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Figura 26: Northern Blot de 15 ug de RNA total procedente de: carril
1: testiculo de ratén de 6 d p.n,; carril 2: testiculo de ratén de 10 d
p.n.; carril 3: testiculo de ratéon de 14 d p.n.; carril 4: testiculo de
ratén de 22 d p.n.; carril 5: testiculo de raton adulto; carril 6: testiculo
humano; carril 7: rifién fetal de ratén de 16 d; carril_8: cerebro fetal
de ratén de 16 d: carril 9: misculo fetal de ratén de 16 d. El filtro se
hibridé con la sonda de cDNA del clon DLA-152 y como control se
realizé6 la hibridacién con una sonda de P-actina que reconoce un
transcrito de 2000 bases.
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Figura 27: Northern Blot de 15 pg de RNA total procedente de: carril
1: testiculo de ratén de 6 d p.n.; carril 2: testiculo de ratén de 10 d
p.n.; carril 3: testiculo de ratén de 14 d p.n.; carril 4: testiculo de
ratén de 22 d p.n.; carril 5: testiculo de ratén adulto; carril 6: testiculo
humano; carril 7: rifién fetal de ratén de 16 d; carril_8: cerebro fetal
de ratén de 16 d: carril 9: misculo fetal de ratén de 16 d. El filtro se
hibridé con la sonda de cDNA del clon DLA-154 y como control se
realizé la hibridacién con una sonda de B-actina que reconoce un
transcrito de 2000 bases.
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Figura 28: Northern Blot de 15 pg de RNA total procedente de: carril
1: testiculo de ratén de 6 d p.n.; carril 2: testiculo de raton de 10 d
p.n.; carril 3: testiculo de ratéon de 14 d p.n.; carril 4: testiculo de
ratén de 22 d p.n.; carril 5: testiculo de ratén adulto; carril 6: testiculo
humano: carril 7: rifién fetal de ratén de 16 d; carril 8: cerebro fetal
de ratén de 16 d; carril 9: misculo fetal de ratén de 16 d. El filtro se
hibrid6 con la sonda de cDNA del clon DLA-168 y como control se
realizé6 la hibridacién con una sonda de P-actina que reconoce un
transcrito de 2000 bases.
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Figura 29: Northern Blot de 15 pg de RNA total procedente de
células MEL estimuladas con HMBA tras: carril 1: O h; carril 2: 4 h;
carril 3: 8 h; carril 4: 12 h; carril 5: 24 h; carril 6: 48 h; carril 7: 72 h.
El filtro se hibridé con la sonda de cDNA del fragmento de 400 pb del
extremo 3' del clon DLA-92 y como control se muestra la posicion de
los TRNAs tras teflir el gel con bromuro de etidio.
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Figura 30: Northern Blot de 15 pg de RNA total procedente de: carril
1: testiculo de raton de 10 d p.n.; carril 2: testiculo de ratén de 14 d
p.n.; carril 3: testiculo de ratén de 22 d p.n.; carril 4: testiculo de
raton adulto. El filtro se hibridé con la sonda de ¢cDNA del fragmento
de 400 pb del extremo 3' del clon DLA-92 y como control se muestra
la posicion de los TRNAs tras tefiir el gel con bromuro de etidio.
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Figura 31: Northern Blot de 15 ug de RNA total procedente de: carril
1: ovario fetal de 13 d; carril 2: ovario fetal de 14 d; carril 3: ovario
fetal de 15 d; carril 4: ovario fetal de 16 d; carril 5: ovario fetal de 17
d; carril 6: ovario fetal de 18 d; carril 7: ovario fetal de 19 d; carril 8:
testiculo adulto. El filtro se hibridé con la sonda de cDNA del
fragmento de 400 pb del extremo 3' del clon DLA-92 y como control
se muestra la posicion de los rRNAs tras tefiir el gel con bromuro de
etidio.



meidtico en testiculo de ratdén, alcanzando el méximo en el dia 14 y
luego disminuyendo hasta alcanzar niveles muy bajos en testiculo
adulto. Cabe destacar e! elevado nivel de expresién de este clon en

cerebro fetal, dando lugar a un solo transcrito de 5300 b.

DLA-108: (Fig. 22): Se aprecia la expresién abundante de un
solo transcrito de unas 7 Kb en testiculo de ratén adulto y menor en
ovario fetal de 16 d. Este clon constituye un caso de expresidn

especifica gonadal en ratén.

DLA-121: (Fig. 23): Aparecen 2 transcritos (4800, 2400 b)
siendo mayoritario el superior. Al igual que en otros casos, la
expresién durante los dias prepuberales (del 6 al 22) de ratén es
mayor que en testiculo adulto. También se detecta una elevada
expresién en rifién fetal, compardndolo con los niveles de actina en

ese carril que casi no se aprecian.

DLA-123: (Fig. 24): Los transcritos mayoritarios que hibridan
con este clon corresponden a un tamafio de 5000 y 1900 b.
aproximadamente. La expresiéon del transcrito superior es casi
homogenea en todos los tejidos, incluidos los somdticos. El transcrito
inferior se expresa mayoritariamente en las muestras de RNA de
testiculo, alcanzando su punto mdximo a los 14 d. Cabe sedalar la
apariciéon de un transcrito de 1200 b en testiculo adulto, que no se

observa en ningun otro dia ni tejido.

DLA-136: (Fig. 25). Este clon podria ser un claro ejemplo de
genes de expresién ubicua ya que origina dos transcritos (4800 y

1800 b) de expresiéon muy elevada en todos los dias y tejidos. Si
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comparamos los niveles de expresién del clon DLA-136 respecto a los
de actina, se puede observar el elevado nivel de expresién en rifién
fetal. En testiculo humano se detecta un transcrito intermedio de

aproximadamente 3800 b.

DLA-152: (Fig. 26): De los dos transcritos que se detectan
(6000 y 2400 b) es predominante el superior en tejidos somdticos,
mientras que en testiculo la expresién mayoritaria la origina el

inferior.

DLA-154: (Fig. 27): Es un clon muy interesante ya que origina
dos transcritos de 4200 y 3000 b. El superior se expresa muy
débilmente en todos los casos excepto en testiculo de ratén de 22 d y
adulto. Sin embargo, la expresién fundamental y mayoritaria la
origina el transcrito inferior, en los dias 22 y adulto, no apreciindose
sefial ninguna en el resto de los tejidos. Este clon constituye un
ejemplo muy claro de especificidad absoluta de la gametogénesis, ya
que se expresa en ovario fetal (16 d p.c.) y en testiculo a partir del

dia 22.

DL A-168: (Fig. 28): Se observan dos transcritos (5400, 2000
b). El transcrito superior se expresa de forma abundante en testiculo
de ratén, desde el dia 6 al 22 postnatal y disminuye en testiculo
adulto. Cabe destacar que el transcrito inferior sélo se expresa en
testiculo prepuberal, alcanzando su méiximo a los 14 d vy

desapareciendo en testiculo adulto.

Con todos estos resultados podemos agrupar los clones noveles

DLA de acuerdo con su patrén de expresién en:
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1- Genes de expresién ubicua y homogénea en todos los tejidos:
DLA-65, -i21, -91, -152, -136..

2- Genes que expresan alternativamente un transcrito adicional
en testiculo: DLA-97, -68, -168, -123, -60, -93.

3- Genes de expresion especifica gonadal: DLA-154, -108.

Con el fin de investigar el papel funcional que los genes de
secuencia conocida pudieran tener en el desarrollo de la
gametogénesis, hemos comenzado a analizar el patrén de expresidn
de la histona H3.3. En ratéon hay dos tipos de genes H3.3: H3.3A y
H3.3B. Ambos codifican para la misma proteina pcrb' difieren en las
regiones no codificantes 5' y 3' (Hraba-Renevey y Kress, 1989),
(Wellman y col., 1987).

El interés de iniciar este estudio con dicho clon se basa en:

- La aparicién de dos clones, mediante nuestra seleccién, con elevada
homologia con la histona H3.3.

- La regién 3' de nuestros clones presentaba homologia con la
correspondiente al pseudogen H3.3A de ratén y a los genes H3.3A de
pollo y conejo, como se describird posteriormente en el capitulo de
Discusion.

- Hasta hoy no se habia encontrado el gen funcional de la histona
H3.3A de ratdn.

"Las lineas celulares de eritroleucemia de ratén (MEL)
representan un buen modelo para el estudio de la transiciéon de su
estado tumoral al de diferenciacién terminal. Las células MEL son
precursores eritroides transformadas que estin detenidas en el
estadio de proeritroblasto de la maduracién eritroide (Friend y col.,
1971). Un amplio nimero de compuestos quimicos, incluida 1la

hexametilenbisacetamida (HMBA) pueden inducir estas células para
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reiniciar el programa de diferenciacién eritroide (Marks y Rifkind,
1978). Se necesita un periodo de 12-24 h hasta que las células entran
de forma irreversible en el proceso de diferenciacién terminal
(Gusella y col., 1976).

Krimer y cols. (enviado para su publicacién, 1993) demostraron
la expresion elevada de un pseudogen de la histona H3.3A en células
MEL tras ser inducidas por HMBA al cabo de 4h, originando un
transcrito de 1.2 Kb.

Con el fin de comprobar si el clon DLA-92 producia el mismo
efecto y si efectivamente correspondia a la H3.3A se realizé un
Northern Blot partiendo de 15 pg de RNA total procedente de células
MEL inducidas por HMBA al cabo de distintas horas (Fig. 29), que fue
proporcionado por la Dra. D.B. Krimer (C..LB., C.S.I.C.). Se usé como
sonda un fragmento de 400 pb del extremo 3' que resulté de la
digestién con Kpnl del clon DLA-92 y la posterior elucién con
Geneclean tras electroforesis en gel de agarosa-TAE. Se marcé solo el
extremo 3’ para evitar que diese reaccién de hibridacién cruzada con
cualquier otra histona H3.3, ya que preseﬁtan un alto grado de
homologia en sus regiones codificantes.

Como puede observarse, se detecta un transcrito de 1.2 Kb que
comienza a aumentar su expresiéon a las 4 h hasta las 24 h y luego
comienza a disminuir, tal y como ya se habia previsto.

Ademds se estudié el patrén de expresién de esta histona
durante la gametogénesis, por lo que se relizaron Northern-blots con

RNA procedente de:

- QOvario fetal de 13 d
- Ovario fetal de 14 d
- Ovario fetal de 15 d
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- Ovario fetal de 16 d
- Ovario fetal de 17 d
- Ovario fetal de 18 d
- Ovario fetal de 19 d
- Testiculo prepuberal de 10 d
- Testiculo prepuberal de 14 d
- Testiculo prepuberal de 22 d

- Testiculo adulto

Aparece un transcrito de 1200 b. Como puede observarse en las
figuras 30 y 31, existe una elevada expresiéon en testiculo adulto,
equivalente a la expresion en ovario fetal de 13 d. Ademis, esta
expresién es del orden de 10 veces mayor que la que se alcanza tras
inducir las células MEL com HMBA. A lo largo del desarrollo de la
oogénesis, se aprecia una disminucién de la expresién, hasta hacerse

indetectable en el dia 19.
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DISCUSION

El andlisis molecular de la expresién diferencial de genes
durante la gametogénesis, mientras transcurre la profase meidtica en
los estadios tempranos de la oogénesis en ratén, requiere la
construccién de genotecas de cDNA para esas etapas de desarrollo del
ovario fetal. En este trabajo se describe la construcciéon vy
caracterizacion inicial de distintas genotecas de cDNA a partir de RNA
procedente de ovario fetal de 16 d, 17 d y de testiculo adulto.

Muchas proteinas reguladoras, incluida Hox 1.4 (Wolgemuth y
col., 1987), Zfp-35 (Cunliffe y col., 1990), D1Pasl (Leroy y col., 1989),
c-mos (Goldman y col., 1987) y N-ras (Wolfes y col.,, 1989) se ha visto
que se activan en ¢l estadio de paquitena, lo que parece sugerir que
éste es el punto en el que los sistemas reguladores comienzan a
actuar para los acontecimientos de diferenciacién y desarrollo que
ocurren durante la meiosis.

Tras analizar el contenido en tipos celulares de los ovarios
fetales de 16 dias y comprobar que en este dia existe un elevado
porcentaje de oocitos en paquitena, se realizé un andlisis diferencial
de la genoteca de ovario fetal de 16 dias usando como sondas sscDNA
de testiculo adulto, ya que en él se encuentran todos los tipos
celulares posibles que se pueden originar en el proceso meiético,
frente a una sonda de sscDNA de una mezcla de tejidos somaticos
fetales del mismo dia del desarrollo (16 d).

De este modo se seleccionaron 33 clones de cDNA segin el
esquema de la figura 32, que mostraron expresarse Si no
diferencialmente, mayoritariamente en testiculo adulto frente a los

tejidos somdticos.
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Figura 32: Esquema general del analisis diferencial de una genoteca



El andlisis de la secuencia nucleotidica de cada uno de los clones
DLA y la comparacién en el banco de secuencias EMBL ha permitido
identificar a 17 de los 33 clones. Entre éstos se encuentran algunos
de expresién ubicua (p.ej.: surf-3, ubiquitina, Na,K-ATPasa); otros
para los que es bien conocida su implicacién en procesos de
diferenciacién (p.ej.: IGF-II, colidgeno VI, piruvato quinasa) y otros
que han mostrado una elevada expresién durante la gametogénesis
(p.ej.: c¢-jun, laminina B2), segin se describe a continuacidn.

Los otros 16 clones noveles podrdn permitir la caracterizacion
de nuevos factores implicados en la diferenciacién celular y el

desarrollo de la gametogénesis.

G . i ida:

Ubiquitina:

La ubiquitina es una pequefia proteina presente en casi todas
las células eucariotas (Goldstein y col.,, 1975). Consiste en una cadena
polipeptidica de 76 aminodcidos y 8.5 KDa de peso molecular y
parece ser una de las proteinas mds conservadas durante la
evolucidén lo que sugiere la implicaciéon de la ubiquitina en funciones
celulares basicas (Gavilanes y col., 1982).

La ubiquitina ha sido aislada y secuenciada a partir de una
gran variedad de fuentes (Finley y Varshavsky, 1985). Son todas
idénticas; las unicas variantes identificadas son las obtenidas de
levadura (Wilkinson y col.,, 1986) y avena (Vierstra y col.,, 1986). La
secuencia de aminoidcidos de éstos difiere en tres residuos de la de

animales y sélo dos residuos entre ellas.
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La ubiquitina ha sido identificada en el niicleo, en el citoplasma
y en la superficic de la membrana celular y parece ser que su
funcién primordial es la degradacion intracelular de proteinas, de
forma dependiente de ATP (Finley y Varshavsky, 1985). La
degradaciéon proteica por esta via requiere la formacién de
conjugados covalentes en los que el extremo carboxilo de la
ubiquitina se une a la proteina diana por un enlace amida a través de
los grupos e-amino de los residuos de Lys o del extremo amino. La
ubiquitina se conjuga también con proteinas especificas en el niicleo
(Busch y Goldknopf, 1981) y en la superficie celular (Siegelman y col.,
1986, Yarden y col., 1986) pero su funcién en estas zonas no esti
todavia muy clara.

Cuando la ubiquitina se une a otra proteina para formar un
conjugado, en muchos casos la proteina es degradada rapidamente,
mientras que otros conjugados son relativamente estables (Hershko y
Ciechanover, 1986). Los conjugados estables incluyen los de histonas
H2A y H2B (Goldknopf y Busch, 1977), proteinas de la superficie
celular implicadas en las interacciones célula-célula (Siegelman y col.,
1986) y en transduccién de sefial (Yarden y col.,1986) y proteinas
asociadas con estructuras del citoesqueleto (Murti y col., 1988).

La ubiquitina puede unirse a otras proteinas por diferentes
configuraciones, dependiendo del nimero de grupos de ubiquitina y
de si forman uniones ubiquitina-ubiquitina. Las proteinas que se
unen a una sola molécula son p. ej. el receptor del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (Yarden y col., 1986) y el
receptor de la hormona del crecimiento (Leung y col., 1987). Los
conjugados ubiquitina-proteina mds abundantes en eucariotas
superiores son los de histonas H2A, H2B; estas proteinas se pueden

unir a wvna o varias moléculas de ubiquitina (Nickel y Davie, 1989).
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La importancia de la degradacién proteica selectiva en la
regulacién celular ha sido bien reconocida (Goldberg y St. John,
1976). Las funciones de la proteolisis se pueden agrupar en cuatro
clases. En primer lugar, muchas proteinas reguladoras tienen una
velocidad de recambio muy alta y su degradacién estd controlada con
una gran precisiéon como ocurre con las ciclinas, cuyos niveles oscilan
en determinados estadios del ciclo celular y lo hacen de forma
paralela a la progresion de dicho ciclo (Evans y col,, 1983). En
segundo lugar, ciertas enzimas son eliminadas en respuesta a seiiales
especificas (Jabben y col.,, 1989). Una tercera funcién de degradacién
selectiva es la eliminacién de proteinas defectivas que se han
originado por mutaciones © errores en la transcripcién o en la
traduccién, por dafio quimico o bien por desnaturalizacién inducida
por calor. Estas proteinas anormales pueden ser tdxicas para la célula,
por razones que no estdn muy claras, pero se sabe que tienden a
precipitar y a formar cuerpos de inclusién intracelulares (Mitraki vy
King, 1989). Finalmente, las formas de proteina libres que
normalmente s€ encuentran formando complejos de
multisubunidades, estin sometidos a un recambic muy rdpido.

La vida media de las proteinas celulares oscila en mas de tres
6rdenes de magnitud. Las proteinas de vida corta parecen ser
degradadas predominantemente a través de la via de su unién a
ubiquitina, mientras que la mayoria de las proteinas citoplasmicas de
vida larga son degradadas en los lisosomas (Rechsteiner, 1987).

Existen evidencias que hacen asignar maltiples funciones a la
ubiquitina. Asi, se ha visto estar implicada en procesos de reparacién
de DNA ya que su expresién aumenta considerablemente en
respuesta a DNA dafiado y durante 1a esporulacién (Madura y col,,

1990). Parece ser que la ubiquitina responde en estas situaciones,
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formando los conjugados para localizar el sitio en el cromosoma
donde se deben unir las enzimas de reparacién. Un posible papel de
la ubiquitina durante la esporulacién es marcar a las histonas o a
otras proteinas ribosomales cudndo se tienen que liberar del DNA. En
eucariotas superiores, las histonas son generalmente despegadas del
DNA en el curso de la espermatogénesis y son sustituidas por
protaminas para dar lugar a una forma de cromatina muy
condensada. Durante este proceso se han detectado elevados niveles
de conjugados histona-ubiquitina (Agell y Mezquita, 1988, Nickel y
col., 1987).

La expresién de transcritos correspondiente a ciertas proteinas
es inducida cuando las células son sometidas a falta de nutrientes,
aumento de la temperatura, exposicidén a agentes oxidantes y ciertos
tratamientos antagonistas del crecimiento que se pueden agrupar con
el nombre de condiciones de estrés. Una de estas proteinas inducidas
como respuesta al estrés es la ubiquitina y se sabe que ejerce una
funcién opuesta al factor de estrés y facilita la traslocacién proteica a
través de la membrana, aunque el mecanismo no estd muy claro
(Deshaies y col.,, 1988). Ademds, las condiciones de estrés y los
choques térmicos, generan la desnaturalizacién de proteinas que
podrian ser degradadas mediante su unién a ubiquitina (Parag y col.,
1987).

Finalmente, la biosintesis de ubiquitina ha sido detectada en
espermatocitos premeidticos, meiéticos y en espermdtidas redondas
durante la espermatogénesis en .rata (Bucci y col.,, 1984). La
‘ubiquitina, a través de la formacién de los conjugados con proteinas
de membrana podria estar implicada en el fendémeno de
reconocimiento entre células espermatogénicas por diferentes vias:

migracion de células meidticas y postmeidticas a través de los tibulos

114



seminiferos, interaccién con las células de Sertoli o el reconocimiento
final de los oocitos por los espermatozoides (Agell y Mezquita, 1988).

La acumulacién de transcritos de ubiquitina durante la
ovogénesis, especialmente durante la fase fetal no habia sido
caracterizada hasta hoy. Si bien aiin no hemos determinado su nivel
de expresiéon durante el desarrollo del ovario fetal, éste debe ser
relativamente alto dada la aparicién de varios clones,
correspondientes a ubiquitina, después del andlisis diferencial con
sondas de cDNAs somiticos o de testiculo.

La wubiquitina parece jugar miltiples papeles en la
diferenciacion, en la reparacién de DNA, en los mecanismos de
transduccién de sefial y del reconocimiento de receptores por
factores de crecimiento, como se ha sefialado anteriormente. Todas
estas funciones son decisivas en el desarrollo de la meiosis y de la
gametogénesis ya que posibilitan la recombinacién meidtica y la
comunicacién entre las células de la linea germinal y las células
somdticas soporte (células de la granulosa en ovario y células de
Sertoli en testiculo). La ubiquitina podria tener en este caso funciones

cruciales en su desarrollo y la diferenciacién.
o2-Colageno VI:

La matriz extracelular juega un importante papel en las
interacciones entre las células. No sélo estd implicada en la
organizacién estructural de .las células dentro de los tejidos, sino que
algunos componentes importantes como la fibronectina, la laminina vy
los colagenos ejercen gran influencia sobre la adhesiéon entre células
y sobre su capacidad para diferenciarse y migrar. Debido a que estos

acontecimientos ocurren en embriones tempranos, la matriz
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extracelular juega un importante papel en la embriogénesis
temprana.

El colidgeno tipo VI es un heterotrimero compuesto de tres
cadenas ol(VI), a2(VI} y a3(VI) sintetizadas como polipéptidos con
pesos moleculares de 140, 140 y 260 KDa respectivamente (Bonaldo
y Colombatti, 1989), (Colombatti y col., 1987), (Hessle y Engvall,
1984).

El andlisis de la secuencia de aminodcidos en ratéon revela la
existencia de 5 regiones Arg-Gly-Asp (RGD); 4 de ellas son sitios
conservados en pollo, “ratén y humano (Ibrahimi y col,, 1993).
Aumailley y col. (1989) demostraron que el coldgeno tipo VI
establece uniones con las células a través de los dominios RGD y ésta
es una caracteristica especifica de este tipo de coldgeno, lo cual
explica que sean dominios conservados interespecificamente.
Adem4s, el colidgeno tipo VI interacciona con los colidgenos 1 y I y
con el proteoglicano decorina (Bidanset y col.,, 1992). Estas
observaciones sugieren que el coligeno VI juega un papel esencial en
la regulacién estructural de la matriz extracelular.

Se ha aislado y caracterizado la cadena a2 del colidgeno VI a
partir de pollo (Walchli y col., 1992), humano- (Saitta y col., 1992) y
ratén (Ibrahimi y col., 1993). Existe una elevada conservacién del
patrén de distribucién de exones/intrones entre las cadenas ol y a2,
sobre todo en su regidn codificante, lo que hace pensar que estos dos
genes se originaron por duplicacién génica. Esta conclusion esti
apoyada por el hecho de que los dos genes estdn localizados en el
brazo largo del cromosoma 21 y muy préximos el uno del otro, en el
genoma humano (Weil y col.,, 1988).

Aunque ya se conocen muchos datos estructurales del coldgeno

VI (Burgeson, 1988, Chu y col,, 1988, Timpl y Engel, 1987) su funcién
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es todavia un enigma. Otte y col. (1990) demostraron la presencia de
antigenos contra anticuerpos de coldgeno VI en estados embrionarios
tempranos de Xenopus laevis y sugirieron que tiene un importante
papel en los movimientos producidos durante la gastrulacién,

Koller y col. (1991) caracterizaron el promotor de la cadena o2
del coliageno VI y vieron que difiere sustancialmente del promotor de
los otros coldgenos ya que no contiene la tipica caja TATAA vy, por
ello, la transcripcién comienza en milltiples sitios del DNA. Por otro
lado, la regidén del promotor presenta un alto contenido de CG y forma
una isla CpG. Estos hechos suelen darse en los promotores de los
genes estructurales, que son expresados constitutivamente.
Curiosamente, la presencia de muiltiples sitios de 1inicio de
transcripciéon y un elevado contenido en CG han sido encontrados en
los promotores de algunos proto-oncogenes como c-Ha-ras (Ishii y
col.,, 1985), el receptor del factor de crecimiento epidérmico (Johnson
y col., 1988), y c-yes (Matsuzawa y col., 1991). Hechos similares se
han encontrado en proteinas de la matriz extracelular como laminina
(Ogawa y col., 1988) y elastina (Bashir y col., 1989).

Por ensayos de Northern-Blot en diferentes tejidos de ratén
(Ibrahimi y col., 1993) se demostré que algunos tejidos como pulmén,
gldndula adrenal y fundamentalmente ovario expresan un alto
contenido de «2-coligeno VI, observiandose un mRNA mayoritario de
3.7 Kb y otro minoritario de 6 Kb. También demostraron que se
expresa con un alto nivel durante el desarrollo embrionario de ratdn;
su acumulacién alcanza el nivel maximo en el dia 16 de gestacion.y
comienza a disminuir después del nacimiento hasta hacerse casi
indetectable en el dia 14 postnatal. A pesar de que ha sido
demostrada la elevada expresién del coldgeno VI (a2) en embriones

de 16 dias, es desconocida a qué tejidos especificos es debida.
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Todos estos resultados indican que la expresién génica del a2 -
coldgeno VI podria ser un marcador especifico de distintos
programas de diferenciacion.

Dado que en el trabajo aqui desarrollado se ha mostrado la
expresién de la cadena a2 del coligeno VI en ovario fetal de 16 d
(con el que se construyd la genoteca) y en testiculo adulto, se podria
pensar en una importante funcién para este gen durante el proceso
de la gametogénesis, aunque no queda descartada su participacién en
la diferenciacién a que estin sometidos todos los tejidos

embrionarios.
Laminina B2:

La laminina es una glicoproteina de gran tamafio, especifica de
la ldmina basal (Timpl y col.,, 1979), (Timpl y col.,, 1983). Se
caracteriza porque tiene dominios a tavés de los cuales puede unirse
consigo misma, a colidgeno tipo IV, a heparina, a receptores de
superficie celular y tiene una gran variedad de actividades bioldgicas
que incluyen el promover la adhesién y el crecimiento de células
epiteliales y tumorales (Kleinman y col., 1984).

La proteina nativa (PM: 850 KDa) consiste en tres cadenas A
(400 KDa), B1 (230 KDa) y B2 (220 KDa) unidas entre si por puentes
disulfuro. Mediante estudios de digestién enzimética y micrbscopl’a
electronica se ha demostrado que la laminina tiene forma de cruz,
con tres brazos cortos y uno largo (Kieinman y col., 1984), (Engel y
col., 1981). También se observé la presencia de dominios globulares
en el medio y en los extremos de cada brazo corto y otro dominio

globular en el extremo del brazo largo.
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La laminina es la primera proteina de la matriz extracelular
detectada durante la embriogénesis, ya que estd presente en el
estadio de 2 células en el embrién de ratén. En el desarrollo posterior
y en tejidos maduros sirve como un componente ubicuo vy
mayoritario de la lidmina basal.

La laminina fue primero aislada del tumor de Engelbreth-
Holm-Swarm (EHS) de ratén (Timpl y col.,, 1979) y de una linea
celular de ratén derivada de un carcinoma embrionario (Chung y col.,
1979); también se ha clonado la de humano (Olsen y col, 1989) y
Drosophila (Chi y Hui, 1989).

La laminina tiene 74 posibles sitios de glicosilaciéon y estan
localizados fundamentalmente en el brazo largo. La iinica funcién
descrita de la glicosilacién de la laminina es su implicacién en la
adhesidon de células tumorales (Dennis y col.,, 1984), ya que no le
confiere resistencia frente a las proteasas (Howe, 1984).

La laminina tiene una amplia variedad de actividades
bioldégicas: promueve la unién celular, el crecimiento y la
diferenciacién y establece miltiples interacciones con otros
componentes de la lidmina basal (Timpl, 1989), (Martin y Timpl,
1987). Es un potente estimulador del crecimiento de neuritas (Edgar
y col.,, 1984) y tiene un efecto mitogénico en células en cultivo
(Kleinman y col., 1985) comparable al efecto del EGF (Panayotou y
col., 1989).

El mRNA de la laminina B2 tiene un tamafio de 7.6 Kb, a
diferencia del de la Bl que es de 6 Kb, -y. codifica para una proteina
de 1607 aminodcidos. Existen muchas analogias entre la B1 y B2, en
los dominios III, V y VI, lo que sugiere un origen ancestral comin. El
dominio III es rico en repeticiones con residuos de Cys y estas

estructuras se han descrito también en el factor de crecimiento
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tumoral (Derynck y col.,, 1984) y en el activador tisular del
plasmindgeno (Pennica y col., 1983).

Se han detectado variaciones en los niveles de mRNA de las
cadenas de la laminina A, Bl y B2 en diferentes tejidos de la misma
especie (Kleinman y col., 1987), lo que podria indicar la formacién de
isoformas especificas de tejido posiblemente con diferentes
propiedades funcionales.

La laminina parece estar regulada en el desarrollo. Durante la
embriogénesis de ratén, las cadenas B son detectadas en el estadio de
2-4 células, mientras que la cadena A no se detecta hasta en estadio
de 16 células (Cooper v McQueen, 1983).

Wang y col. (1992), intentando identificar genes cruciales para
el desarrollo de las células germinales masculinas de Drosophila,
encontraron que esas células expresaban laminina. Observaron la
presencia de laminina en nicleos de espermatocitos antes y después
de la meiosis pero no se sabe cual es la funcién de la laminina en esas
células. A diferencia de lo que ocurre en ratén, los embriones de
Drosophila expresan sincrénicamente las tres subunidades (Montell y
Goodman, 1989).

El clon aislado a partir de Ia genoteca de ovario fetal de 16 d y
que presenta una elevada homologia con el cDNA de laminina B2 es
caracteristico por poseer un elemento citopldsmico de poliadenilacidn
TTTTTTAT (Varnum y Wormington, 1990) que parece ser necesario
para que el ovocito progrese con la maduracién, ya que delecciones
en otros genes, de esta region, han impedido que el ovocito madure
(Sallés y col., 1992). Por tanto, este hecho es coherente con la
expresion de la laminina B2 en ovarios fetales de ratén, donde se estd

llevando a cabo todo el proceso de la meiosis.

120



El hecho de que la laminina tenga una importante funcién en
células germinales masculinas de Drosophila aunque todavia se
desconozca y de que haya sido detectada, por nuestro trabajo, en
tejidos que estdn llevando a cabo también el proceso meidtico como
son el ovario fetal y el testiculo adulto de ratén podria indicar que la
laminina ejerce funciones cruciales en el desarrollo de los tejidos
gonadales y concretamente en la meiosis que es un proceso

conservado evolutivamente a lo largo de todas las especies.
Piruvato Quinasa-M:

La piruvato quinasa (ATP:piruvato 2-o-fosfotransferasa, EC
2.7.1.40) es una enzima glicolitica que cataliza la conversién de
fosfoenolpiruvato en piruvato, con generacién de ATP y presenta 4
formas en mamiferos denominadas M1, M2, L y R (Tanaka y col,,
1967), (Imamura y Tanaka, 1972), (Nakashima y col., 1974). Estas
formas consisten en 4 subunidades idénticas de 60 kDa, pero que
difieren en las propiedades enzimiticas y en la regulacion de su
expresidn génica. La expresion de estas 4 isoenzimas es especifica de
tejido y estd regulada en el desarrollo. La forma L estd presente
mayoritariamente en higado, la M1 es mayoritaria en muadsculo; la
clase M2 es la udnica forma detectada en tejidos fetales tempranos y
estd presente en la mayoria de los tejidos adultos como rifidn,
intestino, pulmén, testiculo y tejido adiposo (Imamura y Tanaka,
1982); sin embargo, el tipo R sélo se expresa en células eritroides
(Imamura y col., 1973).

Existen dos genes responsables de la produccién de los tipos L,
R y MI, M2 respectivamente (Noguchi y col., 1987), (Noguchi y col,,

1986). Las isoenzimas L y R son originadas mediante el uso
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alternativo de diferentes promotores del gen L, mientras que los
tipos M1 y M2 se generan por "splicing” alternativo del mRNA del
gen M. Estas dltimas tienen un tamafio de 2220 nucledtidos y
difieren en el exon 9 de los Il de que dispone cada una. Las
secuencias de aminodcidos difieren en 45 residuos de la region
codificante y constituye una importante zona de contacto entre
subunidades (Takenaka y col., 1989).

Las células tumorales expresan elevados niveles de la forma
M2 de la piruvato quinasa (Eigenbrodt y col., 1992). Esta isoenzima
estd sometida a una compleja regulaciéon por aminoidcidos, por
fructosa 1-6-bifosfato y por fosforilacion dependiente de hormonas y
oncogenes. La forma M2 es substrato del oncogén codificado por la
PP60v-src-tirosina quinasa. Al transformar una linea celular con el
oncogen src se produjo una disminucién dristica de la afinidad de la
enzima por su sustrato (fosfoenolpiruvato) y ésto (Eigenbrodt y col,
1992) lo explicaron como una consecuencia de la fosforilacién de la
piruvato quinasa en Ser y Tyr. Esta fosforilacién induce la ruptura de
la piruvato quinasa tetramérica en formas triméricas y diméricas con
baja afinidad por el sustrato.

Por lo tanto, la forma M de la piruvato quinasa es considerada
como un marcador tumoral y su expresién en tejidos fetales (p.ej. en
ovarios fetales de 16 dias) podria ser explicada debido al proceso de

diferenciacién y proliferacién al que estin sometidos dichos tejidos.

Na,K-ATPasa (ol):

La Na,K-ATPasa (EC 3.6.1.37) es una proteina integral de

membrana responsable del mantenimiento de las concentraciones de
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Na+ y Kt intracelular contra el gradiente iSnico, mediante la hidrélisis
de ATP.

Estd compuesta de dos subunidades denominadas o (112 KDa) vy
B (35 KDa) (Jorgensen, 1982). Todas las actividades cataliticas, el sitio
de fosforilacion y el sitio de unién de ATP residen en la subunidad a.
(Kawakami y col.,, 1986) revelaron la existencia de, al menos, 6
segmentos transmembrana y el reparto asimétrico de la molécula o
entre las fases citopldsmica y extracitopldsmica a través de la
membrana.

El gradiente i6nico producido por la enzima esti acoplado
frecuentemente a una tdnica funcién fisiolégica en cada tipo celular.

La Na,K-ATPasa juega un importante papel en una gran
variedad de procesos fisiol6gicos: regulacién del volumen celular
(MacKnight y Leaf, 1977), diferenciacién (Smith y col.,, 1982),
proliferacién- celular (Rozengurt y Heppel, 1975), transporte de
solutos ¢ iones en el estomago ¢ intestino (Allen y Navran, 1984),
higado (Blitzer y Boyer, 1978), niiién (Kyte, 1976) y hueso (Baron y
col., 1986), propagacién del potencial de accién de misculos y nervios
(Thomas, 1972) y modulacién de ila accién sindptica (Phillis, 1977).

En todos los tejidos en los que se ha identificado ha mostrado
consistir en dos subunidades « y B. La subunidad o contiene los sitios
de unién a ATP y a ouabaina (inhibidor especifico de ATPasa) y
cuando es fosforilada es sometida a cambios conformacionales
(Jorgensen, 1983). La subunidad P estd glicosilada y su funcién
bioquimica es desconocida, pero parece ser indispensable para la
funcién enzimdtica (Sweadner y Goldin, 1980).

Recientes estudios han demostrado que existen mdltiples
isoformas de las subunidades o y § y que se expresan de modo

especifico de tejido y del desarrollo. Se conocen 3 subunidades o
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(Shull y col., 1986) y 2 subunidades B (Vasallo y col., 1989), (Good y
col., 1990).

El andlisis de la expresién diferencial de la isoformas o ha
demostrado que se expresan de modo dependiente de tejido y del
estadio del desarrollo (Orlowski y Lingrel, 1988). El significado
funcional de las miltiples isoformas o no se conoce. Es posible que
cada una exhiba una actividad catalitica especifica distinta de las
otras y asi, la funcién de la ATPasa seria una u otra dependiendo del
tejido y del momento en el desarrollo. También es posible que las
distintas isoformas o no tengan propiedades enzimdéticas o
funcionales distintas pero los genes se han podido triplicar para
asegurar los niveles de ATPasa necesarios en cada tejido.

La distribuciéon de cada una de las isoformas en los diferentes
tejidos se puede resumir en (Jewell y col., 1992):

- al: todos los tejidos probados.

- a2: miusculo, cerebro, corazén adulto, adipocitos.
- a3: cerebro, corazén fetal.

- B1: todos los tejidos.

- B2: cerebro.

Estudios de la secuencia proteica de la Na,K-ATPasa procedente
de distintas fuentes ha mostrado la conservacién de un segmento del
extremo N-terminal de la subunidad «, rico en Lys (Lingrel y col.,
1990, Shull y col.,, 1985). Shull y col.,, (1985) sugirieron que esta
regién rica en Lys, situada hacia el lado citopldsmico de la membrana,
actia como una barrera especifica .de.control para que el Nat y el Kt
accedan al sitio de unién de cattones. (Mutoh y col,, 1992)
demostraron que la ausencia del extremo N-terminal provocaba la

disminucidon de la actividad ATPasa.
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Aunque el gen de la subunidad al estd clasificado como gen
constitutivo ya que se expresa de forma ubicua en casi todos los
tejidos, el nivel de expresién cambia. (Suzuki-Yagawa y col., 1992)
comprobaron que estos cambios pueden ser debidos a la existencia
de elementos en cis implicados en la expresion constitutiva y en la
expresion diferencial en distintos tipos de células en rata. También
comprobaron la existencia de factores de transcripcién que se unen a
estos elementos de regulacidn.

La Na,K-ATPasa podria estar implicada, en los tejidos
gonadales, en miltiples funciones como la diferenciacidn,
proliferacion o el simple mantenimiento del estado iénico en esos
tipos celulares. Por otro lado son ya conocidos algunos casos de
expresidn de isoenzimas especificas para tejidos gonadales, como
ocurre con la lactato deshidrogenasa (LDH-C) (Thomas y col., 1990) y
la fosfoglicerato quinasa (PGK-2) (Robinson y col., 1989). Por ello serd
necesario caracterizar si la subunidad ol de la Na,K-ATPasa: se
expresa, cuantitativamente, de modo diferencial en tejidos gonadales
y en qué tipos celulares se estd expresando para poder interpretar

asi su funcionalidad.
surf-3:

El locus de ratén surfeit es poco usual ya que contiene una serie
de genes agrupados muy préximos (surf-I, -2, -3, -4} que van
alternando su direccién de transcripcién (Williams y col.,, 1988). Son
genes estructurales muy conservados evolutivamente y forman una
familia multigénica (15-30 genes). La agrupacién de los genes surf
también se conserva en otras especies, lo que podria indicar que

existe una interaccién cis entre ellos (Williams y col., 1988).
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Huxley y col. (1988) estudiaron la expresién de surf-3 en
ausencia de los otros miembros de la familia multigénica vy
observaron que el tamafio del mRNA es de I Kb y contiene un marco
abierto de lectura de 266 aminodcidos que codifica para un
polipéptido muy bdsico (23% Arg+Lys). Este hecho sugiere que la
funcién de surf-3 podria ser la interaccién con dcidos nucleicos.

Excepto el gen surf-3 que ha sido identificado por codificar a la
proteina ribosomal L7a (Colombo y col., 1992), se conoce muy poco
sobre la funcién de los otros genes surfeit. Estudios muy preliminares
asignan al producto del gen surf-4 propiedades de una proteina de
membrana (Huxley y Fried, 1990).

El gen surf-3 estd muy conservado en otras especies, tiene las
propiedades de un gen estructural y se traduce de forma abundante
en todos los tipos celulares diferenciados (Williams y col., 1988). Los
otros miembros de la familia son pseudogenes sin intrones. Esto estd
de acuerdo con la detecciéon de una gran familia multigénica (de 15 a
30 genes) compuesta primordialmente por pseudogenes procesados.

En vertebrados, las agrupaciones de genes conservados son
normalmente de dos tipos: uno de ellos lo constituyen los genes que
se han originado por duplicacién génica, como ocurre con los genes de
la globina (Goodman y col.,, 1987) y los genes homeobox (Kessel y
Gruss, 1990); el otro estd representado por grupos de genes que
también tienen relaciones en sus funciones pero que no muestran
homologia en la secuencia de nucledtidos o en la estructura proteica
como. los genes de histona (Albig y col., 1991). La transcripcién
divergentemente conservada de los genes H2a y H2b estd presente
en miiltiples copias en el genoma. El locus surfeit parece
corresponder al ultimo grupo en el que no existen analogias de

secuencia nucleotidica ni peptidica aunque, a diferencia con las
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histonas, sélo existe una copia del locus surfeit en el genoma de cada
especie de vertebrado analizado.

Por duplicacion génica o por asociaciones fortuitas, los genes
pueden permanecer €n una agrupacién por razones que impliquen
interacciones cis en la misma regiéon cromosémica. Por ejemplo, la
regulacion de la expresiéon de los genes en estas agrupaciones puede
estar bajo el control de una zona determinada, como ocurre en el
locus de la globina (Grosveld y col., 1987). Otro ejemplo de
agrupaciones de genes que muestran regiones comunes de control es
el caso de los promotores bidireccionales, que controlan pares
divergentes de genes.

Alternativamente, el orden de los genes en estas agrupaciones
puede tener un papel en su expresién secuencial como ocurre con los
genes homeobox durante el desarrollo (Kessel y Gruss, 1990). En este
caso existe una relacién funcional entre todos los productos génicos.

El locus surfeit difiere de otras agrupaciones génicas en que
existen distancias muy pequefias en la secuencia de DNA, entre genes
adyacentes. La transcripcion de cada uno de los genes surf va
alternando respecto a los de sus extremos. Ademds, la secuencia
entre los genes surf-1 y surf-2 ha mostrado contener un promotor
bidireccional (Lennard y Fried, 1991) lo que podria explicar sus
posiciones tan préximas. Los genes surf-3 y surf-1,surf-2 y surf-4,
tienen unidos sus extremos 3', hecho que podria sugerir la
importancia de ta regulacién negativa (por control "antisense" o
anulacién del promotor). Este control negativo podria ocurrir en
diferentes momentos del ciclo celular o en distintos estadios de
diferenciacién y tiene la ventaja de que se puede elevar la expresién
de uno de los genes para disminuir la expresién del resto de sus

vecinos.
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Asi, el locus surfeit puede representar una tercera clase de
agrupaciones de genes en la que genes funcionalmente diferentes se
agrupan de tal forma que permiten interacciones cis entre ellos que
regulan la expresién génica de una forma positiva y negativa
(Colombo y col., 1992),

El hecho de que la agrupacién tan préxima de los genes surf y
que sus islas CpG se hayan conservado unos 600 millones de aiios de
evolucién divergente que separa el ratén y el pollo (Benton, 1990,
Goodman y col.,, 1987) sugiere firmemente que la organizacién del
locus surfeit es muy importante para la regulaciéon de la expresién
génica.

Asi pues, nos encontramos ante un gen cuya regulacion de su
expresion tiene un mecanismo muy sofisticado, lo que parece indicar
que su funcién tiene mayor trascendencia que sélo producir una
proteina estructural. La gametogénesis es un caso obvio de necesidad
de este tipo de regulacién debido al proceso de diferenciacién en el
que participa y, por tanto, el gen surf-3 podria desempefiar un

importante papel en estos tejidos.
o.-Globina:

Los genes encargados de codificar para la o y B-globina parece
ser que se generaron por duplicacién génica, a partir de una
secuencia ancestral comin, hace unos 500 millones de aiios. (Nishioka
y Leder, 1979) determinaron la secuencia. nucleotidica .completa del
gen de la o-globina en ratén y compararon las homologias existentes
con la B-globina. La secuencia completa contiene 1441 nucledtidos vy
el hecho mds destacable es que la regién codificante, que origina una

proteina de 142 aminodcidos, estd interrumpida por dos intrones
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dando lugar a tres bloques codificantes. Esto también ocurre en la p-
globina, y en todos los vertebrados analizados, lo que esti de acuerdo
con el origen ancestral comiin. Los tres exones tienen un elevado
contenido de GC (55, 59, 59% respectivamente de 5' a 3).

La expresion de todas las globinas conocidas se da de forma
paralela al desarrollo de la linea celular eritroide. Wilkinson y col.
(1987) investigaron los cambios producidos en los niveles de mRNAs
y proteinas entre los dias 8 y 10 p.c. de ratén y observaron que los
cambios madas espectaculares ocurridos entre estos dias fueron la
aparici6én de los mRNAs de globinas y sus proteinas, hecho que
coincidia perfectamente con el establecimiento de todo el sistema
eritroide en esos dias (agrandamiento del corazdén y extensién del
sistema circulatorio).

Al estudiar los factores reguladores nucleares que intervienen
en la expresion génica especifica y sintesis de la hemoglobina en el
desarrollo del sistema eritroide, se encontré6 un factor de
transcripcion denominado GATA-1 presente en todas las especies de
vertebrados analizados (Evans y col., 1988).

El factor de transcripcién GATA-1 es un regulador fundamental
de genes de la linea celular hematopoiética (Orkin, 1992) vy
pertenecen a una familia de factores que se unen a una secuencia
consenso GATA (Tsai y col,, 1991, Wall y col.,, 1988, Plump y col.,
1989). El motivo GATA fue identificado originalmente en regiones
reguladoras en cis de la globina y de otros genes especificos
eritroides (Mignotte y col.,, 1989), pero el rango de .genes controlados
por factores GATA ha aumentado considerablemente (Redondo y col.,
1991, Wilson y col., 1990).

Los miembros de la familia del factor de transcripcién GATA

muestran un dominio conservado que corresponde a un motivo "zinc-
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finger" de unién a DNA, pero sin embargo, el patrén de expresién de
cada uno es distinto (Yamamoto y col., 1990, Martin y col., 1990,
Romeo y col.,, 1990).

Ito y col. (1993) demostraron que el mRNA del gen GATA-1 de
ratdn se transcribe de forma especifica en testiculo, desde el
promotor localizado en el extremo 5' hasta el primer exén eritroide;
los siguientes exones (que codifican para la proteina GATA-1) son
usados en comin por los transcritos eritroide y de testiculo.
Postularon que las formas de GATA-1 en testiculo y en células
eritroides podrian ser transcritos a partir de dos promotores distintos
que generan dos primeros exones alternativos, pero como las inicas
diferencias se dan en el extremo 5' demostraron que la proteina
GATA-1 expresada en células eritroides es la misma que la
encontrada en tdbulos seminiferos de ratén.

Ito y col. (1993) examinaron la expresiéon del gen GATA-1
durante el desarrollo y encontraron que la expresién mixima se daba
en testiculo prepuberal (2 semanas) y mds tarde disminuia, hasta
tener una expresién muy baja en adulto, por lo que sugirieron que el
gen GATA-1 regula la expresién génica durante estadios tempranos
de la espermatogénesis.

Sin embargo, otros estudios preliminares de Ito y col. (1993) no
han conseguido demostrar que el promotor alternativo sea usado en
la linea germinal femenina de ratoén.

Todos estos estudios sugieren que el gen GATA-1 actia como
un importante. efector durante la gametogénesis. La modulacién de
GATA-1 regulada a lo largo del desarrollo testicular puede reflejar la
gran importancia de esta proteina en la generacion de las células
germinales, de forma equivalente al papel que juega la misma

proteina en la hematopoiesis.
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Hasta este reciente descubrimiento de Ito y col. (1993), GATA-
I era considerado como factor de transcripcién regulador exclusivo
de la globina y de genes eritroides. Sin embargo, la ‘existencia de
promotores y procesamiento alternativo en este gen que se expresa
especificamente durante la espermatogénesis temprana abren la
posibilidad de la expresién de un clon con una elevada homologia con
la a-globina y que hemos encontrado en la genoteca de cDNA de
ovario fetal, que puede ser producto, a su vez, de:

- la presencia de un gen con elevada homologia con la a-globina y
que sea producto de los mecanismos de regulacién de un factor
similar a GATA-1.
- La expresion de GATA-1 también durante la ovogénesis temprana,
lo que haria expresar a-globina en los dos sistemas (ovario fetal y
testiculo adulto).

Estas u otras explicaciones alternativas tendrdn que . ser
comprobadas durante el desarrollo de la gametogénesis. La
proporcién relativa de unos transcritos respecto a otros dentro del
mismo tejido pero en diferentes etapas del desarrollo, puede aportar

nuevos conocimientos en los mecanismos de regulacién del proceso.
IGF-II:

Los factores de crecimiento similares a la insulina (IGF) son
péptidos de cadena sencilla, estructuralmente homélogos a la
proinsulina (Clemmons, 1989), que tienen efectos pleiotrépicos en el
crecimiento y metabolismo celulares (Froe_sch y col., 1985, Daughaday
y Rotwein, 1989). Se han caracterizado dos IGFs. El IGF-I es un
péptido bdsico de 70 aminoicidos que sirve de mediador de muchas

de las acciones de la hormona del crecimiento (Rinderknecht vy

t
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Humbel, 1978, Schoenle y col., 1982). El IGF-II es un péptido de 67
aminoédcidos y sus funciones no estin del todo esclarecidas.

En mamiferos, el papel mds importante del IGF-I se cree que se
da en el crecimiento postnatal. El IGF-I es sintetizado en el higado y
otros tejidos (Beck y col., 1987, Han y col., 1987, de Pablo, 1989) y su
produccion estd regulada por la hormona del crecimiento (Froesch y
col.,, 1985). El IGF-II también es sintetizado por un amplio rango de
tipos celulares, pero los transcritos de IGF-II son mds abundantes en
tejidos fetales y los niveles de expresién disminuyen después del
nacimiento (Béck y col.,, 1987, Han y col., 1987). Este hecho parece
indicar que el principal papel de IGF-II se da en el desarrollo
embrionario (Heath y Smith, 1989).

En plasma y en fluidos extracelulares IGF-1 y IGF-1I se han
encontrado predominantemente en asociacién con proteinas
especificas de unién que se cree que regulan su interaccién con las
células diana (Baxter y Martin, 1989). En mamiferos, tanto el IGF-I
como el IGF-II pueden activar células diana por su unién al receptor
de IGF-I de la superficie celular, que es estructuralmente homdlogo
al receptor de insulina. Sin embargo, también existe un receptor tipo
II de IGF que s6lo une de forma especifica IGF-II (Clemmons, 1989).

Los genes para IGF-I y IGF-II de rata, ratén y humano han sido
aislados y caracterizados (Sussenbach, 1989). También ha sido
caracterizado el IGF-II en ratén (Rotwein y Hall, 1990) y en tejido
fetal ovino (Delhanty y Han, 1993).

En roedores, IGF-II es sintetizado durante el periodo fetal y
neonatal, por lo que se ha postulado que el IGF-II puede actuar como
un factor de crecimiento fetal y como un factor de diferenciacidn
(Moses y col., 1980, Beck y col.,, 1987, Adams y col.,, 1983,
Stylianopoulou y col., 1988). Sin embargo, la produccién de IGF-II en
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humano es continua durante toda la vida, con elevadas
concentraciones del péptido en suero de aduito (Daughaday vy
Rotwein, 1989).

La unidad de transcripcién de IGF-1I es muy compleja, ya que
contiene miiltiples especies de mRNA generados por el uso
alternativo de distintos promotores, "splicing" alternativo y sitios de
poliadenilacién alternativos (Sussenbach, 1989).

Rotwein y Hall (1990) demostraron que el IGF-II en ratén estd
compuesto por 6 exones funcionales que son transcritos y procesados
a 3 mRNAs que difieren en sus extremos 5' pero que tienen en comin
la regién codificante y el extremo 3' no codificante. Ademds, el gen
contiene dos pseudo-exones que parece ser que evolutivamente
provienen de un exén que si es funcional en IGF-II de humano. En
ratén, el patrén de expresién parece ser mucho mds simple que en
otros mamiferos, ya que sélo es utilizado un sitio de poliadenilacién
(Nevins, 1983). Por "Northern-Blot" se observa la expresién
predominante de un transcrito de 4.4 Kb en higado de ratén recién
nacido. Tras secuenciar ¢l mRNA de IGF-II, Rotwein y Hall (1990)
demostraron que contiene una regién no codificante en el extremo 3'
de 3045 pb. Al igual que ocurre con sus homdlogos de rata y humano,
el gen de IGF-1l de ratén estd localizado en ¢l extremo 3' de la
insulina (en el cromosoma 7) y en la misma polaridad de
transcripcién (Bell y col., 1985).

En aves, estdn presentes los péptidos de IGF-I y IGF-II, pero en
niveles muy bajos (Dawe y col.,, 1988). Aunque se han detectado
abundantes transcritos de IGF-II (Engstrom y col.,, 1987) y péptidos
IGF-I1 (Ralphs y col., 1990) en tejidos embrionarios de pollo, no
parece existir el receptor tipo II para IGF-II (Bassas y col., 1988).

Taylor y col. (1991) identificaron transcritos “antisense” del gen de
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IGF-II en pollo, hecho que no se habia detectado en otras especies.
Ademéas, dado el rango de transcritos detectados por Northern-Blot,
parece ser que la transcripcién del gen de IGF-II en pollo es tan
compleja como en mamiferos, a lo que se afiade otro grado de
complejidad y es la presencia de transcritos "antisense". _

Las funciones de los transcritos "antisense” son desconocidas. Se
han identificado transcritos "antisense” en un gran nimero de genes
eucariotas y en algunos casos se sabe que codifican para proteinas
(Lazar y col., 1989, Kimelman y Kirschner, 1989). El hecho de que los
niveles del péptido de IGF-II en tejidos fetales humanos no sean tan
altos como cabria esperar por los elevados niveles de mRNA (Hill,
1990) sugiere que la sintesis de IGF-II podria estar regulada a nivel
de su traduccién, ya que los transcritos "antisense” del IGF-II podrian
hibridar con el mRNA de IGF-II.

Yeh y col. (1991) mediante PCR detectaron la presencia de IGF-
II en todos los estadios del desarrollo del ovario fetal humano. En
ovario adulto, se ha postulado que el IGF-II tiene varias funciones en
las células de la granulosa, ya que puede estar implicado en la
replicacién en las células de la granulosa, en la produccion de
estrogenos, de progestina y en la biosintesis de proteoglicanos
(Adashi y col., 1985). Geisthovel y col. (1989) identificaron la
presencia de mRNA de IGF-II en foliculos humanos preovulatorios
obtenidos por fertilizacién in vitro. Postularon que el IGF-II es un
importante factor de crecimiento para la funcién de las células
foliculares en el estadio preovulatorio. Yeh y col. (1991) sugirieron
que el IGF-II es un importante regulador en el crecimiento y
desarrollo de las células de ovario adulto.

La espermatogénesis en mamiferos estd caracterizada por una

intensa y continua actividad proliferativa con un complejo patrén de
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divisiones mitéticas de los diferentes tipos de espermatogonias vy
finalmente una divisién meiética de los espermatocitos primarios
para dar lugar a las células haploides. La funcién testicular esta
controlada por las gonadotropinas de la pituitaria y la testosterona,
pero estas hormonas sélo ejercen acciones indirectas en las células
germinales y sus efectos parecen estar mediados por factores
producidos localmente, con una funcién paracrina en el testiculo.

Se han caracterizado ya varios factores de crecimiento cuyos
péptidos se producen en diferentes tipos celulares y en distintas
fases del desarrollo testicular (Bellvé y Zheng, 1989). Las funciones
fisiologicas de muchos de estos factores de crecimiento en testiculo
son todavia desconocidas.

Los IGFs, que tienen un importante papel en el crecimiento
fetal y postnatal durante el desarrollo, son sintetizados en miiltiples
tejidos, incluido el testiculo (Lund y col.,, 1986, Casella y col., 1987,
Voutilainen y Miller, 1988) donde se ha sugerido que tienen una
funcion auto y paracrina (D'Ercole y col., 1984, Borland y col.,, 1984,
Lin y col.,, 1986). Sdder y col. (1992) demostraron que tanto IGF-I
como IGF-II estimulan la sintesis de DNA espermatogonial y ejercen
el efecto de mantener el DNA premei6tico in vitro.

Es posible que algunos factores de crecimiento descritos en
testiculo tengan funciones adicionales a su efecto en la proliferacién
de las células germinales. Estos podrian incluir la regulacién de la
proliferacién de las células somdticas durante el desarrollo testicular.
Tales efectos han sido descritos para los IGFs en las células de Sertoli
(Borland y col.,, 1984, Lin y col.,, 1986). Sin embargo, también es
posible que otras células produzcan factores de crecimiento

testiculares, con una importancia directa en la proliferacién de las
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células germinales. De hecho, el IGF-I puede ser producido por las
células de Leydig (Lin y col., 1992).

El andlisis llevado a cabo en nuestro trabajo sugiere de forma
indirecta la presencia de transcritos de IGF-1I en testiculo adulto,
hecho que no se habia demostrado hasta hoy, que son capaces de
hibridar a través de su cDNA correspondiente con los fragmentos
clonados de ¢cDNA de IGF-II en la genoteca de ovario fetal de 16 d. El
estudioc de su funcién deberd desarrollarse tanto a nivel
transcripcional, como a nivel traduccional, ademds del efecto
regulador de la presencia del ligando y del receptor a lo largo del

desarrollo de la gametogénesis.

Genoma Mitocondrial de Ratén:

El genoma mitocondrial de ratén es un DNA circular de doble
cadena (16295 pb) que codifica para 2 RNAs ribosémicos (12 S y 16
S), 22 RNAs de transferencia y 13 polipéptidos (Bibb y col., 1981,
Anderson y col,, 1981, Chomyn y col., 1986).

Las células de mamiferos contienen varios miles de copias de
genoma mitocondrial circular especifico de cada especie, que es
replicado de forma auténoma y transcrito dentro del orginulo. La
mitocondria mantiene un sistema completo de sintesis de proteinas
que es fisicamente y genéticamente distinto del sistema citopldsmico.

Varios componentes del sistema como son el rRNA, tRNA y
mRNA son codificados por el DNA mitocondrial mientras que otros
son productos génicos nucleares que son importados desde el
citoplasma. (Anderson y col.,, 1981).

La mayoria de las proteinas presentes en la mitocondria son

codificadas por genes nucleares, pero un pequefio ndmero son
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codificadas por el DNA mitocondrial y son traducidas en los
ribosomas mitocondriales. Estos productos de traduccion mitocondrial
han sido identificados como componentes de los complejos
enzimdticos del interior de la membrana mitocondrial, que funcionan
en el transporte electrénico y en la fosforilacién oxidativa.

Se han encontrado genes que codifican para proteinas como la
“citocromo C oxidasa" (subunidades I, II y III), "ATPasa" (subunidad
6 y 8), "citocromo b", algunas unidades de la NADH deshidrogenasa y
8 unidades de proteinas codificadas y de funcién desconocida (URFs,
Anderson y col., 1982, Michael y col.,, 1984, Chomyn y col., 1986).
Estas URFs han mostrado ser transcritos poliadenilados en ratén y en
humano (Battey y Clayton, 1978, QOjala y col., 1980).

El DNA mitocondrial de ratén es comparable con ¢l de humano
en el tipo de genes que codifica y en su tamafio, ya que én humano es
de 16569 pb (Anderson y col., 1981).

Se sabe Dbastante sobre la transcripcién del genoma
mitocondrial de células somdticas (Clayton, 1984) y sobre la
expresién del genoma mitocondrial en embriones tempranos de ratén
(Piko y Taylor, 1987), pero se conoce muy poco sobre la expresién
del genoma mitocondrial en células germinales.

En testiculo de mamiferos, la mitocondria cambia durante la
espermatogénesis (DeMartino y col.,, 1979). Durante la fase inicial de
la espermatogénesis existen espermatogonias tipo A, intermedias,
tipo B y un grupo de células somiticas de soporte. La mitocondria de
la célula germinal en este estado parece ser estructuralmente similar
a la de los tejidos somdticos. Durante la meiosis, sin embargo,
aparecen mitocondrias que contienen matrices vacuoladas; estas
mitocondrias constituyen un 80% de las mitocondrias totales en

testiculo de individuos adultos (DeMartino y col., 1979).
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Las mitocondrias espermdticas tienen propiedades unicas ya
que contienen proteinas especificas, como la variante testicular del
citocromo ¢ (Goldberg y col.,, 1977). Sin embargo, estas mitocondrias
han demostrado contener DNAs mitocondriales (Hecht y col., 1984)
que son sintetizados en ratén durante la meiosis y la
espermatogénesis (Hecht y Liem, 1984).

Se ha demostrado que el genoma mitocondrial es heredado
exclusivamente por via materna (Gyllensten y col., 1985).

Alcivar y col. (1989), para determinar si la pérdida del genoma
mitocondrial paterno podria ser debido a la deficiencia de RNA en las
mitocondrias espermdticas, estudiaron la expresién de genes
mitocondriales a lo largo de la espermatogénesis de raton vy
demostraron que los niveles de RNA no varfan ni cualitativa ni
cuantitativamente, pero si disminuye gradualmente la presencia de
los transcritos estudiados en poblaciones de paquitenas y de
espermatidas redondas.

Al parecer, el fenémeno de la herencia materna depende de la
razén mitocondrias paternas:maternas (1:1000) presentes en el
huevo fertilizado (Hecht y col., 1984, Piko y Taylor, 1987) y a la
incapacidad de las mitocondrias paternas de sobrevivir tras la
fertilizacidén, aunque la causa es todavia desconocida.

El hecho de existir mitocondrias diferenciales tanto morfolégica
como funcionalmente durante la espermatogénesis dan una primera
idea de un posible papel especifico del genoma mitocondrial durante
la gametogénesis masculina. Sin embargo, no se tienen referencias de
un papel similar durante la ovogénesis. La aparicién, tras nuestra
selecciéon en la genoteca de ovario fetal de 16 d, de dos clones
correspondientes a dos transcritos distintos del genoma mitocondrial,

hacen presuponer inicialmente una participaciéon activa de dicho
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genoma en la diferenciacion de la linea germinal femenina. La
caracterizacién, mediante hibridacién in situ, de los tipos celulares en
los que se produce la mixima expresién, a qué productos génicos
corresponden y cudles son sus aspectos funcionales durante la
gametogénesis son algunas de las cuestiones que se trataridn de

resolver a partir de este punto,

c-jun:

Cada dia es mds patente el interés que tiene el conocimiento de
las funciones de los proto-oncogenes en los procesos normales de
desarrollo y diferenciacién.

Las proteinas codificadas por los proto-oncogenes tienen
diversas funciones y pueden servir como factores de crecimiento,
receptores de hormonas y de factores de crecimiento, proteinas que
unen GTP y factores de transcripcidn (Propst y col.,, 1988, Vogt y Bos,
1989, Mitchell y Tjian, 1989).

Los oncogenes activados estimulan el crecimiento anormal de
las células. Por otro lado, se ha sugerido que los proto-oncogenes
tienen un papel funcional en el crecimiento, desarrollo y
diferenciacién de células normales (Bishop, 1983, Hirai y col.,, 1989,
Wolfes y col., 1989). Sin embargo, las funciones fisiolégicas de la
mayoria de los protooncogenes es ain desconocida.

El proto-oncogén c-jun se ha identificado como un factor de
transcripcién (Bohmann y col., 1987) cuya expresion se ha
relacionado con la induccién de fenémenos cancerosos (Vogt y Bos,
1989). Es el homdélogo celular del virus del sarcoma de aves (ASV17),

un retrovirus defectivo de replicacién aislado de un sarcoma
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espontineo de pollo {Maki y col.,, 1987). La oncogenicidad de ASV17
se cree que es debida a la presencia del gen jun.

c-jun codifica para un componente del factor de transcripcién
AP-1 (Bos y col,, 1988). Los otros miembros de la familia, jun By jun
D muestran una gran homologia de secuencia de aminodcidos con c-
jun (Ryder y col., 1988, Ryder y col., 1989).

Se han aislado y secuenciado los cDNAs de los proto-oncogenes
c-jun de pollo (Hattori y col., 1988) y humano (Nishimura y Vogt,
1988). En ratén se han aislado los cDNAs que codifican para c-jun
(Ryder y Nathans, 1988), jun B (Ryder y col.,, 1988) y jun D
(Nakabeppu y col., 1988, Ryder y col., 1989), a partir de una genoteca
de ¢cDNA de células NIH 3T3 estimuladas por suero.

Aunque se ha encontrado una gran homologia entre jun B, jun D
y c-jun, jun B y c-jun parecen estar reguladas de forma distinta a jun
D (Ryder y col., 1989, Hirai y col., 1989, Chiu y col., 1989). Los mRNAs
de jun B y c-jun son rdapidamente inducidos tras la adicién de
factores de crecimiento, mientras que los niveles de jun D no
aumentan de forma significativa (Ryseck y col., 1988, Hirai y col.,
1989). Los tres c¢-jun, jun By jun D son expresados de forma
diferencial en tejidos de ratén y en lineas celulares (Ryder y col.,
1989). La transcripcién de jun ha mostrado estar estimulada por su
propio producto jun/AP-l (Angel y col., 1988). Ademds, jun B tiene
propiedades biolégicas distintas a las de c-jun (Chiu y col., 1989) ya
que c-jun es un eficiente activador del promotor de c¢-jun y jun B no,
aunque jun B puede servir como un regulador negativo de c¢-jun
(Chiu y col.,, 1989).

La gametogénesis, como proceso regulado de renovacién
celular, proliferacién y diferenciacién, es un sistema unico para el

andlisis de la expresién génica debido al enriquecimiento de
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poblaciones celulares germinales en divisién y en diferenciacidn
terminal que pueden ser aisladas (Bellve y col.,, 1977). Se ha
estudiado la expresién de algunos proto-oncogenes durante el
desarrollo de las células germinales masculinas (Propst y col., 1988),
(Ponzetto, 1989). Se ha observado la presencia de transcritos de
mRNAs para c-raf, c-ras H,c-ras Ny c-ras K (Wolfes y col.,, 1989).
También se han detectado c-myc, c-fos y c-jun (Wolfes y col., 1989)
que se expresan fundamentalmente durante la fase premeidtica de la
espermatogénesis. Mds especificamente, se han detectado niveles
muy elevados del transcrito c-jun en poblaciones de espermatogonias
tipo B y niveles mds bajos en los estadios anteriores y posteriores de
la espermatogénesis (Wolfes y col., 1989). Otros protooncogenes como
pim-1 (Sorrentino y col., 1988), c-mos (Propst y col., 1987) e int-1
(Shackleford y Varmus, 1987) son expresados primordialmente
durante la fase posmeidtica de las células germinales.

Alcivar y col. (1990) observaron la existencia de mRNA de c-
jun en células testiculares y vieron que, tanto jun B como c-jun estin
regulados en el desarrollo; la expresién méixima se vié en tejidos de 8
dias p.n. y la minoritaria en 17 dias p.n. y adultos. Ademis,
separando los tipos celulares observaron que esa mdxima expresidn
correspondia a las espermatogonias tipo B y los niveles mds bajos se
daban en espermatocitos en paquitena, espermaitidas redondas y
cuerpos residuales.

Por tanto, estos datos parecen indicar que c-jun podria tener un
papel especifico en la proliferacién de las espermatogonias o en su
mecanismo de diferenciacién hacia el proceso meidtico, ya que se
acumula preferentemente en espermatogonias tipo B. Este hecho

contrasta con el estado de diferenciacién de los ovocitos en el dia 16
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p.c. de los ovarios fetales con los que se construyé la genoteca y de la
que se aisldé el clon correspondiente.

Desconocemos, por el momento, si dicha expresién es
mayoritaria en células somdticas de la granulosa o, por el contrario,
en los ovocitos paquiténicos. En cualquier caso, la funcién de c-jun,
como factor de transcripcién en la gametogénesis masculina y

femenina, parecen a priori diferentes.

Histona H3.3:

Las histonas son las principales proteinas estructurales de los
cromosomas eucaridticos. Son pequefios polipéptidos de 100-200
aminoicidos que no contienen Trp y son ricos en Lys y Arg. Se
pueden clasificar en cinco tipos de acuerdo a su movilidad
electroforética y cromatogrifica y a su secuencia de aminodcidos
(Isenberg, 1979, Zweidler, 1984).

Dos polipéptidos de las clases H2A, H2B, H3 y H4 constituyen
un octdmero alrededor del cual el DNA de doble cadena se enrolla
para formar el nmiicleo del nucleosoma, con un fragmento de DNA que
conecta un nucleosoma con el siguiente, asociando, en cromatina
inactiva, los nucleosomas mediante un polipéptido de la clase HI
(Hancock y Boulikas, 1982).

Cada tipo de histona es una familia de 2 o m4s polipéptidos
relacionados estructuralmente denominados variantes o subtipos;
difieren uno del otro en varios residuos de aminoicidos y son
sintetizados en diferentes cantidades dependiendo del estado
fisiologico de la célula. Por otro lado, se sabe que los genes de histona,

incluidos los humanos, son repetitivos (Old y Woodland, 1984) ya que
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diferentes genes de una misma clase de histona pueden expresar
polipéptidos de secuencia de aminodcido diferente o idéntica.

Se puede hacer una clasificacién de las histonas en mamiferos
de acuerdo con la relacién a la sintesis de DNA (Zweidler, 1984, Old y
Woodland, 1984):

i- Variantes dependientes de replicacién: su sintesis se induce
al comienzo de la sintesis de DNA y se inhibe al final: H2A-1, H2B-2,
H3-1, H3-2, HI.

2- Variantes parcialmente dependientes de replicacién: se
expresan al comienzo de la sintesis de DNA, pero no son totalmente
reprimidas al final de la fase S: HZA-2, H2B-1.

3- Variantes independientes de replicacién: su expresiéon no
depende de la fase del ciclo celular: H2A-3, H3-3, H1°.

4- Histonas minoritarias: son independientes de replicacién y
estin presentes en pequefias cantidades en células somaéticas: H2A-4.

La funci6n primaria de las histonas es estructural, es decir, el
empaquetamiento del DNA en estructuras cofnpactas reversibles que
no interfieran en la expresibn y en la replicacion del genoma
(Isenberg, 1979). El descubrimiento de las variantes de histona y la
hipétesis consiguiente de la heterogeneidad del nucleosoma en
cromosomas de un sélo tipo de célula hizo pensar que las variantes
de una misma clase de histona pueden tener diferentes funciones.

Algunos experimentos desarrollados en sistemas bioldgicos
diferentes (Isenberg, 1979, Wu y col.,, 1985, Zweidler, 1984, Hancock
and Boulikas, 1982, Stein y col., 1984) mostraron que:

- Las variantes de histona son sintetizadas a diferentes tiempos
durante el desarrollo embrionario, diferenciacién celular y fases del

ciclo celular.
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- Diferentes tejidos del mismo organismo difieren en las cantidades
relativas de las variantes de la misma clase de histona de acuerdo a
su estado hormonal.

- Hay variantes especificas de testiculo (H1t, H2Bt) (Bucci y col,,
1982).

- Existe wna relacién entre la composicién de las variantes de histona
en la cromatina y sus propiedades estructurales.

Todos estos datos apuntan a la existencia de asociaciones entre
la composicién de las variantes de histona y la proliferacién celular,
transcripcién de DNA, sintesis de DNA y meiosis.

Un hecho claro es que la transiciéon desde los transcritos
maternos a los transcritos derivados del genoma del zigoto en el
desarrollo temprano del embrién de ratén tiene lugar durante el
estadio de dos células. Esta conclusién ha resultado de una serie de
hechos: los productos génicos paternos derivados de una actividad
transcripcional en el embrién se detectan en el estadio de 2 células
(Sawicki y col., 1981); ademds, se produce una pérdida de los mRNAs
y comienza una nueva sintesis (Levey y col.,, 1978, Clegg vy Piko,
1982). Estudios en la sintesis de histonas en embriones tempranos de
ratén han demostrado que, al menos, algunas clases de histonas son
sintetizadas durante la embriogénesis (Sittman y col., 1983). Graves y
col, (1985) describieron la presencia de H3, H2A y H2B en embriones
de ratén. Confirmaron que se produce una degradacién del mRNA
materno durante el estadio de 2 células e indicaron que las tres
histonas estdn reguladas de forma coordinada durante la transicién
del control materno al embrionario.

Se han clonado y secuenciado genes de histona de una amplia
variedad de organismos. El estudio inicial de estos genes mostraba

que poseian unas caracteristicas comunes: carecian de intrones, no
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presentaban sefiales de poliadenilacién por lo que los mRNAs no
estaban poliadenilados y contenian una estructura palindrome de 14
pb cerca del extremo 3' del mRNA que ha demostrado ser esencial
para el procesamiento correcto del extremo 3' (Birchmeier y col.,
1984, Krieg y Melton, 1984). Sin embargo, en ovocitos de anfibios, los
mRNAs de las histonas mayoritarias estan poliadenilados aunque el
extremo poli(A) es eliminado por completo durante la maduracién
del ovocito y en cé€lulas en cultivo (Ballantine y Woodland, 1985).

Las histonas humanas H3 se clasificaron en 3 subtipos de
acuerdo a su movilidad electroforética bidimensional, H3.1, H3.2,
H3.3 que se diferencian entre si en 1 6 3 aminoicidos (Gabrielli y col.,
1985). En tejidos humanos, las tres variantes H3 se presentan en
diferentes cantidades relativas dependiendo del estado replicativo de
la célula; H3.1 y H3.2 son variantes dependientes de replicacidn
mientras que en células no replicativas de tejidos adultos la mas
abundante es la H3.3.

Recientes hechos han demostrado que los genes H3.3 de
vertebrados son peculiares ya que contienen intrones, estin
poliadenilados, contienen una sefial de poliadenilacion ATTAAA no
consenso y no poseen el palindrome en el extremo 3' (Engel y col.,
1982, Old and Woodland, 1984, Wells y Kedes, 1985).

En vertebrados existen dos subclases distintas de genes de
histona H3.3: H3.3A y H3.3B (Brush y col.,, 1985, Hraba-Renevey and
Kress, 1989). Aunque las dos subclases codifican para dos proteinas
idénticas, las regiones no codificantes no presentan homologias.

Chalmers y Wells (1990) aislaron e! clon codificante para la
H3.3A en conejo y vieron que era similar a la H3.3A de humano
(Wells y Kedes, 1985) y a la H3.3A de pollo (Brush y col., 1985). El

alto grado de conservacién de secuencia, sobre todo en el extremo 3
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no codificante, a lo largo de la evolucién hace pensar en una funcién
indispensable para esta region, pero que es todavia desconocida.

Wells y col. (1987) aislaron y secuenciaron el gen de humano
H3.3 consistente en 8.8 Kb que contienen tres intrones. En su extremo
3' existe una regién no codificante que presenta una sefial no
canénica de poliadenilacion ATTAAA. Ademds, la regiéon 3’ es
homéloga a la del gen de pollo H3.3A (Brush y col.,, 1985). Sin
embargo, la H3.3B de pollo no muestra homologia en la regién no
codificante con la H3.3A ni con la H3.3 de humano, por ello (Wells y
col.,, 1987) postularon que debe existir un equivalente al H3.3B de
pollo en humano que todavia no se ha identificado.

Dodgson y col. (1987) demostraron que las histonas H3.3A vy
H3.3B de pollo contienen la misma sefial de poliadenilacién
(ATTAAA) y se ha conservado evolutivamente para todos los H3.3
descritos, lo que hace pensar que es un importante mecanismo de
regulacion.

Hraba-Renevey y Kress (1989) aislaron y secuenciaron el cDNA
de ratén de la histona H3.3 que tiene un 95% de homologia con el
extremo 3' del H3.3B de pollo. La secuencia de aminoicidos es
idéntica a la de pollo H3.3B (Brush y col, 1985) y a la H3.3 de
humano (Wells y col.,, 1987). Por Northern-Blot origina transcritos de
1.8, 1.2 y 1.0 Kb. Al igual que postularon Wells y col. (1987) que un
segundo gen de H3.3 humano altamente homdélogo en la regién 3' al
gen de pollo H3.3B faltaba por descubrir, en ratén debe existir otro
gen homologo al H3.3A de pollo que todavia no se conoce.

Wellman y col. (1987) obtuvieron 3 clones de DNA gendmico de
ratébn para la H3.3 que no presentaban homologias con los oBtenidos
a partir de pollo, ya que no contenian intrones y que codifican para

proteinas con algunos cambios de aminoidcidos. Postularon la
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posibilidad de que estos genes fueran "pseudogenes” procesados,
originados por transcripcién reversa del gen original y con grandes
probabilidades de que sean expresados. |

La histona H3.3 aislada en este trabajo presenta homologia en
los dos fragmentos secuenciados, con la clonada por (Wellman y col.,
1987), aunque no se puede concluir que no tiene intrones ya que
todavia no conocemos la secuencia completa. Por otro lado, el
extremo 3' no codificante es idéntico al extremo 3' de la H3.3A de
polioc (Brush y col., 1985) y de conejo (Chalmers y Wells, 1990).
Ademds, después de confirmar los resultados obtenidos por la Dra.
Krimer (1993) con las células MEL estimuladas por HMBA (Fig. 29) y
comprobar que el transcrito que aparece es el de 1.2 Kb, lo que
corresponde a la H3.3A, se podria pensar que nos encontramos ante
el transcrito correspondiente al gen H3.3A de ratén.

Ademais, esta es la primera evidencia de la expresién de H3.3A
en tejidos gonadales (testiculo adulto y ovario fetal) (Fig. 30 y 31).

La secuenciacién completa y su andlisis comparativo con los
pseudogenes descritos nos permitirAn conocer si se trata de un
pseudogen procesado y .funcional como han sido descritos en otros
casos como la isoenzima testicular de PGK-2 (McCarrey y Thomas,
1987), o por el contrario existen intrones en su secuencia.

El hecho de que se hayan encontrado, en la genoteca de ovario
fetal de 16 d, dos clones de una elevada homologia con la histona
H3.3A ya descrita (DLA-89, -92) y de que su expresién sea tan
elevada en testiculo adulto y en ovario fetal de ratén (Fig. 30 y 31)
podria sugerir una importante funcién para este gen durante el
desarrollo de la gametogénesis. Durante el proceso meidtico ocurren
modificaciones estructurales de la cromatina que dan lugar al

recambio de histonas y a la aparicion de nuevas formas de éstas, por
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lo que se podria pensar que la elevada expresion de H3.3A en estas
etapas es consecuencia de dicho recambio, aunque su funcién sea

todavia una incégnita.

Poliadenilacién d RNAS:

La mayoria de los mRNAs de los organismos eucariéticos se
caracterizan por poseer una cola de poli(A), de longitud variable, en
su extremo 3. En cé€lulas animales, los tnicos mRNAs conocidos que
carecen del extremo 3'-poli(A) son los que codifican para la mayoria
de las histonas (Adesnik y Darnell, 1972), También estin presentes
en plantas y levaduras (McLaughlin y col.,, 1973), asi como en
mitocondrias (Ojala y col,, 1981). La enzima que sintetiza las colas de
poli(A) se denomina Poli(A) polimerasa y fue descubierta en 1960
(Edmonds y Abrams, 1960).

En células animales estd claramente establecido el mecanismo
de formacién del extremo 3' del mRNA y consiste en una digestién
inicial por determinadas endonucleasas, de parte del extremo 3' y la
posterior adicién de la cola de poli(A). Ademds, existen evidencias de
su papel en el control de la estabilizacién del mRNA y del control
traduccional (Brawerman, 1981, Atwater y col., 1990, Jackson y
Standart, 1990). La comparacién de secuencias de mRNA en su
extremo 3' reveld la presencia de un hexanucleétido AAUAAA en casi
todas ellas (Proudfoot y Brownlee, 1976). Numerosos experimentos
de mutagénesis han confirmado que esta secuencia, localizada entre
10-35 nucleétidos hacia 5' de la cola de poli(A), es esencial para la
formacién del extremo 3' del RNA poliadenilado y se denominé "seiial

consenso de poliadenilacién” (Wickens y Stephenson, 1984, Higgs y
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col., 1983, Wilusz y col.,, 1989, Sheets y col., 1990). Mutagénesis
sistemdticas en todos los nucleétidos de la secuencia AAUAAA
revelaron que la secuencia AUUAAA es también funcional (Sheets y
col., 1990).

Algunos mRNAs no contienen elementos reconocibles AAUAAA
{que no difieran en mas de dos nucleétidos de la consenso) y la
mayoria de los casos implican sistemas de poliadenilacién alternativa.
Por ejemplo, de los cuatro mRNAs derivados del gen de la
Dihidrofolato-reductasa, uno de ellos carece de seiial AAUAAA vy
otros dos tienen variantes poco usuales (Setzer y col., 1980, Hook y
Kellems, 1988). Del mismo modo, uno de los dos transcritos de la
Ciclina D de humano (Xiong y col.,, 1991) y el mRNA de c-ab!
especifico de esperma de ratén (Meijer y col.,, 1987) carecen de
elemento AAUAAA. El grupo méas significante lo componen los
transcritos de los genes de Histona. En células somiticas estos genes
son procesados a mRNAs desprovistos de la cola de poli(A). Sin
embargo, en espermétidas, los transcritos especificos
correspondientes a esos genes si contienen cola de poli(A) en el
extremo 3'. La mayoria de estos mRNAs tienen sefiales de
poliadenilacién que difieren de la consenso (Chaliocner y col., 1989).
La via de poliadenilacién de los mRNAs que carecen de seiiales
AAUAAA es todavia desconocida.

Ademids de las sefiales de poliadenilacién, son requeridos otros
elementos para la ruptura enzimdtica del extremo 3', situados en
dicho extremo y de ellos no se conoce secuencia consenso, pero se
sabe que son elementos ricos en GU o sélo en U, como ocurre en el
sitio de poliadenilacién del gen de la o-globina, que contiene ambos

(Gil y Proudfoot, 1987).
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Muchas unidades de transcripcién contienen miiltiples sitios de
poliadenilaciéon y la eleccién entre ellos puede determinar qué
producto génico es sintetizado, aunque no se conocen cudles son los
elementos que controlan la eleccién de una u otra. Esto ocurre el el
caso del gen de la Bl,4-galactosiltransferasa (Shaper y col.,, 1990) que
codifica para dos mRNAs que difieren en 200 bases y se traducen a
dos proteinas. La elecciéon de uno u otro transcrito y su nivel de
expresién estd regulado durante la espermatogénesis.

Existe un hecho importante y es que en la mayoria de los
animales estudiados, incluidos Xenopus y ratén, €l control materno
del desarrollo es ejercido, al menos en parte, por via de la activacién
de la traduccién de mRNAs acumulados en el citoplasma del ovocito.
Estos mensajes se traducen cuando son requeridos para la
maduracién meidtica, fertilizacién o embriogénesis temprana
(Davidson, 1976). La activacién traduccional de estos mRNAs
maternos almacenados es controlada fundamentalmente por la
poliadenilacién citopldsmica (Rosenthal y col., 1983, Wickens, 1990,
Richter, 1991). Esta poliadenilacién es variable en términos de su
duracién temporal, su extensién y su efecto en la estabilidad de
mRNAs especificos. La activacién de la traduccién de los mRNAs
parece estar regulada por una secuencia situada en el extremo 3', no
traducida y denominada "elemento citopldsmico de poliadenilacién”
(CPE). Un CPE consenso en Xenopus es UUUUUAU vy estd sitvado hacia
5" de la sefial candnica de poliadenilacibn AAUAAA. En este sistema,
la poliadenilacién citopldsmica bajo la maduracién meiética requiere
de la presencia de las dos secuencias (Varnum y Wormington, 1990),
(Fox y Wickens, 1990). Aunque la mayoria de los estudios se han
dirigido al estudio de la maduracién de ovocitos en Xenopus (Simon y

col., 1992, Fox y col.,, 1992) recientemente se ha descrito la presencia
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de estos mismos elementos UUUUUAU en ovocitos ratén (Sallés y col.,,
1992).

Para muchos de los clones obtenidos, el andlisis de la secuencia
ha permitido identificar sefiales de poliadenilacién y es muy
importante en tejidos gonadales la aparicién de nuevos transcritos
por poliadenilacién alternativa.

Como ya se ha comentado en el capitulo de resultados, de todos
los clones secuenciados después de su aislamiento a partir de la
genoteca de ovario fetal de ratén de 16 d, la mayoria presentan la
sefial candnica de poliadenilacibn AATAAA (DLA-25, -61, -65, -68,
-70, -90, -97, -102, -104, -108, -121, -123, -136, -139, -146, -147,
-152, -154, -159, -164). En los clones DLA-72 y DLA-121 aparecen
varias sefiales candnicas, lo que podria ser indicio de regulacién por
poliadenilacién alternativa, hecho que ya se ha descrito en otros
sistemas (Shaper y col.,, 1990). En otros de los clones (DLA-89
(histona H3.3), DLA-92 (histona H3.3), DLA-98 (surf-3), DLA-113,
DLA-175), las sefiales de poliadenilacién son ATTAAA (Sheets y col.,
1990}, secuencia que ha demostrado estar presente en los clones de
histona H3.3 (DLA-89, -92) y cuya funcién es similar a la de la
canénica. Por ultimo, el clon DLA-72 (laminina B2) contiene una
regién correspondiente a un elemento citopldsmico de poliadenilacién
(CPE) TTTTTTAT situado hacia 5' de la sefial canénica AATAAA. Estos
elementos CPE ya se habian descrito en Xenopus (Varnum vy
Wormington, 1990) donde se habia demostrado que tenian una
importante funcién en la maduracién del ovocito. Recientemente, los
experimentos realizados por (Sallés y col.,, 1992) en ovocitos de ratén
han demostrado que es necesaria la presencia de estos elementos,

cuando estin en su secuencia, para que se produzca la maduracién de
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los ovocitos y que mutaciones que eliminan este CPE impiden que el
ovocito progrese con el proceso de la maduracién.

[.a presencia de un CPE en un clon que esti expresindose en
ovario fetal de ratén y que parece tener una funcién en la linea
germinal, como ya se comentd anteriormente (laminina B2), aporta
un nuevo dato para confirmar la importancia de la expresién de este

gen en los tejidos gonadales.
Clones DLA_noveles;

Entre los clones de secuencia conocida que han sido aislados a
partir de la genoteca de ovario fetal de 16 d, como ya se ha visto, se
ha demostrado que muchos de ellos tienen una implicacién funcional
en procesos de diferenciacién y proliferacién; ademds se ha discutido
la justificacién de la expresién de dichos genes en un proceso como la
gametogénesis del que se desconocen los elementos reguladores de
muchas de sus etapas.

Respecto a los 16 clones noveles DLA, cabe esperar que sus
funciones sean similares a los anteriores, en dos tejidos distintos
(ovario fetal y testiculo), pero en los que se estd produciendo un
proceso de proliferacién y diferenciacién celular similares, aunque
podrian estar regulados de forma diferente.

El primer dato obtenido a partir de los ¢cDNAs correspondientes
a los clones DLA, fue su secuencia. Dado que no habian sido descritas
hasta entonces y dado el interés del conocimiento de la existencia de
-una serie de cDNAs que se estdn expresando de forma paralela en
ovario fetal de ratén y en testiculo adulto predominantemente sobre
tejidos somaticos, dichas secuenciés fueron incorporadas al banco de

datos EMBL como "marcadores de secuencias expresadas” (ESTs:
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"expressed sequence tags") (Adams y col., 1991) y les fueron
asignadas las claves de acceso desde X71637 hasta X71652 y todas
las intermedias (tabla 35).

La caracterizacién y uso de ESTs en los proyectos de
secuenciacion y anélisis de genomas estd siendo cada dia de mayor
interés por varios aspectos: permiten el mapeo de secuencias
expresadas, la localizacién de genes con funciones asociadas y la
localizacién directa de genes de interés biomédico, conocidos sus
productos génicos y el efecto patolégico de su mutacién o alteracidn,

Con el fin de llevar a cabo la caracterizaciéon de estos clones, el
primer abordaje que se hizo consistié en estudiar el patrén de
expresién, mediante Northern blot, de cada uno de ellos. Para este
estudio se empleé6 RNA total procedente de testiculo de ratén
prepuberal (de los distintos dias por los que transcurre la profase
meidtica) y adulto. Esto se hizo con RNA de testiculo en lugar de RNA
de ovario fetal debido a la gran dificultad de obtener suficiente tejido
para la realizacién de todos los Northens. Ademds, dado que la
meiosis es un proceso evolutivamente conservado y que muchos de
los genes descritos en ratén tienen una funcién similar en humano, se
utiliz6 también RNA total procedente de testiculo humano en el que
previamente se habia analizado la presencia de todos los tipos
celulares. Para determinar la especificidad de la expresién en la linea
germinal respecto a la somdtica, en los mismos Northerns se incluyé
RNA total procedente de tejidos somdticos de ratén de 16 d p.c.

Como ya se ha descrito en el capitulo de resultados, la
expresiéon ha mostrado ser ubicua para algunos de ellos (DLA-65,
DLA-121, DLA-191, DLA-152, DLA-136) en todos los tejidos

analizados, aunque esto no indica el que no puedan tener funciones
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especificas en los tejidos gonadales. Entre éstos cabe destacar la
elevada expresién de DLA-121 y DLA-136 en rii6n fetal.

Otros clones expresan un transcrito alternativo en testiculo
prepuberal o adulto (DLA-97, DLA-68, DLA-168, DLA-123) cuya
mdxima expresién se da en el dia 14 p.n., lo que podria indicar la
existencia de elementos reguladores que estén induciendo la
expresion de estos genes en los tejidos gonadales por "splicing”
alternativo, ademds del correspondiente al que se expresa también
en tejidos somidticos. El clon DLA-97 muestra niveles elevados de
expresién en cerebro fetal. Este hecho es coherente con la existencia
de algunos otros genes ya descritos que se expresan de forma
paralela en células meidticas y en neuronas, como nek! (Motro y col.,
1992).

Finalmente, se ha visto la existencia de dos clones (DLA-154 y
DLA-108) que se expresan de forma especifica en tejido gonadal de
ratdn, en testiculo y adulto, aunque en humano no se detecta su
expresion. Estos clones abren muchas vias para el estudio de la
regulacion de genes especificos de la linea germinal y su papel en un
proceso tan conservado en los dos sexos como es la meiosis.

Estos primeros resultados nos permitirin abordar en el futuro
la caracterizacién de la funcién correspondiente a estos clones, los
productos de sus transcritos, su localizacién celular y el mapeo
gendmico; es decir, todos aquellos elementos que indudablemente
van a aportar nueva informacién en el desarrollo de la gametogénesis
y probablemente, en la diferenciacion y desarrollo de otros procesos
bdsicos de los organismos eucaridticos.

El conocimiento de la implicacién de todos estos genes en un
sistema tan poco abordado como es el oocito fetal de ratén

(oogénesis) y, en general en la gametogénesis, permitird obtener mds
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informacién sobre el papel que desempefian durante la
embriogénesis temprana y el descubrimiento de posibles nuevos

factores de crecimiento o de diferenciacién.
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CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en este trabajo se pueden deducir

las siguientes conclusiones:

- Se ha construido por primera vez y comenzado la caracterizacién de

genotecas de ¢DNA a partir de ovarios fetales de ratén.

- El andlisis diferencial de la genoteca de ovario fetal de 16 d,
mediante sondas de cDNA de testiculo de ratén adulto frente a cDNA
de tejidos somdticos embrionarios ha demostrado ser eficaz en el
aislamiento de genes de expresién preferencial o especifica durante

la gametogénesis.

- El andlisis diferencial de la genoteca de ovario fetal de 16 d ha
permitido seleccionar, partiendo de 104 pfu, 33 clones que hibridan
de forma preferencial con sondas de sscDNA de testiculo de ratén

adulto frente a la sonda de sscDNA de tejidos somdéticos.

- De los 33 clones aislados, el 50% corresponden a genes de secuencia
conocida (17) y el otro 50% a genes de secuencias no descritas hasta

hoy (16).

- La expresién diferencial de genes durante la gametogénesis podria
ser debida a poliadenilaciéon alternativa. En el andlisis de las
secuencias de los clones seleccionados, hemos podido comprobar la
existencia de variaciones en las secuencias de las seifiales de
poliadenilacién, que suponen:

- presencia de mds de una sefial;
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- seflales de poliadenilacion alternativas a la canénica;

- elementos citopldsmicos de poliadenilaciéon (CPE).

-El estudio de la expresion de los clones DLA noveles ha permitido
clasificar dichos genes en tres grupos:

- genes de expresion ubicua;

- genes que expresan transcritos alternativos durante la
gametogénesis;

- genes de expresion especifica en la gametogénesis.

- Para muchos de los clones correspondientes a genes de secuencia
conocida, que estdn presentes en la genoteca de ovario fetal, no se
habfa descrito hasta hoy su expresién durante la vida fetal,
especialmente en ovario. Asi{ mismo, se puede inferir su expresiéon en

testiculo adulto, asociado a la espermatogénesis.

- Los clones DLA-89 y -92, con elevada homologia con un pseudogen
de la histona H3.3, contiene en su extremo 3' una regién que reconoce
el mismo extremo de la histona H3.3A de pollo. La expresién
especifica de la histona H3.3A habfa sido comprobada tras la
induccion de células MEL por HMBA, pero no se habia aislado el
transcrito correspondiente, hasta hoy. Por tanto, se sugiere que estos

clones corresponden a la histona H3.3A de ratdn.
- La expresién del gen de la histona H3.3A en ovario fetal de 13 d y

en testiculo adulto es del orden de 10 veces superior a la mdxima

expresién encontrada en las células MEL tras su induccién por HMBA.
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