
A) ~iI~4

UniversidadComplutensede Madrid
Facultadde Biología

Departamentode Bioquímicay BiologíaMolecular 1

*53095667791
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

LA FAMILIA DE GENESDE
CARACTERIZACION Y

LA QUERATINA 6:
REGULACION

TesisDoctoral
JoseManuel NavarroEspinel

Madrid, 1992

V0B0 del Ponente V0B0 del Director

Noval



Estetrabajodeinvestigaciónha sidodesarrolladoen
el Departamentode Biología Celular y Molecular
del CIEMAT bajo la dirección del Dr. JoseLuis
JorcanoNoval.



Quisieramostrarmi agradecimientoatodasaquellaspersonasque
hancolaboradoen el desarrollode estatesis. En particularaalgunosde
ellos: Carmen Segrelles,por su fabuloso apoyo técnico y sin par
compañerismo.Jose Casatorres,cuya ilimitada pacienciay valiosas
ayudas científicas nunca agradecerélo suficiente. Pepe Almendral
participéactivamenteen la primerapartede estetrabajo.JárgKlug me
ayudé con los footprints. Y también a Jesds(claro estA), JoseLuis,
Angel, Llanos, Mirentxu, Juan Carlos, Jose Carlos, Montse, Angus,
Sole, Pilar, Cristina, Fernando,Rodolfo, Txusmay todos los demás
miembrosdel laboratorio.

Y ya, en un plano másextralaboral, todos aquellos que han
contribuido con su amistad a hacer de este periodo algo difícilmente
olvidable(ojo, los del laboratoriotambiénentráisaquí): Carmen,Javier,
Sabine,Ana, Angel, Rosa, Isabel, Luis, Qus, Pepa,Juan,Olga,Elvira,
y especialmenteCandelasy Loreto, y todos aquellosque no cito aquí
simplementepor no hacer otro apartadode la tesis.



INDICE

1. INTRODUCCION 1
1.1. INTRODUCCION GENERAL 2

1.1.1. Microtúbulos 2
1.1.2. Microfilamentos 2

1.2. FILAMENTOS INTERMEDIOS 3
1.2.1. Estructura de los Filamentos Intermedios 4
1.2.2. Proteínas de la familia de los Filamentos Intermedios: Proteínas de

tipo III 5
1.2.3. Proteínas de tipo IV 7
1.2.4. Proteínas de tipo y 7
1.2.5. Proteínas de tipo VI 8
1.2.6. Origen de los Filamentos Intermedios. 9

1.3. PROTEíNAS DEL TIPO 1 Y II: QUERATINAS. 9
1.3.1. Expresión y estructura. 9
1.3.2. Función. 12
1 .3.3. Expresión de queratinas en epidermis. La queratina 1(6. 13
1.3.4. Genes 15
1.3.5. Expresión de los genes de Queratinas. 17

1.4. OBJETIVOS 20
2. METODOS 22
2.1. Material biológico 23
2.2. Medios de cultivo y mantenimiento. 23
2.3. Soluciones básicas para métodos de biología molecular. 24
2.4. Amplificación de la genoteca. 24
2.5. Análisis de la genoteca. 25
2.6. Extracción y preparación de DNA plasmldico. 25
2.7. Manipulaciones enzimáticas básicas con DNA. 25
2.8. Electroforesis de ácidos nucleicos. Recuperación de fragmentos de DNA. 25
2.9. Obtención de RNA 26
2.10. Marcado radioactivo. 26
2.11. Preparación de extractos nucleares. 27
2.12. Ensayos de retardo en gel. 28
2.13. Foatprinting 28
2.14. Secuenciación de DNA. 28
2.15. Hibridaciones. 29
2.16. Deleciones. 29
2.17. Transfecciones. 29
2.18. Ensayos CAT. 30
2.19. Materiales. 31
2.20. Medios informaticas. 31
3. RESULTADOS 32
Nota preliminar 33
3.1 ESTUDIO DEL GEN DE LA QUERATINA BK6c 34

3.1.1 Caracterización del clon ~4K6. 34
3.1.2 Búsqueda del gen 61(6. 36

3.1.2.1. Preparación de la sonda 36
3.1.2.2. Amplificación de la genoteca 37
3.1.2.3.Búsqueda en la genoteca. 37
3.1.2.4 Analisis de los clones 38
3.1.2.5 Caracterización de los clones. 40
3.1.2.6. Secuenciación del extremo 3’ 44
3.1.2.7. Expresión de K6c 45
3.1.2.8. Secuenciación de la zona 5’ 48
3.1.2.9. Secuenciación y comparación de los intrones. 51

3.1.3. Análisis del promotor de K6c 54
3.1.3.1. Preparación de los clones. 54



3.1.3.1.1 Obtención del promotor proximal 54
3.1.3.1.2 Preparación del promotor proximal 56
3.1.3.1.3 Preparación de los clones conteniendo la parte

distal del promotor 58
3.1.3.2. Actividad del promotor de la K6c. 58

3.2. ELEMENTOS IMPLICADOS EN LA REGULACION DE LA EXPRESION DEL GEN
DE LA BK6 60

3.2.1. Determinación de los fragmentos del enhancer que unen proteínas
nucleares. 60

3.2.2. Caracterización por footpñnting de las zonas de unión. 63
3.2.3. Preparacion y análisis de nuevos fragmentos del promator de BKG. 66
3.2.4. Competiciones. 71
3.2.5. Actividad de los fragmentos del enhancer de BK6. 74
3.2.6. Efecto del ácido retinoico en la actividad del enhancer del gen de la

6K6. 75
3.2.7. Factores que se unen al promotor de la BK6 en lineas epidermicas. 76

4. DISCUSION 80
4.1. DISCUSION BK6c 81

4.1.1. La queratina 6: una minifamilia de genes. 81
4.1.2. Relación entre genes humanos y bovinos. 83
4.1.3. Comparación de los intrones. 85
4.1.4. Expresión de BK6c. 85
4.1.5. Posibles elementos reguladores del gen BK6c 86

4.2. DISCUSION BK6 89
4.2.1. Efecto del acido retinoico en la expresion de los genes de queratinas. 89
4.2.2. El elemento AP-1 91
4.2.3. El elemento ARO. 93
4.2.4. La “caja epidérmica”. 95
4.2.5. Regulación de la queratina 8K6. 96

5. CONCLUSIONES 97
6. BIBLIOGRAFíA 100



Si no puedesconvencerlos,conflindelos.

Tmman



ABREVIATURAS

Aminoácido
Acetil coenzimaA
Cloramfenicolacetiltransferasa
Colaboradores
Cuentaspor minuto
Bromurode cetil trimetilamonio
Dalton, kilodalton
Deoxinucleótidotrifosfato
Ditiotreitol
Epidermolisisampollosasimple
Acido etilendiamintetraacético
Factorde crecimientoepidérmico
Acido etilenglicol-bis(2-aminoetil-eter)-N,N,N’ ,N’ -tetraacético
Figura
Proteínaácidafibrilar de la gUa
Receptorde glucocorticoides
Elementode respuestaa glucocorticoides
FragmentoPstI-XmnIdel enhancerde la BK5
FragmentoHindIII-XhoII del enhancerde la BK6*
Filamentointermedio
Interleukina
Isopropil-/3-D-tiogalactopiranésido
Kilob ase
FragmentoMnlI del enhancerde la BK6*
Neurofilamento
Factorde crecimientonervioso
Fluorurode fenilmetilsulfonilo
Volumen de célulasempaquetadas
Parde bases
Polietilenglicol
Acido retinoico
Receptordel ácido retinoico
Elementode respuestaal ácido retinoico
Revolucionespor minuto
Dodecil sulfato sódico
Factorde crecimientotransformante
Timidina quinasa
12-0-tetradecanato-13-acetatode forbol
Unidad formadorade placa
Volumen
5-Br-4-CI-3-indolil-¡3-D-galactopiranósido.

aa
AcetilCoA
CA]?
cols.
cpm
CTAB
D,kD
dNTP
Dli?
EBS
EDTA
EGF
EGTA
fig
GFAP
GR
GRE
HP
HX
IF
IL
IPTO
kb
Mnl
NF
NGF
PMSF
PCV
pb
PEG
RA
RAR
RARE
rpm
SDS
TGF
TK
TPA
ufp
vol
X-gal



1 J[NUVROFD U CORO N



2

1.1. INTRODUCCION GENERAL

En las célulaseucariotascoexistende manenubicuados sistemascitoesqueléticos:
microtúbulosy microfilamentos.Además,en la mayoríade las célulasde los vertebrados
y en algunosinvertebradosse puedeencontrarun tercer sistema, llamadode filamentos
intermedias. Este tercer sistema de filamentos intermedios (IF) difiere sustancialmentede
los otros dos en varios sentidos, el principal de los cualestal vez sea su diversidad: tanto
los microfilamentos de actina como las proteínas que forman los microtúbulos están
codificados por familias multigénicas, pero presentan unas pocas formas muy homólogas
entre sí. Sin embargo los IF muestran tina sorprendente diversidad de proteínas, específicas
de cada tipo celular. Además, mientras que las funciones de los citoesqueletos de actina y
microtúbulos son conocidas desde hace bastante tiempo,, no ocurre así en el caso del
citoesqLíeleto de IF, donde sólo muy recientemente (¡991) han empezado a conocerse los
primeros datos sobre su utilidad.

1.1.1. Microtábulos

Los microtúbulosestán formados por el ensamblaje de dos proteínas,ay ¡3 tubulina,
de unos 55 lcD cada una, formando dimeros af3 que se agrupan de forma helicoidal,
generandotúbulos huecosde unos25 nm de diámetro,con 13 subunidadespor vuelta. Su
ensamblajeestá asociadoa la hidrólisis de GTP a GDP, y al parecerexisteun equilibrio
dinámicoentrela proteínapolimerizaday disociada(Kirschner, 1978; Timasheff, 1979). El
ensamblajede los microtúbulosestá polarizado,y en la mayoríade los casosse realizaen
los llamados “centros organizadores”:centrosomas,centriolos del huso mitótico, cuerpos
basalesy, en neuronas, la membrananuclear. Presentanun gran número de proteínas
asociadasa ellos (Olmsted, 1986) y su función estáasociadacon la motilidad: movimiento
de cromosomasy croinátidasdurantemitosis y meiosis (Mitchinson, 1988),progresiónde
gránulosde secrecióndesdeel aparatode Golgi a la membranacelular, flujo axoplasmático
de neuronas(Vale, 1987) y, en asociacióncon la dineina, formación de cilios y flagelos
(Porter y Johnson,1989).

En mamíferos,las tubulinasestán codificadaspor familias multigénicas (Cowan,
1984; Sullivan, 1988), en las que la mayor partede los elementosson pseudogenesno
funcionales.Existe una expresióndiferencial de los genesde las tubulinas, lo quepodría
implicar una diversidadfuncional de los diferentesisotipos.No obstante,recientementese
ha demostradoel libre intercambio de isotipos entre diferentes clases funcionalesde
mícrotúbulosen célulasen cultivo (Lewis y cols., 1987).

1.1.2. Microfllamentos

Los microf¡lamentos,con un diámetrode 5-7 nm,estáncompuestosprincipalmente
de actina. La actina representala proteínamás abundanteen la mayoríade las células
eucariotas,suponiendoentreel 5-10% y en ocasioneshastael 25% del total del contenido
proteico celular. Existe en dos formas: globular (G-actina) y fibrilar (F-actina). El
ensamblajede la actina, tambiénpolarizadocomoen el casode los microtúbulos,precisa
de una moléculade ATP por molécula de G-actina. En mamíferos,la actina presentaal
menosseis isoformasdiferentes:unaen músculoesquelético,otra en músculocardiaco,dos
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en músculo liso y dos citoplásmicas(Vandekerckhovey Weber, 1987). Las diferentes
formas de actina parecenestar codificadaspor familias multigénicas, y en el caso de
humanosse han identificado30 genes(Sorianoy cols., 1982). No obstantetodo esto, las
diversasisoformaspresentanunahomologíadel 90%, y las divergenciasafectana cambios
en aminoácidossin variar la estructurade su grupo radical. Pese a la diversidad de
isoformas, su expresión específicade tejido y regulaciónde la expresión durantela
diferenciaciónmuscular, in vitro las diferentesproteínasson intercambiables(Gunning y
cols., 1984).

Aunque sus funciones son diversas, su papel principal está relacionadocon la
contracción, tanto en músculo liso como estriado. En células no muscularestambien
intervienenen procesosde contraccióncelular relacionadoscon el mantenimientode la
morfologíacelular y el movimientoanieboide(Warrick y Spudich, 1988).

1.2. FILAMENTOS INTERMEDIOS

El sistemacitoesqueléticode II? recibeestenombrepor presentarun diámetroentre
8 y 11 nm, intermedioentremicrotúbulosy microfilamentos.La principal característica
diferencialde estegrupoesquecomprendeunaamplia familia de proteínasqueseexpresan
diferencialnienteen los diferentestipos celularesdel organismo,variandoinclusoel patrón
de IP en un mismo tipo celular durantela diferenciacióndel mismo (Frankey cols., 1981
y 1982; Steinerty Roop, 1988). Debido a esta definida forma de expresión,los IF son
ampliamenteutilizados como marcadoresmolecularesde diferenciacióncelular, siendo
ademásherramientashabitualesen anatomíapatológica,empleándosehabitualmenteen la

Tabla 1. Tipos defilamentosintermedios

Tipo de
secuencia

Nombre Origen Númerode
polipéptidos

Pesomolecular
(lcD)

Queratinas
ácidas

Epitelios 1~ís 40-60

II
¡______________

III

Queratinas
básicas

Epitelios 15 50-70

Vimentina
Desmina
GFAP
Periferina

Mesénquima
Músculo
Glia
Neuronas
periféricas

1
1
1
1

53
52
51
57

1

IV Neurofilamentos

cy-Internexina

Neuronas

Neuronas

57-150

j_66
3 60-70y Laminas ¡_Láminanuclear

Nestina Neuroectodermo‘1vi 240
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tipificación tumoral, pues cadatumor, segúnsu origen y desarrollo,expresa una diferente
combinaciónde IF (Molí y cols., 1982; Osborny Weber, 1989).

A partirdedatosinmunológicos de reactividadconanticuerposy segúnlas secuencias
de DNA y proteínasde los IF, sedividió a estosen uit principioen cinco grupos(L.azarides,
1980 y 1982; Steinerty cols., 1985). Conposterioridad,el descubrimientode nuevostipos
de IP, así como el conocimiento de nuevos datos sobre ellos han hecho variar la
clasificaciónde los IF hastaquedaractualmenteen la quese muestraen la tabla1, basada
en Steinerty Roop (1988): El tipo 1 constade queratinasácidas.El tipo II, de queratinas
neutro-básicas.El tipo III incluye la vimentina,desmina,proteínaácidafibrilar de la gUa
(GFAP) y periferina. El tipo IV estaformadopor los neurofilamentosy la a-internexinay
el tipo y por las laminas. Por último se encuentrael grupo VI, que incluye la nestina
(Lendahíy cols., 1990) queaún no ha sido asignadaa ningún tipo de los anteriores.

1.2.1. Estn¿ctum de los Filamentos Intennedios

Del estudiode las secuenciasde los IP sededucequetodos los miembrosde esta
familia estánconstruidosde unaforma similar (Fig. 1): todosellostienenun dominiocentral
de estructuraa-helicoidal formado por 311-315za (356 en el casode las laminas).Esta
región estáaltamenteconservada~ademásdel tamaño,en lo quea su estructurasecundaria
se refiere, y seencuentraflanqueadapor dos regionesterminalesde tamafio y composición
variable, de tal forma que las diferencias en tamailo y propiedadesde las distintas
subunidadesde los IP sedebenprincipalmentea los dominiosterminalesvariables,mientras
que el dominio central conservadoes responsablede la uniformidad estructuralde los IF
(Webery Geisler, 1984 y 1985; Steinerty cols., 1985).

En todos los IF, el dominiocentral esde estructuraa-helicoidal.Esto significaque
la estructurade estos dominiosconstade sucesionesde 7 za, o héptadas,en las cualeslos
residuos1 y 4 son generalmentede naturalezaapolar(Hendersony cols., 1982; Webery
Geisler, 1984). Esta estructuraa basede repeticionespermiteque los residuosapolares
aparezcanhaciael exterior de la moléculaen unazonadefinida, y favoreceel quedos de
estas hélices se asocienenfrentandosus respectivaszonas apolares,formándose una
estructura cuaternariade forma nuevamentehelicoidal querecibe el nombrede coiled-coil
(Crick, 1953; McLachlan, 1978;McLachlan y cols., 1982).

El dominiocentrala-helicoidalno escontinuo,sinoquesetratamásbiende cuatro
subdominiosdenominadoslA (35 zade longitud), lB <101 za), 2A (19 aa) y 2B <121 ea),
entre los cualesse encuentrantrescortassecuencias,denominadasespaciadoreso linkers,
incapacesde formar una coiled-coil. En general, la longitud y localización de estos
espaciadoresestá conservada(Steinert y Roop, 1988). El espaciadorLI conecla los
segmentoslA y iB, y es de estructurano helicoidal y relativamentevariableen su longitud
(8-14 za). El espaciadorL2 (8 za)conecta2A y 2B y esa-helicoidal,si bien suestructura
no es en héptadas.El espaciadorL12 <16-17za), queunelos segmentoslB y 2A, tieneuna
secuenciade la forma (hidrofflico-apolar)4, que le permite adoptarunaconformaciónen
láminafi. Sin embargo,en las laminastodos los espaciadorestienenestructuraa-helicoidal,
aunquemantienenla longitud común. La longitud total del dominio central conservadoes
dc 45-48 nm.
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El dominiocentralen los tipos 1-VI es
rupturade la estructuraenalfa-hélice.

Ademásdeestosespaciadores,todoslos IF contienenunadiscontinuidaden el centro
del segmento2B querompe la regularidadde las héptadas.También se encuentranmuy
conservadoslos residuos8-20en el segmentolA y los últimos 30 residuosdel segmento2B
(Crewthery cols., 1983).

Los segmentosterminalesde los IP son hipervariables,aunquetambién se puede
encontrar en ellos algunossubdominios sin estructuradefinida basadosen secuencias
homólogas(H), variables(V) y de carácterfuertementebásico(E), hallándoseestasúltimas
en los extremosC- o N- terminales.(Jorcanoy cols., 1984b; Weber y (Jeisler, 1984;
Steinerty cols., 1985; Steinerty Roop, 1988). Estos subdominiosde los extremosson
característicosparacadasubgrupodentrode los IP.

La homologíade secuenciaen los IP esde un 30-50%entredostipos, perode basta
un 50-90% dentrode un tipo determinado.Una zonaespecialmentebien conservadaes el
final de la a-hélice, donde se encuentrauna secuenciaTYRKLLEGE que aparececii
prácticamentetodos los filamentosintermedios(Hanukogluy Fuchs,1983;Jorcanoy cols.,
1984ay b; Albers y Fuchs,1987).

¡.2.2. Proteínasde la familia de los FilamentosIntennedios:Proteínasde tipo III

Estafamilia estáformadapor la vimentina,la desmina,la proteínaácidafibrilar dc
la glia (GFAP) y la periferina.

u
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La vimentina, con un pesomolecularde 53 kD, presentaun complejo patrón de
expresión. Se encuentraprincipalmenteen células de origen mesenquimal (endotelio
vascular,fibroblastos,etc.).Tambiénseencuentrade forma transitoriaen granvariedadde
tipos celularesantesde queseanirreversiblementedeterminadoshaciaun fenotipototalmente
diferenciado,y en algunosde estos casossecoexpresacon los IP característicosdel tipo
celular maduro. Igualmenteapareceen gran número de lineas celulares en cultivo,
independientementede su origen embrionario(Lazarides, 1982; Traub, 1983). Cuandose
coexpresacon otros IF, la vimentinapuedecopolimerizarcon ellosen el mismo filamento,
comocon la desmina(Quinían y Franke, 1982),el GFAP (Quinlan y Franke, 1983) y los
neurofilamentos(Monteiro y Cleveland,1989), o bien formar filamentosseparadosen una
mismacélula,comosucedecuandosecoexpresaconqueratinas(McCormicky cols., 1991).

Al igual queparalos demAsIP, la funciónde la vimentinaesdesconocida,aunque
se suponeque debeteneralgún papel en la resistenciamecánicade los tejidos que la
expresan,pueslos filamentosdevi mentinason capacesderesistir tensionescapacesincluso
de romperla actina(Janmeyy cols., 1991).

En los últimos afios sehanrealizadodescubrimientosquepermitensospecharquela
carenciade esta proteínaconducea la formación de tumores. Así, se ha visto que la
transfeccióncon un cDNA de vimentina es capazde revertir un fenotipo transformado
(Eiden y cols., 1991). Igualmente,la adición de cAMP a células CHO transformadas
provocala fosforilación y polimerizaciónde la vimentina comopasoprevio a la reversión
del fenotipo transformado(Chan y cols., 1989), todo lo cual sugierequela integridaddel
citoesqueletode vimentinaes necesariaparael no desarrollode transformacióncelular.Sin
embargo,estosdatos debensertomadoscon precaución,puestoqueexistenotros muchos
tumoresqueexpresanvimentina.

El gen de la vimentinaesde copia única (Quax y cols., 1983; 1984a; 1984b).

La desmina(53 kD) estátambiéncodificadapor un gende copiaúnica(Quaxy cols.,
1984ay 1984b; Capetanaidy cols., 1984). Su expresiónestá prácticamenterestringidaa
células musculares(Debus y cols., 1983) y se inicia en el momentoen que las células
miogénicasabandonanel ciclo celular, en un estadio tempranode la miofibrillogénesis
(Pischman, 1986). Conforme se desarrollanlas células muscularesla expresión de la
desminase intensifica,pero su localizaciónse restringea la parteexterior de los discos2,
tanto en músculoesqueléticocomo cardiaco.También sepuedeencontraren las regiones
de contactocelular y en la zonainterfibrilar de las célulasmuscularesadultas(Ip, 1988).

La funciónde la desminano estáclara: Schultheissy cols. (1991)han observadoque
la transfecciónde unaversión truncadade la desminadesorganizapor completola red de
filamentos de vimentina de los mioblastosy las redesde desminay vimentina de los
miotubos,aunqueno pareceafectarparanadala formacióny contraccióndelas miofibrillas.

La proteínaácidafibrilar de la glia (GFAP), de 51 kD, seencuentrapresentede
forma abundanteen los astrocitosdel sistema nerviosocentral. Los precursoresde estos
astrocitossintetizanvimentina,cambiandoa GFAP cercadel nacimiento(Bovolentay cols.,
1984). La GFAP pareceestarimplicadaen la emisión por los astrocitosde prolongaciones
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citoplásmicasinducidaspor contactoconlas neuronas(Weinsteiny cols.,1991).

La periferinaes el último IP del tipo III. Seexpresade maneraespecíficaen ciertas
poblacionesdeneuronas,principalmenteperiféricas.Sucaracterísticamáspeculiares que,
al menosen ratón, un único gen sufresplicing alternativo para resultaren al menos3
proteínasdc 56, 58 y 61 kD (Landon y cols., 1989).

1.2.3. Proteínasde tipo IV

Estegrupo, de expresiónrestringidaa neuronas,englobalos tres neurofilamentos:
NF-L (60 kD), NF-M (160kD) y NF-H (200 kD). Las diferenciasde tamafio son debidas
principalmentea los extremoscarboxiterminales.Existe una diferencia temporal en su
expresión duranteel desarrollo: NF-L y NF-M comienzana ser expresadosen el feto,
mientrasqueel NF-II no seexpresade forma apreciablehastael periodopostnatal(Julien
y cols., 1986).Lastresproteínasparticipanen la formacióndel filamento, aunqueel NF-L
escapazpor si solo deformar un IP. Al parecer,NF-L forma la estructuracentral,mientras
que los otros dos se encuentraninsertadosen ella, sobresaliendolos largos extremos
carboxiterminales.Estosextremos,además,se encuentranaltamentefosforilados (Julien y
Mushynski, 1983), y permiten la interacción con otras estructurascelulares(Hisanagay
Hirokawa, 1988). Al parecer,el NF-H está implicado en la formación de puentesinter-
filamentosos(Hirokaway cols., 1984).La sobreexpresióndeNP-L en ratonestransgénicos
tienecomoresultadola acumulaciónde estaproteínaen diversostipos celulares(músculo,
riñón), sin aparenteefecto.En neuronasperiféricas,la sobreexpresiónni siquieraproduce
un aumentodel calibredel axón (Monteiro y cols., 1990).

En estegrupo sesueleincluir tambiénla a-internexina(66 kD), llamadaasípor su
facilidadparaasociarsein vitro conotros filamentosintermedios,concretamentevimentina,
GFAIP y N?F-L, mientrasqueno lo hacecon NF-H. Estaproteínaseexpresaen neuronas,
aumentandocuandoNF-L disminuye,y viceversa,lo quesugierequea-internexunay NF-L
tienenfuncionesdiferentesduranteel desarrollo(Fliegnery cols., 1990). La estructurade
su gen essimilar a la de los neurofilamentos(Ching y Liem, 1991).

1.2.4. Proteínasde tipo y

En estegruposeincluyenlas proteínasdel nucícoesqueletoo laminas(Franke,1987).
Formanpartede la lámina nuclear, una densacapaproteicainmediatamentesubyacentea
la membrananuclearinternaen el núcleo interfásico.Las laminasparecenestarpresentes
en todos los organismoseucariotas(Dóring y Stick, 1990). Sepuedenclasificaren laminas
de tipo A, ácidas y B, neutras.Las de tipo B aparentanser de expresiónconstitutiva,
mientrasque las de tipo A tienenunaexpresiónaltamentereguladaduranteel desarrolloy
la diferenciación(Nigg, 1989; Róber y cols, 1989). En mitosis, durantela metafase,las
laminasson fosforiladasen residuosconcretosy se despolimerizan,quedandolas laminas
de tipo B asociadasa vesículasnucleares,mientrasque las laminasde tipo A permanecen
en forma soluble (Geracey Blobel, 1980; Burke y (3erace, 1986). Esta fosforilación se
realizaen zonascercanasa la a-hélicey está mediada,al igual queen la vimentina<Chou
y cols., 1990), por la proteínainductorade mitosisp34~~queen conjuncióncon la ciclina
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B es responsablede la inducción de mitosis (Ward y Kirschner, 1990; Heald y McKeon,
1990; Peter y cols., 1990; Heitlinger y cols., 1991). En mamíferos y aves se han
identificadotresproteínasmayoritarias,llamadaslaminasA, B y C (tambiénllamadaB2, por
perteneceral tipo B), aunquesesospechaquedebenexistirmás.En anfibios,sehandescrito
al menoscinco,y unao dosenalgunosinvertebrados(Krohney Benavente,1986;Verbeijen
y cols., 1988).Suspesosmolecularesson similares(entre60 y 80 kD), peropuedendiferir
mucho en sus pI. Son proteínasbastanteconservadasen todas las especiesanimales
estudiadas,y ciertostinos celularesparecenexpresarun patrónespecificode laminas.

Característicadiferencialdelas laminasconrespectoal restodelos IFsesquedebido
a una inserción, la a-hélice central tiene una longitud de 360 ea, en vez de los 310
habituales.Por lo demás,la estructurade las proteínasessimilar. La diferenciade tamaño
entre las distintaslaminassedebea los largos extremosC-terminales(McKeon y cois.,
1986; Fishery cols., 1986). En estosextremosexiste una señalde transporteal núcleo
(Loewingery McKeon, 1988),quees reconocidapor un receptorespecificode la envoltura
nuclear(Wormany cols., 1988 y 1990). También en estosextremosexistencisteinasque
les permitenunirse covalentemente.Unade estascisteinasseencuentraen una secuencia
CSIM implicadaen la unión a membrana,de forma similar a las secuenciasCaaX de las
proteínasp2l (Holtz y cols., 1989)y, al igual queen p2P”, estacisteinaesnecesariapara
la modificaciónde la proteínay unión a la membrana(Votburrr y gola., 1939), En los
extremosN-terminalesse encuentrauna secuenciaconsensode fosforilación para p

34~
(Petery cols., 1990).

Las laminas B parecenser responsablesde la unión de la lámina nuclear a la
membrananuclearinterna. Son las primerasen expresarse,y forman la estructuraa la que
despuesse unen las otras laminas. También constituyen un sitio de unión para el
citoesqueletocitoplásmicode IP (Georgatosy Blobel, 1987; Capcoy cols., 1982; Carmo-
Fonsecay cols., 1987), unión que seefectúaprobablementepor mediaciónde la plectina
(Foisnery cols., 1991).

Al contrarioquela B, la lamina A se unea la cromatinainterfásica(Yuan y cols.,
1991) y a los cromosomasmetafásicos(Burke, 1990; Glassy Gerace,1990),lo quesugiere
una función en la organizaciónde la cromatina.Diffley y Stillman (1989) han propuesto,
basándoseen una fuerte homologíade secuenciaentre ciertas zonas de las laminas y
determinadosfactoresde transcripeión,queestosdostipos deproteínaspuedeninteraccionar
entresi paraactuarsobreel DNA.

1.2.5. Proteínasde tipo VI

En esta familia se encuentraexclusivamentela nestina(Lendahíy cols., 1990),
proteínaexpresadade formaespecíficaen célulasmadre(sien) del sistemanerviosocentral
(neuroectodermo)durante la embriogénesis,donde coexistecon la vimentina. Tras la
diferenciaciónterminal, la expresiónde la nestinacesa. También se expresa,en bajos
niveles, en el músculoesqueléticoduranteel desarrollo.
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1.2.6. Origen de los FilamentosIntennedios.

Se han identificado en invertebradosalgunasproteínasdel tipo de los filamentos
intermedios.Los datosde quesedisponeen anélidos,nemátodosy moluscosindican que
en ellos la complejidades muchomenor, existiendosólodos prototiposde IP: uno neuronal
y unono neuronal.En general,dentrodel tipo no neuronalseencuentrandos proteínas<A
y B), capacesde formar homo-o heteropolimeros.En el caracolHeIlxpomatiaestasdos
proteínasseoriginan a partir de dos mRNAsprocedentesde un único geny procesadosde
forma diferencial, teniendoel filamento A el extremocarboxiterminalmás largo que el
filamentoB (Webery cols., 1988).

Los IP de invertebradostienendosrasgosen comúnconlas laminasnuclearesy que
no se encuentranen los IF citoplásmicosde vertebrados:El dominiocentralcon 42 aa (6
héptadas)adicionalesen la hélice lB y unazona de alta homologíade secuenciaen el
extremocarboxi-terminal(Webery cols., 1988, 1989). Igualmente,la estructurade los
intronesdel gen de IP no neuronalde Heli.x pomosiaes similar a la de los IP de tipo III
(Dodemonty cols., 1990). A partir de estos datosy otros, se ha propuestoque los IP
derivan de un precursor similar a las laminas, que posteriormenteperdió la seflal de
localización nuclear (que fue sustituidapor un intrón) y el motivo CaaX de unión a
membrana,con lo cual los filamentosresultantesquedabanliberadosde la obligaciónde
ensamblarseen el núcleo(Dodemonty cols., 1990; Dóring y Stick, 1990). A partirde ahí,
lasdiferentesproteínasquecomponenlos IP evolucionaronprobablementepor combinación
del dominiocentral conservadocon diferentesdominioscarboxiterminales(Dóring y Stick,
1990).

En plantassehan encontradotambiénproteínassimilaresa IP, peroal parecerno se
distribuyen en filamentos, sino o bien de forma fibrosa, o de forma asociadaa los
microtúbulos(Goodbodyy cols., 1989). Se ha identificadotambiénunaproteínasimilar a
la queratina8 (Rossy cols., 1991).

1.3. PROTEINASDEL TIPO 1 Y II: QUERATINAS.

Las familias 1 y II comprendenlas queratinas,responsablesde la formación de los
IP de células epiteliales. En ocasionesse da este nombre tambiéna los filamentosde
queratinasde escamasy plumas,cuyo nombreconectoes fi-queratinas.Con un tamañode
3 nm, estasfi-queratinasestáncompuestaspor proteínasde 10-20 kD y representanuna
familia degeneseliminadaen la evoluciónde los mamíferos(Frazery cols., 1972). Sin
embargo,si se incluyenen estegrupode queratinasepitelialeslas diez a-queratinas(cinco
de tipo 1 y cinco de tipo II) característicasdel pelo,expresadasúnicamenteen los tricocitos
de los folículos pilosos, uñas y algunas papilas linguales, y cuyas propiedadesson
ligeramentediferentesa las del resto de la familia, particularmenteen la existenciade
numerososresiduosde cisteina(Heid y cols., 1986 y 1988ay b).

1.3.1. Expresióny estructura.

Las queratinassehanencontradoen los citoplasmasdela casi totalidadde las células
epiteliales.En humanos,se han caracterizadopor ahora20 proteínasepiteliales(Molí y
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cols., 1982; Steinerty cols., 1985 y 1988; Molí y cols., 1990)

.

MW

Las queratinas son Tipo
muy similares en todos los 70
vertebrados, y se pueden 2

Iibx
dividir en dosgrupossegúnsu
homologíade secuencia: las
de tipo 1 son en generalmás 5

pequeñas (40-62 kD) y O

relativamenteácidas(pl =4.5-
5.5), mientrasque las de tipo 60
II son mayores(53-67 kD) y
más básicas (pl =5.5-7.5)
(Fig. 2). En contraste con
otros tipos de IF, las 4
queratinas son
heteropolimeros obligados 74 tv4 5!4 4?9 pH
(Eichner y cols., 1984 y flg. 2. ClasIficación de las queratinas según su
1986; l-{atzfeld y Franke,
1985; Giudice y Fuchs, comportamientoen electroforesisbidimensional.
1987),esdecir, quepara la elaboraciónde un filamentode queratinashacenfalta cantidades
equimolaresde los tipos 1 y II. La formacióndel filamentoes un procesoqueno requiere
fuentesde energíani otros factores. In vta-o, bajo determinadascondicionesiónicas, el
filamentose forma espontáneamente(Hatzfeld y Franke,1985).La figura 3 esquematizael
ensamblajedel filamento. El primer paso implica la formación de un dímero de dos
moléculaspor interacciónde los dominioscentralesa-helicoidalesde éstas.En el casode
las queratinas,los filamentos se forman a partir de heterodímeroscompuestosde una
moléculade cadatipo, alineadasen paralelo(Crewthery cols., 1983; Coulombey Fuchs,
1990; Matzfeld y Weber, 1990; Steinert, 1990). El tetrámerose forma a partir de dos
dímerossituados de forma antiparalela(Geisler y cols., 1985), y a partir de aquí los
tetrámerosseasocianparaformar los filamcntosde 8 nm, queconstande 32 moléculaspor
sección(Weber y Geisler, 1984; Stcinert y cols., 1985; Eichner y cols., 1986). Se ha
propuestoqueel filamentocomienzaa formarsejuntoa la membrananuclear,extendiéndose
haciala periferia celular, aunquelos tetrámerossepuedenunir al filamentoen cualquier
partede éste (Albers y Fuchs, 1989; Miller y cols, 1991; para una revisión sobreel tema
ver Coulombey Fuchs, 1990 6 Steinerty Liem, 1990).

El IP de 8-II nm estácompuestopor los dominioscentralesentrelazados,mientras
quelos extremosamino- y carboxi-terminalessobresalendeél, siendodemasiadopequeños
para resultaren general visibles en microscopiaelectrónica(Steinerty Roop, 1988). El
extremocarboxi-terminalno pareceestar implicadoen la formacióndel filamento, puesla
queratina19, quecarecede él, escapazde formar filamentoscon normalidad,aunquetal
vez este dominio C-terminal esté implicado en la interacción con otros componentes
celulares (Bader y cols., 1986, Bader y cols., 1991). Sin embargo,el dominio central,
particularmentela secuenciaconsensoTYRKLLEGE, y el extremo amino-terminal si
parecenimportantes:su carenciaimpide la formación de filamentos, tanto en queratinas
(Albers y Fuchs, 1987 y 1989; Hatzfeld y cols., 1987; Magin y cols., 1987; Coulombey
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cols., 1990; McCormick y
cois., 1991; Hatzfeld y
Weber, 1991) como en
desmina(Kaufmann y cois.,
1985) y vimentina (Traub y
Vorgias, 1983).

Conposterioridada su
síntesis, las cadenas de IF
sufren modificaciones de
diversa índole, tales como
fosforilación, acetilación del -

pnmer aa, entrecruzamientos ____

y proteolisis (Traub, 1985).
La utilidad de estas
modificacioneses, en general, __________________

desconocida. Los complejos Ñg 3. Formacióndelfilamentode queratinasde JO nm a
formados por las queratinas partir de subunidadesde tipo ¡ y JI, mostrandolos niveles
son extraordinariamentede dímeroy tetrámero (A) y superiores(B).
resistentes,mucho más que
los formadospor los demástipos de IF (Frankey cols., 1983; Coulombey Fuchs, 1990).
Las queratinasson proteínasmuy estables,como demuestrael hecho de que, pesea ser
proteínasmayoritariasen las células (hastaun 40% de la proteínatota] en queratinocitosen
cultivo), la cantidadde mRNA que sepuedeencontrares relativamentepequeña(Stellmach
y Fuchs, 1989).

La expresiónde las queratinases un procesoaltamenteregulado.Así, cadatipo
celular epitelial expresauna combinaciónespecíficade queratinas,de tal forma que es
posibleidentificarel origen deunacélulaepitelialsegúnel patróndequeratinasquepresente
(Molí y cols., 1982; Eichnery cols., 1984; Quinlany cols., 1985). Igualmente,a lo largo
del desarrollouna misma célula puede expresardiversas combinacionesde queratinas
(Frankey cois., 1982). A partir de datos de expresióndiferencial, Sun y cols. (1984)
construyeronun modelo en el cual determinadosparesde queratinasson específicosde
diferentesrutas o tipos de diferenciaciónepitelial. Segúnestemodelocuantomáscomplejo
sea un epitelio mayores son los tamaños de los pares de queratinas que expresa
predominantemente,existiendosiempreuna diferenciade = 8 kD entrela queratinadetipo
U y la de tipo 1 (parauna relacióndel tamañode cadaqueratina,véasela fig. 3). Así, de
menoramayortamaño,las queratinas8 y 18 soncaracterísticasdelos epiteliossimples.Las
queratinas7 y 17 seencuentrantambiénen epiteliossimples,ademásde en ciertasglándulas
derivadasdeepidermis.Lassiguientesen tamaño,K6 y K16, son típicasdealgunosepitelios
estratificadosy de epidermissometidaa hiperproliferación.Las K5 y K14 se expresanen
la capabasal de la epidermis, y el par constituido por las queratinasK4 y K13 es
mayoritarioen los epiteliosestratificadosno queratinizadosde los órganosinternos(como
por ejemplo, lenguay esófago),mientrasque las queratinasK3 y K12 son específicasde
córnea.Finalmente,las queratinasde mayortamaño(1, 2, 9 y 10) son típicasde las capas
suprabasalesde epidermisqueratinizada(todos estos datos se encuentrandetalladamente
expuestosen Molí y cols., 1982, Sun y cols., 1984 y 1985). Se conocen,además,algunas

E
Filamento Intermedio ~8-11nm)

Dinero
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A
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rarasexcepcionesen las quequeratinastípicasde epitelio simple seexpresanen célulasno
epiteliales,comopor ejemploen célulasde endoteliomicrovasculary otrascélulasdeorigen
mesodérmico(Wu y cols., 1982; Kim y cols, 1987; Patton y cols., 1990).

1.3.2. Función.

En cuanto a la función de las queratinas, es por ahora en su mayor parte
desconocida.El citoesqueletode queratinasseextiendedesdela membrananuclearhastala
plasmática,dondeinteraccionacon los desmosomas(Denk y cols., 1985; Frankey cois.,
1987), al parecercon la desmoplaquina(Stappenbecky Green, 1992). Se ha propuestoque
tal distribuciónpuedetenerimportanciaen la transmisiónde informaciónentrela membrana
celulary el núcleo,con posiblesimplicacionesen el control de la expresióngénica. En este
contexto, recientementeha sido descubiertoque la integrina43. forma partedel complejo
hemidesmosómicoasociadoa la membranabasal (Steppy cols., 1990; Jonesy cols., 1991)
y es posiblepor tanto queestéasociadacon los IF de queratinasde las célulasepiteliales.
Las integrinas son receptorestrans-membranaque intercambianseñalesentre la matriz
extracelulary el interior celular. Normalmenteestánasociadasal citoesqueletode actina y
actúanrecibiendosefialesexternasy traduciéndolasen otras que afectanla organización
citoesquelética,forma y motilidad celular. En el sentidocontrario, cambiosintracelulares
puodcnmodificar la nfinid4d de la, Inteurlnaapor ciertosligandns. Quarantay Sanen(1991)
han revisadola relaciónentreintegrinasy citoesqueletode IP.

La existenciade queratinasen todos los vertebradosestudiadoshastaahoray la
conservaciónde sus secuenciasentreespeciessugiereuna importantefunción para estas
proteínas.Del mismo modo,la delicadamentereguladaexpresiónde las queratinasen pares
característicosen cada célula epitelial hace pensar que las diferentes proteínasson
responsablesde procesosespecíficosde cadatipo celular. Sin embargo,los datosde quese
dispone se contradicen con estas suposiciones.In virro, la combinaciónequimolar de
cualesquieraproteínasde tipo 1 y 11 en las adecuadascondicionesconducea la formación
de filamentos,inclusoentrequeratinasde distintasespecies,aunquela fuerzade interacción
varía según el par. Este fenómenoha recibido el nombre de promiscuidad(Hatzfeld y
Franke, 1985). Iii vivo, la microinyeccióno transfecciónde mRNAs de epidermisen lineas
celularesepitelialesde la mismao distinta especie(que expresanlas queratinastípicasde
epitelio simple KB y Kl 8) no pareceproducir ningúnefecto. Las queratinasepidérmicasse
integranen el citoesqueletoendógenoy las células crecencon normalidad(Frankey cols.,
1984b; Giudice y Fuchs, 1987). Lo mismo sucedecuando se inyectan estos mRNA en
célulasno epiteliales(Kreis y cols., 1983). Estosdatossugierenque tal vez la función de
las queratinasdebaejercerseal nivel del organismocompleto,o al menosen un nivel
superioral celular.

Paradeterminarla funciónde lasqueratinas,sehanrealizadoalgunosexperimentos
en los que se han eliminadoo sustituidolos genesde ciertasqueratinasen un organismo.
La sobreexpresiónde formasmutadasde la Kl 8 de ratónen célulasde carcinomaembrional
(EC) impide la aparicióndel endodermovisceral,comprometiendoel desarrollodel cuerpo
embrionario (Trevor, 1990). Sin embargo,la eliminación de ambosalelos de la K8 en
célulasstem (ES) de ratónno tieneningunaconsecuenciay permitela normal formaciónde
la capadel endodermovisceral y la formacióndel cuerpoembrionario(Baribaulty Oshima,
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1991), aunquela eliminaciónde ambosalelosde la K8 en ratonestransgénicoses letal en
un momentocercanoa la implatación (Haribault y Oshima, no publicado),lo que podría
indicar que la función de las queratinasse lleva a cabo a partir de un cierto estadode
desarrollo,siendotal vez prescindiblesen estadiosembrionariosmás tempranos.

Sin embargo,la utilidad del citoesqueletode filamentosintermediosestá fuerade
toda duda: muy recientementese han establecidolas primerasrelacionesentrequeratinas
mutantesy enfermedad:ratonestransgénicosque expresandiversasformastruncadasde la
queratinaK14 tienenel citoesqueletode IF de la capabasalde la epidermisperturbadoen
diversosgrados y poseen fenotipos similares a los de varias formas del conjunto de
patologías denominadasepidermolisis ampollosa simple, EBS (Vassar y cols., 1991;
Coulombey cols., 199Ib). Estudiosgenéticoshan demostradoquemutacionesen diversos
residuosde la K5 y K14 son la causade casoshereditariosde EBS (Bonifas y cols., 1991;
Laney cols., 1992). Unade estasmutacionesseda en la secuenciaTYRKLLEGE del final
dcla ci-hélice, conservadaen todaslas queratinas(Lane y cols., 1992). Igualmente,seha
detectadoque una cierta forma de la EBS sedebea mutacionespuntualesqueafectana un
determinadoaminoácidode la primerapartede la alfa-hélicede la K14 (Coulombey cols.,
199la). Esteresiduo(Arg-125)estáaltamenteconservadono sóloen las queratinas,sinoen
todos los IF. Mutacionesen este aminoácidoen la lamina A afectan seriamentea la
formacióndo la lámina nuclear(ilcald y McKeon, 1990).

Estosdatossugierenquelasqueratinasestándirectamenteimplicadasenla resistencia
mecánicade la epidermis.Los individuosafectadospor distintasformasde EBS tienenuna
piel macroscópicamentenormal, aunquesucitoesqueletode queratinasesté desorganizado
en la capabasaly la forma de estascélulasseadistinta.El fenotipode la EBS, causadopor
la lisis de las célulasafectadas,sólo se manifiestade forma post-traumática(Coulombey
cols., 1991b), lo queindicaríaquelas célulasqueposeenqueratinasdefectuosasson capaces
de subsistirde forma satisfactoriaen condicionesde ausenciade estrés,sin descartarque
otras mutacionesmásfuertes sean letales.

1.3.3. Expresiónde queratinasen epidennis.La queratinaK6.

La epidermis es un epitelio estratificadoescamosoque consta de varias capas
celulares,de las cualessólo la capabasaltienecapacidadparaproliferar. Se desconocenlas
causasquehacenque las célulasde estacapacesendedividirse y comiencena diferenciarse
terminalmente,sufriendo unaseriede cambiosmorfológicosy bioquímicosqueculminan
en su transformaciónen escamasplanassin núcleo,quesedesprendende la superficiey son
continuamentereemplazadaspor nuevascélulasbasalesen procesode diferenciación.

Las célulasbasalesde la epidermisse encuentranen un equilibrio entrecrecimiento
y diferenciación.Seconocenunaseriede factoresqueestánimplicadosen uno u otro. Entre
los que estimulanel crecimiento(y por tanto impiden la diferenciación)se encuentranel
EGF, el TGF-a,el ácido retinoico a concentracionesbajas,las interleukinasIL-6 y IL-la
y el factor de crecimientode queratinocitos(revisadoen Fuchs, 1990). Entrelas sustancias
quepermiten la diferenciación(esdecir, las que inhiben el crecimientoo proliferación)se
encuentranlos TGF-fl (Bascomy cols., 1989). EstosTGF-fl son inducidosen piel tratada
con TPA (Akhurst y cols., 1988) o calcio (Glick y cols., 1990),conocidosinductoresde
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queratinizaciónepidérmica.Curiosamenteel TPA tambiéninducela expresiónde TGF-a
(Pittelkow y cols., 1989), lo queexplica el hechode queel TPA seacapazde promoverel
crecimientoe inducir diferenciaciónsimultáneamenteen epidermis.

Lascélulasbasalespresentanun citoesqueletodeIF formadopor sólodosqueratinas:
1(5 y 1(14, en relación 1:1 (Nelson y Sun, 1983; Molí y cols., 1982). Conforme los
queratinocitosvan pasandoa las capassuperiores(estratoespinoso),estascélulas, sin
capacidadde sufrir mitosisperometabólicamenteactivas,cesanen la expresiónde 1(5 y 1<14
y comienzana producirgrandescantidadesde Kl y 1(10, a lo cual dedicanla mayorparte
de la maquinariatraduccional (Fuchs y Groen, 1980; Tyner y Fuchs, 1986). Además,
producenotrasproteínas,comola involucrina(Eckerty Oreen, 1986). La capagranulares
la inmediatamentesuperior. En esta capa ya no se sintetizan queratinas, sino otras
moléculas, como la transglutaminasaepidérmica, responsablede la cornificación, sus
sustratosinvolucrinay loncrina(Mehrel y cois., 1990>, y la filagrina, queinteraccionacon
los II’ paraproducirmacrofibrillas(Daley cols., 1978; Ricey Oreen, 1979).Lasestructuras
fibrilares resultantesson altamente resistentesy capacesde soportar la degradación
enzimáticaque tienelugar al pasaral estratocórneo,dondelas queratinasson fuertemente
modificadas(sobretodo la 1(1) y el restodel contenidocelular destruido,resultandouna
armaduracórneaqueprotegeal cuerpodel medioexterno(Bowdeny cols., 1984; Roop y
cols., 1984; Steinert, 1988).

En epidermissometidaacicatrizacióno afectadapordiversasenfermedadesasociadas
con hiperproliferación(incluyendoneoplasias>,apareceun nuevopar de queratinas:1(6 y
1(16 (Molí y cols., 1982; Weiss y cols. 1984; Mansbridgey Knapp, 1987).En ratón no
parecehaberK16, ocupandola 1(17su lugar (Schweizer,1992).Estasqueratinasaparecen
tambiénde forma naturalen áreashiperproliferativasde la epidermis,comola plantadel
pie, dondese coexpresancon la 1(9 (Knappy cols., 1986), y en la vainaradicular externa
de los folículospilosos(Molí y cols., 1982; Rentropy cols., 1986; Starky cols., 1987).En
vaca, se expresanen la almohadilla de la pata y en el hocico (Schiller y cols., 1982;
Blessingy cols., 1987). Al igual quela Kl y 1(10, se expresanen lascapassuprabasalesde
la piel (Fishery cols., 1987; Knapp y cols., 1987). Ademásde estaexpresióninducibleen
epidermis,estasqueratinasseexpresande formaconstitutivaen otrosepiteliosestratificados,
corno son esófago,lenguay epitelio anal (Molí y cols., 1982).

La 1(6 y K16 son inducibles in vivo: múltiples estímulos,comoel tratamientocon
TPA, ácido retinoico o la simple cicatrización provocanla expresiónde estasqueratinas
(Tyner y Fuchs, 1986; Roop y cols., 1991).

Las queratinas K6 y 1(16/17 son características, además de epidermis
hiperproliferativas,de célulasepidérmicascultivadas(Weissy cols., 1984).En general,una
célula epidérmicaen cultivo in vúro presentalas queratinas1(5, 1(14 (característicasde la
capabasalproliferativa), 1(6 y 1(16/17.Estasqueratinas1(6 y 1(16/17se expresanen todas
las líneas epidérmicasen cultivo, y en algunasepitelialesno epidérmicas(como la línea
derivadade epitelio de glándulamamariabovina BMGE±H,Schmidy cols., 1983).Estas
queratinasparecen sintetizarseen células epidérmicasin vitro también en las capas
suprabasales(Kopan y Fuchs, 1989). Estos datos se ven apoyadospor el hecho de que
cultivos mantenidosen baja concentración de calcio (condiciones que favorecen la
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proliferación, mejor que la diferenciación)incrementanespectacularmentela expresiónde
1(6 y 1(16/17al serpasadosa alto calcio, en dondese favorecela diferenciación(Hennings
y cols., 1980; Yuspay cois., 1989).La 1(6 seencuentracasi exclusivamenteen lascélulas
diferenciadas,equivalentesa las suprabasales(Suttery cols., 1991).La inducciónde estas
queratinases muy rápida,del ordende unashoras tras el estimulo(Tyner y Fuchs,1986).

1.3.4. Genes

La estructurade los genesde los IP, representadaen la figura 4, esbastantesimilar
en todos los IF. Salvo en el casode los neurofilamentosy a-internexina,cuyos intrones
poseenuna localizaciónúnica (Monteiro y Cleveland,1989; Ching y Liem, 1991),en los
demásgenesel númeroy la posiciónde los intronesestánmáso menosconservados(sobre
todo en la zonade la hélice-a),variandoúnicamentesu tamaño(Lehnerty cols., 1984).Los
intronesse suelen localizar en los puntosen quese interrumpe la secuenciade hélice-a:
fronterasdelos dominiosestructuralesy espaciadores(Lehnerty cols., 1984; Riegery cols.,
1985). En las queratinasde tipo II (básicas)hay 8 intrones,y sieteen lasácidasde tipo 1,
más pequeñas.Es de destacarque el primero de estos introneses especificode las dos
subfamiliasde queratinas,no dándoseen ningún otro tipo de IP (Bader y cols.,1986;
Dodemonty cols., 1990; Kraussy Franke, 1990).

&aI>eza 1 u lb
cola

V 31 V 31 V 31 queratina tipo 1

y y 31 y y ~, y queratina tipo II

Y 31 y 31 Y 3’ ~ V virnentina

Y y y 31 Y 119 9 desn,,na

11 y y 31 31 VV 9 GFAP

y y NI-L

11 ‘~‘ Y y y lamine

___________ Y Y 31 31 31 31 31 IF inveet

Ñg. 4. Estructurade los genesde los ¡F, indicando la posiciónde los ¡turones. La
caja rayada en el segmentoIb indica las seishéptadasextrastípicas de laminase
invertebrados.Los triángulos rellenos indican los inhronesderivadosde los IF de
invertebrados.

Las secuenciasde los genes de queratinas,al igual que los demásIF, están
extraordinariamenteconservadasentrediferentesespecies,habiendoaproximadamenteun
90% de homologíaentregenesequivalentesen el dominiocentral (Stasiaky cols., 1989;
Sématy cols., 1988). Sin embargo,debido a quecadaespecieposeetejidos de distintas
características,hayexcepcionesa estanorma. Así, aunquelas queratinashumanasy bovinas
estánaltamenteconservadas(Schillery cols., 1982),existenalgunasdiferencias,siendouna
deellasla existenciade queratinasespecificasbovinas,sin contrapartidaen humanos,como
por ejemplola KIa, expresadaen el hocico de la vaca, quees diferentea la Kl humana.
Estasdiferenciashan sido revisadaspor Coopery Sun (1986).
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Los genesde las queratinasparecenhallarseligadosen grupos. En todos los casos
conocidoshasta ahoralos genesligados pertenecenal mismo tipo y por ahora no hay
pruebasfehacientesde que este agrupamientoesté relacionadode algún modo con la
expresiónespecíficade las queratinas,por lo queprobablementeseasolamenteel resultado
de numerosasduplicacionesocurridasen la historiaevolutiva delasqueratinas.En general,
en humanoslos genesde lasqueratinasde tipo 11(1(1 y 1(4) se encuentranen el cromosoma
12 y los de tipo 1 (KIO, 1(14, 1(15, 1(16y 1(19) en ambosbrazosdel cromosoma17, (para
un resumenver Waseemy cols., 1990ay b). En estecromosoma17 sehan identificadodos
cúmulosde genes.Uno de ellos contiene3 genesparala 1(14, de los cualessólo uno es
activo, y el otro dosgenesparala 1(16, quepesea seraltamentehomólogos(94%)sólouno
de ellos es funcional (RayChaudhury y cols., 1986; Rosenberg y cols., 1988).
Interesantemente,KW esla queratinaquesecoexpresacon 1(6 en estadoshiperproliferativos
(Weissy cols., 1984).

Los genesde queratinastambiénparecenencontrarseagrupadosen otrosmamíferos:
en oveja se han encontradodoscúmulos separados,uno de queratinasdel tipo 1 y otro del
tipo 11. Dentrode cadacúmulo, la orientaciónde los genesvaria(Powelly cols., 1986).En
ratón y en vaca también se han identificado dos grupos. En bovinos, una de estas
agrupacionesincluye los genesde la 1(6* y 1(5 (Blessingy cols., 1987).

Al parecer,la mayoríade las queratinasestán codificadaspor un único gen, con
algunasexcepciones.Parala K6 se han descritodos genesdiferentes,tanto en humanos
(Tyner y cols., 1985) comoen vaca(Jorcanoy cols., 1984a;Blessingy cols., 1987). Estos
dos genesson, dentrode cadaespecie,prácticamenteidénticosen las zonassecuenciadas.
En el caso de la 1(5 dos grupos independienteshan aisladogenesparaesta queratinaque
difieren ligeramenteentreellos (Eckerty Rorke, 1988; Lerschy cols., 1989), lo cualjunto
con otras pruebasde comportamientoelectroforéticosugiere que se trata de dos alelos
codominantes(Wild y Mischke, 1986). Algo similar parecesucederen el casode la 1(10
(Riegery Franke, 1988; Zhou y cols., 1988).

No es rarala presenciade genesinactivoso pseudogenes:Savtchenkoy cols. (1990)
afirman que se puedenencontrarvarias dLlplicacionesinactivas de cúmulos de genesde
queratinas.Se conocetambiénpseudogenespara la queratina1(8, tanto humanacomo su
equivalentemurino (Vasseury cols., 1985; Waseemy cols., 1990a).La 1(18, expresadaen
epitelios simples y determinadosestadiosembrionarios,tambiéntiene varias copias:5 en
ratón y 20 en humanos(Trevor y Oshima, 1985). Al igual que en humanos,todos los
primatesestudiadoshastaahoratienenun alto númerode copiasparaestegen, mientrasque
los demásanimalessólo tienen unaspocas(Oshimay cols., 1988), lo cual sugierequela
duplicacionde estegen en un pasotempranode la evoluciónde los primates.Sin embargo,
sólo uno de estosgenesseexpresa,tanto en ratón(Oshimay cols., 1988)comoen humanos
(Kulesh y Oshima, 1988), siendolos demáspseudogenes.

El hecho de que la queratina1(18 se encuentresituadajunto con la 1(8 en el
cromosoma12 humano,al contrario de las demásqueratinasde tipo 1 (Waseemy cols.,
1990a y b) y el que estas queratinastípicas de epitelio simple sean las primerasquese
expresenen la embriogénesis(Jacksony cols., 1980) sugierequedeellassederivaronlas
demás queratinas. Esta hipótesis es corroborada por el análisis de su secuencia
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(Blumemberg,1988) y la diferenteregulaciónde su expresión(ver másadelante).

1.3.5. Expresiónde los genesde queratinas.

Lasaproximadamente20 queratinasexistentesen los mamíferosseexpresandeforma
diferencialen los epitelios corporales.Estaexpresiónespecífica,al igual que la necesidad
de coexpresiónde queratinasde ambos tipos, sugiereunos delicadosmecanismosde
regulacióny conviertea este sistemaen un atractivomodeloparaestudiarla regulaciónde
la transcripción.

La mayoríade los datosreferentesa la expresiónde los genesde los IP sugiereque
ésta se regulaa nivel transcripcional,aunquealgunosautoreshan informadode que la
regulaciónpuedeocurrir al nivel de la traducción(Winter y Scbweizer, 1983; Tyner y
Fuchs, 1986). Sin embargo, los datos de estos autoresno parecenconcordarcon los
publicadospor otros grupos. Particularmente,en uno de ellos (ryner y Fuchs, 1986),se
sugierequeel gen de la 1(6 humanaseexpresade forma constitutivaen epidermisnormal,
pero sólo se traduceen respuestaa un estimulohiperproliferativo,comopor ejemplouna
herida. En ratón, al menos, no se ha encontradonadaparecido(Steinerty Roop, 1988).

Se conocenlas secuenciasde DNA de las zonas en 5’ de algunosgenesde IF,
bastantesde ellos queratinas.Sin embargo,no seconoceaún de forma generalcualesson
los diversosfactoresde transcripciónimplicadosen la expresióndeestosgenes,ni si existen
factoresespecíficospara cadaqueratinao por el contrario cadaqueratinaprecisade una
diferente combinaciónde factoresde transcripciónparaser expresada.Se sabequevarios
de estosgenes son afectadospor diversos estímulosambientales(una herida induce la
expresiónde las queratinas1(6 y 1(16en la zonaafectada).Igualmenteseconocequeácido
retinoico,calcio y sustanciaspromotorastumoralespuedenregularla expresiónde algunos
genes.Sin embargo,aún sedesconocecómo actúanestassustanciassobrelos promotores
de los genes. En los últimos años se ha comenzadoa estudiar con mayor o menor
profundidadun cierto númerode promotoresde genesde queratinasy otros IF.

Zopí y cols. (1990) secuenciaron1 kb del promotordel gen del NF-L de pollo y
encontraroncuatro secuenciasde unión al factor SP1, aunque esta unión no ha sido
demostrada.Igualmenteacotaronpor ensayosde CAT un fragmentode 140 ph responsable
de la inducción tardíapor NGF. Nakahiray cols. (1990)han acotadoun fragmentode 300
pb con actividadpromotoraen el gen del NF-L murino y han encontradohomologíacon la
secuenciade reconocimientoparael factor de transcripciónAP-2, si bien sospechanqueel
grado de metilacióndel promotordeterminasu funcionalidad.

BesnaTdy cols. (1991)han identificadopor en el promotordel GFAP tres regiones
capacesde dirigir la expresiónespecíficade un gen heterólogo.En esastres regionesse
puedenencontrarpor footprinflng secuenciasde reconocimientopara AP-l, AP-2, NP-1 y
unasecuenciaconsensoGCCGCNNCCCAG.

En el gen de la vimentinahumanase ha identificadopor CAT un enhanceren -700
que poseedos sitios AP-l en tándem, responsablesde la inducción por suero y TPA
(Rittling y cols., 1989). Al parecerestossitios no son necesariamenteactivadospor la unión



18

del complejo jun/fos, sino que también puedenser estimuladospor la unión de otras
proteínaspor ahoradesconocidas.Igualmenteidentificaronotra regiónactivadoraproximal
en -30 y dos regionesinhibidorasen -800y -300. Sax y cols. (1988)encontraronqueen la
región proximaldel promotorexistencinco secuenciasGC, queseunenal factor 5P1 y son
responsablesde la expresiónbasaldel gen. Farrelí y cols. (1990) han caracterizadouna
región inhibidora entre los dos enhancers. Este elemento, de 40 pb, funciona
independientementede su posición y orientación,y su capacidadrepresorase incrementa
según el número de copias. Esta región presentahomologíade secuenciacon otros
silenciadores,comoel del gen de la lisozimade pollo (Baniahmady cols., 1987), y uneuna
proteínade 95 kD.

Sehan identificadoen los genesde las queratinasalgunaszonasreguladorascapaces
de dirigir correctamentela expresiónen ratonestransgénicos:es el casode los promotores
de las queratinasKl (Rosenthaly cols., 1991), K1O (Bailleul y cols., 1990), 1(14 (Vassar
y cols., 1991;Coulombeycols, 1991),1(18 (Abey Oshima,1990)y1(19 (Badery Franke,
1990). En el casode la queratinamurina1(18pareceser queun fragmentode promotorde
10 kb lleva toda la información necesariapara la correctaexpresión del gen, siendo
independientedel lugar del genomadondese incorpore, lo que sugiere la existenciade
elementoscontroladoresdel locus (Oshima,1992).Sin embargo,cuandoestemismogen es
trsnqfrrtrn4n~ *e. nú~m tis. fhrfliá ww ,~n4flh*íq CLíls#b 1 fl~timi, lOAR), 1¾tuqnfluhiifl
1(18 (o endoB) pareceser reguladade dos formasdiferentes:1) En las célulassomáticas
en las queno seexpresaestaproteína,el promotorseencuentrapermanentementeinactivado
por metilación. En ambosgenesmurino y humanose ha encontradocercadel inicio de la
transcripción una secuenciaHTF, implicada en la regulación por metilación de genes
constitutivos(Bird, 1986).2) En célulasde carcinomaembrionario(queexpresanK8 y 1(18
en respuestaa la inducción con RA) el promotor no está metilado, pero aún así no se
expresael gen, lo quesugierequedebeexistir algún factor de transcripciónespecificoque
o bien active o bien inhiba la expresióndel gen, comosucedeen la 1(8 murina, o endoA
(Crémisi y Duprey, 1987). En la versiónhumanade la 1(18 se ha encontradoen el primer
intrón una secuenciade 47 pb (quetambiénseencuentraen el genmurino)quecontieneun
sitio AP-1 que se ha definido como enhancer, aunquesu actividad parecevariar según
promotor,posicióny orientación.Aunqueestasecuenciaes imprescindible,no essuficiente
paraconferir actividad enhancer,haciendofalta otros elementosdel intrón. Esteenhancer
es débilmenteactivado por c—jun o c-jun+c-fos, y más fuertementeactivado por c-fos
(Oshimay cois., 1990). La KB, coexpresadacon la 1(18, no parecetenerningún enhancer
en el primer intrón, pero ha sido demostradoun enhanceren 3’ del gen. Este enhancer
poseeseis repeticioneshomólogasal motivo PEA3 del enhancera del virus del polioma,
(equivalenteal motivo AP-1) y no es funcional en célulasde carcinomaembrional(tratadas
o no con RA), aunquesi en células diferenciadasqueexpresanKB de forma constitutiva
(Takemotoy cois., 1991). Estegen, al igual queel de la 1(18, tieneunazonaen 5’ quese
encuentrafuertementemetiladaen aquellaslíneascelularesen queno seexpresa(Tamal y
cols., 1991). La regulaciónde estosdos genespareceser, pues,diferentea la del restode
las queratinas(aunquela K13 tambiénse regulapor metilación, Winter y cols., 1990), y
pareceestar fuertementereguladapor el gradode metilaciónde los genes,comose puede
inferir del hechode quevarias líneas celularesde diversosorigenesexpresanestepar de
queratinastras tratamientocon 5-azacitidina,e igualmenteson muy frecuentesen multitud
de lineas transformadas,epitelialeso no (Frankey cols., 1989; Knapp y Franke, 1989).
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Pareceser, pues, quela regulaciónde las queratinasKB y 1(18seefectúade unaforma más
relajada,en contrastecon la estrictaregulaciónencontradaen otrasqueratinas.

En el casode la 1(14, Jiangy cols. (1990) encontraronque las primeras300 bases
del promotorteníanactividadpromotorasobreun genheterólogoen varios tipos celulares
de origen epitelial, pero no en fibroblastos. Estos resultadosson discutibles,puestoque
utilizaron el promotor de un pseudogen,y chocancon los resultadosde Vassary cois.
(1989),queencontraronque fragmentosdel promotorde la 1(14 queabarcabandesdelos
94 hastalos 2300primerosnucleótidosdirigían expresióninespecificaal ser transfectados
en células epidérmicas,epitelialesy fibroblastos.Sin embargo,en ratonestransgénicosla
expresióneracorrecta.

Recientementedos gruposhan identificadode forma independienteel primer factor
de transcripción que afecta a la expresión de las queratinas. Jonas y cols. (1989)
identificaron en el gen de la queratinaXK8IA1 de Xenopus,una queratinaepidérmica
expresadaen lasetapastempranasdel desarrollodeXenopus,concretamenteen el ectodermo
en las últimasetapasde blástula(Jonasy coN., 1985; Winkles y cols., 1985)una secuencia
de 460 pb suficientepara su regulación. Esta secuenciaconteníauna zonacon supuestos
elementosnegativosy otra con elementospositivos. Snapey cols. (1990) han demostrado
que en estefragmentocontieneun sitio capazdeunir unaproteínaqueellos llamaronKTF-
1. Estesitio es un palíndromoImperfectoACCCTGAGGCTy su eliminacióndisminuye8
vecesla expresióndel gende la queratinaXK8 IAl, quedandosin embargounaactividad
residual.Sin embargo,aunquesóloexisteun sitio KTF-l en el promotorde estaqueratina,
son necesariosdosparaconferiractividadaun promotorheterólogo.Igualmente,no confiere
especificidadepitelial, aunquela proteínaKTF-l eraespecialmenteabundanteen epidermis,
sugiriendo que no se trata de un enhancer específico, sino sólo de un activador
transcripcionalgeneral.Finalmente,Snapey cols. (1991) handemostradoque KTF-1 tiene
las mismaspropiedadesqueel factor de transcripciónXAP-2, correspondienteal AP-2 de
mamíferos.Sin embargo,la identidadno es total: la movilidad del complejoDNA-proteína
esmenorparaXAP-2 que paraKTF-l, y anticuerposcontraXAP-2 no reconocena KTF-1
con la misma eficacia. Estas diferencias pueden ser debidasa modificacionespost-
transcripcionaleso a splic¡ng alternativo.

Igualmente, Leask y cols. (1990) han encontradoen la queratinahumana1(14
(expresadaen las célulasbasalesde la epidermis)un dominio reguladorproximal necesario
parala activacióndel gen, peroquenecesitala presenciade otro dominio dista!. El dominio
proximal contieneunasecuenciaGCCTGCAGGCnecesariapara la actividadenhancerque
es capaz de unir un factor de transcripción, que ellos llamaron KER- 1. Aunque esta
secuenciaes ligeramentediferentede la que ha sido descritacomoconsensoparael factor
de transcripciónAP-2 (CCCCAGGC, Williams y cols., 1988), ha sido demostradoque
KER-1 es en realidadAP-2 (Leasky cols., 1991).
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1.4. OBJETIVOS

La expresiónde las queratinases un fenómenoextraordinariamentebien regulado.
Comoseha visto, está limitadaa epiteliosúnicamente,y dentro de éstos,cadatipo celular
expresaunadistinta combinaciónde queratinas,de tal forma que en epiteliosestratificados
las queratinasson diferentesen las diferentescapas.Además,las queratinasse coexpresan
en parejasformadaspor una moléculaácida y otra básica.Los paresde queratinasson
determinados,de tal forma que, por ejemplo, la queratina8 siemprese coexpresacon la
1(18 (6 1(19), la K14 siempresecoexpresacon la K5, etc. Por si fuerapoco, el patrónde
expresiónde las queratinastambiénvaría con el desarrollodel animal. Estaspeculiares
característicasconviertena las queratinasen un modeloextraordinariamenteinteresantepara
el estudiode los mecanismosque regulanla expresióngénica. Sin embargo,peseal gran
númerode datospublicadossobre la estructuray expresiónde las queratinas,sedesconoce
prácticamentetodo sobre de qué manerase lleva a cabola regulaciónde su expresión.A
primeravista, se podríaesperarqueestuviesenimplicadosen la regulaciónde la expresión
de estosgenesfactores de transcripciónquese encontrasenespecíficamenteen epitelios,
junto con otros característicosde cadatipo celular epitelial, que serianlos responsablesde
la expresióndiferencial de estosgenes.

El objetivofinal de estatesis fue profundizaren el conocimientode los mecanismos
molecularesimplicadosen la regulaciónde la expresiónde los genesde las queratinas.

El modeloqueelegimosfue el estudiode la regulaciónde la expresiónde la BK6.
Esta queratinapresentaun patrón de expresiónpeculiar: seexpresade forma natural en
algunosepiteliosestratificados,como esófago,lenguay exocérvix. En vaca, tambiénse
expresaen hocico. Además,sepuedeencontraren las áreasde la piel queestánsometidas
a hiperproliferación,como la plantadel pie. Igualmente,se expresaintensamenteen las
zonas de la epidermis en procesode cicatrizacióny es inducible por gran cantidad de
estímulosquímicosy mecánicos.La fácil inducibilidadde estaqueratinay su doblevertiente
de expresiónconstitutivae inducible la conviertenen un atractivocandidatoparael estudio
de la regulaciónde su expresióngénica.

La K6 seexpresa,ademásen célulasde origen epidérmicocuandoson cultivadasin
vitro. Sin embargo,en otrascélulasepitelialesno seexpresa,salvo en el casode lascélulas
BMGE+H, línea celular epitelial procedentede un cultivo primariode glándulamamaria
bovinaque, seleccionaday mantenidaen mediocon hormonas,produceelevadascantidades
de estaqueratina,mientrasque su equivalenteseleccionaday mantenidaen medio normal,
BMGE-H, no lo hace. Se escogiópuesla línea BMGE+H pararealizarestetrabajo,pues
es, hastadondenuestroconocimientollega, la únicalíneacultivadade origen bovino capaz
de expresarestaqueratina.

Es conocidoquetantoparahumanoscomoparabovinos existendos genesdistintos
quecodificandosproteínassemejantesquecorrespondena la denominadaqueratina6. Estas
dos proteínasreciben,en el casode la vaca, los nombresde BK6 y BK6*. Comoprimer
objetivo, nospropusimosel aislamientoeidentificacióndelos elementosreguladoresdelgen
de la BK6, conobjeto de compararloscon los del gen de la BK6*. El hallazgotempranode
un genpara otra forma de la queratina6 (llamado BK6c) trasladóestosmismosobjetivos
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a la nuevaproteína.

Así pues,este primerobjetivo quedóredefinidocomocaracterizacióndel gen de la
queratinaBK6c, y determinaciónde las zonas de secuenciaen 5’ responsablesde su
expresión.

Comosegundoobjetivo, y puestoquedisponíamosde un clon conteniendoel gende
la queratinaBK6*, en el quese ha identificadoun enhancercapazde conferir expresión
específica(Blessingy cols., 1989), nos propusimosdilucidar cuáleseran los elementosde
esteenhancerresponsablesde la expresióndel gen.

Paraello, seestablecierontresetapas,u objetivosparciales:

1. Determinación medianteexperimentosde retardo en gel de las regionesdel
enhancercapacesde unir proteínasnucleares.

2. Utilización de técnicasdefoorprinting paradeterminarlas secuenciasde DNA
responsablesde la unión a estasproteínas.

3. Caracterizaciónde la importanciarelativade estasáreasreguladoras,mediante
ensayosde CAT.

Cuandose comenzóeste estudioexistía un absoluto desconocimientosobre qué
factoresde transcripciónpodríanestar implicadosen la regulaciónde la expresiónde las
queratinas.Desdeentoncesha aparecidoen la literaturauna pequeñacantidadde datosal
respectoreferidosaotrasqueratinas.Estosdatosno secontradicencon los obtenidosen este
trabajo.
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2.1. MATERIAL BIOLOGICO

2.1.1. Células.
Las lineascelularescucarióticasempleadashan sido:
-BMGE4-H, células de epitelio de glándulamamariabovina crecidasen presencia

de insulina,hidrocortisonay prolactina(Schmid y cols., 1983).
-AT-5, queratinocitosderatónprocedentesde la líneaMCI3D transformadaconHa-

ras. Facilitadaspor A. Balmain (BeatsonInstitute, Glasgow).
-MDBK, célulasde epitelio renal bovino (ATCC CCL22).
-3T3, fibroblastosembrionariosde ratón (ATCC CCL92).
-1-leLa, células epiteliales humanasderivadasde un carcinomacervical (ATCC

CCL2).
-PB, célulasepidérmicasde ratón,derivadasde papilomas.Facilitadaspor S. Yuspa

(NIH, Bethesda,Maryland).

Seutilizaron las siguientescepasde E. cotí:
-HBIOI, JMIO9, Q358, LE392, DH5a, XL-Blue (Stratagene).

Los siguientesbacteriófagosfueronusados:
-Ml3mpl8 y 19 (Yanish-Perrony cols., 1985).
-XEMBL3 y 4 (Frischaufy cols., 1983).

2.1.2 Vectores.
En los diversosclonajesseutilizaron los siguientesvectores:
-pUC8, pUC9, pUCíS y pUCl9 (Yanish-Perrony cols., 1985)
-pGEMI (Promega).
-pTZISR y pTZI9R (Pharmacia).
-pH] uescript(Stratagene).
-pPolyIlI (facilitado por M. A. Vida], CIB, Madrid).
-Ml3mpl8, Ml3mpl9 (Yanish-Perrony cols., 1985).
-pBLCAT2, pI3LCAT3 (Luckow y Sch(itz, 1987).

2.2. MEDIOS DE CULTIVO Y MANTENIMIENTO.

2.2. 1. Célulaseucar¡otas.
Los mediosutilizadosfueron:mediode Faglesuplementadopor Dulbecco(DMEM),

obtenidode Flow y suplementadocon 10 ml glutaminay 3 g NaHCO,por litro de medio;
medio esencial mínimo (MEM, Iiow), suplementadocon 10 ml de aminoácidosno
esencialesy 0.85 g NaUCO, por litro de medio; medio HAM’s (Flow), suplementadocon
aminoácidosno esenciales.

- LascélulasBMGE+H secrecieronen DMEM suplementadoconun 20% de suero
fetal bovino (FBS), con adición de insulina,hidrocortisonay prolactina(1 ~±g/mldecada).

- Las célulasATS se mantuvieronen medio HAM’s con un 10% de FRS.
- Las célulasMDBK semantuvieronen medio MEM + 10% FBS.
- Las célulasHeLa semantuvieronen DMEM + 10% FRS.
- Las células3T3 se mantuvieronen DMBM + 10% FRS.
- Las célulasPB semantuvieronen medio MEM con un 8% de FRS.
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Todaslas célulassecrecieronen placasNunc a 370C en atmósferade CO, al 5% y
98% de humedad,segúnsedescribeen Hershey(1987). Parasubcultivarlas,sedespegaran
con tripsina.

Se almacenaroncongeladasen N, encriotubosNunc, en suerofetal bovino con 10%
glicerol.

2.2.1.1Solucionesy reactivos.
-PUS: 137 mM NaCí, 2.5 mM KCI, 2.5 mM Na,HPO

4, 1 mM K,HPO4 pH 7.2.
-Tripsina: 0.125% Tripsina,0.02% EDTA, 0.05%glucosay 0.001% rojo fenolen

PBS.

2.2.2 Bacterias.
Todas las cepasbacterianasse crecieron en medio liquido LB (triptona 10 gIl,

extractode levadura5 g/l, NaCí 10 gil), con fuerte agitación,a 37
0C. Se mantuvieronen

placasde Petri con LB + 2% deagar, salvo la cepaJMIO9 que se mantuvoen placasde
medio mínimo(Sambrooky cols., 1989).El medio selectivopara la presenciade plásmido
sepreparéañadiendoampicilinaa unaconcentraciónde 100 tg(mt.

Las bacteriasse conservaroncongeladasa -800C en medio de cultivo con 15% de
glicerol.

Las célulascompetentesseprepararonsegúnSambrooky cols. (1989).

2.2.3 Bacteriófagos.
Lasinfeccionescon el fago M13 serealizaronaaltamultiplicidad,afiadiendolos ufp

a lOO pl de cultivo exponencialde E. coil JMIO9 y 3 ml de agarblandoy vertiendo sobre
placasde LB.

En el casodel bacteriofagoX, las infeccionesa alta o baja multiplicidad sehicieron
a 370C en LB suplementadocon 10 mM de Mg, en bacteriasE. colí Q3586 LE392.

2.3. SOLUCIONESBASICAS PARA METODOSDE BIOLOGíA MOLECULAR.

-TE: 10 mM Tris-HCI pH 7.5 6 8, 1 mM EDTA.
-TAE: 40 mM Tris-acetato,1 mM EDTA.
-TRE: 45 mM Tris-borato,1 mM EDTA.
-SSC: 15 mM citrato sódico, 150 mM NaCí.
-100 X Denhardt’s:2% FicoIl, 2% polivinilpirrolidona, 2% USA.
-SM: 50 mM Tris pH 7.5, 100 mM NaCí, 10 mM SO,Mg, 0.1% gelatina.

2.4. AMPLIFICACION DE LA GENOTECA.

Se utilizó una genotecade DNA total de timo de terneradigerido con Sau3A y
donadoen el sitio BamHl del vectorXEMBL-3, realizadapor Rupperty cols. (1984).Esta
genoteca,de un tamaño medio de clon de 15 kb, tenfa un tftulo de 4~l0’ ufp/ml. Su
amplificaciónserealizó en dos pasos.En cadauno de ellosse mezclaronunas2 10’ ufp con
bacteriasde la cepaLE392 y severtieroncon agarblandoen variasplacasde 22 X 22. Se
incubéa370C durante8 h. y se mantuvodurantetodala nochea 4<’C cubiertocon SM. Se
recogióel líquido y añadió 1% de cloroformo. Se eliminaron los restos celularespor
centrifugacióny sedeterininóel título de la genotecaamplificada.
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2.5. ANALISIS DELA GENOTECA.

La búsquedaen la genotecase realizó esencialmentepor el método de Bentony
Davies(1977), con membranasBiodyne.

2.6. EXTRACCION Y PREPARACIONDE DNA PLASMIDICO.

Las purificacionesdeDNA plasmidicoo deM13 a partir decultivos bacterianosse
hicieronpor el métodode la lisis alcalina(Rirnboim y Doly, 1979). Segúnel volumende
cultivo seutilizaron diversasmodificacionesde estemétodo(Sambrooky cols., 1989).Las
preparacionesa granescalafueronpurificadaspor ultracentrifugaciónen gradientedeCsCl.

Lassolucionesde DNA selimpiaron,cuandofue necesario,medianteunaextracción
con fenol equilibradoen TE, seguidapor otra extracciónconcloroformo:alcoholisoamflico
(24:1) y precipitaciónen frío por adición de 3 volumenesde etanolen presenciade altas
concentracionesiónicas(0.3 M acetatosódico, 0.1 M NaCí ó 2 M acetatoamónico). Se
recogieronpor centrifugacióna 12000g durante15’ a 4<’C y posteriorlavadode salescon
etanol al 75%.

ParaobtenerDNA de X, loscultivos infectadosselisaron concloroformo y los restos
celulares se eliminaron por centrifugación a 12000 rpm durante 10’. Se ajustó la
concentraciónde NaCí a 1 M y seañadióPEO 12000hastaun 10% del volumen final. Se
incubó en hielo por lh y las partículasvirales sesedimentaronporcentrifugacióna 12000
rpm 10’. Se resuspendióel sedimento en SM y se ultracentrifugó en un gradiente
discontinuode CsCI, segúnse indica en Sambrooky cols. (1989). Seextrajo la bandade
bacteriófagos,quesirvió tanto parareservacomoparaobtenciónde DNA. Paraesteúltimo
caso,se actuó comose indica en Sambrooky cols. (1989).

2.7. MANIPULACIONES ENZIMATICAS BASICAS CON DNA.

Lasdistintasmodificacionesde las moléculasdeDNA talescomocortesconenzimas
de restricción,desfosforilación,relleno de extremos5’ protuberantescon el fragmentode
Klenow de la DNA polimerasa1, ligacióncon DNA ligasade T4, transformación,adición
de linkers sintéticos, etc., se llevaron a cabo en las condicionesrecomendadaspor el
suministradoro en las descritasen Maniatis y cols. (1982) o Sambrooky cols. (1989).

Parala selecciónpor color de los clonespositivos se añadióa las placasde LB +
ampicilinaIPTO y X-Gal a una concentraciónfinal del 0.002%.

2.8. ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS. RECUPERACIONDE
FRAGMENTOSDE DNA.

2.8.1. ElectrQ/’oresis en geles de agarosa.
Se utilizaron gelesde agarosadel 0.7 al 1.8% en TI3E con 0.5 sg/ml de bromuro

de etidio. Los gelesse observaroncon luz Uy de 300 nm y sefotografiaronen película
Polaroid665 ó 667.

2.8.1.1.Recuperaciónde DNA de gelesde agarosa.
Siemprese ujUizó agarosade bajo punto de fusión. Lasbandassecortarona la luz

de 300 nm. Seutilizaron tresmétodosde extracción,segúnconvenienciay disponibilidad:
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1) CTAI3 (Langridgey cols., 1980)
2) GeneClean(Rio 101), segúnrecomendacionesdel suministrador.
3) La bandase fundióa 700C. Seajustó la concentraciónde NaCí a 100 mM y se

hizo una extracción con fenol, otra con fenol-cloroformo y otra con cloroformo, y se
precipitécon etanol.

2.8.2. Electroforesisen gelesdepoliacrilamida no desnarurailzantes.
La concentración de poliacrilamida varié del 4 al 8%, con una relación

acrilamida:bisacrilamidade 29.2:0.8.Los gelesse corrieron en TAE X 0.5 a 150 y, se
transfirierona papel Whatman,se secaronal vacio y se expusieronpara autorradiografía.

2.8.2.1.Recuperaciónde DNA.
Una vez corridos los geles, se tifieron en TAE X 0.5 con 1 ng/ml de bromuro de

etidio o, si el DNA estabamarcadoradiactivamente,seexpusieronbrevemente.Secortaron
las bandasde DNA, se introdujeronen bolsasde diálisis en TAE X 0.5 y electroeluyeron
por 1 h. Se recuperóel tampón con el DNA eluido, se fenolizó y se precipité.

2.8.3. Electroforesis de secuencia en geles desnaturalizantes de poliacrilamida.
La concentración de poliacrilamida varié del 6 al 10%, con una relación

acrilamida:bisacrilamidade 19:1 y en presenciade urea7M. Los gelessecorrieronen TBE
a 1500-2000 V a 500C, se transfirieron a papel Whatman, se secaronal vacío y se
expusieronparaautorradiografla.

2.9.ORTENCION DE RNA

El RNA sepreparóa partir de placasde célulasen cultivo creciendoactivamente,
por una modificacióndel métodode Chomczynskiy Sacchi (1987):

Se rascaronlas célulasen 1.8 ml de tampónde lisis por placaPIGO, y se fragmentó
el DNA pasándolopor unaaguja de 0.6 mm. Se aiiadió 1110 vol. de acetatosódico3M
pH4, 1 vol, de fenol y 0.5 vol, decloroformo. Tras 15’ en hielo secentrifugóa 10000rpm
durante20’, se recogióla faseacuosay se añadió 1 vol, de isopropanol.Se precipitépor
una hora a -200C y se centrifugó como antes.Se disolvió el precipitadoen 1/3 vol. de
tampóndelisis y seprecipitéde nuevocon isopropanol.Se lavéconetanol75% y trassecar
el precipitado,se incubéa 370C duranteunahoracon proteinasaK (100~gIml)en0.1%
SDS, 1 mM EDTA, 0.3M acetatosódicopH6. Se extrajo dos vecescon fenol y unacon
cloroformoy seprecipitécon 1/10 vol, de 3M acetatosódicopH6 y 2.5 vol. deetanol.Tras
lavar, se resuspendiden FIZO con 2 mg/ml de dietilpirocarbonato.

Tampónde lisis: 4M tiocianatode guanidina,25 mM citrato sédicopH 7, 0.5%
sarcosil, 0.1% ¡3-mercaptoetanol.

2.10. MARCADO RADIOACTIVO.

2.1(21. DNA.
Los fragmentosde DNA utilizadoscomosondase marcaronen lasdos bandaspor

nick itronsiahon (Rigby y cols., 1977), con “P-adCTP.Se obtuvo unaactividadespecífica
superiora 10’ cpm/~tg. Se purificaronpor centrifugaciónen columnasde Sephadex(3-50.

Los DNA utilizadosparaensayosde retardoen gel yfoorpr¡nflngseabrieroncon una
enzimaderestriccióny semarcaronen tampóndenick transiationcon 30pCi de “P-adCTP
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y 1 unidadde Klenow a RT durante20’, en un volumenfinal de 30 j¿l. En el caso de que
el dCTPno se incorporaseen la última posiciónde la cadenade DNA sealiadíaa la mezcla
de reacción2 pl de solución de caza (2 mM de cadadNTP) durante2’. La enzimade
Klenow se inactivé por calentamientoa 700C durante10’ y seprocedióa digerir con la
segundaenzimade restricción,parasepararel fragmento.El fragmentomarcadosepurificó
en gel de poliacrilamida.

2.10.2. RNA.
10 ~tgde mRNA se trataron con 1/10 vol, de NaOH 1 N durante10’ en hielo,

seguidode 1/10 vol, de HCI, 1/10 vol. de 1 M Tris pH 8 y precipitacióncon Nací y 2.5
vol, de etanol. Se desfosforilé,tratódosvecescon fenol-cloroformoy una con cloroformo
y se precipité de nuevo. El marcado se realizó por incubación con ‘~P’y-ATP y T4
polinucleótidoquinasay posteriorseparaciónpor centrifugaciónen columnasde Sephadex
0-50.

2.11. PREPARACIONDE EXTRACTOSNUCLEARES.

Secrecieronlas célulasen placasNunc de 150 mm, y se recogieronantesde estar
confluentes.Separtió de un mínimode 50 placas.Los extractosnuclearesseprepararonpor
dos métodosprincipalmente:Dignam y cois. (1983) para ensayosde retardoen gel y por
una variación del métodode Shapiroy cols. (1988) pararetardoen gel yfootprinting. Para
la preparaciónde extractospor esteúltimo métodoseprocedióasí:

Las célulasseprecipitaronpor centrifugacióna 170 g 10’ a 40C, seresuspendieron
en PUS y se reprecipitarona 300 g. Semidió el volumen(PCV) y se resuspendióen 5 PCV
de tampón hipotónico.Tras 10’ en hielo sevolvió acentrifugarcomoantesy seresuspendió
en 2 PCV dc tampón hipotónico. Las células se rompieron por 5 pases por un
homogeneizadorDouncee inmediatamenteseañadió0.1 vol, de tampónde restauración,
se mezcléy se centrifugó a 13000 rpm por 30’ en un rotor BeckmanJA20 a 40C. Se
desechéel sobrenadantey se resuspendióel sedimento en 2/3 PCV de tampón de
resuspensiónnuclear. Estefue transferidoa un tubo de policarbonatopara ultracentrffuga
y agitadodurante30’ en hielo. Se precipitaronlos restosnuclearespor ultracentrifugación
a 47000 rpm durante90’ a 40C en un rotor ReckmanTiSO y al sobrenadantese aliadió
lentamentey con agitación sulfato amónicosólido (0.33 g/ml). Tras 20’ de agitaciónse
centrifugóa 36000 rpm en el mismo rotor. Se recogióel precipitadoy redisolvió en 1/10
vol, de centrifugaciónde tampón de diálisis. Se dializó frente a 200 vol, de este mismo
tampón, durante2 X 1 h. Se determinéla concentraciónde proteínasy se guardó en
alícuotasa -70”C.

Tampón hipotónico: 10 mM Hepes pH 7.9, 10 mM KCI, 1 mM UIT, 0.1 mM
EDTA, 0.1 mM EGTA, 0.75 mM espermidina,0.15mM espermina,0.01%aprotinina,0.2
pg/ml leupeptina,0.2 pg/ml pepstatina,0.5 mM PMSF.

¡OX Sales: 500 mM HepespH 7.9, 100 mM KCI, ¡OmM Dli?, 2 mM EDTA, 7.5
mM espermidina,1.5 mM espermina.

Tampónde restauración:9 vol, desacarosa75%, 1 vol. de 1OX sales.Añadir 5 mM
NaF, 0.2 mM molibdatoamónico,0.5 mM PMSF.

Tampón de resuspensión nuclear: 25% glicerol, 20 mM HepespH 7.9,2 mM Dli?,
0.2 mM EDTA, 0.2 mM EGTA, 0.75 mM espermidina,0.15 mM espermina.Añadir 1/10
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vol, de solución de sulfato amónicosaturado. Añadir 0.2 ng/ml leupeptina,0.2 pg/ml
pepstatina,5mM NaF, 0.2 mM molibdatoamónico,0.5 mM PMSF, 10 ~M benzamidina.

Tampónde diálisis: 20% glicerol, 20 mM Ilepes pH 7.9, 2 mM Dli?, 0.2 mM
EDTA, 0.2 mM EGTA, 100 mM Kcl, 5 mM NaF, 0.2 mM molibdatoamónico,0.5 mM
PMSF.

2.12. ENSAYOS DE RETARDO EN GEL.

Lasreaccionessehicieronen 5% glicerol, 25 mM NaCí, 1 mM EDTA, 1 mM Dli?,
20 mM llepespH 7.9. En un volumen final de 25 Ad se añadieron4 pg del competidor
inespecificosintéticopoly(dIdC~(dIdC)y 1 a 10 ~zlde extractonuclearcrudo (4 a 15 ¡¿g).
Tras unapreincubaciónde 10’ en hielo se añadieron0.1 a 0.5 ng de fragmentode DNA
marcadoterminalmente(= 10000 cpm), y la reacciónse prolongópor 30’ en hielo. Las
reaccionessepararonpor adición de 1/10 de volumende tampónde carga(50% glicerol,
50 mM EDTA, 50 mM Tris pH 7.5 y 0.1% de azuldebromofenol),y secorrieronen geles
de poliacrilamidadel 5%.

2.13. FOOTPRINTING

2.¡3. 1. Ortofenantrolina.
Se hicieron ensayosde retardo en gel como se describearriba y los geles se

incubaronpor LO’ con Cu”-Ortofenantrolina,segúnel método de Kubawara y Sigman
(1987). Los geles tratadosy húmedosse sometierona autorradiografíay las bandasde
interésse escindieron,electroeluyeron,extrajeroncon fenol-cloroformo y analizaronpor
electroforesisen gelesde secuenciaal 8%.

2.13.2. DNAiWL
Losensayosserealizaronen un votumende45 ~l, conteniendo5% glicerol,40 mM

KCI, 1 mM EDTA, 20 mM HepespH 7.9, hasta100 pg de extractonuclearcrudo y 1 gg
depoly(dldC~(dldC).Sepreincubéla mezclaen hielo por unosminutosy seañadióel DNA
marcadoterminalmente(30000cpm, =0.5 ng). Tras 30’ de unión a 40C, seañadieron5
~tlde mezclade activación(25 mM CaCI

2, 50 mM MgCI2) y la reacciónsepasóa 20
0C. Un

minuto más tarde, se añadióla DNAsaI (5-15 ng paralos controles, 100-600 ng paralas
muestras)y se dejéactuardurante1’, transcurridoel cual separaron las reaccionespor
adición de 100 jd de tampónde parada(100 mM Tris pH 7.6, 0.5% SDS, 20 mM EDTA,
100 mM NaCí, 100 yg/ml proteinasaK y 40 gg/rnI de glicógeno)e incubacióna 450C por
15’, seguidade 2’ a 900C. Se hizo unaextraciéncon fenol y otra con cloroformo y se
precipité por adición de 1/4 de volumen de acetatoamónico 10 M. Las muestrasse
resuspendieronen tampónde cargade secuenciay secorrieronen gelesde secuenciadel 6
al 10%, segúntamaño.

Seevitéespecíficamentela utilizaciónde tRNA comocarrier, puesseencontróque
causabafalta de definiciónen las bandasmayoresde90 nucleótidos(Zorbasy cols., 1990).

2.14. SECUENCIACION DE DNA.

2.14.1. Métodos químicos.
Para la elaboraciónde marcadoresde DNA paralos experimentosde footprinting,

el fragmentoa ensayarfue secuenciadoen partepor el métodoqufmicode Maxamy Gilbert

$
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(1980),con lasmodificacionesintroducidaspor Chupiloy Kravchenko(1984).En general,
sólo sehicieron dos reacciones:purinas(A+G) y pirimidinas (C+T).

2. ¡4.2. Métodos enzimáticos.
Se empleó el método de los terminadoresespecíficosde cadena(Sangery cols.,

1977), utilizando a-”SdATP y primers directo (-40) e inverso. Se utilizó la enzimade
Klenow, o bien sequenasa(DNA polimerasa del fago Ti modificada, USB), en las
condicionesrecomendadaspor el suministrador.

2.15. HIBRIDACIONES.

2.15.1.DNA-DNA.
La transferenciade DNA de gelesde agarosaa membranasde nitrocelulosao nylon

se llevó a cabo durantetoda la noche segúnel método de la transferenciaalcalina. Las
membranasse secarona 80<>C durante2 h. Se prehibridaronen 50% formamida,5 X
Denhardt’s, 5 X SSC, 0.5 % SDS durante 1 h. a 420C en una estufa de hibridación
Bachofer.Seañadióla sondamarcada(10 cpm)junto conDNA carrier y sehibridódurante
toda la noche. Se lavó en condicionesvariablessegún la homologíade secuenciade los
DNAs hibridadosy se secaronlos filtros y autorradiografiaronconpantallaintensificadora.

2.15.2. RNA-DNA.
Las transferenciasde RNA a nitrocelulosaBA8S se hicieron por Slot blot en un

aparatoMinifoId 11 de Schleicher& SchOll, segúnlas recomendacionesdel fabricante.El
RNA se preparópor adición de 3 vol, de formaldehido6.15 M, 10 X SSC. Los filtros se
secaron,prehit>ridarone hibridaroncomoen el casode DNA.

2.16. DELECIONES.

2.16.1. Ba131.
El DNA a digerir selinearizó con unaenzimade restricciónapropiaday se incubé

en Tris 20 mM pH 7.5, NaCí 0.6 M, CaCI, 12.5 mM, MgCI, 12.5 mM, EDTA 5mM con
2 u de la exonucleasaRal31. Serecogieronalícuotasadistintostiempos,parandola reacción
por adiciónde EGTA y congelación.Unapartedecadaalícuotasecorrió en gel de agarosa
para ver su tamaño y el restó fue fenolizado, precipitado, rellenado con la enzimade
Klenow y redigerido con una segundaenzima de restricción. El fragmento de DNA
delecionadofue purificado y religadoen un vector adecuado.

2.162. Exo¡I1/SI.
Se realizaron con un kit de Pliarmacia, según el protocolo facilitado por el

suministrador.

2.17. TRANSFECCIONES.

Lastransíeccionesseefectuaronpor el métododel fosfatocálcico(Grahamy vander
Eb, 1973). En general, las células fueron pasadasel día antesde la transfeccióna una
densidadde = 10.000/cm’. El día de la transfección,secambió el medioa las célulasy
cuatrohorasmástardeseañadió1/10 de volumende una mezclarealizadapor combinación
de dos solucionesA y B. Paraunaplacade 10 cm de diámetro,conteniendoun volumende
7.2 ml de medio, la solución A consistíaen 400¡tI de CaCI, 250 mM con 25 ¡tg de DNA
total, y laR en 400 ¡cl de HeBS2X (280mM NaCí, 1.5 mM Na,HPO

4,50 mM Hepes/KOH
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pH 7.1. La solución A sevierte poco a poco en la B mientraséstaes burbujeada,y tras
agitar fuertementey esperarunosminutos,seañadea la placaa transfectar).Se incubéen
condicionesnormalesde cultivo durantecinco horas,pasadaslascualesse retiró el medio
y se sometió a las célulasa un choquecon unasoluciónconteniendo15% de glicerol en
HeBS. Despuésde dos minutosse lavaronlas placastres vecescon PBS y seañadiómedio
fresco. A las 40-72 h., las placas se lavaron dos vecescon PBS y serecogieroncon un
rascador.Se centrifugaron1’ en frío y resuspendieronen 100 pl de Tris 0.25 M pH 7.5.
Seguidamenteseusaronmediantetresciclos de congelaciónen N, liquido y descongelación
a 370C, y tras centrifugar seguardó el sobrenadanteconteniendola actividad CAT y se
determinó la concentraciónde proteínaspor el método de Bradford. La eficiencia de
transfecciónsedeterminómedianteensayode actividad ¡3-galactosidasa(Maniatisy cols.,
1989). Paraestefin secotransfectócon 5 pg del plásmidoZ-neo, quecontieneel genLacZ
bajo el control del promotor de la ¡3-actina. Este plásmido fue proporcionadopor LI.
Casanova(CIEMAT).

El suero deslipidizadopara el estudiodel efecto de las hormonasesteroidesse
preparóañadiendo1.6 g decarbónactivoy 4 g de resmaAG5OI-8X (Bio-Rad)por cada100
ml de sueroe incubandocon agitacióna temperaturaambientetodala noche.Se decantóel
suerotrascentrifugar 10’ a 2000 rpm y seclarificó por nuevacentrifugacióna 12000rpm
durante30’ a 40C. El sobrenadanteseesterilizópor filtración a travésde 0.22 pm.

En las transfeccionescon suerodeslipidizadolas células secrecieronpor dospases
y transfectaronen medio suplementadocon estesuero,y tras la transfecciónse incubaron
en este medio suplementadocon 1 ¡tM de ácido retinoico disuelto en etanol.

2.18. ENSAYOS CAf.

Los ensayosde CAT serealizaronpor un procedimientoadaptadodeGormany cols.
(1982). Se normalizó la cantidad de proteína de cada placa según la eficiencia de
transfección(determinadapor actividad¡3-galactosidasa)y sepreparóla siguientemezclade
reacción:

4 ¡tI 100 ¡tCi/ml ‘4C cloramfenicol(50 mCi/mmol)
20 ¡ti AcetilCoA 4 mM
32.5 pl Tris IM, pH 7.5
H,O hasta150 ¡tI.

Se incubódurante1 h a 370C.Pasadoestetiempo, seañadieron20 pl másde 4 mM
AcetilCoA y seincubó duranteotra hora. Seañadió1 ml de acetatode etilo y tras agitary
centrifugar 1 minuto seextrajo la fasesuperiory sesecó en el Speed-Vac.Se resuspendió
cadamuestraen 30 ¡tI de acetatode etilo y seaplicó a una placade cromatografíaen capa
fina, equilibradapreviamenteen cloroformo/metanol19:1. Las placassedesarrollaronen
estamismamezcla, y el resultadoseanalizómedianteautorradiograflay secuantificóen un
contadorde centelleolíquido.
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2.19. MATERIALES.

Los productosquímicosusadosfueron suministradosfundamentalmentepor Merck
y Sigma. Otros suministradoresfueron Fíuka, Raker, BDH, Probus,Panreac,BioRad,C.
Erba y Serva.Las endonucleasasde restriccióny demásenzimasde modificaciónde DNA
y RNA seobtuvieronde Boehringer,New EnglandBioLabs, USB 6 BRL. Los mediosde
cultivo parabacteriasfueronde Difco. Los radioisótoposprocedíande Amersham,NEN 6
ICN. Se utilizaron películas autorradiográficasKodak X-Omat R y AS. Las pantallas
intensificadorasfueronde Dupontó Kodak.

2.20. MEDIOS INFORMATICOS.

Los análisis de secuenciasde DNA, búsquedasy comparacionesse realizaron
utilizando el paquetede programasde análisisde secuenciadel GeneticsComputer(Jroup
(y 6.2) de la Universidadde Wisconsin(Devereuxy cols.,1984),utilizando un clusterde
VAX. Se utilizaron los bancosde datosEMBL y GenBank. La búsquedade secuencias
reguladorasen los promotoresse realizó utilizandoel programaSEQNCE(IntelliGenetics)
conunabasededatosde factoresdetranscripcióncompiladapor Miguel Beato(Universidad
de Marburg, Alemania). Este texto fue procesadoen ordenadorestipo PC-AT 386,
utilizandoel programaWordPerfect5.1,e impresoen unaHewlett-PackardLaserJetIII. Las
gráficassecrearoncon HarvardGraphicsv2.3 6 3.0 y seexportarona WordPerfectcomo
metaficheros.
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NOTAPRELIMiNAR

La nomenclaturade las queratinasha sido tradicionalmenteun asuntorelativamente
confuso. En los primeros estudiosque se realizaron,se denominaronéstaspor su peso
molecular.Con posterioridad,Molí y cols. (1982) establecieronun sistemade numeración
para las queratinashumanasque rige en la actualidad.Sin embargo,en el caso de las
queratinasde otros animales,frecuentementeeste sistemano llegó a implantarse.Así, se
habla de una queratina“endoA” de ratón (equivalentea la K8 humana)o de una “KIII”
bovina(que equivaldríaa la KS humana).Aunqueno en todos los casossepuedeencontrar
correspondenciaentrelas queratinashumanasy las de otrosanimales,en los últimos tiempos
ha comenzadoa implantarsela tendenciadc nombrar las queratinaspor el númerode la
queratinahumanacorrespondienteprecedidopor dos letras, que indican la especiea que
pertenece.Así, seutilizaría 11K paralas queratinashumanas,BK paralas de vacas, MK
para las de ratón y XK paraXenopus. Nosotroshemosdecididoutilizar en lo posibleeste
nuevo sistema, en el cual las queratinas objeto del presente estudio, anteriormente
denominadasqueratinasbovinas IV y IV* (y, en referenciasmás antiguas,56K) pasana
llamarseRK6 y 13K6*. Igualmente,la queratinaqueaquí llamamosBK5 correspondea la
que en la literaturaanterioraparececomoIII ó 58K.
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3.1 ESTUDIO DEL GEN DE LA QUERATINA BK6c

Al igual queen humanos,la queratinaK6 presentaen vacasal menosdos isoformas,
llamadasRK6 y BK6*, queson codificadaspor dosgenesdistintos(Blessingy cols., 1987).
Datospreviosde estosautores,no publicados,indicabanqueexistecoexpresiónde los dos
genesen aquellostejidosquehan sido descritoscomopositivosparaK6, salvoen esófago,
donde se detectaexpresión de RK6 pero no de BK6*. Por este motivo se decidió
inicialmenteabordarla identificacióny estudiodel promotordel gen de la RK6, conobjeto
de compararlocon el de la RK6* y comprobarsi la regulaciónde ambosgenesse lleva a
cabomediantela utilizacióndelasmismassecuenciasreguladorasy factoresde transcripción
y, en último término,cual es la causade queambosgenesse coexpresenen unaseriede
tejidos y no en esófago.

3.1.1 CARACTERIZACIONDEL CLONXK6.

Jorcanoy cols. (1984) aislaron un cDNA de queratinocitosde hocicode vacaque
codificaba la queratina BK6. Con posterioridad,la búsquedaen una genotecabovina
utilizando como sondael cDNA de la queratinabovina BK5 llevó al hallazgode un gen
ligado al de la BK5, e identificado finalmentecomo pertenecientea la queratinaBK6*,
omtrobllftIlidtltu réIacIo,~í~du onu ei do ¡a VIXA (flinmlng y ¿soIs., 1037). Ptrnalmwitó, DInslng
y Jorcano(no publicado)escrutaronla mismagenotecautilizando estavez como sondala
parte3’ del cDNA de la RK6, parcialmentedivergenteen los dos genesBK6 y BK6*, y
obtuvieronotro clon, supuestamentepertenecientea la BK6, quesirvió comobaseparael
inicio del presentetrabajo.

Esteclon genómicobovino, llamadoXK6 y de 12 kb de tamaño,estabadonadoen
el fago X-EMI3L3 (fig. 5). Un fragmentoSall-HindIll deél, de 6.5 kb detamaño(fragmento
A), hibridaba con el dINA de la BK6 (J.L. Jorcano,comunicaciónpersonal). Datos
procedentesde microscopia electrónica de heterodúplexRNA-DNA indicaban que el
fragmentocontiguoIJindlll-HindIII (fragmento13) conteníaprobablementeel promotordel
gen. Por consiguiente,este fragmentofue extraídodel clon genómico(fig. 5), subclonado
en pUC8 y mapeadocon diversasenzimasde restricción.Paracomprobarsi estefragmento
conteníael extremo 5’ del gen de la BK6 o si, por el contrario, comprendíael extremo3’,
se realizarondiversasdigestionesde esteclon y setransfirieron a una membranade nylon
por Sou¡hern hlo, e hibridaronutilizandocomo sondala zona5’ codificantedel gen BX6*.
Esta sondadebeser presumiblementehomólogaa la correspondientedel gen de la RK6,
puestoqueen el restode las zonascodificantessecuenciadasde ambosclonesla homología
de secuenciaesde prácticamenteel 100% (Jorcanoy cols., 1984; Blessingy cols., 1987).
La hibridación se realizó en condicionesestándar,con 3 lavadosde una hora cadauno en
2X SSC,0.5% SDSa 680C.El resultadode estahibridación fue negativo(no semuestra).

Este resultadonegativose puedeinterpretarde diversasformas: eraposibleque el
extremo5’ del gen de la BK6 no se encontraseen el fragmentoB objeto de análisis,pero
tambiéneraposiblequeambosgenes,en contrade lo previsto,divergieranen la parte5’
y no sehubiesepermitidola hibridacióndebidoa las rigurosascondicionesde lavado.Pan
dilucidar este dilema, se hicieron nuevos Southern blois de este fragmento B y del
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inmediatamenteadyacenteen el clon genómico (fragmentoA), digeridos con diversas
endonucleasasde restricción.Estavez fueronhibridadosfrente a tressondasdistintas:

1.- cONA 1V83, correspondientea la BK6 (Jorcanoy cols., 1984).
2.- fragmento5’ codificantedel gende la BK6*.
3.- poliA~-RNA total de hocico de vaca. Estetejido expresaambasqueratinas.

Se hicieron dos lavadosde una hora a 560C en 0.IX SSC, 0.5% SOS. En los
resultados(fig. 5) seobservóqueningunode los dos fragmentoshibridabacon el extremo
5’ deBK6t, lo queindicaqueprobablementeesteclon genómicodela BK6 no contieneel
extremo5’ del gen. El casocontrario, quelo contengapero la divergenciade los genessea
tan grandequeno se detecte,no se puededescartaraunqueno resultaprobable,pueslos
genesde las queratinasestánen general bastanteconservados(Steinert y Roop, 1988),
particularmentecuandouna misma queratinaes expresadapor dos o másgenes(Tyner y
cois., 1985),y la conservaciónde secuenciaentreK6 y K6* bovinasen la zonasecuenciada
(Jorcanoy cols., 1984; Rlessingy cols., 1987) no hacesuponerquelos extremos5’ vayan
a ser divergentes.

A £3 O
SMI BQ(lI flgIH Bg/II Sb!I

Bg/1 ¡ .— -

RvuI 1 cUNA

X tal 1 It

Rg. 5. Mapa del clon genómico XK6 en el veaor XEMBL3 conteniendo
presumiblemenreel gen de la BK6 (‘Jorcano, comunicaciónpersonal). Debajo se
muestranlos fragmentosmínimosde las digestionescon Bglll, Pvu¡I 6 XbaJ que
bitridizan con el cDNA de la BK6 o con el mRNAtotal de hocicode vaca.

El mínimo fragmentocapazde hibridar con el cDNA de BK6 era uno PvuII-PvuII
de un tamañode 1 .9 kb. La hibridaciónconel RNA fue débilmentepositivay su patrón fue
muy semejanteal observadopara el cONA. Puestoque tanto el RNA como el cDNA
hibridan solamentecon el extremoizquierdo del clon XK6 (fragmentoA), y el extremo
derecho (fragmentosB y C) ofrece un resultado negativo, estos resultadossugieren
fuertementequeeste clon genómicono contieneel extremo3’ de la BK6, sino queestá
truncadoen algúnpunto intermedio,conteniendosólo la parte3’.

Paracomprobarhastaquepunto del gen abarcabael clon XK6, se secuencióparte
de éste.El fragmentoSall-PvuII (0.9 kb), queseencuentraen el extremoizquierdodelclon
genómico, en la zona que hibrida con el RNA (ver fig. 5) se subclonó en M13 y se
secuencióparcialmentepor el métodode Sangery cols. (1977). La secuenciademostróque
estefragmentoa la izquierdadel clon genómicoincluíael primer intróny partedel segundo
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ctttttccctpta_GTc CGa TTC CTA GAG CAO CAO AAC AAG GTc CTG
Val Arg Phe Leu Glu Cm Cm Asn Lys Val tau

GAC AaC AAG TGG ACC tTG CTG CAO GAG CAG GOCACC AgO ACT
Asp Thr Lyz Trp Thr tau tau Cm Chi Chi <Uy 21w Lym flr

OTO AOO CAO AAC CTG GAG CGt TTC TTC GAG CAO TAC ATC AAC
Val Arg Glu Asn Leu Glu Pro Leu Plie Clii Cm Tyr Ile Asn

AAC CTC AGO AGO CAO
Asn Leu 1~.rq Arq Gin

Fig. 6. Secuenciaparcial de la zonacodificantedelfragmentoPvuII-SalIdel clon
¿«nómico>3<6. El mirón, así comoaquellosnucleótidosde la zonacod(ficanteque
dWerende la secuenciade la queratinahumana11K6 (todaslas divergenciasson
conservativas)se representanen minúsculas. En cursiva se representael área
correspondienteal espaciador1,4. Un sirio de restricción PstI estásubrayado.

exón del gen de la BK6, concretamentepartede la a-hélicey el espaciadorlA. La figura
6 muestraesta secuenciaen su partecodificantey su relacióncon la zonacorrespondiente
de la queratinahumanaHK6. La figura 7 muestraun esquemageneralde la posicióndel gen
de la RK6 en el clon genómicoXK6. Segúnestosresultados,en esteclon genómicono se
hallabael promotordel gen de la RK6, ni el extremoaminoterminaldel mismo, sino que
esteclon genómicoabarcaríadesdeel primer intrón de estegenen adelante,siendopor tanto
inadecuadoparanuestrospropósitos.

3.1.2 BUSQUEDADEL GENBK6.

3.1.2.1.Preparaciónde la sonda

Decidimosentoncesbuscaren la genotecaotroclon queincluyeseel promotordeeste
gen. Paraello eranecesariodisponerdeuna sondaespecíficaqueno hibridaseconlosdemás
genesde queratinas,particularmenteconel de la RK6*. Habidacuentadequela homología
de secuenciaes elevada,especialmenteen la zona que codifica los dominios centrales
(incluyendola a~hélice),quedabadescartadorealizarcualquiertipo desondaa partir deesta
zona. Igualmente,la búsquedacon el cDNA habladadolugarpreviamenteal hallazgode
un clon incompleto, sugiriendoque no hay ningún clon genómicoque contengael gen
completo, sino que este se halla partido. Se decidió entoncesutilizar un intrón, con la
esperanzade que una hibridación en condicionesde lavado rigurosas fuera capaz de
seleccionarúnicamenteclonesqueincluyeransolamenteel gendela RK6. Decidimosutilizar
el primer intrón del gen, por un doblemotivo: primero porqueconocíamossu localización
y partede la secuencia,y segundoporqueal ser el máscercanoal extremoaminoterminal
existían másposibilidadesde encontrarun clon quecontuvieseunaadecuadalongitud del
promotor.

La secuenciadel fragmentoSalI-PvulI del clon 6.5 kb de la BK6 (fragmentoA de
la figura 5), queincluye el primer intrón del gen, muestradossitiosderestricciónl>stl, uno
de los cualesse encuentrajustamenteen el bordeentre intrón 1 y exón B, haciéndoloun
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A so~¡ A ¡ 8 HInO? 1 0
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flg. 7. Esquemade la caracterizacióndel clon genómico>3<6. A, mapadel clon.
11, mapadel suhúlonde 6.5 kb (fragmentoA) quehibrida con el cDNA y RNA de
BK6. C, el fragmentoPvull-Sal¡de estesubclonfuea su vezde nuevosubclonado
y parcialmentesecuenciado,en la zona indicadapor la caja (esón B) y la flecha
(intrón 1). D, localizaciónde estasecuenciadentrode la estructurageneralde los
genesde las queratinasde tipo II. Los recuadrosindican los ¿‘sones,las líneas, los
intrones. Escala: A, ¡ kb. fi, 0.5 kb. C, 03 kb. D, 0.4 kb.

candidatoidóneoparaobtenerunasondalibre de exón (figs. 6 y 7). Así pues,secortóeste
plásmidoy sepurificó un fragmentoPstI que fue subclonadoen el sitio de restricción¡‘sil
del vectorpUCI9.

3.1.2.2.Amplificaciónde la genoteca

Una genotecade DNA total de vacaen el fago X-EMBL4 fue amplificadaen dos

pasossegúnsedescribeen Métodos.Se obtuvoun título de 4 10’ ufp/ml.

3.1.2.3.Búsquedaen la genoteca.

Se prepararon5 placasNunc de 22x22 cm con 2.5~10’ ufp cadauna (la máxima
densidadde placasenla queéstasno semezclanentreellas),conun totalde = 1 .2$ lO~ ufp.
Estasplacasse transfirierona nitrocelulosautilizando básicamenteel métodode Bentony
Davies(1977), modificadosegún sedescribeen Métodos,y sehibridarondurantetoda la

¡.1?

(1

1)

II

PvuI

A GH ¡
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nocheconla sondamarcadacon ‘2P por nick transíation. Seefectuarontres lavadosde una
hora cadauno en O. lx SSC, 0.5% SDS a 590C con agitación. Como resultadode esta
hibridaciónaparecieron33 clonespositivos. Debidoa la casi confluenciade lasplacasy al
pequeño tamaño de éstas, era prácticamenteimposible aislarlas individualmente sin
contaminaríascon las adyacentes,por lo queseoptó por picar las placaspositivas,diluirías
en tampón SM y volver a plaquearlas,estavez en placasde Petri de tamañonormal. Se
transfirierona membranaigual quela vez anteriory sevolvieron a hibridar con la misma
sonda y en las mismascondiciones.En este caso, de los 33 clones iniciales, sólo 22
resultaronpositivos, aunquealgunoserandébilesy poco abundantes.Estos fagos positivos
sevolvieron a picar y a diluir en tampón SM. Se titularon entre 10’ y 10 ufp/ml. Los
resultadosde esta segundahibridación fueron:

Clonesclaros, presumiblementebien aislados:2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, lO, 11, 17, 22,
23, 24, 28, 30, 31.

Clonesdébiles,pararepetir: 4, 12, 21, 26, 32, 33.
Clonesnegativos: 1, 13, 14, 15, 16, 18, 19, 20, 25, 27, 29.

Sepreparóunanuevasondareciénmarcadaparavolvera hibridar los clones.Sehizo
de nuevoen las mismascondicionesque en el caso anterior, utilizando placascon 100
colonias. Ninguno de los clones que en la hibridación anterior resultaronnegativosdió
ningunaseñal.En los otros, los resultadosfueron:

Positivos fuertes:4, 5, 6, 7, 8, 9, 24, 30, 33.
Positivos(lébiles: 2, 3, 10, 17, 23, 26, 28, 32.
Negativos: 11, 12, 21, 22, 31.

El sorprendenteresultadoobtenidocon los clonesn0 11 y 22 (fuertementepositivos
en la primera hibridación, negativos en la segunda) nos llevó a hacer una tercera
hibridación. Estos clones II y 22 fueron replaqueadosa partir de los tubos iniciales,
recogidosde la primera placa positiva. El resto de los clones positivos también fueron
plaqueados,salvo el clon n0 9, que no volvió a crecer nunca más, pese a intentar
recuperarloen diferentesocasionesy por múltiples medios.

Las placasfueron de nuevotransferidasa nitrocelulosae hibridadasen las mismas
condicionesque las anteriores.Los resultadosfueron:

Positivosfuertes:5, 7, 8,10,17,23, 24, 30, 32, 33.
Positivosdébiles: 2, 3, 4, 6, 28.
Negativos: 11, 22, 26.
No crecen: 9.

3.1.2.4,4nalisisde los clones

Aunque todos los clones arriba obtenidospresentabanhibridación positiva con el
primer intrón del gen de la BK6, eraposiblequeno todos abarcasenla zonade interés,es
decir, el promotordel gen. Puestoqueno se disponíade sondaspara estapartedel gen, y
de nuevoasumiendola suposiciónde queexisteuna fuerte homologíaentre las queratinas



39

BK6 y BK6*, se realizó unahibridación de los clonespositivoscon la parte5’ del gen de
la BK6*, en condicionesno muy restrictivas.También se realizó otra hibridacióncon una
sondaespecíficadel gen BK6, correspondientea la zona3’ no traducidadel RNA, para
determinarqueclones se extiendenhaciael extremo3’. Paraello, se picaronen placasde
agar blando (0.8%) con bacterias E. coli Q358 todos los clones positivos del ensayo
anterior, y se incubaruidurantetodala nochea 370C. El ensayosehizo por triplicado, cada
placase pasóa un filtro de nylon y se hibridó con una de las sondasmarcadaspor nick
transíation: BK6*~5’, BK6-3’ y la sonda que contiene el primer intrón de la RK6,
anteriormenteutilizada. Los lavadosse hicieron en 0.IX SSC, 0.5% SDSa 600C, y los
resultadosfueron los siguientes:

Intrón: todos positivos.
BK6-3’: positivosfuertes:23, 24.

positivosdébiles: 3, 4, 8, 28, 30, 32.
negativos:2, 5, 6, 7, 10, 17, 33.

BK6*~5’: positivosfuertes:2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 17, 28, 30, 32, 33.
positivosdébiles: 10, 23, 24.

clon sonda
123456789101112131415161718 intrón <1)
—++±±±++± + + + — — — — + —intr6n <2)

+±±±±+++ + - - + intrón (3)
+ ±±+ ±++ + - + intr6n (4)

— + + — — — + — — BK6—3’

+ + BK6*-5’

21<6*45 645 2 5 Tipodeclon

clon sonda
19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 intr6n (1)

— — ± + + + — — + — + + + + intr6n (2>
— - ± + + + — ± + intr6n (3>

- + + - + + + + intrón (4>

+ + + + + — BK6—3’

+ + + + + + BK6*—5’

1<61<6 5 4 4 6 Tipo de clon

Tabla JI. Resultadode la hibridación de los 33 clonespositivosencontradosen el
primer sondeode la genoteca, con tres sondas: Intrón ¡ de la BK6 (cuatro
esperimenta~);81<6-3’, fragmento3’ no cod4ficantede la 1<6; BK6t~5’,fragmento
5’ cod<ticante de la 8K6*. Los clones se puedenagrupar, según su patrón de
restricción, en los distintos tipos quese indican abajo en cursiva.
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flg. 10. A>. Mapasde lay cuatroclonesgenómicos>4, X6, XSy >40, mostrandosus
extensionesrelativas sobre la zonaque cubren. 8). Mapas másdetalladosde los
clones >4 y >35. Las zonas que aparecen en recuadrosfueron subclonadas
posterionnenre.8, BglIl. E, EcoRI. 1’, PvulI. 5, SaIl. X, Kiwi. Todoslos sitiosSalí
procedende los vectores.

La hibridaciónde diversasdigestionesde los cuatroclones nuevoscon las sondas
anteriormentecitadaspermitió efectuarmapasde restricción y determinarcualesson los
fragmentosquehibridancon cadaunadelas sondas,descubriéndoseentoncesquelos cuatro
clonesse solapanentreellos, abarcandoen total una extensiónde unas20 kb. La figura 10
muestrael mapay posición relativade estoscuatroclones.

Noscentramosen dosclonesparahacerel estudioen profundidadde estegen. Estos
dosclones, X4 y X6, abarcantoda la extensióndel locus. Comoprimeraaproximación,se
subclonaronen pUCl9 dos fragmentosde estos clones que hibridabancon la zona 5’
codificantedel gen de la BK6*: el fragmentoSalJ-EcoRI(de 7 kb) del clon X4, y el
fragmentoSaIl-EcoRí(de 4.2 kb) del clon X6 (ver fig. 1DB). Estosclonesrecibieronlos
nombresde pX4 y pX6, respectivamente.

Los clonespX4 y pX6 fueronmapeadosen profundidadcondiversasendonucleasas
de restricción(fig. 1GB) y estasdigestionesfueronhibridadasde nuevocon sondasparael
primer intrón y zona3’ no codificantede la BK6 y la zona5’ codificantede la BK6*, en
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TYRKLLEGE (Hanukoglu y Fuchs, 1983; Albers y Fuchs, 1987), ademásde todo el
extremocarboxiterminaly la zona 3 ‘no traducidahastala señalde poliadenilación.Esta
sondase hibridó frente a los cuatroclonesgenómicos)..4, X6, KB y >40, realizgndoselos
lavadosa 600C en 0.5% SDS y lx SSC. Secomprobóqueno hibridabaningún fragmento
adicional (fig. 12), lo que indicaqueestegen no sehayaen lascercanfasde ningunootro
gende queratinas.

CCA CAA OTC AAC ATcTGTAAGTACTTCCACCTOCCCCCATCCCCTCCCCTTGTCTCCCTTGAC
Gly Clii Val Aen
TGGATTCTOTOOCACAOTCAGCTCACCATCCTCGATACTCACTTCTCCCTTTOACTCAACCGTCTCA
CTCATOATCTTOTAGCATTCTOATCTGTCCATTOTGTCAGCCTCTCACCTCCTACOTGCAT
CCCCTGCAGCTcGACTCTACAOGATC ccc OTO CTC CAO TCC ACT OTC TCT CGT CCC

Ile Pro Val Val Cm ser Thr Val Ser Gly Cly
TAT CGT CGT GCT CGT CCC TAT CGT CGT CCC ACc CGT CTC CCC ACT CCC TTA
Tyr cly Cly Ala Oly <Ay Tyr Oly Cly Ala ser Gly Leu Cly Ser Cly Leu
CCC OTO ACT OCA OCA AGT OOC TAC TCC TAC ACC ACO CGT CAC ACO CTT OCA
Gly Val Ser Gly Cly Ser Gly Tyr ser Tyr Ser S~r Gly Hin Ser Leu Oly
CGT CCC TTC AOT TCT CCC AOT Ccc AGA CCC ATA OCa TCT CCC TTt 000 TOC
Oly Cly Ph. Ser Ser Gly Ser Oly Arg Ala 11. Gly Cys Cly Ph. Gly Ser
TCT CCC CCC ACC ACT WC ACC ATC AAA TAC ACC ACC ACC ACC TCC TCC TcC
ser Cly Gly Ser ser Ser Thr Ile tys Tyr Thr Thr Thr mr Ser Ser Ser
AOC ACO AMI CCC TAC AAC CAC TCA ACTCCTGTCATOOGCCAAGCTCCCACAATGTCTCAQ
ser Arg tye Cly Tyr Lys Hie
GCTCCcTCTGTTOCTTTCCACTCTCCTCcATTGCTTTATCTTTCCTCCTTCCTTTTCTTACTCCATTGA
ATTAAAACTCCAAGCTOTCCGTCAGTGTCCTCGACTCTCCTCTCTCCCAAAACCTCTTGCAACTOAGCT
TCcATTOTTCAcCATTOCAAGGTTGTTACTTOGCTCCTAGTCCAGACAGCCTAATCCCACTTACTTTCT
ACTGCCCCACGACATCCCAcTTACTTTCTACTGGCCCAOOACATCCCATCTCAOATGTTGTCTTCCTCC
CTTGCAOTCTATTGTGAAACCACAACTCACTAGTTCTATOATCTACACOATTGTACCCTOTCAGTGCAT
OTGCCTCATGCATGCATTTOCTCACTCTATTCCTGAAATGAAAGCACAGGTATtATATAGATOTOTGGT
TTCACATACCCATTTCTTTOTCAAAAATGOTTCCTGAOCTTTTCACCTOACACATOAAGCATACTTCTC
AGOcATCAACCACACTCCCCACCcCCATATCcCTCACTCOOTTCCTCTAOACAACTTCAACAAACAGCA
GCTTCCGATACTOATAATCAGCTTTCTCTCACACATACAATTTAATCCAflTCTTTOGCAACTGTAATG
CCAOOACTCTCOTCCACCATCACOTATACTCTGCTTTTTATTCTTCCGGCCAACTGTAACTCAATTACT
CTCTCCTCCTAAGACCACCACTCAACCACACTCAAOGTCAACTCTTAATOTTCATTTCATTTCAGAATT
ATGTTTGTCCCCCATCACAOCACAACAACATTTAGCAATTAAATACCATATTTOATTTTTATTTAGACT
TAACTTCCTAACAACAAACTTOCCTOACAAACTATCATCAAOGATAATTAAAGCGTATGTACTTTTGA
ATCCAAAATTCTA

Hg. 13. Secuenciade la parte 3> del gende la queratina bovina K6c. Las zonas que
codifican <‘sonesestántraducidas.Losúnicostres cambiosen la Zonacod(ficantecon
respectoa los genesde la queratinaK6 y K6* semuestranen minúscula.La señal
de poliadenilación estásubrayada.

3.1.2.6. Secuenciacióndelextremo3’

Abordamosel estudiode la secuenciadel plásmidopX4 (7 kb) por incluir éstetanto
la zona5’ como la 3’ codificante(ver fig. 11). Paraello, varios fragmentosde restricción
de este plásmidofueron subclonadosen el vector M13 y secuenciadospor el método de
Sangery cols. (1977). Algunosfragmentosdemasiadolargosparasecuenciadosde unasola
vez fueronparcialmentedelecionadosutilizandola exonucleasaBal31 y reclonadosdenuevo
en M13 tras realizarun rellenado de extremos con la polimerasade Klenow.

En la figura 13 semuestra la secuencia del fragmentoPvull-EcoRIdel clon pX4, que



45

contieneel extremo3’ del gen. Se secuenciaronen total 1.5 kb, de las cuales0.5 estaban
por detrásde la señalde poliadenilación. El resto de la zona secuenciadaincluye un
fragmentodel penúltimoexón, el último intrón y el último exón completosy toda la zona
3’ no traducida.La figura 14 muestraun esquemade la zona secuenciada,junto con los
clonesqueseutilizaron para secuenciaríay la extensióny orientaciónde cadalectura.

La secuenciade la zona3’ del clon pX4 reveló queesteclon no perteneceal gende
la queratinaBK6, sino quecodifica unanuevaqueratina,distinta de la BK6 y BK6*, que
hemosllamado BK6C. Del análisisde las secuenciasse observaque la zona3’ codificante
de la BK6c muestrauna casi total homologíade secuenciacon la correspondienteszonasdel
cDNA de la queratina BK6 (Jorcanoy cols., 1984) y el 3’ del gen de la BK6* (Blessing y
cols., 1987), encontrándosesólo tres cambiosen todo el último exón, de los cualessolo el
primero es no conservativo (Cys--*Pro), lo quesuponeun 99% de identidad. Sin embargo,
en la zona 3’ no traducida los tres clones son diferentes entre si (fig. 15), habiendo
aproximadamenteun 80% de homologíaentre cadados de ellos. Debido a la muy alta
variabilidadde estazoila, la similitud halladaen estasecuenciaen los tresgenessugiereque
codifican proteínasextremadamentesimilares.

5 6 78--.-‘u-íu-m--t
(1) DLII p (3M

¡mlyA

¡

() 1 kL?

Hg. 14. Zona secuenciaday estrategia de secuenciadel ¿‘¿tremo 3’ del gen de la
queratina K6c.

3.1.2.7. Expresión de K6c

Paradeterminarla posibilidadde queesteclon codificaseun pseudogen,decidimos
comprobarsu expresiónmedianteanálisis de RNA por Northern blol. Para ello, y puesto
que los tres genes presentanuna altísima homología, si no similaridad, en las zonas
codificantes,decidimosprepararsondasqueabarcasenla región3’ no traducidadel mRNA,
única con un = 80% de homología.

Para la obtención de la sonda específicadel gen BK6c, se partió de una de las
delecionesutilizadas para la secuenciadel extremo3’ (ver fig. 14). Esteclon seextiende

desdecercadel final de la zona 3’ no traducidaen dirección 5’, hastael sitio PvuII. El
inserto de este gen fue separadodel vector M13 en que se hallabay reclonadoen el

A
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consenso TCAACTCCTCTCATCGCC~CAACCTCCCACAATGTCTCACCCTCCCTCT
316 T
316* T
3K6C

consenso ~
316 CCAT CACACC TG CC CCACT A CTTT
316* CCAT CACACC CA AT CCCCT ti CCTT
B16C OTTC TC-A-- C— CC TACTC ti TC-—

consenso C-T-TCTTACT---TT-A-~TTAAACTGA T--GTC
316 A C --- A T C A GTTAT CA e
31<6* T C CC- G ti C A GTTAC TA
316c T T CCA G A A O ACCTC CC AGTGTC T

consena Tc--C-CTCT-CCAA—ACCTC-T TOAC-TTCC-—TOTTCA
31<6 TTCA -TC C T CCTACC C AC
316 CTTA TTT O A TACCCA o CT
BK6c CCAO TCT C A TCCAAC O AT

consenso -CATTCOAA-—T TT--GTCCTA-TCCA--ACACCC-AATCC-
31<6 0 -A TAACTA TO O -O - TC
31<6* e CC CACCTC CA O TA O CA
B16c O CG TOTTAC CO O —C T CA

consenso CTT-CTTTC-ACTCCCCCAGCA--TCCC-TCTCACA~TCT¶IMTG4CC
31<6 0 0 Aa o CC CA

3K6t O O CA A CO A T
BK6c A T CA A -— O T

consenso TCC-TT-CAOTC—ATT-—-AAAO-A-AACTOACT-OTTCT-TGATCTAC
31<6 A T — tiTO CC O T
BK6~ CC — ACT TC O T

CO T OTO CC A A

consenso ACC-T TCT AT T--TCT-T-C-—TCC--TTT-
31<6 0 U CTTCO GT T O TO TO o
31<6* 0 T COCTOCC T O TC TO T
BK6c A TOTACTO CAOTOC OTOCO CA A G A- A- O

consenso OTO AC-TCTATTCCT-AAAT-AAAOC-GAT-TAT-ATAT
31<6 T - - T T C

31<6* TTTTAGCA T - - A T A.
316c O O A C O

Hg. 15. Comparaciónde las secuenciasde las zonas3> no traducidosde los genes
de las queratinasbovinasBK6, BK6* y BK6c. Cuando existeconsenso,este se
muestraen la hilera superior La señaldepoliadenilaciónsemuestraen negrita.

plásmidopGEMI, para obtenerun polylinker completo.De aquf fue de nuevoextraído,
purificado y digerido con la endonucleasade restricciónAluI. Se purificó de agarosauna
banda de 140 pb, que se reclonó en el vectorpUCíS digerido con &oRI y SmaI. Se
comprobómediantesecuenciaque uno de los clones, que recibió el nombrede K6c-3’,
portabael fragmentocorrecto. La sondacubríaunaextensiónde 150 pb en la partefinal de
la zona3’ no traducida,con unadivergenciadel 17% con cadauno de los otrosdos genes,
BK6 y BK6* (ver fig. 15).
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3.1.2.8.Secuenciaciónde la wna 5’

Unavez vista la existenciadetresgenesdiferentes,seplanteéel problemade si estos
tresgenesse podíanconsiderarcomotres formasdiferentesde la queratina6 o si el nuevo
gen tenía menos relación con los genes de las queratinasBK6 y BK6*, debiéndose
considerar entonces como una queratina diferente. A la vista de que los extremos
carboxiterminaleseran virtualmenteidénticospara las tresproteínasabordamosel estudio
de la zona 5’-codificante con objeto de determinarla posiblesemejanzaentreellas, puesto
que las zonasN- y C—terminalesson las másdivergentesen lasqueratinas(Steinerty Roop,
1988).

Parala secuenciadeestazonaseutilizaron los fragmentosEcoRl-Bg111, EcoRI-PvuII
y PvuIl-Pvulldel plásmidopX6. Todosestos fragmentoshibridanconla parte5’ codificante
del gen de la queratinaBK6*, y los dosprimeroslo hacencon el intrón de la BK6 (Fig. 11,
nóteseque pX4 estádonadoen SalI-EcoRl, mientrasque pX6 lo está en EcoRI-SalI, fig.
10). Estosfragmentossesubclonaronen M13 y sehicierondelecionesseriadasde ellos con
la exonucleasaBal3l. La figura 17 muestrala estrategiade secuenciade estosclonesy las
distintas lecturasrealizadas.

¡icoR! Afl?G P’vull a hélice Bg/lI PvuIl
1 ni a

L __ __-—___________________

ti

Ñg. 17. Estrategia de secuenciadel extremo5’ del gen de la K6c. Lasflechas
indican las distintaslecturasde secuenciaque se hicieronde estazona.La posición
delprimer mirón y el comienzode la a-héliceestán indicadas.

En total sesecuenciaronunas2000 pb del extremo5’ del gen de la queratinaBK6c,
entreunos 600 ph de la zona 5’ no codificante, el primer exón y el primer intrón al
completo,y partedel segundoexón. La secuenciade esta queratina,quese muestraen la
figura 18, presentaalgunos rasgosnotables.No se puedecompararpor completocon la
BK6, por carecerde datossobrela secuenciade estaúltima, perosi sepuedecompararcon
las correspondienteszonasdela BK6* (Blessingy cols., 1987) y la queratinahumanaHK6b
(Tyner y cols., 1987).La figura 19 muestrala comparaciónentrelas secuenciasdel primer
exén de las queratinasK6* y K6c. Este exón abarca toda la zona aminoterminal y el
comienzode la a-hélice.Sepuedeobservarque lasdosproteínasson muy parecidasen esta
zona, habiendoentre sus genes sólo seis cambios de base conservativosy cinco no
conservativos(96% de identidad).Ademásmerecemenciónespecialla existenciaen la K6c
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1 GAATTCCATG AGAGTGTAGA GGATATAAAA CGGATCATGA GAA.ATTAATT
51 TTTATA.AAAT CCAGTGATAG GCATACAGAG ACCCATTTAT A’rTGCAAATC

101 TACATACCTACCTGTGGGAAATTTTGAGGA. AAGCAAA.AAAAAAGTCATGT
151 TTAGCTTCTGTAATTAATGA CAAACATAATAATTATTATT GTAAGAAAAG
201 CTAGGCTATTTTGCTCTCCAGGATTTOTGGCTGGTGGGTGAAACACCACG
251 GCAAATGAGC CTCAGTACAT TTCACACACG AGCATTACAT CGAGAACCTT
301 TGTGTGAGTT GCTGACTAAC TCCCAGCTCA GTGAGTTGAG ACTAGTCTTA
251 CTGTACTCAG AGCTGTCAAA GCTGGAAGGC AGGAGAAATT TTCCCTGACT
401 AAAGGAAACC AAATATGCAA TCTTCACATT TCTAACTTTC TAATAAACCA
451 GATGTGATCTCACTCTTTGTAAACCCTGGCCCTTCCCAACCTGCAGGCTC
501 ACCTTCCAGGACTGAGCCCAGCCCATTTTCTCCATATATAAGCTGCTGCT
551 GGGAAGCTCCTCTTACAGACCTGCTCCTCTCAGCTCTGCACTGCACCCCT
601 CGCTCCTTCOTCAGTCTCTGCTTCTTCAGGAACCATGTCTTGCAAATCCA
651 CCGTGAAGACCCAAAGCATC AGCCGCAGGG GCTTCACTGC CGGCTCAGCC
701 AGAGTCCCTGGGGTGTGOCGCTCTGGCTTCAGCAGCGTGTCCCTGTCCCG
751 CTCCAGGGGCAGTGGCGGCCTCGCTGGAGTGTGTGGAGGAGCTGGCTTTG
801 GCAGCCGCAGCCTGTATGGCCTGGGGGGCTCCAAGAGGATCTCCATCGCA
851 GGGGGCAGCTGTGCCATCGGTGGTGGATATGGCGGCAGAATTGGAGTTGG
901 CTATGGCTTCGGGGGTGGAGCCGGGAGTGGATTTGGTTTT GGTGCTGGGG
951 CTGGTAGTGCCTTTGGGCTCGGTGGTGGAGCTGGCTTCGGACGTGGCTTC
1001 GGTCGTCCTGGCTTCCCTGTGTGCCCCCCTGGAGGCATCCAAGAGGTCAC
1051 CGTCAACCAG AGTCTCCTGA CTCCCCTCAA CCTGCA.AATCGACOCCACCA
1101 TCCAGCGGGT GAGGACTGAG GAGCGGACAG AGCATAGCCC CATCACAGTT
1151 GACCAGATCAAGaCCCtCaa CaaCaagttt gtCtccttCa tCgacaaggt
1201 gagctgggag CatCtgOCCt agtggggatt goagagtgcc caagagagcc
1251 aaotaagaga cotgttotao oggagqgaga Ctcrqggggag aggagggtgg
1301 gactcaggcg agctctccae tgggatacag gacaggttae atgtggaccc
1351 oaqgoagaag gtgatggaaa tcatttataa ttaotoatgg ccccattcct
1401 qooaaqgaaa tagtcaoagt tcttgacaat ootgaaggaa agaacaggaa
1451 atqaqagaat gcaatgagat ggottgatot tctggatggt ctaagaagtt
1501 aaaaqgqtat tgCagtggaa actgoatttg agtoatagat OgatgCtgga
1551 tqgaggaaag aaagcaaaaa acaaaggagttgaggaaacza aotoaagtat
1601 atatCoataa ggactttgta tCagoCggat toatgcacta tatgggaaac
1651 aagattaaat tcaatcatta tagaattgga atCtaatcat tagattataa
1701 aoatCtgata tcootttaao tgaggCatgt gotttgtaaa agctCtgtgc
1751 aataggagaa aaatgotatg ataaaatata tttgtgcttg ttcttgtoac
1801 gaggaaqaoa gaagggttga aaqtCaCtga Ctgacagtct CCataagtga
1851 gagqaqgaac atctqacaqo tcottgggaa aottggCCat gagatctgtg
1901 tqgtgtaaag ctaaagaqtc aggggagoag aactgtcage ctctgtacag
1951 gctctggagc agcgcagcac caccagacca ocagatoage ctgggacttg
2001 toaactCaoa gataacoatc ttgttggotg cagGTCCGAT TCCTGGAGCA
2051 GCAGAACAAGGTCGTGGACACCAAGTGGACCTTGCTGCAGGAGCAGGGCA
2101 CCAGGACTGTGAGG

¡Ng. 18. Secuenciaparcial de nucleátidosdelgende la queratinaBK6c. El inicio de
traducciónestá en negritay subrayado,y el intrón se representaen minúsculas.El
codonsubrayadoindica el inicio de la a-hélice.

pero no en la K6* de una duplicaciónde cuatro aminoácidos(Gly-Phe-Gly-Gly)cercadel
inicio de la a-hélice. La comparaciónentrelos genesde las queratinasbovinasK6* y K6c
acabaaquí, puesno seconoceel resto de la secuenciadel gen de la K6t.
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MetSerOysLysserThrvalLysThrGlnserl leserArgArgolyPhe
BK6c 635 ATCTCTTCCAAATCCACCGTCAAGACCOAAAGCATCAGOCGCAGGGGCTT684

BK6* 672 ATOTCTTACAAATCCACTCTOAACACCCAAAGCATCACCCGTAAAGGCTT 721
Tyr Ly e

SerAmaolyserAlaArgValrroolyValcysArgSerGlyPheSer
685 OAOTCCCCOCTCAGCCACAGTCCCTCCGCTCTOCCGOTCTGCCTTCAGCA734

liii 111111111 11111111111111111111111111
722 CAOTCCCCCCTCACCCAGAGTCCTTGCOGTCTOCCCCTOTOGCTTCAGCA771

Leu

SerValSerLeuSerArgserArgClyserolyolyLeuAlaolyValcys
735 CCCTCTCCCTCTCCCCOTCCACOCCCACTCGCOCCCTCCCTCGACTGTGT 784

772 CCG’rCTcCCTCTCCCCCTCcACOGGCACCGOcCOcCTCOCTGCACTGTCT821

OlyClyAlaGlyPheClySerArgSerLeuTyrClyLeuGlyClyserLys
785 CCACCAGOTOCCTTTGCCAGCCGCAGCCTCTATGCCCTCCCGGGCTCCAA834

liii 11111111 t 11111111 11111111111111111111111111
822 OGAGGAGCTGGC’rTTGCCAOCCOCACCCTCTATCCCCTOCCOCGCTCCAA 871

Argí leSerIleAlaOlyClySerCyeAlaT leOlyOmyCI.ymrCmy
835 CAGCATCTCCATCCOAGOCCGCACCTCTCCCATCCGTCCTGCATATCCCG884

111111111 ¡¡11111111111111
872 OAOOATCTCCATCOCAOOCCOCAOCTOTOCCATCOGTCOTCCATATCCCC 921

OIyArcsIloOlyVtmOlyTyralyFh.GlyGlyamyAlaalyseraLyph.
885 CCAGAATTGCACTTOGOTATGGCTTCGCCCGTCCACCOGCGAGTGCATTT 934

liii 1111111111111111 II 111111111 1111111111111
922 GCAGAATTGCAGTTOGCTATCCCTTCGGACCTCCAOTCOCCAGTCCATTT971

Val

ClyPheGlyAlaClyAlaOlySerClyPheolyLeuolyClyoíyAmaaíy
935 GGTTTTOCTGCTGCCCCTCOTAGTCCCTTTGCGCTCOGTGGTGGACCTGC984

111111111 liii ¡11111 111111111 III 111111111111111
972 OGTTTTOCTCCTCCCOCTCOTACTGGCTTTCCOCTCCCTGCTCCAGCT . 1018

PheGlyolyomyPheClyolyProolyPheProvamcyeproproCmy
985 CTTCGGAOGTCCCTTCOGTGGTOCTCCCTTCOCTCTCTOCCCCCCTGCAG1034

II
1019 OOCTTOOGTGGTCCTACCTTCCcTGTOTCCC loso

Ser

omyrleolnoluValThrvalAsnCínserLeuLeuThrproLeuAsnLeu
1035 OCATCCAAOACCTCACCOTCAACCAGAGTCTCCTGACTCCCCTC~CCTC 1084

4,
Cml leAspProThrl leCmnArgValArgThrCluCluArgThroíuuIs

1085 OAAATCGACOOCACCATCCAOCCGGTGAOGACTGACCAOCGGACAGACCA 1134

SerProlleThrvalOluolní leLyeThrLeuAsnAenLy ePheVal
1135 TACCOOCATCACACTTOAGCAGATC~OACOCTC>~ChXACnOTTTCTCT1184

SerPhel leAsptys

1185 CCTTCATCCACAACgt... 1201

¡Ng. ¡9. Secuenciade la zonacodjficantedelprimer exóndelgende la queratinaBK6c
(lineas superiores)ysu comparaciónconla zonaequivalentede la BK6* para la queexiste
secuencia(líneas inferiores). Lasconcordanciasseindican por una línea vertical. Donde
existencambiosno conservativosse ha escrito tambiénel aminoácidocorrespondientea la
BK6*. El inicio de la a-hélice estáindicado con unaflecha.



51

La semejanzacon la correspondientequeratinahumanaes menor. Las zonas 5’
codificantesde los genesde las queratinasHK6b y BK6c presentanunaidentidaddel orden
del 78%. La figura 20 muestrala comparaciónentrelas secuenciasaminoterminalesde las
diferentesK6 conocidaspor ahora.En la BK6c se puedeapreciarla existenciade 8 aa en
la fronteraentreel extremoaminoterminaly el inicio de la a-hélicequeno estánpresentes
en la secuenciade la K6b humana(Tyner y Fuchs,1985). Sin embargo,en el lugarocupado
por la duplicaciónde cuatroaminoácidosGIy-Phe-tJly-Glyencontradaen el gende la BK6*
apareceen el gen de la HK6b una secuenciaAla-Leu-Leu-Cys,mientrasque, comohemos
visto, en el caso de la BK6* bovina esta secuenciano sehalla presente.El resto de las
diferencias(muchasde ellas conservativas)entreHK6B, BK6* y BK6c estándispersaspor
toda la secuencia,si bien parecehaber algunaszonas en las que estasdiferencias se
acumulan,como son los 38 primerosaa (8 de los 12 primerosza son diferentesentrela
queratinahumanay las bovinas), y los za 79 a 96. Además,en todos los casos(salvo uno)
en quehay una diferenciade secuenciaentreBK6* y BK6c, la secuenciade éstaúltima es
igual a la de la K6b humana,lo cual sugiereque la HK6b humanatiene más relacióncon
la HKÓC bovina quecon la BK6*.

BK6 * MSYKST-VKTQSISRKQFSACSARVLGVCRSGP’SSVSLSRSRQSOOLAGV49
BK6c MSOKsT-VKTQSISRROFSACSARVPGVORSOFSSVSLSRSROSGOLAGV49
HK6b MA5TSTTIRSHSSSRRGFSASSARLPOVSRSGVSSISVSRSRGSGGWGASO

BK6 * CCOAOFGSRSLYGLOOSKRISIAGOSCAICGcTGORIGVGYOFCQGVGSG99
BK6c CGGAGFGSRSLYGLGGSKRISIAGGSCAIOGcITOCRIGVOYGFCGOAGSG99
HK6b CQOAOFOSRSLYGLOOSKIUSICGOSCAISGOYG5P.~OAOYOr~GGAGSG 99

BK6t FOFOAQAOSGFGLGGOA----GFQQPSFPVC 126
RKEc FGF0AOAOSOFOLOOGACFGCOFOOPGFPVCPPOOIQE~>¿QSMJTPW 149
HK6b FGFGCQAOIGFGLOOOPALLC-FGOPCFPVCPPOOIQEnVIIQSUJT?U1149

4,
BK6c LQIDPTIQRVPTQQRflHSPITVEQIKn2I)ICFVSFIDK 187
HK6b LQIDPAIQRIOAQQR EQIKTLNNKFASFIDK 179

¡Ng. 20. Comparaciónde las secuenciasde proteínasde las zonasaminotenninales
de las queratinasBK6* (Blessingy cols., 1987,),HK6b (lynerycols., 1983)y BK6C.
Cuandolas tres son iguales,semuestranen negrita. La flechasobre la últimafila
marca el inicio de la a-hélice.

3.1.2.9.Secuenciacióny comparaciónde los intrones.

La comparaciónentreel primer intrón del gende la queratinaBK6c y su equivalente
de la BK6 mostróunamuy altahomologíade secuenciaentreellos (fig. 21) y explicó por
quéseobtuvieronclonesde la BK6C con una sondapara la BK6. Previsiblementeel primer
intrón del gen de la BK6* tambiénestáconservado,ya que tambiénfue identificadoun clon
pertenecientea este gen medianteel uso de esta sonda.Sin embargo,al desconocersesu
secuenciano se puedeespecularsobreel gradode conservaciónde éste.

En este trabajo se ha determinadotoda la secuenciade este primer intrón en la
queratinaBK6c y gran parteen la BK6. En las zonasen la que la comparaciónesposible
(unas600 bases,casi todo el intrón menosel dominiocentral),la homologíaesde un 90%,
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superior a la de la zona 3’ no traducida (80%), y ligeramenteinferior a la de la zona
codificante secuenciada,lo que sugiere una importante función para este intrón. La
comparaciónentre ambosse muestraen la figura 21. La búsquedade motivosde unión a
proteínasreguladoraspermitió encontraralgunasposiblessecuenciasde unión a la familia
de receptoresde esteroides,hormonastiroideasy RA (no se muestra),así como algunos
sitios semejantes a secuenciasde reconocimientoparaAPI y AP-2. Curiosamente,todos
los sitiosAP-2 y AP- 1 salvouno deestosúltimos sufrenalgunadiscordanciaen susecuencia
entrelos dosgenes.La importanciade dichossitios en la regulacióndela expresióndeestos
genesestá por determinar,aunquese sabe que en el gen de la queratina18 existe un
enhancercon un sitio de reconocimientoAPI (Oshimay cols., 1990).

1 CCCTONNCAACAAONNNNCCTCCTTOATCCACAATCTCAGCTCGGACCAT44

1111111 IIIIlIIIlIIIIIIIIlIIIIItII II
1164 CCCTCA.ACAACAAOTTTCTCTOCTTCATCGACAACCTCACCTCOGACCAT 1213LeuAsnA.nLyaPheAlaSerPh.t leAmpLys

45 CTNCCOOACT . GCOATTCCACAOTOOOCAACAGAOCCAACTAACACACCT 92

1214 CTCCCCTACTCCCCATTCCACACTOCCCAACACACCCAACTAAGAGACCT 1263

93 CTTCTAOCN... CCAGACTCNNNNNAGAOCAOGGT . NNACTCACGCNCC 128

II
1264 GTTCTACCCGACCOAGACTCOCOGOACAGCAOGGTGCCACTCAGGCGACC1313

129 TCTCCACTCCCATACACOATCATGCTACATCT. GACCCCAACTACAAOCT177

1314 TCTCCACTOOCATAOACOA.CACCTTACATGTCCACCCCACCCACAACGT1362

178 TATCGAAAN.ATTTATAACTACTCATCCOTCACANCCACATTCCT.CCAA 223

1363 GATOOAAATCATTTATAATTACTCAT OOCCCCATTCCTCCCAA 1405

224 CG.AATACTOACAO 236

1406 CCAAATACTCACAC 1419

¡Ng 21. Comparacióndelprimer intrón de los genesde las queratinasBK6 (arriba)
y BK6c (abajo). En algunoscasosen que no se ha podidodeterminarla secuencia
conseguridadseponeuna N. La zonacodificanteha sido traducidapara la BK6C.
Las mitades5’ de los huronessemuestranen estapágina,y las 3’ en la siguiente.
Se subrayan las sirios con homologíacon las secuenciasconsensopara AP-)
(FCAGTCA) y AP-2 (GCCCAGGC).Nóteseque en algunascasosestoselementos
estáninvertidos, esdecir queel consensoestaríaen la cadenacomplementaria,que
no semuestra.La flechaindica el comienzodelespaciadorJA. La numeracióndel
genK6c es de acuerdocon la figura 13, la delgen K6 esarbitraria.
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BK6 274 ATCATTAQATTATAA..CTCTGATATCCCTTTAACTCA.. .ATGTGATT. 317

BK6c 1686 ATCATTACATTATAAACATCTCATATCCCTTTAACTCACCCATCTGCTTT 1735

318 . CTAAACCTCTGTCCAATAGCACAAAAATCCTATCAT.AAATACA.TTCT364

1736 CTAAAACcTCTCTCCAATACCAGAAAAATCCTATGATAAAATATATTTGT 1785

365 GC
TTCTTCITGTCtCGAGGAAAGACAGGAAGGCTTGAAGICtC¶¶¶fflA414

1786 GCTTCTTCTTCTCACCAGC . AACACACAAGGGTTCAAAGTCACTGACTGA1834

415 CACTCTCCATAAGTGACAGGCACCCAACATCTCACACCTCCTTGGGCAAA464

111111 111111111 liii 1111111111111111111111111
1835 CAGTCTCCATAACTGACACC. .ACCAAcATCTCACACCTCCTT.GGGAAA 1881

465 CTTGGCCATCAGATCTCTCTCGTCTAAACCTAAACACTCACCCGACCAGA 514
11111 111111111ti 111111111111111111111111

1882 CTTCCCcATGAGATCTGTGTGCTCTAAAGCTAAACAOTCACCOGACCAGA 1931

515 ACTCTcAGCCTCTGTACACGCTCTCCACCACCCCACCACCACCAGACCAC564

1932 1i11IIII11III11II 1111111 liii 111111111111111111 II 1981ACTCTCAGCCTCTGTACACGCTCTCCACCAGCCCACCACCACCACACCAC

565 CACATCA~¶¶¶9¶G¶iCTTGTCAACTcACACATAAcCATCTTGTTTcCCT614

1982 CAGATCAGCCT_CCCACTTCTCAACTCACACATAACCAWTTGTTGCCTG 2030

ValArgPheLeuGluClnClnAsnLysValLeuAspAsnLysTrpThr

615 CCACTCCCATTCCTACACCAGCACAACAACCTCCTCGACAACAACTGGAC664
2031 CAGCTCCGATTCCTCCACCACcACAACAACGTCCTCCACACCI..ACTGGAC 2080

Len Val Thr
4,

LeuLeuGlnCluHIsGlyThrArgThrValArgGlnAsnLeuClupro
665 CTTCCTGCA CACO AcCACCA ‘ACOCACA

111111 wtttt ¡ ¡it ?T~Ti¡¡; ACCTCCAGCCTT714
2081 CTTGCTOCACCACCACCCCACCACGACTCTCACC2114

Cm

LeuPheCluGlnTyrI leAsnAsnLeuArgCluCln
715 TGTTCCAGCAGTACATCAACAACCTcACGAGACAC 749

Continuaciónde la figura 21 <ver página anterior).
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3.1.3. ANALISIS DEL PROMOTORDE K6c

3.1.3.1.Preparacionde los clones.

Comosiguientepaso, nos propusimoscaracterizarel promotorde la queratinaK6c
con objeto de determinaren un principio las zonas funcionalesde éste y comprobar
posteriormentesi la regulaciónde la expresiónde los dosgenes,13K6* y BK6c, seefectuaba
por el mismo mecanismo, es decir, si poseían secuenciasreguladoras similares que

respondiesena los mismosfactoresde transcripción.

El estudiose realizó a partir del clon genómicoX6, queposeíala mayor partedel
gen de la HK6c y unas9 kb de la secuenciaen 5’ (verhg. 10), conteniendopresuntamente
los elementosreguladoresdel gen. La estrategiaadoptadaconsistió en acoplar diversos
fragmentos de la secuencia5’ dcl gen de la K6c al vector pI3LCAT3 (Luckow y Schútz,
1987) conteniendoel gen de la cloramfenicol acetil transferasa(CAT) y comprobar
posteriormentela capacidadde estosfragmentosparaactuarcomopromotor, dirigiendo la
expresiónde este gen CAT en célulaseucarióticas(Gormany cols, 1982).

Debido al gran tamañode la zona5’ de estegen (aproximadamente9 Kb) al igual
quea la inexistenciade ningún sitio de restricciónútil en la zonacercanaal punto de inicio
de la transcripción que nos permitiesesepararel promotor de la secuenciacodificante, se
decidió realizar las construccionespanlos ensayosde CAT en dos fases:

Utilización de las = 600 pb de secuenciaconocidadel promotorproximal para
obtener un fragmento de DNA queseextendiesehastaalgún punto cercanoal inicio de la
transcripción.

2.- Acoplamientode estefragmentoal restode secuenciacorrespondientea la zona

en 5’ más distal.

3.1.3.1.1Obtencióndelpromotorproximal

Para la obtenciónde un fragmentode promotor proximal que seextendiesejusto
hastael inicio de transcripciónsedecidiórealizardelecionesparcialescon las exonucleasas
ExoIlí y Sí. Se partió de un subclon (procedentedel clon pX6) que recibió el nombrede
K&EP y queconteníaun fragmento&oRI-PvuIl de aproximadamente1 kb (ver f¡gs. 10 y
11. En esta última se representael clon pM, que es solapantecon el clon pX6). Este
fragmentoincluía = 600 pb de secuencia5’ inmediatamenteadyacentea la zonacodificante
del gen (incluyendosecuenciashomólogasa la TATA box) y losprimeros250pb dela zona
codificante.La figura 22A muestrala estructuradel insertode esteclon y los sitiosdecorte
DamE-II (sensibleala digestiónconExollí) y Sph¡(protegido)necesariosparaprocederalas
deleciones.Se determinóprimeramenteque la velocidadde digestiónde la enzimaExolil
para el DNA que estábamos utilizando era de — 35 nucleótidos/minutopara una
concentraciónde NaCí de 50 mM (estavelocidadvaria segúnlas característicasdel DNA
y la concentracióndeNací). Así pues, sepreparóla reaccióny se tomaron20 muestrasen
total a diferentestiempos en el intervalo que va desdelos 2’ 30” a los 30’. Tras ser
digeridas e inactivadas, estas alícuotas fueron religadas y transformadasen la estirpe
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(PÁGINAANTERIOR)FJG. 22. Preparaciónde la parte5’ no codWcantedelgen
de la BK6c. El procesosedescribeexhaustivamenteen el tato. A). El clon K6cEP,
quecontieneparte de secuencia5’ delgensedigirió con lasenzimasBamHJy Sp/rl
y se realizaron delecionescon )Zxo¡¡1 y 51, para eliminar la zona codificante
(indicadapor la flechagruesa»E). Extensiónde algunasdelecionesde esteclon a
distintos lapsosde tiempo, entre 2 y 30’. A la derechasemuestrala fotograifa de
la digestiónEcoRI-Iulindl¡l, y a la izquierda su extensiónrelativa. C). Digestiónde
otros clones pertenecientesa las deleciones4 a 7. D). Secuenciadel clon 4.4,
elegidopara acoplaral genCAT. Lasecuenciaen mayúsculasmuestrala extensión
de la deleción, la de la derecha (en minúsculas)indica la continuaciónde la
secuenciade la BK6c. La TA TA box y el codonde inicio de traducción estánen
negrita.

lasdelecionesen un gel de agarosa(Fig. 22B). Se seleccionaronlasplacascuyasdeleciones
teníanun tamañosimilaral deseado(deleciones3 a 7, entre6 y 9 minutosde digestión).Se
preparó más DNA de otras coloniasprocedentesde estasplacaspositivasseleccionadas,y
se cortó y midió su tamaño como antes (fig. 22C). Aquellas cuyo tamaño estaba
comprendidoentrela hipotética señalde capping (determinadasegúncomparacióncon la
secuenciadel gen dela BK6*) y el inicio de traducciónfueronsecuenciadasporunavariante
del métodode Sanger(Kraft et al, 1988). La deleción4.4, que comprendíajustohastaun
nucicótido antes del inicio de traducción (fig. 22D), fue seleccionadapara el trabajo
posterior.

3.1.3.1.2Preparacióndelpromotorproximal

El siguientepasoconsistióenel acoplamientodeestazona5’ proximalno codificante
del gen de la BK6c al plásmidopBLCAT3. Idealmenteeste clonajesedeberlahaceren el
sitio del polylinker máscercanoal inicio del genCAT, con objetode a) nocrearestructuras
secundariasquepudieraninterferir con la transcripcióny b) dejar la mayorcantidaddesitios
de clonaje libres en el extremoopuestodel polylinlcer, lo que permitiría posteriormente
incluir una mayor variedadde fragmentosde DNA paraensayarsu capacidadactivadora.

Comola delecióndejódisponiblesolamenteun sitio ¡¡mdlii (el másalejadodel gen
CAT en el plásmidopBLCAT3), para subclonareste fragmento más cerca del gen se
procedióa digerir el clon 4.4 con Hindilí y rellenarlo con la polimerasade Klenow, de
forma que quedaseun extremo romo, a] cual posteriormentese ligó un linker BamHI
previamentefosforilado. Tras precipitarlocon percloratoparaevitarel excesode linker no
ligado se cortó el plásínidocon BamHI (extremo5’) y EcoRI (extremo 3’), y sedonéen
el vectorpUCíS. Finalmente, la secuenciaquedóasí:

(original) GGAACCATG...
(final) . . .GGAACCACGGATCC/polylinker

Iinker LmHI

BamHl es el tercer sitio de restricción, por orden de distanciaal inicio del gen, en el
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polylinker del plásmidopTiLCAT3. De esta
promotorpuedensersubclonadasen un sitio

EcoRI

A’
EcoRI

forma, las construccionesde fragmentosde
apropiado de pBLCAT3.

Fo oP 1 Fo cOl

FcoS! FooPI /
EcoS) Pernil!

+ ~ —600

EcoS) EcoS) Bar,HI
K6c5~5kb)pUC

RgIII SiJhI H)ndIII Ram5)

U. _______ ‘-1100

1— — .rn 43000

~W -4600

Fo.o 5 1

EornHl

1<605 ‘( W9kb)pB
EcoSI [laroHí

¡ _______________________ _ ~il- 7’~00

________________________________________ 1 -10000

7500)

BoFlI •.460r1)

So” ¡ -3000!

¡ CAT

L9AT

OlndH< [-¡¡00)

EcoRí (-630) Cg

AS.1 -532) CAl

A 26 1 -314) — CAT

¡Ng. 23. Evquemadelclonajede las distintasdelecionesdelpromotordelgende la BK6c.
A) De arriba a abajo: a partir del clon genómico X6 se prepararon dos plásmidos,
conteniendounoun fragmentoEcoRI-EcoRIde 4.3 kA’ (clon 4.3)y otro la zonaproximal (-
600, ver fig. 22). Estos dos insertos se ligaron para dar el plósmido K6cS’(Skb)pUC.
Posteriormentese doné el fragmentoSaIl-EcoR!del clon X6 en Bluescript, y en el se
incluyó el inserto del plásmido K6c5’(Skb)pUCpara obtener otro plásmido llamado
K6cS‘(IOkb,)pBSquecontenlaJOkb desecuencia5’ no codificantedelgen.A partir de estos
dosplásmidavseextrajeronfragmentosseriadosde d<ferentelongitud (1. ¡ a JOkb)cortando
con BamHly otra enzimade restricción, y e~stosfragmentossesubclonaronen el vector
pBLUIT3 (fi).

Sal)

6

EcoS)

Salt

SA! Yha)

EooPI EooRI
.J +

EcoS)

Ñoll

Th000)
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3.1.3.1.3Preparaciónde los clonesconteniendola parte dista! delpromotor.

La figura22 ilustraesquemáticamenteel procesoen el quelas parteen 5’ restantes
fueronreligadasal fragmentode 5’ anteriormentedelecionado,con objetode obtenertoda
la secuenciadel 5’ no codificantede estegen, separadade la secuenciacodificante.Debido
aconsideracionesrespectoa los sitios de restriccióndisponiblesparaefectuarlos necesarios
clonajes,seprepararondos plásmidosconteniendodoscantidadesdiferentesde zona5’ no
codificante. Primeramentese obtuvo por digestionesparcialesdel clon genómicoX6 un
fragmentoEcoRlIEcoRldc 4.3 kb dcl 5’ distal y se subclonóen el plísmidoquecontenía
la secuenciadcl 5’ proximal. Este plásmido que contenfalas 5 kb de secuenciaen 5’
inmediatamenteadyacentesal inicio de la traducciónrecibió el nombrede K6cS’(5Kb)pUC.

Parapoder donarel último fragmentoSall-EcoRIjunto con el restodel promotor,
y debidoa quesus sitios de restriccióneran incompatiblescon la estructuradelpolyllnker
de pBLCAT3, seprocedióa subelonaréstefragmentoSalI-EcoRlen el vector Bluescript,
y posteriormentese le añadióel resto del promotorprocedentedel clon K6cS’(5Kb)pUC.
A este plásmido, que contiene las 10 kb de secuenciaen 5’ de la BK6c, se le llamó
K6c5’(IOKb)pBS. Todos estosclonajesse comprobaronexhaustivamentemediantemapas
de restriccióne hibridacionespor Southernblot.

Finalmente,para prepararlos clones definitivos, los plásmidosK6cS’(5Kb)pUC y
K6c5’(lOKb)p135 fueronescindidoscon la endonueleasade restricciónBamHI en el extremo
3’ de sus insertosy con las enzimasHindlll, Sp/ii, Bglll (en el caso de K6cS’(5Kb)pUC)
y Xhal y Salt (para K6c5’(lOKb)pBS)y ligadosavectorespBLCAT3 conlos sitios decorte
adecuados.Los clonespositivosfueronpurificadospor mediodecentrifugaciónengradiente
de CsCI y se usaronparatransfectar.

3.1.3.2. Actividaddelpromotorde la K6c.

Se abordé la identificación de las zonas reguladorasen 5’ del gen de la BK6C
mediantetransfeccionescon las construccionesarriba realizadas.Estas transfeccionesse
realizaronen células de la línea BMGE±H,originaria de epitelio de glándulamamaria
bovina y cultivada en presenciade hormonas(insulina, hidrocortisonay prolactina).Esta
línea expresalas queratinasBK6* y BK6c (pero no BK6, ver anteriormente),BKI6, BKS
y BKI4 (Schmid y cols., 1983). En la figura 25 se muestranalgunosde los experimentos
realizados.Se observóque la actividad máximaeraproducidapor el fragmentoHindilí (-
1100) del promotor. La actividaddel fragmentoinmediatamentemenor (EcoRí, -630) era
aproximadamentela mitad de la del fragmento-1100, sugiriendola existenciade varias
zonas reguladorasresponsablescada una parcialmentede la actividad transcripcional.
Cuandoseensayabanfragmentosde promotormayoresde 4100, la actividad disminuía(si
bien en un caso la deleción Sphl, -3000, daba una actividad similar a la del fragmento
J-lindlll). La expresión en todos los fragmentosmayores fue muy baja, sugiriendo la
existenciade un elementorepresorde la transcripciónqueseencontraríaal menos1100pb
por delantedel inicio de la traducción,esto es, en 5’ del sitio decorte paraHindIII en -
1100.
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Se realizaron nuevas lOo ____

delecionesdel promotorpor el
método de la ExolH-SI antes
descrito, con objeto de
comprobar en qué punto se
perdíala capacidadactivadora 60
del promotorde la K6c. Estas
deleciones,llamadas Ó5.1 ~
526) y Ó25.1 (-330), ver
figura 23, más la deleción
ÓPstI, que se extiendejusto 20
hastael sitio de corte PstI en
la posición -140desdeel inicio 0
de la traducción, fueron CATS Fcorn Hlnd III 8pM figlil Xbal Bali

-630 -1100 -3000 -4600 -7600 -10000ensayadas junto con el ¡Ng 24. Actividad CAT de las diversas delecionesdel
fragmento EcoRí (-600), que promotordela queratinaK6c, expresadaenporcentajede
hizo las veces de control. El conversiónUIT.
resultado(hg. 25) muestraque
basta con quitar unos 100 pb
(deleción cZ~5. 1) paraquela actividadcaigaa un 30% de la del fragmentoEcoRí, indicando
queestepequeñotrozo de secuenciacontieneelementosimportantesparala regulaciónde
la actividaddel gen de la BK6c. Lasotrasdosdelecionesbajan aún másla actividadCAT,
lo que indica que existen más elementosimplicados en la expresiónde este gen en estas
regiones.En el apartado3.3 seanalizala secuenciade la zona5’ no traducidadel gen de
la BK6c y secomparacon lacorrespondientezonadel gen de la BK6*. Igualmente,a partir
de estascomparacionesy de los datosde CAT, se hacenalgunasconsideracionessobre la
funcionalidadde algunasde estassecuencias.

loo
100

80

60

40 30

20 7~7 1V

0~~
Patí 026.1 05.1 EcoAl
-140 -314 -632 -630

¡Ng. 25. Actividad CAT de distintos deleciones del
promotordelgende la K6c. Seexpresaen porcentajede
la actividad de la deleciónEcoRJ.
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3.2. ELEMENTOS IMPLICADOS EN LA REGIJLACION DE LA EXPRESION DEL
GEN DE LA BK6*

En la segundapartede estetrabajose haabordadoel estudioen profundidadde un

enh-ancerde otro de los genesde la familia de la queratina6, el denominadoBK6*.

3.2.1. Determinación de los fragmentos del enhancer que unen proteínas nucleares.

Blessingy cols. (1989) identificaron un enhanceren el gen de la queratinaBK6* y
lo acotaronen unazonade 425 pb. Esteenhanceresespecíficode tejido, yaquees funcional
en aquellaslíneascelularesen las que se expresala queratinaBK6* (BMGE+H y ATS),
perono en las queno seexpresa(3T3 y MDBK). El enhancer sehallalimitadopor dossitios
de corteparalas endonucleasasde restricción¡¡mdlii (-670 del inicio de traducción)y XmnI
(-240). En el presentetrabajose ha estudiadocualesson los elementosresponsablesde esta
expresión.

Paraello, primeramenteseprepararontres plásmidosque incluíantodala extensión
deesteenhancer: sonlos plásmidosqueincluyenlos fragmentosHindIII-XhoII (-670a -550),
XhoII-XmnI (-550 a -240) y MnlI (-620 a -460), en adelante,llamados HX, XX y Mnl,
respectivamente.El último fragmentose solapacon los otros dos, abarcandounazonade
cadauno (fig. 26).

H M Yh M Xm Xb E 8

Li. •1, -1 II

s 5 6 5

100 ob

bYg. 26. Estructuradelpromotordel gende la queratinabovina K6*. La zonapunteada
constituyeel enhancer(Blessingy cols., 1987). Lastres líneassuperioresrepresentanlos
fragmentosutilizadosinicialmentepara el estudiodelenhancer.B, Bgl¡I. H, HindiU. M,
MnlI. 1>, Pstl. S, Sau3A. Xb, XbaI. Xli, XholL Xm, XmnL

Seutilizaroninicialmenteextractosnuclearesprocedentesdedos tiposdecélulas:AT-
5 y BMGE+H. Estasdos líneasexpresanelevadascantidadesde queratinaK6 (en el caso
de AT5, su equivalentemurino). En ambostipos celulareseste enhancer muestrasimilar
actividad (Blessinget al, 1989).

Se realizaronexperimentosde retardoen gel (Fried y Crothers, 1981) con estostres
fragmentos,conobjetode determinarcualdeelloseracapazderetenerproteínasprocedentes
deextractosnucleares.Estosextractosserealizaronporel métodode Dignamy cols. (1983).
Los fragmentosse marcaron terminalmentecon 32P y se purificaron según sedescribeen
Métodos. Primeramentese determinóel tipo y concentraciónde catión que producíaun
retardoóptimo. Se encontróqueunaconcentraciónde 25 mM de NaCí rendíauna unión

máxima,disminuyendoéstaaconcentracionesmayores(hg.27). Seencontróigualmenteque
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tener algún valor en cuanto a la regulación de este gen.

Solapadascon esta secuencia,se puedenencontrarotros dos palíndromos.Uno de
ellos es GgACATGTtC, un sitio de cortereconocidopor las endonucleasasde restricción
Afluí y Nsp’75241. El otro es la secuenciaaGAággacatgfTCa,que pese a no ser un
palíndromo perfecto, tiene un alto parecido con los consensosde las secuenciasde
reconocimientodelos receptoresdehormonasesteroides,particularmentede glucocorticoides
(Beato, 1989):

GRE: GGTACAnnflTGTTCT
K6 *: AGAAGGaeaTGTTCA

El hechode que existanvariospalindromosen la misma zona del gen sugiereque
podríanexistir diferentesfactoresde transcripciónquecompitiesenpor sitios superpuestos.
Estaposibilidadestápor probar.

Igualmenteseencontróen el fragmentoMnl unasegundazonaprotegidacomprendida
entrelos nucleótidos-580y -592, y cuyasecuenciaera5’-CCCCAAfl’CCCAG-3’. En esta
zonaprotegiday las basesinmediatamenteadyacentesexistendos secuenciasCCAGGC en
tandemquetienenunaalta homologíacon el sitio consensode reconocimientopara AP-2,
C3CCCCAGGC(Williams y cois,, 1Q28), variaciones del cual se han encontradoen los genes
de las queratinasHKI4 (Leask y cols., 1990) y XK81AI (Snapey cols., 1991):

- -590 - -580 • -570

5’ -CCCCAATTCCCAGGCCAGGCCACOAGGAAGGC-3’
TTCCCAGGC

AGGCCAGGC

El fragmento HX comparte los nucleótidosque van desde -550 a -620 con el
fragmento Mnl, y consecuentementeseencontróen él tambiénla zonaprotegidaentre-580
y -592 (Fig. 32). En algunoscasos,pero no siempre,apareciótambién unasegundazona
protegida, situadaaproximadamenteentrelos nucleótidos-600 y -610. En esta zona(-601
a-613) existeun palíndromoimperfecto(JtGtCATGtCcCquetambiéntieneciertasemejanza
con las secuenciasde reconocimientode los receptoresde hormonasesteroides.

3.2.3. Preparaciony análisis de nuevosfragmentosdelpromotorde RK6*.

Se decidió seguidamenteestudiarel resto del promotor proximal, con objeto de
determinarsi existíaalgúnotrositio capazde unir factoresde transcripciónen el enhancer
del gen de la queratinaBK6* o en la zonaqueseencuentraentreéstey el punto de inicio
de la transcripción. Paraello, separtió de un clon (178) construidopor Angel Ramírez(este
laboratorio)en el vector pPolyIII, conteniendoun fragmentode 2.2 kb del promotorde la
BK6*, quese extiendedesdela dianade restricciónpara la enzimaBglli queseencuentra
justo en la señalde capping hastala siguientedianaBglII, 2.2 kb másarriba. Se cortó este
plásmido con XhoI y IIindlII, y tras purificar en agarosade bajo punto de fusión un
fragmento de 600 pb, se redigirió éste con Sau3A. Los fragmentosresultantesfueron
donadosen el vectorpUCIS digerido con BamHl. Se seleccionaronlos clonespor color y
los positivos fueron cortadoscon PvuIl para determinarel tamaño del inserto. Aquellos
clonescuyos tamañoscoincidían con los esperadosfueron secuenciadospor el métodode
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AAGCTTGTTCTTATGCTGTAAAAACTCATCTCCTTTGTcccTcTTGccTTTcAAACGAGT
—672 -—+ + + + + + 613

TTCGAACAAGAATACGACATTTTTGAGTACAGCAAACAGGGAGAACGGAAAGTTTcCTCA

AP-2
GTCATGTCCCCAGAGTAGCCCCCAATTCCCAOOCCAGGCCACCAGGAAGGCAGTCAGGAG

—612 —--+ + + + + + 553
CAGTACAGOQCTCTcATCQOGGOTTAACCCTCCQOTCCQQTGOTCCTTCCQTCAOTCCTC

RARE
ATCCAOAAGQACATGTTCAAACATGGCCCAAAACCACCGCAAGCCACTTTCTTGCTCAGA

—552 ——+ + + + + + 493
TAGGTCTTCCTCTACAAGTTTGTACCGGGTTTTGGTGGcGTTCGGTGAAAGAACGAGTCT

CCACAGGCAAATGCCTATTAACCCTCAGAGACCTTcAACCTGAATGGCAAGGCTGGTGTG
—492 ——+ + + + + + 433

GGTGTccCTTTAcGGATAATTGGGAGTcTcTGCAAGTTQGACTTAccCTTccCAccAcAC

AGTGGAGAAGAAAACTTGTGTGGGAAGGGGCCAAGAGAACAGTGTCTGAGTAAGCAGAAG
—432 ——+ + + + + + 373

TCACCTC.TTCTTTTGAACACACCCTTCCCCCGTTCTCTTCTCACAGACTCATTCGTcTTC

AP-1
GAOGGGACAATTATCACAGATCAGCTcCTTGTCTCCTTTGTTTOAGAQCATGACTAACCC

—372 + + + + + + 313
CTCCCCTGTTAATACTGTCTAGTCGAGGAACAGAGGAAACAAACTCTCGTACTQATTGCG

Oct—1
ATGACTTCAGTCAATTTACATCCAGTGGTATTCTGTTOGGATCAI&CTc~GGCTAQA>kCc

—312 ——+ + + + + + 253
ThcTCAAGTCACTTAAATGTAGGTCACcATAACACAACcCTAGTTCAGTTCCGATCTTCG

4 pal Ap—1 E—box
CAGAAGAATTTCTCCATGACTAAAGOAAAC~A~GA1~GCA3~TATTCATACTTCATACCTT

—252 + + + + + + 193
GTCTTCTTAMkGAGGTAcTGATTTcCTTTGGTTTcTTcGTTATAAGTATG~GTATGG1hj4

AP-2
TCTAGAGGCAGGGGGTGATCTCACTATTTGTAI’II400CCAGCCCTTTCTPATCTGCAGGCT

—192 + + + + + + 133
ACATCTCCGTCCCCCAc!TACAGTOATAAACATTTCCGOTCGCGAPJ\CATTAGAcCTcCGA

CACCTTCcAGGACTGAGCcCGGCCCATTTTTTCCATATATAJ~GCTGCTGCCGCGMGCTC
—132 ——+ + + + + + 73

GTGGAACGTCCTGACTCGCGCCGGCTA.AAJ~AAGGTATATATTcGACGACGCCCCTTCGAG

CAP
CTCTCATAGATc-2T

—72 ——+ +
GAGAGTATcTAGA

Figum 388. Secuenciode nucleóridosdelpromotor del gende la BK6*. La zonadefinida
comoenhancerse estiendedesdela posición -672 a la -246 (flecha). Se representanen
negrita las zonasprotegidas,y subrayadasaquellas que, pesea no ser protegidos,son
comentadasen el testo.

3.2.4. Competiciones.

Para intentaracotarmás cualesson las zonasresponsablesde la unión de factores
proteicosal promotorde la queratinaBK6* e identificar tentativamenteestosfactores, se
realizaroncompeticionescon los fragmentosqueerancapacesde dar unabandaretenidaen
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el elementoen cuestiónrespondea ácido
retinoico, y no a glucocorticoides.

Estosresultadosson contradictorios

con los recientemente publicados por
Stellmach y cols. (1991), quienes
encontraronquela expresiónde la queratina
HK6 disminuía tras la adición de ácido
retinoico. Para confirmar nuestros

GR
resultados,estudiamosla respuestaal ácido ~ - RAS al HO

— — ha.wcn.a 1 uM RA

retinoico del enhancercompleto (fragmento flg. 44. Efectode la cotransfecciónde RARa
EcoRI/XmnI) y los fragmentosHX y Mnl y GR en elfragmentoMnll delenhancerde la
del enhancer.Para ello se cotransfectaron BK6*, con y sin adición de hormonas. La
estosfragmentosdirigiendo la actividaddel actividad se expresa en porcentaje de
gen CATjunto con el receptorRARa y tras conversiónCAT.
la transfecciónse añadióácido retinoico a

unaconcentraciónde 1 ~M. Seobservóque

la cotransfeccióncon RARa y posterior

adición de ácido retinoico producía una
estimulación de tres vecesen la actividad
CAT del fragmento Mnl, mientras que
también disminuía tres veces la actividad
CAT del fragmentoMX y unasdosvecesy
media la del enhancercompleto (fig. 45).
Estos resultados sugieren que en el

¡IX Miii Eec-MamE
fragmento Mnl existe un sitio de
reconocimientoparael receptordel RA que m1..~ — ca i iii

es activado por el tratamiento con este Fig. 45. Efectode la adición deRA a distintos
compuesto.Sin embargo,tambiénexisteun fragmentos del enhancer del gen de la 11K6*
efecto inhibidor que se realizaa travésde cotransfectadoscon RARa. La actividad se
otros sitios de unión para este receptor, mide en porcentajede conversiónCAT.
presumiblemente el sitio AP-2 del
fragmento HX (y esaes la causade que la actividaddel fragmentoMX disminuya).En el
fragmentoMnl el efectonegativosobreel sitio AP-2 quedaatenuadoo anulado por el efecto
positivo queseda sobreel supuestoelementode respuestaaácidoretinoico,queseencuentra

en el fragmentoMnl pero no en el lix. De forma similar, existe un efecto negativoque se

da sobre e] enliancer completo y que es más potente que el efecto activador sobre el
fragmentoMnl. Esteefectonegativodebeestarposiblementemediadopor otros sitios del
enhancerque reconocen al receptor del ácido retinoico, probablementeel sitio AP-1,
responsablede la mayor parte de la actividaddel enhancer,y del que se sabeque puede

interaccionarcon el ácidoretinoico (Schú]ey cols., 1991).

3.2.7. Factoresquese unenal promotorde la BK6* en lineas epidermicas.

La queratinaK6 esexpresadaen epiteliosestratificados,algunosde ellos internos
(comoporejemploesófagoy lengua),y otrosdeáreasepidérmicas(hocicoy almohadillade
la pata en vacas, plantadepiesy manos,epidermissometidaadiversosestímulos,etc.). Con
objeto de profundizaren las posiblesdiferenciasen la regulaciónde la expresiónde esta
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queratina en ambos tipos de epitelios,
intentamosdeterminarseguidamentesi las
secuenciasdel enhancerdel gende la BK6*
implicadas en la unión a factores de
transcripcióneran las mismas en células
BMGE±1-I y en células de origen
epidérmico. Debido a la inexistencia de
lineascelularesoriginariasdeepidermisde
vaca, se utilizaron las células PB,
originarias de epidermis de ratón. Se
prepararon extractos nucleares de estas
células y se comprobó su funcionalidad
mediante ensayos de retardoen gel, tras lo
cual se realizaron experimentos de
footprinting con todos los fragmentosde
DNA del promotor de la B1C6* utilizados
anteriormenteen su caracterización.Los
resultadosfueron en su mayoríasimilares a

los obtenidoscon los extractosnuclearesde
célulasBMGE±H.Aunque menosnítidas,

debido probablementea problemas en la
obtención de los extractos,se encontraron
en célulasPB las mismaszonasprotegidas
que en células BMGE+H: una zona
conteniendo una secuencia de
reconocimientopara API en el fragmento
85 (fig. 46) y una ampliazonacomprendida

aproximadamente entre las posiciones-530
y -550 en los fragmentosMnll y 195 (f;gs.
47B y C), que incluye el elementode
respuestaa ácidoretinoico.
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El presuntoelementoAP-2, situado
en el fragmentoHX entrelos nucleótidos-

580 y -592 apareció con bastantes
dificultades(no se muestra).Sin embargo,
parecebastanteprobablequeesteelemento
seaen realidadreconocidopor los extractos
nuclearesde células PB y que la deficiente
protección se deba, como en los otros
casos, a problemasdel extractoproteico,
pueseste fragmento 95 presentaun buen
retardoen gel (no semuestra)y en toda la
extensióndel fragmentono apareceninguna
otra zonade posibleprotección.

Fig. 46A. Foottprint del fragmen.to 85 del
enhancerdel gen de la BK6* con extractos
nuclearesde células PB. Calles ¡ y 2: sin
proteína,Sy¡0 ng de DNAsaL Calle 3: 100
gg de estrado,300 ng de DNAsa L Calle 4:
lOO pcg de extracto,600ng deDNAsa1. Calle
5:150 ~gde extracto, 600ng de DNAsaL
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4.1. DISCUSION K6c

En el presentetrabajoseha intentadoavanzaren el conocimiento de la estructura y
regulaciónde la minifamilia degenesde la queratinaK6 bovina,partiendodela experiencia
previadequetantoen humanos como en bovinos existe más de un gen para esta queratina.
Porello, estetrabajoconstadedospartesbien diferenciadas,pero relacionadasentreellas:
por un lado sehan identificadolas secuenciasdel enhancerdel gende la queratinabovina
K6* implicadasen la funcionalidadde esteenhancerespecificode tipo celular. Por otro
lado, se ha identificado y caracterizado un gen que codifica una nueva queratina llamada
BK6c, estrechamente relacionada con la BK6* y la BK6.

4.1.1.La queratina6: unaminifamilia degenes.

En lo querespectaa la identificacióndel gen de la K6c, se realizó una búsqueda en
unagenotecabovina con unasondapertenecienteal primer intrón del gen de la queratina
K6 y seaislaron varios clonessolapantesentreellosqueinclufan un nuevogen diferentede
los de las queratinasK6 y K6* (que también fueron de nuevo identificados). Este gen
codificabauna nuevaproteínapertenecienteala familia de las queratinas.El genaisladofue
capazde hibridar con la zona5’ codificantede la queratinaK6*, al igual quecon la zona
3’ codificantede la queratinaK6. Sin embargo,no fue capazde hibridar con la zona5’ no
codificantedel gen de la queratina K6*, donde se encuentra la región reguladora (Blessing
y cols, 1989), indicandoque, aunquerelacionado,es un gen distinto. Experimentosde
hibridaciónDNA-RNA demostraronqueestenuevogen esabundantementetranscritotanto
en el animal itt vivo como en lineascelularesen cultivo, y su patrón dc expresiónparece
correlacionarbien con el de la queratinabovina K6*. Igualmente,los datosprocedentesdel
análisis parcial de la secuenciade este gen indican que la proteínaque codifica está
estrechamenterelacionadacon las dos queratinasBK6 y BK6*. Debido a todo esto, ha
recibidoel nombrede queratinaK6c.

El caminoque ha llevado a la identificaciónde los tresgenesde lasqueratinas6 ha
sido largo. La queratina K6 se identificó inicialmente a partir de un cDNA obtenidode
hocico de vaca (Jorcanoy cols., 1984). Con posterioridad,el análisis de una genoteca
bovinallevó a la identificacióndel clon genómico para la K6* (Blessing y cols., 1987). Una
búsquedaen esta misma genotecacondujoa la localizaciónde un clon queincluía granparte
del gen de la 1(6 (Jorcano,no publicado,y este trabajo). De nuevo, y esta vez en este
trabajo, otra búsquedasimilar con una sondamáscercanaa la zonaaminoterminalcondujo
al hallazgode cuatroclonesdiferentes,solapantesentreellos, que incluíandiversaspartes
del gen de la queratinaK6c. Además,tambiénfueronhalladoslos dosclonesgenómicosya
descritospata los genesde la BKÓ y BK6*. Cabepreguntarsesi posterioresbúsquedas
llevarán a la identificación de más genes relacionadoscon la familia de la K6, pero la
respuestaesprobablementenegativa:en estaúltima búsquedase han analizadoun total de
1 .25 10’ clones,quea una mediade 15 It deinsertoporclon dan un total de 1.875’ I(Y0 kb,
esdecir, másde cinco vecesel tamañodel genomade un mamífero.Sehan encontrado6
clones positivos diferentes, con un total de 15 copias, lo que indica que los cálculos
correlacionan bien con los resultados, aunque no se puededescartarla posibilidadde que
exista algún otro gen queesté representadocon menor eficiencia en la genoteca o sea más

recalcitrantea la amplificacióny no hayasido detectado.Abundandosobreestetema,resulta
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cuanto menos curioso que existan cuatro clones distintos que abarquen el gen de la K6c, con
un total de 12 positivosencontrados,y sólo un clon (con dos positivos)parala K6 y un
único positivo parala K6*.

Los datosde expresiónobtenidoshastaahora(experimentosde dot-blot) indican que
la expresiónde los genesde K6* y K6c escomparable.En cualquiercaso,parece claro que
en estagenotecano existeningúnotro clon queincluya el gen de la K6 completa.Tal vez
exista al final del primer exón de estegen un sitio hipersensiblea la digestiónqueimpida
que esté representado en la genoteca un gen completo. Las únicas formas factibles de
identificar el promotordel gen de la K6 con vista a posteriores estudios serían utilizar otra
genotecade diferenteorigen, con la esperanzade encontrarun gencompletoparala K6, o
bien haceruna hibridaciónconel extremo5’ codificantede lasK6* 6 K6c y posteriormente
desecharaquellos clones que pertenezcana alguno de estos dos genes. Esta última
aproximaciónimplica la presunciónde que los extremosaminoterminalesde estaqueratina
estánconservadoscon respectoa las otras dos, suposiciónqueparecelógica a la vista de
la homologíaexistenteen las zonascomparadas.

Los genesde las queratinassuelen estar agrupadosen cúmulos. En el caso de
humanos, las queratinasácidasparecenagruparseen el cromosoma17 y las básicasen el
12 (Wnseemy cok, lQQOb; Snvtchenko y cola., 1990), Sin embargo4no se conocela
localizaciónprecisa de los genesde la K6. Se sabeque en la vacael gen de la K6* se
encuentra a unas II kb por detrásdel gen quecodifica la K5 (Blessingy cols., 1987). En
nuestro caso, hemos tratado de comprobarla existenciade algúnotro gen de queratinasen
los alrededoresdel gen de la K6c. La hibridaciónde todos los clonesgenómicosde la K6c
con unasondaquecontenía200pb de secuenciapertenecienteal final dela a-hélice(la zona
más conservadaen las queratinas)dió resultadonegativo,indicandoqueal menosen las 11
kb anterioresal gen y en las 6 que lo siguenno hay ningún otro gen de queratinas,lo que
no excluye queexistan más genesde queratinasfuera de estosmárgenes.

El hechodequeexistan tresformasprácticamenteidénticasparaunamismaqueratina
es relativamentenovedoso.Se conocenalgunoscasosen los que existenpseudogenesde
queratinas,particularmentepara las queratinas8 y 18 (Vasseur y cols., 1985; Kulesh y
Oshima, 1988; Savtchenkoy cols., 1990),pero la mayoríade ellosparecehaberperdidolos
intrones. Sin embargo, la K16 humana posee dos copias en tandem en el cromosoma 17, y
aunque ambasposeenintrones, sólo una deellasesactiva (Rosenbergy cola., 1988). Este
no es claramenteel caso del grupo de queratinas K6 bovinas, en el que los tres genes se
expresanitt vivo, aunque in vitro, al menosen célulasBMGE+H, la expresiónde K6 se
pierde.Sin embargo,los estudiossobre la expresiónde K16 de Rosenbergy cols. (1988)
han sido hechossólamentemediantetransfeccionesen célulasCOSde epiteliorenal, por lo
queaún sedaposible que la situación in vivo fuerasimilar a la que ocurrecon la K6, que
escapazde expresarseitt vivo pero no in vitro. El hechode quela K16 seala queratinaque
forma parejacon la K6 añadeinterésa la idea.

Unaimportantediferenciaen la secuenciadel gen dela K6c esla queatañea la señal
de poliadenilación,que en este gen es AATGAAA en vez del consensoAATAAA. Esta
señal indica el final de la transcripción y está implicada en la ruptura y posterior
poliadenilacióndel mRNA, afectandoa su estabilidady traducibilidad,ademásdeparticipar



83

en el splicing (Niwa y Berget, 1991). Experimentosde mutagénesis han demostrado que la
tasade poliadenilaciónin vitro de la secuenciaAAIJGAA es solamenteel 4% de la del
consenso(Sheetsy cols., 1990). Sin embargo,la poliadenilaciónno sóloestá reguladapor
la secuenciaAAUAAA, sinoqueexisteun segundomotivo en 3’ que está implicado, y que
puedemodularal anterior(Proudfoot,1991).Hastael momento,no existeningúndatoque
dé una idea de con qué eficiencia se traduce el RNAde la K6c.

4.1.2. Relaciónentregeneshumanosy bovinos.

Los datosde que sedisponesobrepatróndeexpresiónde queratinasse limitan, con
la posible excepción de Xenopus, casi únicamente a mamíferos, y dentro de ellos
principalmentea humanosy ratón (Molí y cols., 1982; Schweizer,1992).Tambiénhayun
cierto númerode conocimientosreferentesa las queratinasbovinas(Coopery Sun, 1986),
perodebidoa queéstosanimalesson másdifíciles deutilizar experimentalmentequeel ratón
y no tienen el mismo interés clfnico que el hombre,la investigaciónsobre ellas es más
limitada.

Mientras que en ratón sólo muy recientementeseha encontradoun hipotéticogen
para la K6 (Finch y cols., 1991), en humanostambién se han descrito dos genes que
codifican Formas diferentes de la 1(6. InicialmenteHanukogluy Fuehs(1983) aislaron de
epidermis en cultivo un cDNA pertenecientea una queratinade 56 kD de peso que
posteriormenterecibirlael nombredeK6a. Conposterioridad,buscandola regiónreguladora
de este gen en una genotecahumana,encontraronun clon genómicoque codificaba la
queratinaK6b (Tyner y cols., 1985). EstaqueratinaK6b se expresacon bastantemayor
intensidadque la K6a, habiéndosepropuestoque la K6a es producto de una duplicación
reciente y se encuentra en camino a convertirse en un pseudogen(Tyner y cols., 1985;
Savtchenko y cols., 1990).

La semejanzadel caso humano con el bovino hacepertinenteel intentardeterminar
si existe algunacorrespondenciaentre los dos geneshumanosy los tres de vacas. Las
secuenciaspertenecientesa las zonascodificantessonaúnmássimilaresentresienlos genes
de queratinashumanasqueen los bovinos, puesexisten sólo tres cambiosno conservativos
en todala extensióndel gen (Tynery cols., 1985), y divergenrelativamentede la secuencia
de las queratinasbovinas. Pesea no poderseefectuarcomparacionesintensivas de los
extremosaminoterminales,por desconocersepor completoel de la BK6 y parcialmentelos
de la HK6a y BK6*, las comparacionescon las secuenciasde que se disponearrojan
resultadosinteresantes.Aunque los 12 primeros aa de HK6b son absolutamentediferentes
a los de BK6* y BK6c, el resto son bastantesemejantes.De hecho,en esta zonaHK6b
difierede BK6* en 36 aa de un total de 127 (72% de identidad),y de BK6c en 28 aa (78%
de identidad).Además,en 4 de los 5 casosen quehayunadiferenciaen la secuenciadeaa
entreBK6* y BK6c (y en todaslas diferenciasconservativasen la secuenciade nucleótidos,
exceptouna) la secuenciade BK6c concuerdacon la de HK6b, lo quehacepensarqueHK6b
esmássimilara BK6c queaBK6*. Otro indicio de estoes la duplicaciónde cuatroaa(Gly-
Phe-Gly-Gly) existente al final de la zona aminoterminal: mientras que BK6* carecedeestos
aa, HK6b tieneen estaposiciónuna secuenciaAla-Leu-Leu-Cys.Estos resultados,a falta
de conocerla secuenciaen 5’ de la BK6 y HK6a, sugierenqueHK6b y BK6C representan
unaqueratinaequivalente.
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La única zona que es conocidaen los tresgenesbovinosy los dos humanos,y lo
suficientemente diferente para poder efectuar comparaciones es el extremo3’ no traducido.
El análisis de las secuenciasmuestraque en esta zona, como en el resto del gen, las
queratinashumanasy bovinasson más semejantesentresí de maneraintraespecíficaque
interespecifica,pero las semejanzasquesedan dentrodecadaespecie son muy diferentes.
Así, las tres queratinasbovinas son idénticas (con una solaexcepción) en las 50 primeras
bases de esta zona, incluso en las 70 primeras para BK6 y BK6* (ver fig. 15) y
posteriormente la similitud disminuyealgo, manteniéndoseen un 80% en los 400pb de la
zona 3’ no traducida. Sin embargo,en el caso humano no ocurre así. Estas secuencias son
considerablementemás largasque en el casode bovinos (530 y 460pb en HK6a y HK6b,
respectivamente). La semejanza es también muy elevadainicialmente(91% en los primeros
124 ph), siendo el resto de la zona totalmente divergente, salvo en la señal de
poliadenilación. En conjunto, la homologíade toda la zona3’ no traducidasólo alcanzael
54% (Tyner y cols., 1985). La comparaciónentregeneshumanosy bovinosarroja unos
terminos del 40-50% de homologíapara cada dos genes comparados,lo que no es

significativo. Sin embargo, existe un datocurioso:las similaridadesentrehumanosy bovinos
en estas zonas 3’ no traducidasde estasqueratinassedan principalmenteen las últimas 200
basesde cadagen. La comparaciónde estaszonasda los siguientesresultados:

lIKÓa 100

IlK6b 40 100 ________

BK6 65 40 jjj~jjjj _________

¡ 131<6* 63 58 85 100

57 43 77 73

1

lIK6a HK6b BK6 BK6*
_=

Es decir, que en general el gen de la HK6a se pareceen esta zona más a los tres
genes bovinos queal gen de la HK6b. Esteresultadoes difícil de cÉsarcon el datode que
entreambasqueratinasHK6a y HK6b existensólamente3 cambiosno conservativosen toda
la secuenciadesu zonacodificante.Sin embargo,esun argumentoafavor dequequeratinas
humanasy bovinas sufrieron dos duplicacionesindependientescon posterioridad a la
separaciónde las ramasquedieron origen a ambostipos de animales.En el caso de las
queratinashumanas,su duplicaciónha sido datadahaceunos25 millonesde afios, tras la
separaciónde hominidosy cercopitecos(Savtchenkoy cols., 1990).Paralos genesbovinos
estaduplicacióno triplicaciónseriaaún anterior,pueslos tresgenessonmásdiferentesentre
si que los humanos.

Esta homologfa relativamente baja entre las zonas 3’ no traducidasno es habitual:
en general, estas zonas están bastante conservadas entre genes homólogosde diferentes
especies(Yaffe y cols., 1985). Inclusoentreotrasqueratinassedanhomologíasmásaltas
en esta zona: es por ejemplo el caso de las queratinas M59 de ratóny B VI bovina,o de las
queratinas 1<14 humanas y bovinas (Jorcanoy cois., 1984b)o de la K19, con un 73% de
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homología en el Y no traducido entre la proteínahumanay la bovina (Stasiaky cois.,

1989).

4.1.3. Comparaciónde los intrunes.

La secuenciacióndel primer intrón de los genesde las queratinasK6 y K6c permitió
la comparaciónde los mismos,encontrándoseunamuy elevadahomologíaentreellos (fig.
21). Aunque no se han secuenciado ambos intrones en su totalidad, se pueden comparar unos
600 nuclcótidosde cadauno (este intrón tiene una extensión entre 600 y 800 pb en las
queratinasbovinasde tipo II, Lehnert y cols., 1984). En la zona secuenciadaen ambos
existeunahomologíade un 90%, ligeramenteinferior a la de las zonascodificantes,pero
superior a la de las zonas 5’ y 3’ no traducidas.Además,aunqueno se disponede la
secuenciadel intrón correspondientede la K6*, no existe duda de que éste debeestar
tambiénconservado, pues hibridócon la sondadel intrón de la K6. Todosestosdatoshacen
pensarqueestosintronesdebenteneralgunaimportanciaen la minifamilia de genesde la
queratina6. En este contexto, se conocen más genesde queratinasen los cuales hay
conservaciónde intrones, si bien se refieren a conservaciónde un mismo gen entre
diferentesespecies.Así, Rieger y Franke (1989) han encontradoqueel gende la KIO está
bastantebien conservadoen humanos,vacay ratón, incluyendolos intrones.Estos intrones
estánconservadosen hastaun 70%, cifra similar a la de la zonacodificante.

Desdehacealgún tiempo,se conoceque los intronespuedenestarimplicadosen la
regulaciónde la expresiónde los genes.Bnnstery cols. (1988) informaronquelos intrones
de diversosgeneseran capacesde aumentar la actividad transcripcionalde construcciones
introducidasen ratonestransgénicos.Seconocenactualmentealgunosenhancerssituadosen
el interior de intrones, incluso uno en el primer intrón del gen de la K18 (Oshimay cols.,
1990). Este enhancer poseeun sitio AP-! que respondea la activación por fos y jun.
Interesantemente,en los intrones de los genes de las queratinas K6 y K6c aparecen varias
secuenciasmuy cercanaso coincidentescon los consensosde reconocimientopara AP-l,
AP-2 y el receptorde glucocorticoidesaunque,salvo en un caso, las secuenciasno están
conservadasentre los dos genes. Es una hipótesisa teneren cuenta,pues,el que estos
mIronesrepresentenalgúnpapelen la expresiónde los genesde estasqueratinas.

4.1.4. Expresiónde BK6c.

ParaestudiaTel promotordel gende la K6c serealizarondelecionesparcialesdeéste
por el método de las digestionescon las nucleasasExoIlí y Sí. Se analizaron fragmentos
de estetamaño:140 (r.2=Pstl),314 (Ó25.1),532 (Ó5.1),630(óEcoRl),1100(ÓHindllI),
3000 (úSphI), 4600 (úBglII), 7500 (ÓXbaI) y 10000 (ÓSalI). Debido a la dificultad
derivada de las posicionesde los sitios de restricción en los diversos clones, estas
construcciones fueron hechas a través de varios pasos intermedios. Finalmente se acoplaron
todas ellas al vector pBLCAT3 (Luckow y Schiitz, 1987) y se comprobó su capacidad
activadoratras ser transfectadasen célulasBMGE+H. Estascélulasexpresanla queratina
BK6C, comosehademostradoanteriormente.El resultadodeestosexperimentosmostróque
la actividad máximadel promotorestabalocalizadaen los 1100 Pbquecubríael fragmento
Hindílí. Los tamañossuperioreseran gradualmentemenosactivos, sugiriendola presencia
de elementosinhibidoresde la expresióngénicaen estazona.Estoselementosinhibidores
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o silenciadores” han sido descritos en algunos genes, y parecen ser especialmente
abundantesen el gen de la lisozimadepollo (Baniahmady cols., 1987). Tampocoson raros
en los genesde filamentosintermedios:en el gen de la vimentina se ha identificado un
silenciadora -568 del inicio de transcripcion(Farrelíy cols., 1990).Estesilenciadorpuede
ser inactivado por otras secuencias,sin capacidadenhancer,llamadas “antisilenciadores”
(Stover y Zehner, 1992). Es posible, por tanto, que en el gen de la queratina BK6c suceda
lo mismo, y la presenciade múltiples elementossilenciadoresdispersosa lo largo del
promotorseala causade que la actividadde éstebajegradualmente.

Paratamañosmenoresde 1100 nucleótidos,la actividaddel promotorbajade nuevo
gradualmente,indicando esta vez la progresivapérdida de elementosactivadoresde la
transcripción.

4.1.5. PosibleselementosreguladoresdelgenRK6c

A tenorde los elementosreguladoreshalladosen el enhancerdel gende la queratina
BK6*, resultapertinenteintentarextrapolarestosdatosa la queratinaK6c, de la que se
disponedepartede su secuenciaen la zona5’ no codificante.Si bien aún no seha definido
ningún enhancer en estazona, si sesabeque algunaspartesdeella son necesariasparala
actividadtranscripcional(ver apartado3.1.3).la figura 49 muestrala comparaciónde las
secuencias5’ no traducidasde los dos genes8K6* y BK6c. Estassecuenciasson muy
parecidasen la zonaqueva desdeel puntodecappingdel gen BK6* (nucleótido-60 apartir
del inicio de traducción)hastaaproximadamenteel nucleótido-178, esdecir, durantelos
primeros118 nucleótidos.A partir deestepunto,la correspondenciasepierdegradualmente
cuantomásse avanzaen dirección 5’. Sin embargo,existenalgunaszonasen las quevuelve
a darse tina homologíamuy elevada.Curiosamente,esaszonascorrespondena secuencias
que parecentenerimportanciaen la regulaciónde la expresióndel gen de la BK6*, como
por ejemplo, la zona comprendidaentre los nucleótidos -219 y -236, que incluye la
epidemial box y un sitio de secuenciaconsensoparaAP-l, y la zonaqueseencuentraentre
-316 y -322, con el otro sitio AP-1. Es de destacarque en este último sitio sólo se
encuentranconservadoslos nucleótidosquecorrespondenexactamenteal consensoAP-1,
es decir, la secuenciaTGACTAA, mientras que el resto de esta zona protegida en
experimentosde fi>oq,rinting en el gen de la BK6* no está conservadoen el caso de la
BK6c, asícorno tampocolo estáel sitio Oct-1 queseencuentraen el gen de la BK6* fuera
de la zonaprotegida,aunquecontiguoa ella. Sin embargo,un palíndromoTCAGTGA que
está situadoentre las secuenciasAP-l y Oct-l en el gen de la BK6*, fuera de la zona
protegida,seencuentratambiénconservadoen el gende la BK6c, lo cualsugierequepueda
tenerimportanciabiológica.

Igualmenteparecenposeeralgunaimportanciabiológicala epidemialbox y el sitio
AP-1 que la acompaña,puestoque están conservadosen los dos genes.Aunque los
experimentosdefootprinting en célulasBMGE±Hmuestransolo unadébil protecciónen
esta zonadel promotorde la BK6*, en las célulasepidérmicasmurinasPB la protección
parecesermayor, lo quepuedesugeriruna mayorabundanciade esteposiblefactor en las
célulasde origen epidérmico.

La TATA box y la secuenciasimilar al consensoparaAP-2 que seencuentrajunto
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1<6c
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¡<Go
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¡<Go
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¡<Go —276

1<6* —224

¡<6o —226

1<6* —174

¡<Go —176

KG *
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1<6*

¡<Go

1<6*

¡<Go

—124

—126

—74

—76

—26

—26

AAGCTTGTTcTTATGCTGTAAAAACTcATcTCcTTTGTCCCTCTTOCCTT—623
II II —610

GAATTccATGAGAG{G>rALGGA

TCAAAGCAGTGTcATGTcCCcAGAGTAGccccCAATTcCcAQGcCAGGcc-573u i ¡¡iii II 11111 ¡ liiiI
ATAAAACGGATcATGAGAAATTAATTTTTATAAAATCCAOTGATAGGCA-560

ACcAGGAAGGcAGTcAGGAGATccAGAAGGAcATGTTcAAAcATGGccCA-523

III 1 III II 1 II liii ¡TAcAGAQAcccATTTA... . TATTGCAAATCTACATACCTACCTGTGGOA—514
-t ca.1

AAAccAccGcAAGcCAcTTTCTTGCTCAGACCAcAGGcAAATGCCTATTA-473

II II II III ¡ III
AATTTTGAGGAAAGCAAAAAAAAAGTCATGTTTAGCTTCTGTAATTAATG-464
ACCCTCAGAGACGTTCAACCTGAATGCGAAGGGTGGTGTGAOTGGAGAAG-423

ACAAACATAATAATTATTATTGTAAGAAAAGCTAGGCTATTTTGNTcTCC -414

AAAACTTGTGTGGGAAGGGGGC!AAGAGAAGAGTGTCTOAGTAAGCAGAAG -373

III II 1 III IIGGATTTCTGGCTGGTGGGTGAAACICCflGLAAAI~Iá C —375

GAGGGGACAATTATCACAGATCAGCTCCTTG.. TCTCCTTTGTTTGAGAG —325

CTOAJ.TIT1kAJ,LICOAaOAÁALIcUAOAAJiII4I¿IQ4LUáTT -326

.AP—1 . Pal .Oot—1
CATGACTAACCCATGACTTCAGTGAATTTACATCCAGTGGTATTGTGTTG-275

¡ iiIIiIIIIIIIIII liii, ¡
GCTOACTAAcITC.CcAGcTCAGTGAGTTGAGA.cTAGTcTTACTGTAcTc —277

t ñ25.1
AP—1

GGATCAAGTCAAGGCTAGAAGccAGAAGAATTTcZTCcAtGACTAAAGGn-225
III

AGAGC. TGTCAAAGCTGGAAGGCItGG&GAAATTTTCCC2G&C’tAAAGGAA -227

E-bax .

ACCAAAGAAGCAATATTCATACTTCATACcITTcTtGAGGCAGGGGGTGt -175

ACCAAATATGCAATCTTCACATTTCTAACTTTCTAATAAACcAGATGTGA —177

.AP—2?
TCTCAcTATTTGTAAAGCCCAGCCCTTTcTAATCTGCAGGCTCACCTTCC

¶ óPst

CAGGACTGAGCCCGGcCCATTTTTTCCATATATAAGCTGCTGCCGGGA.AG

111111
CAGGACTGAGCCCAGCCCATTTTCTCCATATATnGCTGCTGCTGGG>~G

CTCCTcTCATAGATCTGCTCCTCTCAGCTCTGCTTTCCACCTCTC&CACC

CTTCTCAACCTATTCTTCTTCAGGAACCATG + 3
11111

TTCCTCAGTCTCTGCTTCTTCAGGAACcATG+3
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—127

—75

—77

—27

—27
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flg. 49 (páginaanteñor). Comparaciónde las secuenciasde nucleátidosde laspanes5’
no traducidasde los genesBK6* y BK6c. La numeraciónse da a partir del inicio de
traducción. La concordanciase indica por una barra vertical. Los sitios conservadosde
especialinterésestán en negrita. E-box: epidermalbox. Pal: pal(ndromono ident(ficado.
El interroganteen AP-2 denota la dudasobre suflincionalidad,y los flechasmuestranel
tamañode algunasdelecionesutilizadosen los experimentosde C.4T.

a aquellaen el promotorde la BK6* estánperfectamenteconservadosen la BK6C, con una
única sustituciónde baseen el consensoAP-2 de BK6C que la hacecoincidir exactamente
con la secuenciapresenteen el gen de la HKI4 (Lcask y cols., 1991). De nuevo, y como
sucedeen la BK6*, estasecuenciano parececapazde conferir ningunaactividad por sf
misma,puessu eliminación haceque la actividad CAT pasede un 11% (deleción 025.1)
a un 7.7% (deleciónóPstl) de la del fragmentoEcoRI.

El sitio AP-l situadoa -320sfpareceser importante,ya quesu eliminaciónhaceque
la actividad CAT baje casi 3 veces, de un 30% (deleción 65.1) a un 11% (deleción
625.1). Aunque no se puede descartarque existan otros elementosimportantesen el
fragmentode DNA eliminado, a tenorde lo visto en el gen de la BK6*, en el queesta
secuenciaparecejugar un papelimportante,y de la conservacióndesecuenciaentreambos
promotores,este sitio AP-l es un candidatoobvio paraestarimplicado en la expresiónde
estegen.

Por encima del sitio AP-l la homologfa se pierde casi por completo, no
encontrándosenadaque recuerdea los motivos AP-2 o RARE halladosen el promotorde
la 13K6*. Sin embargo,una búsquedacentradaen estassecuenciascon condicionesmás
relajadaspermiteencontraralgunassimilaridadesde posibleinterés.Así, parael sitio AP-2
y sus inmediacionesse encuentrandoscandidatosen el promotorde la BK6c, aunqueambos
invertidos:

-586 TTCCCAGGCCAGG -574 -577 CAGGCCACCA —568
liii

-513 TTCCCA. . .CAGG -526 -393 CAC.CCACCA -401

Parael casodel elementode respuestaa ácido retinoico también hay zonascon
algunahomología,sobretodoparala segundamitad. La másatractivade todasellastal vez
seaesta:

-539 ATGTTCAAACAT -528
¡¡1 ¡ ¡ II ¡ ji

-466 ATG.ACAAACAT -456

En cualquiercaso, ningunade las secuenciasencontradaspareceser lo bastante
similar a los consensospara AP-2 o el receptordel ácido retinoico como para estar
implicadaen la regulaciónpor estoscompuestos.Los elementosreguladores,si existenen
estegen, debenhallarsepor encimadel sitio EcoRí, en la zonano secuenciada.Constituye,
pues,un secretocualesson los elementoseliminadosen lasdeleciones65.1y 625.1que
causanque la actividaddel promotordisminuya.
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En resumen,a primeravista, las zonasen 5’ de los genesBK6* y BK6c parecenser
muy diferentesen cuantoa su posiblepapel en la regulación:El gen K6* no tiene ningún
silenciador identificado, y en la zona secuenciadade K6c no se encuentranvarios de los
elementoshallados en la BK6*. Por ahorano podemossabersi estasdiferencias tienen
sentido,puesno se sabesi ambasqueratinasseregulany respondenalos mismosfactores.

4.2. DISCUSION K6*

En la segundapartede estetrabajoseha procedidoa la caracterizacióndel enhancer
de la queratinabovina K6*. Este enhanceres, in vitro, responsablede la expresión
específicade esta queratina,puesesactivo sólo en los tipos celularesen los queésta se
expresa (Blessing y cols., 1989). Medianteexperimentosdefootprintingse muestraqueen
el enhancerexisten tres sitios claramenteprotegidos.Uno de estos sitios es un sitio AP-1
y otro de ellos es similar al consensopara AP-2. El tercero de ellos constade varios
palindromossuperpuestos,lo que sugiereuna compleja regulación. En esta tercera zona
existen secuenciassimilares a las reconocidaspor la familia de receptoresde hormonas
esteroideas,tiroideasy ácidoretinoico. Seha probadoqueesteelementoseactivapor ácido
retinoico y no por glucocorticoides,pero también se demuestraque a pesar de ello el
enhanceren suconjunto se inhibepor tratamientoconácidoretinoico,al igual queel propio
gen.

4.2.1. Efecto delacido retinoico en la expresionde los genesde queratinas.

Los retinoidesson inhibidoresde la diferenciaciónepitelial (Kopany Fuchs, 1989).
lii vivo, la carencia de RA causahiperqueratosisy promuevela diferenciaciónde los
queratinocitos,mientrasque la adición de retínoides estimula la actividad mitótica y
promuevela hiperproliferación. In vitro, el excesode retinoidesen los cultivos de células
epidérmicas suprime los rasgosasociadosa la diferenciación,como la expresiónde las
queratinasKl y Kb, asociadascon la diferenciaciónterminal (Fuchsy Green, 1981)y las
queratinasasociadascon hiperproliferación K6 y K16 (Kopan y Fuchs, 1989). La gran
mayoríadeestosefectossedana nivel transcripcional(Fuchsy Oreen, 1981; Kopany cois.,
1987; Kopany Fuchs, 1987; Stellmachy Fuchs, 1989),aunqueno se puededescartarque
tambiénseden durantela traducción(Stellmachy Fuchs, 1989).

Sin embargo, no todos los genes de queratinas respondende igual forma al
tratamientocon RA. Mientras que in vitro los genesde las queratinasepidérmicasson
inhibidos (Fuchs y Oreen, 1981; Kim y cols., 1984; Kopan y cols., 1987), en células
epitelialessimplesel RA estimulala producciónde K7, K8, K1B y K19 (Kim y cols., 1987;
Glassy Fuchs, 1988; Oshimay cols., 1988). Sin embargo,la expresiónde estosgenestras
la inducciónestábastanteretardadaen el tiempo, del ordende 24 a 72 horas(Kim y cois.,
1987; Stellmachy Fuchs, 1989).Puestoquelos genescuyatranscripciónseve directamente
afectadapor hormonasesteroideso RA respondenen un plazo rápido, del ordende 3 a 24
horas(ver por ejemploLaRosay Gudas,1988; Stellmachy cols., 1991),se puedepensar
queen el casode la inducciónde las queratinasde epitelio simple algúnotro genes inducido
directamentepor el receptordel RA y su ligando, y esel productodeestegen intermediario
el que está implicado en la variación de la transcripciónde los genes de queratinas
epiteliales.
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En los queratinocitosepidérmicosel efectodel RA es radicalmenteopuestoa lo que
ocurre en células de epitelios simples. La adición de RA a queratinocitosprovoca la
disminuciónde la expresiónde los genesdequeratinasepidérmicasen menosde 24 horas,
estandola transcripcióndisminuidaya a tiempostan tempranoscomo 6 horas (Stellmachy
cols., 1991).

Muy recientementesehacomenzadoaestudiarconmayordetallecómolos genesde
las queratinasson afectadospor el RA. Stellmach y cols. (1991) hallaron que tanto un
fragmentode 6 kb en 5’ de la HK5 comootro de 2.3 kb en 5’ de la HK14 reducíanen gran
medidasucapacidadparaactivarla expresiónde un genheterólogotras la adiciónde ácido
retinoico, sugiriendoque en estosfragmentoshay secuenciasde DNA responsablesdel
fenómeno.Igualmente,Tomic y cols. (1990) hanvisto queel RA es capazde reprimir en
keratinocitosprimarios la actividad promotorade cuatro fragmentosde promotor de las
queratinasHK5, HK6, HK1O y HK14 unidosal gen CAT. Estosfragmentossólo tienen
actividadpromotoraen célulasde origen epidérmico,salvo el de 11K14, que funciona en
todos los tipos epiteliales (Jiang y cols., 1991). Para la represiónde la expresión es
necesariala cotransfeccióncon cualquierade los tres receptoresdescritospara el ácido
retinoico (Petkovichy cols., 1987; Brand y cols., 1988; Krust y cols., 1989).

El elementopresenteen el fragmentoMnl del enhancer de la queratinaBK6* se
comporta de una forma distinta a los elementosdescritosen el párrafo anterior. La
capacidaddeesteelementoparaactivarla transcripcióndel gen CAT semultiplicapor tres
en respuestaal ácido retinoicoen presenciade su receptor.Sin embargo,cuandoserealiza
el mismoexperimentocon el enhoncer completo,el resultadoesunainhibición de un 50%.
Este hechosugiereque el elementosensiblea ácido retinoico no actúaen solitario en la
regulacióndeestegen, sino que su función serealizainteractuandocon otros elementos,a
los quequizás module.

Los ensayosde CAT muestranqueel fragmentoMnl esactivadopor ácidoretinoico.
Sin embargo,en la zonaprotegidaporfootprinñng existenvarios palíndromosimperfectos
superpuestos,resultandodificil identificar qué secuenciaes la responsablede la respuesta

a ácidoretinoico. Recientesestudioshan establecidoque la respuestaa vitaminaD, ácido
retinoico u hormonatiroideavienedadapor la orientacióny espaciadode un motivo básico
(N~ár y cols., 1991; Umesonoy cols., 1991). La comparacióncon los modelos de
secuenciaspropuestospor estos autorespermitió encontrarsemejanzacon la estructurade
disposiciónpalindrómicadel modelo AGGTCA (N~Ar y cols., 1991):

Palíndromo AGGTCATGACCT
BK6* -544 AGGACATGTTCA -533

Dondelas basesque coincidencon el modelo estánen negrita, y las protegidasen
los footprints subrayadas.Un elementonatural análogo, el del gen de la hormonadel
crecimientode rata,respondetantoa ácidoretinoicocomoahormonatiroidea(NáAr y cols.,
1991). Sin embargo,no esestala únicaordenaciónposibleen la zonaprotegida.También
se puedeencontrar,y en los mismosnucleótidos,el motivo AGGTCA duplicado:

Repetición AGGTCAAGGTCA
BK6* -544 AGGACATGTTCA -533
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Mientras que, segúnla disposiciónpalindrómica,esteelementodel gen de la BK6*
seña activado por el ácido retinoico y la hormonatiroidea, una secuenciasimilar a la
repeticióndirecta halladaen el gen ¡3TSH de ratón no es afectadapor el ácido retinoico,
pero sí inhibida por la hormonatiroidea (N~r y cois., 1991). Aunque sedesconocenlos
posiblesefectosde la hormonatiroideasobrela expresiónde la queratinaK6*, el hechode
queéstaseaactivadapor el ácidoretinoicosugierequeesteelementopuedeseguirel modelo
del palíndromosin espaciado.Otrosposiblesmodelos,como la repeticióndel motivo con
un espaciadode tresbases(que corresponderíaa elementode respuestaexclusivamentea
ácido retinoico) no han podido serencontrados.

Al parecer existe un bajo nivel de receptor de ácido retinoico en las células
BMGE±H,comoparecedesprendersede la necesidadde cotransfectarcon RARa para
obteneruna activación de la expresiónen respuestaal ácido retinoico (fig. 44), aún en
condicionesen queeste compuestoha sido eliminado del medio, con lo queen teoríatodo
el receptorestadadisponible. Otro hechoqueayalaestahipótesisesqueel fragmentoHX
(AP-2) es capazdecompetircon el fragmentoMnl de formamáseficientequeel fragmento
195 (RARE).

A primera vista resulta sorprendenteque ambosfragmentos,HX y 195, puedan
competir la unión de Mnl con factoresnuclearesdeBMOE±Hcon alta eficiencia, sin que
compartanningunasecuencia(ver fig. 42). Particularmente,HX escapazde competirpor
completocon el fragmentoMnl, pesea carecerde sitio RARE. De un modo similar, el
fragmento195 escapazde competirparcialmentecon la unión del fragmentoHX (fig. 41).
Este hecho podría indicar que ambos factores son capacesde interactuarcon ambos
elementos,RARE y AP-2, al menosen esteentorno.Hastadondehemosvisto, tal cosano
ha sido descritatodavíaen la literatura,aunquesí seconocenmúltiples interaccionesentre
otros factoresde transcripción(API, OR, RARE).

Las células BMGE+H, que expresanlas queratinasK5, K6, K14 y K16, son
originarias de epitelio de glándula mamariabovina, y sido cultivadas en presenciade
hidrocortisona,insulina y prolactina.Las células BMGE-H, aisladasa partir de la misma
poblaciónpero sin sertratadascon hormonas,no expresanestasqueratinas,sino KB y K18
(Schmidy cols., 1983). Puestoqueen el fragmentoMnl del enhancer de la 1<6* existeuna
zona protegida por footprinting en la que se encuentransecuenciasque tienen cierta
semejanzacon las secuenciasde reconocimientode la familia de receptoresde hormonas
esteroides,particularmentela del receptor de glucocorticoides(Beato, 1989), sepodría
pensarquela hidrocortisona(hormonapertenecienteal grupodelos glucocorticoides)podría
teneralgúnpapel en la expresiónde estegen. Sin embargo,la adición dehidrocortisonaa
célulasBMGE+H crecidasen suerodeslipidizadoy transfectadasconel fragmentoMnl del
enhancer de la K6* no tuvo ningún efecto en la actividadde esteenhancer, ni aún cuando
ésteera cotransfectadocon un plásmidoque codificabael receptordeglucocorticoides,lo
quesugierequeestahormonatampocoestáimplicadaen la regulaciónde la expresiónde
estaqueratina,al menosen lo queal enhancer se refiere.

4.2.2. El elemento AP-1

El fragmento85 (situadoentre las posiciones-270 y -353) es capazde formar un
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complejo con extractos nucleares de células BMGE+H y PB y dar una intensabanda
retenida. Por experimentos defootprintseencuentraentrelas posiciones-308 y -329 una
zona protegida queincluye unasecuenciaTGACTAA cercanaal consenso TGACTCApara
el elemento AP- 1 (Angel y cols., 1987). Esta secuencia TGACTAAparece ser responsable
de la mayorpartede la actividaddel enhancerde la BK6* en célulasBMGE+H, puesen
experimentosde CAT estefragmento85 es capazde activarla expresióndel gen CAT un
85% del valor conseguidoutilizandoel eniwncercompleto,un valor muy por encimadel
de los demásfragmentos.

La existenciade elementosAP-l pareceser un hechorelativamentecomúnen los
genesde las queratinas:en el gen de la HKI8 seha definido unasecuenciaTGAGTCA,
sensibleala activaciónpor c-fosy c-jun (Oshimay cols.,1990).Igualmente,en la queratina
bovina BKS existe un enhancercon un sitio de unión AP-1 canónicoresponsablede la
actividadde este enhancer(Casatorresy cols., en preparación),queescapazde competir
eficientementecon el elementoAP-l del enhancerde la K6*. Así pues, la activaciónpor
AP- 1 parece estar extendida entre los genes de las queratinas.Sin embargo,existen
diferenciasentrelas secuenciasde estostres sitiosAP-1, lo que tal vez indiquediferencias
en su actividado en las proteínasqueunen.

La secuenciaTOACTAAencontrada en el enhancerdel gen de la K6* es idéntica
a las dos encontradasen el promotordel papilomavirushumanoHP18 (García-Carrancay
cols., 1988; Offord y Beard, 1990) e, invertida,en el enhancerconstitutivode este mismo
gen (Mack y Laimins, 1991). Las comparacionescon papilomavirusson de interés,pues
estos virus se expresan únicamente en las capas suprabasalesde algunos epitelios
estratificados. Las similitudes con el caso de HPI8 van más allá: en este virus se ha
encontradoquela activacióntranscripcionalsedebeala presenciadedoselementos:un sitio
AP-I y otro llamadoKRF-í queconfiereaestevirus especificidadepidérmica.La secuencia
de KRF-l no ha sido delimitadacon precisión, pero se ha visto quesolapacon un sitio de
reconocimientoparael factordetranscripciónOct-l, con el cualcompite(Mack y Laimins,
1991).También en HPI8, Hoppe-Seylery cols. (1991) han encontradoqueexisteun sitio
de unión paraestefactor Oct-1 y que la expresiónde la proteínaOct-l es capazde inhibir
el enhancerde estevirus. Curiosamente,cerca del sitio AP-l del enhancerde la BK6*
(posiciones -291 a -298) existe una secuencia A’ITrACAT, muy cercanaal consenso
A’ITI’GCAT para Oct-l. Estas secuencias se hallan a la misma distancia <16 pb) una de otra
en ambos enhancers,HP18 y BK6*, si bien en distinta orientación (para un mapa de la
región activadora de HPIS ver García-Carranca y cols., 1988), lo quesugierefuertemente
queel factor transcripcionalubicuo Oct-l puedeestarimplicadoen la represióndel gen de
la 81<6*.

Experimentos previos han demostradoque el enhancerde la BK6* es funcional en
células AT5 y BMGE+H, pero no en células MDBK ni 3T3 (Blessing y cols., 1989).
Aunque a primera vista puedaparecercuriosoqueun enhancerdependiente de AP-1 no sea
funcional en estos tipos celulares,sehandescritocasossimilares.Al parecer, las diferentes
proteínasfos y jun miembros del complejo AP-l se expresan de forma diferente según el
tipo celular (Curran y Franza, 1988). Así, volviendo de nuevo al papilomavirushumano
HP18, seha encontradoqueun elementoAP-l del promotorde este virus (responsablede
la expresión específicaen queratinocitos)es capazde dar un footprinting con extractos
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nuclearesde queratinocitosy células HeLa, pero no de diversaslíneas de fibroblastos,
célulasen las quese sabequeotros genessensiblesa AP-t sonactivados(Offord y Beard,
1990).

El tratamientocon RA es capazde reducir la capacidadactivadoradel enhancer
completo.Es de suponerqueestainhibición sehagaa travésdelelementoAP-1, responsable
de la mayor partede la actividaddel enhancer.Estehechono resultasorprendente,puesto
que se sabe desde hace poco tiempo que el elemento AP- 1 es susceptiblede ser inhibidopor
otros factoresde transcripciónpertenecientesa la familia de los receptoresde esteroides,
como el receptor de glucocorticoides,que es capazde inhibir este elementomediante
interaccióndirecta con c-jun, sin necesidadde contactocon el DNA (Jonaty cols., 1990;
SchGley cols., 1990; Yang-Yen y cols., 1990). Igualmente, Schiile y cols. (1991) han
hallado recientementeque el ácido retinoico también es capazde reprimir la activación
transcripcionaldel elementoAPI por mediaciónde los receptoresRARa, fi y ‘y, mientras
que los receptoresRXR son incapacesde efectuarestarepresión.La inhibición seefectúa,
al menosen el caso del RARa, por interaccióndirectacon c-jun, como en el caso del
receptorde glucocorticoides.

La presencia de un sitio AP-1 funcional en el enhancerde este gen explica
satisfactoriamentela inducibilidad de esta queratinapor TPA (Toftgard y cols., 1985),
puestoqueestecompuestoactúapor mediaciónde la estimulaciónpor fos y jun sobreun
sitio API (Angel y cols., 1987).

4.2.3. El elemento.4P-2.

En el enhancerde la K6* seencuentraprotegidaporfootprint una zonacomprendida
entrelas posiciones-580y -592a partir del inicio de traducción,queincluye la mayorparte
de la secuenciaOCCCCAOGC(-578 a -586). Estasecuenciaes similar, pero no idénticaa
la secuenciaconsensoGCCCCAGGCparael factor de transcripciónAP-2 (Williams y cols,
1988).Experimentosrecientesdefootprinflng,interferenciademetilacióny mutagénesishan
permitidodefinir comonuevoconsensopara AP-2 la secuenciaGCCNNNCCG(Williams
y Tjian, 1991).Sin embargo,muchosdelos sitios AP-2 identificadoshastaahorasedesvían
de este consenso.Secuenciassimilares se han encontradoen varios genesde queratinas,
comosemuestraen la tablaII. Todaslas secuenciasde la partesuperiorde estatablaestán
funcionalmenterelacionadascon el factor de transcripciónAP-2: las encontradasen los
genesXK8 lA, HKI4 y HK5 son capacesdeunir estefactor, y lashalladasen HK1 y HK6b
son capacesde competir esta unión, si bien en el caso de HK6b no muy eficientemente
(Snapey cols., 1991; Leask y cols., 1991). En el caso de la queratinaBK6* sólo la
secuenciacomprendidaentre -578 y -586 de las varias mostradasen la tabla II pareceser
capazde unir algúnfactor, como sedemuestrapor experimentosdefootprinting (figs. 30
y 31), aunqueno se ha demostradoqueesaproteínaseaAP-2. La secuenciaquesehalla
entre-133 y -141, peseaserprácticamenteidénticaa la identificadaen la HKl4, no parece
ser funcional, pues como se ha visto no es capaz de producir una banda retenidaen
experimentosde retardoen gel ni estáprotegidaen experimentosdefootprinting.Lo mismo
parecesucedercon la secuenciasituadaentre-482 y -492 (figs. 30 y 34).
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Gen Posición Secuencia Referencia

CONSENSO --- GCCCCAGGC Williams y cok., 1988

XK8IA1 -152 -162 CCCTGAGGC Snape y cols., 1991

HKI4 -222 -231 CCTGCAGGC L.eask y cols., 1991

HK5 -92 -100 CCCCCAGGC Lersch y cols., 1989

HKl -113 -122 GCTGCAGGC Johnson y cols., 1985

HK6b -255 -265 (*) GCTGGAGGC Tyner y cols., 1985

BK6* -578 -586 (dc)
-573 -581
-484 -492
-133 -141

‘ITCCCAGGC
AGOCCAGGC
ACCACAGGC
TCTGCAGGC

Estetrabajo

Tabla JI. Secuenciasrelacionadascon AP-2 encontradasen genesde queratinas. La
posiciónseindica desdeelpuntode inicio de la transcripción,salvo en los genesmarcados
con asterisco, desde el inicio de traducción. Los nucleóridos conservados se muestran en
negrita.

La secuenciaAP-2 no pareceestarni estar implicadaen la expresiónespecíficaen
epidermis,ni ser la únicaresponsablede la actividadenhancer.En el gen de la HKI4, se
ha demostradoqueun fragmentocon el sitio AP-2 es insuficienteparadirigir la expresión
de un gen heterólogoen ensayosde CAT o de unaversión modificadadela queratina14 en
ratonestransgénicos6 célulasSCCI3, precisandola presenciade un elementolocalizado
entre 1000 y 2000 nucleótidosen 5’ de esta secuenciapara ser funcional (Leask y cols.,
1990). En el gen de la BK6*, el fragmentoHX, quecontieneel hipotético sitio AP-2 es
capazdealcanzarel 30% de la actividadtotal del enhancer(fig. 40), lo cual constituyeuna
importantediferenciacon respectoal correspondientefragmentodel gen de la HKl4, cuya
contribuciónal funcionamientodel promotoren ensayosde CAT es inferior al 2% (Leask
y cols., 1990). Sin embargo,la presenciade unazonasituadaentrelas posiciones-600y -

610 y quede manerairrepoducibleapareceprotegidaen experimentosdefootprintingno
permiteasegurarcon certezaqueel elementoAP-2 seael responsablede esaactividad.Tal
vez lapresenciadeesteelementoseanecesariaparala correctaactividaddeAP-2. Es claro
quehacefalta mástrabajoantesde encontrarla respuesta.

Con respecto a la capacidadactivadora de AP-2 los datos publicados son
contradictorios.lmagaway cols. (1987) han visto quecinco sitios AP-2 en tándemtienen
actividad enhancer en células HeLa, mientras que Kanno y cols. (1989) no pudieron
encontraresaactividad, probablementedebido al diferente contextode cada secuencia.
Williams y Tjian (1991) han encontradoque en estas mismascélulas tres sitios AP-2 en
tándemson capacesde teneractividadenhancersólamentesi son cotransfectadoscon un
plásmidodeexpresióndel factor AP-2, indicandoque o bien el nivel de la proteínaAP-2
de célulasHeLa es demasiadobajo, o bien su expresiónestáreprimida.
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El factorde transcripciónAP-2 es induciblepor variosestímulosdiferentes,entrelos
que secuentanTPA y cAMP (lmagaway cok., 1987). Igualmente,la expresiónde este
factorse induceanivel transcripcionalpor tratamientoconácido retinoico (Lúseher y cols.,
1989). Puesto que varios genes que se activan por ácido retinoico llevan una secuencia AP-
2, se ha propuesto que el factor de transcripción AP-2 está implicado en la activación génica
por tratamientocon ácido retinoico. Esto contrastacon los resultadosquehemosobtenido,
en los cualesla adición de 1 ~M de ácido retinoico (y su receptor) inhibe la capacidaddel
fTagmentoMX paraactivar la transcripcióndel genCAT en másde un 50%. Hasta donde
lleganuestroconocimiento,no hay noticiadequeel ácidoretinoicoseacapazde interactuar
negativamentecon el elementoAP-2, al igual que hacecon el AP-1 (ver anteriormente).

4.2.4. Lo “caja epidénn¿caq

Blessingy cols. (1987) identificaronunasecuenciaconsensoAARCCAAA que, con
algunasdesviaciones,se puedeencontraren la cercaníade la TATA-box en los promotores
de los genesde las queratinasHKl (Johnsony cols, 1985), HK6 (Tyner y cols., 1985),
HKl4 (Marchuk y cols., 1984),MK59 (Krieg y cols., 1985),BKIa y Ib, BK6* (Blessing
y cols., 1987), BKIOb (Rieger y cols., 1985), todas ellas expresadas en epidermis, mientras
que en otras queratinasde epiteliossimplesno se hallapresente.Estasecuenciasepuede
encontrar también, si bien algo más alejadade la TATA-box, en el promotor de la
involucrina (Eckert y Green, 1986),otra proteínaexpresadaespecíficamenteen epidermis,
y en el promotordel papilomavirushumanoHP16 (Cripe y cols.,1987).Todos estos datos
sugierenqueesta secuenciapuedeestarimplicadaen la regulaciónde la transcripciónde
genesexpresadosen epidermis.Sin embargoestacajaepidérmicasehallabafueradela zona
definidacomoenirnncer en el gen de la queratinaK6*, indicandoqueno eranecesariapara
la expresión del gen en las células de origen epitelial BMGE+Hni en las derivadas de
epidermis AT-5 (Blessing y cols., 1989).

El análisis por retardo en gel y foo¡prinñng del promotor del gen de la 1<6* mostró
que el fragmento95, que incluía esta secuencia, era capaz de unir proteínas de extractos
nucleares de la línea BMGE+H, si bien con menor intensidad que los demás fragmentos.
Similarmente,en los ensayosdefootprintingse apreciaba una zona ligeramente protegida
quecoincidíacon la posiciónde la “caja epidérmica” y un sitio AP-1 contiguo. Del mismo
modo, con extractosnuclearesde la línea epidérmicaPB también se obtuvo una banda
reteniday la consiguientezonaprotegida,en amboscasoscon mayor definición quecon
extractos de células BMGE+H(a pesar de que las demás zonas de unión a proteínas en el
enhancerestabanmenosintensamenteprotegidas),sugiriendoque tal vez esta proteína sea
especialmenteabundanteen célulasde origen epidérmico.

La zona protegida incluía las 6 primeras basesde las 8 con las que cuentael
consensode la “caja epidérmica” y ademáslas 11 basesinmediatamenteanterioresa este
consenso.Curiosamente,en estas 11 basesse encuentra un sitio consenso para AP- 1,
idénticoal queseencuentraen la zonadelimitadacomoenhancer.También resulta curioso
observar que esta secuencia AP-1 del promotor de la BK6* se halla conservada tanto en el
promotor de la BK6c como en el genhumanocorrespondiente(HK6b, Tynery Fuchs1985),
mientrasqueestáausenteen el resto de los promotoresde los otrosgenesde queratinasen
los que existe epidermal box (BKIa y Ib, MKS9, etc.). Al igual que en el caso de la

E
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secuenciaAP- 1 del fragmento 85, este hecho podría estar implicado en la observada
inducibilidaddela queratinaK6 en respuesta a TPA. A esterespecto,esinteresantedestacar
que el gen de la BK5, quecontieneun sitio AP-l, no es estimuladopor el tratamientocon
TPA (Casatorresy cols., enpreparación)

4.2.5. Regulaciónde la queratina RK6*.

La queratina BK6* tiene una expresión compleja: constitutiva en ciertos tejidos e
inducible en otros. Es de esperar que la regulación de su expresión sea también compleja.
El enhanceranalizadoha resultado,por tanto, complejo.En esteestudiosehanidentificado
varios factores presumiblemente implicados en la regulación: un elemento AP-l (situado
entre -308 y -329), un elementode respuestaa ácido retinoico (entre -523 y -548) y un
elementoAP-2 (entre-580y -592). Estoselementosinteraccionanentresi, comodemuestran
los ensayosde CAT. Los datos obtenidosexplican potencialmentela respuestade esta
queratinaal ácido retinoico y la inducibilidad por ‘TIPA y procesos inflamatorios.

Sorprendentemente, sólo se han encontrado elementos no específicos en este enhancer
especifico (La caja epidérmica, posible elementoespecífico, se halla fuera de la zona
definida como enhancer). Tal vez se pueda atribuir esto a problemas metodológicos
(incapacidad de detectar otras proteínas que se unan al DNA), o puede ser que en esta
región sólo existan estoselementos,y sea la combinación de factores generales la que resulte
en especificidad, quizás con el auxilio de otras proteínas específicasque no se unan
directamente al DNA. Otra posibilidad sería que los factoresqueseunen a estoselementos
no fuesen los comunes, sino otras formas especificas de estos tipos celulares que fuesen
capaces de conferir actividad a este enhancer. Estas tres posibilidades no se excluyen
mutuamente.
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1.- A partir de una genotecabovina se han aislado cuatro clones genómicos
solapantesentre si quecodifican el gen de una queratinacon homologíacon las queratinas
BK6 y BK6*. El análisis parcial de la secuenciade esta nueva queratina ha reveladoque
pertenecea la mismafamilia quelas queratinasBK6 y BK6*, y por consiguienteha recibido
el nombrede BK6c.

2.- La queratinaBK6c tieneun promediode un 97% de identidadcon las otrasdos
(8K6 y BK6*) en las zonashipervariablesN- y C- terminales,y unahomologíadel 80% en
la zona3’ no traduciday del 90% en el primer intrón del gen.

3.- El gen de la l3K6c se transcribeabundantementeen tejidos y líneascelulares
descritoscomo positivos paraK6 (lengua, hocico, célulasBMGE±H),perono en aquellos
dondeno estadescritaexpresiónde K6 (epitelio de glándulamamaria,células BMGE-H).
El gen de la 8K6, sin embargo,no se transcribeen célulasBMGE+H.

4.- Se han realizado diversas construcciones acoplando diferentes extensiones de
secuencia5’ no codificantedel gen de la queratina l3K6c a un vector conteniendoel gen
CAT, conobjetode localizar los elementosresponsablesde su expresión. Seha encontrado
que la expresiónmáximaseda con un fragmentoquecontienelas primeras1100 pb desde
el inicio de traducción,disminuyendola expresiónparatamañosmayores,lo quesugierela
existencia de elementos silenciadores. Igualmente, parecen existir varios elementos
responsablesde la expresióndel gen, pues delecionesgradualesllevan a disminuciones
parcialesde la actividadpromotora.Estaestructuradifiere de la del gen 11K6*.

5.- En el enhancer del gen de la BK6* se han identificado, por experimentosde
retardoen gel y fooi’prinring, tres secuenciascapacesde unir protefnasnuclearesde células
epitelialesqueexpresanestaqueratina.Unade estassecuenciases un sitio AP-l, otra tiene
alta homologíacon vn sitio AP-2 y la tercerapareceser un elementode respuestaa ácido
retinoico.

6.- Estos tres elementosparecencontribuir de forma diferente a la actividad del
enhancer en ensayosde CAT. El sitio AP-l pareceserpreponderanteen esteenhancer.

7.- Tras la adición de ácido retinoico 1 yM, la actividad del fragmento Mnl
(conteniendositios de respuestaa ácido retinoico y AP-2) se estimula tresveces, mientras
que la actividad del sitio AP-2 (fragmentoHX) y del enhancercompleto se reducea la
mitad, lo que demuestraque esteelementoes funcional y sugiereque el ácido retinoico
puedeinteractuarnegativamenteconotroselementosde respuestaa factoresdetranscripción,
como AP-l y AP-2.

8.- La relaciónentrelos sitios de respuestaaácido retinoicoy AP-2 esmuy estrecha,
puestoque, ademásde lo expuestoen el punto 7 de las conclusiones,los dos sitios son
capacesde competirsemutuamenteen ensayosde retardoen gel, incluso estandosituados
en fragmentosque no compartenninguna secuencia,sugiriendo de nuevo una posible
interacciónentreambossitios.

9.- Fueradel enhancer existeunasecuenciaquetienehomologíaconla llamada“caja
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epidérmica”,halladaen genesexpresadosen epidermis.Estasecuenciaproduceunfootprint
tantoen célulasBMGE+H comoen lascélulasepidérmicasPB, lo queconstituyela primera
pmebade la posiblefuncionalidaddeesteelemento.
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