sobrenadante de cultivos: por transfeccién transitoria de células COS (fibroblastos
de mono) con un pldsmido de expresiéon (cedido por Catherine Ledent; Service
Prof. Vassart, ULB) portador del gen de LIF; el sobrenadante se recoge dos dias
después de la electroporacién, se filira y se conserva a —=80°C. Concentracién en
cultivo: 0'4%.
Conservar a —20°C

Mitomicina C (Sigma)
Anadir 2 ml de PBS estéril por alicuota (concentracién final: Tmg/ml)
Almacenar a —20°C. Utilizar en dilucién 1:100.

P1 (tampdn de resuspensién, miniprep)

10 mM EDTA

50 mM Tris-HCl, pH 80

100 ug/ml Rnasa A

Conservar a 4°C una vez anadida la RNasa A

P2 (tampén de lisis, miniprep)
200 mM NaOH

1% SDS
Conservar a temperatura ambiente

P3 (tampén de neutralizacién, miniprep)
3 M acetato potésico, llevar a pH 5’5 con dcido acético glacial
Conservar a 4°C

PBS
8g NaCl

0'2g KCl

1’449 Na,HPO,

0'24g KH,PO,

Llevar a 1 | con agua destilada y a pH 7’4
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Solucién de destenido (geles Coomassie)
7% dcido acético

20% metanol

Conservar a temperatura ambiente

Soluciéon de tincién azul de Coomassie
0'025% azul de Coomassie G-250

20% é&cido acético

Conservar a temperatura ambiente

Solucion de tincién X-Gal
5 mM K3(Fe"(CN),)

5 mM K4(Fe'(CN),)

2 mM MgCl,

1 mg/ml X-Gal (5-bromo-cloro-3-indol-B-D-galactopiranésido)
Preparar fresco justo antes de la reaccién de tincién

SSC 1x
0’15M NaCl
0’015M sodio citrato

Conservar a temperatura ambiente

TAE 1x
40 mM Tris-acetato
TmM EDTA pH 8°0

Conservar a temperatura ambiente

Tampén de carga SDS 2x (proteinas)

25 ml TrisCL/SDS pHé'8 (0'5M Tris-Cl, 0’4% SDS)

20 ml glycerol

4 g SDS

3'1 g DTT

1 mg azul de bromofenol

Llevar a 100 ml
Conservar a —=20°C

Tampén de electroforesis de proteinas 5x
0"125M Tris

0'96M glicina

0'5% SDS

Conservar a 4°C

Tampon de electroporacion 2x
40 mM HEPES (Gibco BRL), pH 7
274 mM NaCl

10 mM KCl

1’4 mM Na,HPO,
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Apéndice de Reactivos

12 mM glucosa

0’2 mM 2-B-mercaptoetanol (Sigma)

H,O (Sigma, for embryological use)
Preparar fresco el dia de la electroporacién

Tampoén de lisis (extraccion de ADN de clones ES)

10 mM Tris-HCI, pH 7’5

10 mM EDTA

10 mM NaCl

— autoclavar - + 0'5% sarkosil

Conservar a temperatura ambiente y afadir 100 ug/ml de proteinasa K (Roche) antes de
usar

Tampon de lisis B desnaturalizante (extraccion de proteinas)
100mM NaH,PO,

10mM TrisCl

8M urea

Ajustar a pH 8’0 con NaOH
Conservar a temperatura ambiente

Tampén de transferencia de proteinas

3’03 g TrisCl

14’4 g glicina

150 ml metanol

Llevar a un litro (afadir el metanol antes de usar)

TE1x
10 mM TrisHCI pH 7’5
1T mM EDTA pH 80

Conservar a temperatura ambiente
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